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RESUMO

A progesterona (P4) é imprescindivel para a aplicagdo da técnica de
Inseminacéo Artificial em Tempo Fixo (IATF). Os protocolos hormonais utilizados para
a IATF movimentam importante valor financeiro, em que a P4 representa 43 % do
custo total. A liberacdo da P4 pelos dispositivos vaginais ocorre por difusdo passiva,
ou seja, a droga é liberada obedecendo gradiente de concentracido, potencializado
pela area de superficie de contato entre o dispositivo e o epitélio vaginal. Dada a
importancia desse esteroide nos protocolos, varios estudos descrevem a reutilizagao
dos dispositivos como uma alternativa de viabilizar a técnica. No entanto, os
resultados sao controversos e ndo ha uma descricao sobre o padrdo de liberacdo da
P4 de implantes utilizados em vacas em diferentes etapas do ciclo estral. Os objetivos
foram: 1) avaliar o perfil de P4, de implantes novos contendo 1g de P4, utilizados por 8
dias, em fémeas com diferentes condi¢des de atividade ovariana luteal; 2) avaliar e
comparar entre si e em relagdo a um dispositivo novo, a liberacdo de P4 de implantes
previamente usados em fémeas com diferentes condicées de progesterona endégena
e 3) correlacionar a liberagdo de progesterona de implantes de 12 e 2% uso com a
dindmica de desenvolvimento folicular. Para isso, foram realizados dois experimentos.
Exp. 1: Grupo 1 (G1a): com corpo liteo durante todo o tratamento; Grupo 2 (G2a):
com corpo luteo a metade do tratamento e Grupo 3 (G3a): sem corpo liteo. Os
animais dos Grupos Gla e G2a iniciaram o tratamento (D0) com um corpo luteo
funcional, formado oito dias antes da insercao do implante. No G2a, foi aplicada , trés
dias apods a insercdo do implante, D3, (0,15 mg de D-cloprostenol) visando lutedlise.
Os 10 animais do G3a iniciaram o tratamento sem atividade ovariana luteal. Duas
amostras de sangue foram coletadas no DO, pela manha e a tarde, e no D3, no D5 e
no D8, a tarde. O nivel de P4 foi obtido por radioimunoensaio (RIA). As médias de P4
das amostras foram comparadas pelo teste de tukey. Gla e G2a diferenciaram de
G3a no DO (5,3+3,1%; 5,3+1,4% e 0,6+0,3° ng/mL, respec. (p<0,05)) e no D3 (5,7+2,6%;
5,4+1,95% e 3,6+0,8° ng/mL, respec. (p<0,05)). Em D5, 36 horas ap6s a PGF do G2a,
este passou a niveis semelhantes a G3a e ambos se diferenciaram de Gila
(G1a=3,3+1,6%, G2a=2,4+0,9° e G3a=2,1+0,7° ng/mL (p<0,05)) e no D8 os grupos
mantiveram as mesmas caracteristicas (G1a=3,1+1,3?, G2a=1,8+0,8" e G3a=1,6+0,6°
ng/mL (p<0,05)). Além disso, a diferenga entre o nivel sérico de D3 e DO também foi
diferente de G1a e G2a quando comparadas com G3a (G1a=0,4+1,8% G2=0,2+1,4% e
G3=2,8+0,9° ng/mL (p<0,05)). Exp. 2: Os mesmos animais foram redistribuidos e,
desta vez, divididos em quatro grupos sem a presenca de CL. Grupo 1 (G1b):



implantes do G1a, Exp. 01; Grupo 2 (G2b): implantes do G2a, Exp. 01; Grupo 3(G3b):
dispositivos de G3a, Exp. 1 e Grupo 4(G4b): implantes novos. Nao houve diferenca no
percentual de animais que apresentaram P4 abaixo de 1 ng/mL durante o tratamento
(G1b = 16,7%; G2b = 66%; G3b = 50% e G4b = 0; (p=0,14)) € no numero de vezes
que isso ocorreu em relagdo a quantidade de amostras avaliadas (G1b = 12,5 %;
G2b = 22,9 %; G3b = 12,5 % e G4b = 0; (p=0,07)), ou seja, ndo houve padrdao na
liberacdo de P4 de implantes reutilizados e somente os implantes novos mantiveram
niveis adequados desse hormdbnio. A média das taxas de crescimento folicular
(mm/dia) (G1b = 1,0+0,5; G2b = 1,0+0,3; G3b = 0,7+0,5 e G4b = 0,8+0,3) € o0 didmetro
(mm) do maior foliculo em D8 (G1b = 13,0+3,3; G2b = 12,0+2,3; G3b = 10,5+2,9 e
G4b = 11,440,6) também nao foram alterada pelo perfil de liberagdo a partir dos
dispositivos. Diante desses resultados, conclui-se que animais com a presenca de CL
e P4 endbdgena durante o protocolo de IATF consomem menor quantidade de P4 dos
implantes que animais sem CL; implantes de P4 novos mantém niveis satisfatérios de
P4 para a IATF, independentemente da condicdo fisiologica da fémea tratada;
dispositivos reutilizados oriundos de animais em diferentes condi¢des de ciclicidade
nao mantém perfis de progesterona semelhantes aqueles do uso prévio (12 uso); a
dinamica folicular n&o foi alterada em fungdo da auséncia de padrdo na liberacdo de
P4 dos implantes reutilizados quando comparados a implantes novos e que Implantes
novos, a despeito da maior liberacdo de progesterona, ndo interferem no padrdo de

desenvolvimento folicular em novilhas.

PalavrasChave: Corpo Luteo; Dispositivos Vaginais; Foliculos; IATF; Reproducéo.



ABSTRACT

Progesterone (P4) is an important steroid hormone in FTAIl programs.
Hormonal protocols used in FTAI programs involve considerable financial values, in
which P4 represents 43% of the total cost. The P4 release process from vaginal
implants occurs by passive diffusion, i.e., the drug release is driven by concentration
gradient and enhanced by the contact area between the implant and vaginal
epithelium. Given the importance of P4 in the protocols and the significance of this
steroid in the treatment costs, several studies described the reutilization of P4 vaginal
implants as an alternative to make this technology feasible. However, the results are
controversial and the pattern of P4 releasing from vaginal implants used in cows with
different luteal activity (amount of endogenous P4 synthesis) is not yet described. The
aim of the present study was to evaluate the P4 profile in cows with different luteal
activity treated with a new vaginal implant (1g of P4) for 8 days; evaluate and compare
to each other and to a new vaginal implant the P4 releasing from implant previously
used in females with different endogenous progesterone conditions; and correlate
progesterone releasing from new and used (second use) implants with follicular
dynamics. For this purpose, two experiments were performed. Experiment 1: Group
1(G1a) — with corpus luteum during all treatment period; Group 2 (G2a) — with corpus
luteum during half of treatment period; Group 3 (G3a) — without corpus luteum. At the
beginning of treatment (D0), G1a and G2a animals had a functional corpus luteum
which was formed eight days prior to implant insertion. Three day after implant
insertion (D3), 0.15 mg of D-cloprostenol were administered in G2a animals. The G3a
animals (n=10) started the treatment without ovarian luteal activity. Blood samples
were collected on DO in the morning and afternoon, D3, D5 and D8. P4 concentrations
were determined by radioimmunoassay (RIA). Average P4 concentrations in each
collection were compared by Tukey’s test. G1a and G2a was different from G3a on DO
(5,3+3,1%; 5,3+1,4% and 0,6+0,3° ng/mL, respectively (p<0,05)) and on D3 (5,7+2,6%;
5,4+1,95% and 3,6+0,8° ng/mL, respectively (p<0,05)). On D5, 36 hours after PGF
administration, P4 concentration of G2a became similar to G3a and both were different
from Gla (G1a=3,3+1,6%, G2a=2,4+0,9° and G3a=2,1+0,7° ng/mL (p<0,05)). On D8,
the groups maintained the same characteristics (G1a=3,1+1,3%, G2a=1,8+0,8" and
G3a=1,6+0,6° ng/mL (p<0,05)). Furthermore, the difference in the P4 serum
concentration between D3 and DO were lower in Gla and G2a than in G3a
(G1a=0,4+1,8% G2=0,2+1,4* e G3=2,8+0,9° ng/mL (p<0,05)). In experiment 2, the
same animals were reallocated into 4 groups without CL. Group 1(G1b) — implants



from G1la of Exp1; Group 2 (G2b) — implants from G2a of Exp1; Group 3 (G3b) —
implants from G3a of Exp1; and Group 4 (G4b) — new implants. There is no difference
in the number of animals with P4 lower than 1 ng/mL (G1b = 16.7%, G2b = 66%, G3b
= 50% and, G4b = 0; P=0,14) and in the number of times that this occurred in relation
to the amount of samples evaluated (G1b = 12.5 %, G2b = 22.9 %, G3b = 12.5 % and,
G4b = 0; P=0,07), i.e., there were no P4 releasing pattern from used implants and only
new implants properly maintained the concentration of this hormone. The average
follicular growth rate (G1b = 1,0+0,5; G2b = 1,0+0,3; G3b = 0,7+0,5 e G4b = 0,8+0,3)
mm/day) and the diameter of the largest follicle on D8 (Gib = 13,0+3,3; G2b =
12,0+2,3; G3b = 10,5+2,9 e G4b = 11,4+0,6 mm) were also not affected by the
releasing pattern of the implants. In conclusion, animals with CL and endogenous P4
during FTAI protocols consumed less P4 from the implants when compare to animals
without CL; new P4 vaginal implants maintained adequate levels of P4 for TFAl,
regardless the physiological condition of the treated animal; implants previously used
by animals with different ovarian activity did not maintain the P4 profile similar to that
observed with new implants; follicular dynamics was not changed by the lack of P4
releasing pattern from the used implants when compared to new implants; despite the
greater progesterone release, did not affect follicular development pattern in heifers.

Keywords: corpus luteum, vaginal implants, follicles, FTAI, reproduction.
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1. INTRODUCAO

A crescente necessidade de aprimoramento técnico da atividade pecuéria de
corte ou de leite para melhorar a eficiéncia e a rentabilidade das propriedades é
motivo de constante estudo e desenvolvimento de tecnologias de manejo, de nutricao
e de melhoramento genético. Entre as questdes de maior relevancia, esta a eficiéncia
reprodutiva, haja visto que o bom desempenho dessa atividade é determinante para o
sucesso financeiro das empresas rurais nesse segmento.

Inserida nesse contexto, estd a técnica de Inseminagéo Artificial em Tempo
Fixo (IATF), que otimiza a utilizacdo de uma biotécnica de grande importancia para
melhoramento genético, a inseminagdo artificial. A IATF permite a inducao
sincronizada da ovulagdo das matrizes em momentos pré-determinados e
proporciona, entre outras vantagens, a antecipacdo da data de concepgdo com
consequente diminuicdo do intervalo de partos, a concentracao dos servicos de monta
e dos nascimentos e 0 ganho genético obtido com o maior nimero de crias oriundas
de touros melhoradores. Além de ferramenta para o melhoramento genético, a IATF
pode proporcionar ganhos de desempenho reprodutivo, principalmente em zebuinos.

Segundo a Asbia (Associacdo Brasileira de Inseminacdo Artificial), nos
anuarios de 2012, foram comercializadas no Brasil nesse mesmo ano, um total de 12
milhdes e trezentas mil de doses de sémen , sendo 7 milhdes e quatrocentas mil para
rebanhos de corte e 04 milhdes e novecentas para rebanhos de leite. Entre esse
volume, conforme a instituicdo, aproximadamente 60 % das matrizes de gado de corte
inseminadas utilizaram a IATF como ferramenta de concepcao e algo em torno de 10
% para as matrizes leiteiras. Isso confere movimentagdo financeira que atinge o
montante dos 95 milhdes de reais somente com os tratamentos hormonais
necessarios para a aplicacao da técnica.

Para a aplicagdo dessa técnica, as matrizes recebem a administragdo de
horménios exdgenos que controlam a emergéncia sincronizada de uma nova onda de
desenvolvimento folicular, simulando as ocorréncias fisiolégicas do ciclo estral desses
animais. Entre esses hormdnios, a progesterona (P4), além de ser essencial para a
eficacia do tratamento, é de grande importancia por representar em torno de 45 % do
custo total do processo. Normalmente, sdo utilizados dispositivos intravaginais
impregnados com esse horménio que o mantém em niveis subluteais durante o
periodo necessario. Nesse contexto, varios estudos vém sendo realizados para
viabilizar e estender a reutilizagdo desse produto em virtude da progesterona residual
apoés sua reutilizagdo, mantendo a eficiéncia dos tratamentos com redugéo de custos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inseminagéo artificial em Tempo Fixo no Brasil

A atual situacdo do mercado mundial de produtos de origem animal, com
crescente aumento da exigéncia dos consumidores internacionais, e 0 cenario
econdmico brasileiro exigem alta produtividade e qualidade por parte dos produtores
de carne e de leite no Brasil. Devido ao fato de a reproducdo animal ser uma das
principais varidveis que determinam a viabilidade dessas atividades, sua eficiéncia
deve ser constante e detalhadamente gerenciada para garantir o sucesso financeiro
da propriedade rural (BARUSELLI et. al. 2004). Segundo Thomas (1992), as vacas
deveriam conceber entre 80 e 85 dias pds-parto, devido ao periodo de gestagédo de
aproximadamente 280 dias, produzindo assim um bezerro/vaca/ano. Por outro lado, as
vacas zebuinas apresentam um periodo de gestagcdo maior que as taurinas - 10 dias
em média, devendo reconceber entre 70 e 75 dias apos o parto (MADUREIRA et. al.,
2004).

Demanda por melhorias quantitativas e qualitativas foi o principal motivador
para o maior investimento em ganho genético dos rebanhos, sendo que para isso a
Inseminacdo Artificial foi a ferramenta de tecnologia inicialmente utilizada. Esta
apresentou crescimento em torno de 25% (Asbia, 2012 - Associacao Brasileira de
Inseminacédo Artificial) ao ano, nos Ultimos cinco anos, no numero de vacas
inseminadas. Apesar dos beneficios dessa tecnologia, Bé et. al. (2004) descreveram
que sua aplicacdo depende de observagado de cio das matrizes, independentemente
do clima, do dia da semana, da época do ano e das tarefas a serem cumpridas pela
equipe das fazendas, em alguns casos tornando sua implantacdo completamente
inviavel. Como alternativa para contornar essa limitante, nos ultimos cinco anos, houve
um crescimento médio de 25 % ao ano da utilizacdo da técnica de Inseminagéo
Artificial em Tempo Fixo (IATF) entre as vacas inseminadas artificialmente no Brasil,
sendo comercializado algo em torno de 6 milhdes de tratamentos hormonais. (ASBIA,
2012).

2.2 Principios da IATF

A |IATF consiste na utilizagdo de diversas combinag¢des hormonais chamadas de
protocolos que visam induzir, de forma controlada, alguns eventos fisioldgicos
relacionados ao ciclo estral. Com isso, espera-se ao final do protocolo induzir da
ovulagdo de grande parte das vacas em um momento pré-determinado, eliminando a

necessidade de deteccdo de estro, deixando a restricdo quanto ao uso da
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inseminacdo artificial somente pelo custo da implantagdo, pela mao de obra da
propriedade e pela aplicabilidade em condicdes de campo (Lucy et. al., 2004).

Esses protocolos de IATF atualmente possuem muitas variagoes, porém, para que
tenham condi¢des de obterem sucesso, necessitam que, além de serem aplicados em
animais com ovarios que possuam atividade folicular, respeitem o0s seguintes
principios, relacionados a condigdes fisiolégicas:

Sincronizacdo da onda de desenvolvimento folicular: Trata-se de etapa inicial e

fundamental. Com ela, pretende-se que todas as fémeas colocadas em um protocolo
iniciem nova onda de desenvolvimento folicular simultaneamente. Isso, normalmente,
€ conseguido pela atresia da populacdo folicular existente, usando com agente
terapéutico ésteres de estradiol (Benzoato ou Cipionato) (MARTINEZ et al. 2000). Ao
se utilizar os mais comuns analogos do estradiol, o efeito mais provavel é a atresia
folicular generalizada. Essas substancias, nas doses utilizadas, provocam o bloqueio
temporario na produgdo e nos niveis circulantes de FSH. A queda brusca dessa
gonadotrofina leva a atresia de foliculos de diferentes tamanhos. Em algumas
situagdes pouco frequentes, especificamente quando o animal for tratado com esses
analogos e estiver numa fase em que a progesterona esta baixa e exista um foliculo
pré-ovulatério, ou seja, de grande diametro, pode ocorrer ovulacdo e nao atresia
(FERNANDES et al., 1997).

Como geralmente provocam atresia, os analogos do estradiol, ao inicio do
tratamento, ndo padronizam as concentracbes de progesterona circulante entre os
animais tratados. Ao utilizar essas substancias na 12 etapa do protocolo, ou seja,
como sincronizadores de onda de desenvolvimento folicular, € importante associar o
tratamento aos implantes de progesterona, para que o desenvolvimento folicular seja
padronizado nos diferentes animais.

Manutenco de niveis elevados de progesterona: Trata-se da etapa de mais longa

duragdo e que inicia-se juntamente com a sincronizagdo do desenvolvimento folicular.
De nada adiantaria sincronizar o inicio da nova onda nos animais colocados num
protocolo de IATF se a partir do inicio do desenvolvimento da onda subsequente, ndo
houvesse padronizagdo da velocidade deste crescimento. A necessidade de
manutencdo de concentracdes elevadas de progesterona se baseia no fato que os
foliculos se desenvolvem em velocidades distintas quando as concentracdoes deste
esteroide variam (VIANNA, 2008). A manutengdo de concentragbes elevadas de
progesterona € o0 que padroniza o crescimento folicular apés a onda de
desenvolvimento sincronizada. Dessa forma, espera-se que o ritmo de crescimento
seja 0 mais semelhante possivel entre as fémeas tratadas e que, ao final, o diametro
do foliculo préovulatério seja o mais semelhante possivel (COSTA et al., 1999).
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Reducdo na concentracdo de progesterona: Além da retirada dos dispositivos

intravaginais, a aplicacdo de Iuteoliticos (PGF) visa reduzir as concentragdes
circulantes de progesterona, para permitir o final do crescimento folicular até o estagio
compativel com a ovulagdo. No caso de se estar utilizando implante, 0 mesmo deve
ser removido. E imprescindivel que a progesterona sofra uma queda intensa e brusca,
pois isto é necessario para a ocorréncia de uma série de eventos fisiologicos como
final do desenvolvimento folicular, da ovulagdo, do transporte e da capacitacdo
espermatica, entre outros. Caso ndo haja essa queda de progesterona, todos esses
mecanismos estariam comprometidos, afetando sem divida os resultados finais do
protocolo (ALMEIDA et. al. 2006).

Inducdo da ovulacdo: A etapa final seria induzir a ovulagdo do foliculo ja

desenvolvido em um periodo pré-determinado em todos os animais, para que, se
possivel, determine-se com a maior exatiddo o momento da ovulagao e a consequente
inseminagao. Isso geralmente é conseguido com a aplicacdo de analogos de GnRH
ou do estradiol. A eficiéncia dessa etapa depende diretamente das duas anteriores. E
necessario que haja um foliculo com desenvolvimento suficiente para ovular e que as
concentragbes de progesterona estejam baixas. Caso essas situagées ndo sejam
totalmente atendidas, ndo se alcangaria o efeito desejado. Segundo Dogi (2005), com
a queda da progesterona, ocorre aumento dos pulsos de LH e crescimento do foliculo
dominante que ovulara entre 48 e 72 horas apds a retirada do implante.

2.3 Papel da progesterona nos protocolos

Os dispositivos impregnados com P4 representam em torno de 45 % do custo
total dos tratamentos hormonais. Devido a essa importancia financeira e a
dependéncia do uso desse hormonio nos protocolos, alguns autores, como Motlomelo
(2002) e Almeida et. al. (2006), descrevem a reutilizacdo dos implantes vaginais como
uma alternativa interessante para aumentar a viabilidade da técnica, no entanto muitos
trabalhos foram realizados de forma empirica. A seguranga dessa reutilizacdo e os
resultados possuem um alto grau de variabilidade, faltando padronizagédo e triagem
nos delineamentos experimentais.

Segundo Shaham-Albalancy et al. (2000), o crescimento e o metabolismo
folicular e a sucessédo das ondas de desenvolvimento sdo muito influenciados pelas
concentragdes circulantes de P4. Esses autores mostram que, em concentragdes
normais (luteais) de P4, o metabolismo dos foliculos, mensurado pela concentracao de
17B-estradiol no liquido folicular, indicando atividade das células da granulosa, é
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diferente de quando as concentragbes estdo abaixo das consideradas normais.
Quando as concentragbes de P4 sido pequenas, ao final da onda, ou seja, na fase final
do desenvolvimento folicular, pode nao haver a atresia fisiolégica do foliculo
dominante. Assim, essa estrutura se mantém ativa e se desenvolve até um didmetro
superior ao normal, impedindo o inicio de uma nova onda, condi¢do caracterizada
como persisténcia do foliculo dominante. Embora esse foliculo persistente possa
ovular e formar corpo liteo quando a P4 baixar, 0 06cito no seu interior tem menos
condi¢des de ser fecundado, reduzindo a fertilidade da fémea submetida a essas
condicoes endocrinolégica de P4 sub luteal.

Vacas com niveis reduzidos de P4 durante a fase luteal do ciclo estral que
antecede a inseminacao artificial apresentam indices de fertilidade menores que vacas
com elevadas concentragdes desse horménio na mesma fase (FOLMAN et al., 1973;
1990; FONSECA et al., 1983; HOLNESS et al.,1981). Nos estudos desses autores, a
P4 foi secretada pela presenca de um corpo luteo, resultando em uma curva de
concentracao plasmatica de progesterona, que, embora baixa, foi crescente durante a
primeira parte do ciclo estral. Em outros estudos, quando o corpo luteo foi eliminado
por intermédio da aplicacdo de PGF2a e quando dispositivos de P4 foram inseridos na
vagina, promovendo concentragbes baixas e lineares ou com curva baixa e
decrescente, foram obtidas taxas consideravelmente menores de viabilidade oocitaria
(REVAH and BUTLER, 1996), sobrevivéncia embrionaria (AHMAD et al., 1995) e de
gestacéo (COOPERATIVE PROJECT, 1996; MIHM et al., 1994; SAVIO et al., 1993;
SMITH and STEVENSON, 1995). Nesses e em outros estudos (ADAMS et al., 1992;
KINDER et al., 1996; SIROIS and FORTUNE,1990), o foliculo dominante manteve-se
por um longo periodo, tornando-se persistente e suprimindo o crescimento de outros
foliculos. O decréscimo na fertilidade foi atribuido a dominancia prolongada desse
foliculo, possivelmente pela maturagcdo prematura do odcito (mihm et al.,, 1999;
REVAH and BUTLER,1996).

Xu et. al. (1997) observaram que baixos niveis de P4 durante a emergéncia
folicular resultam em menores taxas de gestacdo apds a inseminagao artificial das
matrizes, porém ndo quantificaram a concentragao sérica desse esteroide. Por outro
lado, Inskeep (2004) descreveu que a progesterona abaixo de 1 ng/mL pode causar a
maturacao precoce dos foliculos e dos odécitos, por aumento da frequéncia dos pulsos
de LH, ocasionando redugédo da fertilidade. Esse mesmo autor ainda relata que a
concentracdo de P4 é responsavel por 37% na variagao da frequéncia dos pulsos de
LH e por 38% da variacdo na concentracao de estradiol (E2), enquanto o pulso de LH
€ responsavel por 50% da variagdo da concentracdo de E2. Rivera et. al. (2011)

corroboram esses dados ao observarem que vacas superovuladas na segunda onda
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de desenvolvimento folicular, em que a P4 apresenta niveis séricos mais elevados,
obtiveram embribes com qualidade superior quando comparadas aquelas
superstimuladas na primeira onda (entre 5 e nove dias no Ultimo cio), com menores
concentragdes desse esteroide. Savio e colaboradores (1993), descreveram que o
nivel minimo necessario para a P4 circulante inibir os pulsos de LH é de 1 ng/mL.

2.4 Mecanismos de liberagdo de progesterona

Na difusdo, em um transporte passivo, as substancias migram entre dois
compartimentos por difusdo, seguindo um gradiente de concentragéo. A velocidade de
passagem entre os compartimentos ocorre em virtude de sua solubilidade na camada
bilipidica e da diferenga de concentragdo entre ambos. Essa transferéncia é
diretamente proporcional a magnitude do gradiente de concentracdo através da
membrana, pelo coeficiente de lipossolubilidade da droga e pela area de superficie da
membrana exposta a droga. Ao atingir um estado estacionario, a concentragao da
droga nao vinculada ao veiculo é a mesma em ambos os lados da membrana, se a
droga nao for eletrolitica (BRUNTON & PARKER, 2008)

A difusdo passiva € um importante mecanismo na farmacocinética,
principalmente de agentes lipofilicos, dentro dos quais se enquadra a progesterona,
derivada do colesterol. A maioria dos sistemas que utilizam mecanismo de liberagédo
controlada a partir de dispositivos tem como base esse principio da difusdo que se
baseia na passagem de uma substancia permeavel a favor de gradiente de
concentracdo. Normalmente, esses mecanismos de aplicacdo de substancias via
implantes sdo requeridos quando se deseja liberagdo lenta e manutengao de niveis
plasmaticos do principio ativo por mais tempo (LAVY et al. 2006). Os implantes
intravaginais de progesterona sdo a forma mais interessante de aplicagdo dessa
substancia quando se deseja manutencao de niveis plasmaticos por longos periodos.
O epitélio vaginal é altamente permeavel aos esteroides e a seus analogos, permitindo
que drogas dessa classe alcancem niveis séricos elevados, poucas horas apéds a
insercao e que ocorra queda acentuada das concentragdes logo apos a retirada dos
dispositivos (ROTHEN-WEINHOLD et al. 2000).

2.5 Reutilizagao dos dispositivos

Solorzano et al. (2004) relataram que 90 e 93% das vacas sincronizadas com
implante de 1,9 g de P4 novo e reutilizado manifestaram sinais de estro apds a
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retirada do implante, quando associado a aplicacdo de 2mg de benzoato de estradiol.
Isso, porém nao indica que os implantes tenham sido efetivos, visto que a
manifestagao estral, por si s6, no caso em questdo, poderia estar relacionada nao
somente a queda na progesterona, mas a aplicacdo do andlogo do estradiol. Outra
fonte de variagdo nesse e outros estudos € ndo considerar a concentragdo de P4
endogena.

B6 e Cutaia (1998) compararam a porcentagem de gestacdo em vacas
tratadas com implante de 1g de progesterona novos e que haviam sido previamente
utilizados, e relataram 49,5% de gestacdo com os dispositivos novos € 59,7%, apos
segundo uso, e concluiram que é possivel reutilizar esses dispositivos por uma
segunda vez em tratamentos de sincronizacédo de estros para IATF em bovinos. Por
outro lado, Rocha e colaboradores (2007) obtiveram taxas de gestacdo decrescentes
com implantes novos, e utilizados pela segunda e pela terceira vez de 58,06 %, 56,52
% e 52 %, respectivamente. Pela grande quantidade de variaveis que estao
relacionadas a taxa de gestacdo em vacas apds protocolos de IATF, é muito dificil
afirmar que o ndmero de vezes em que o implante foi utilizado possa ser indicado
como fonte ou ndo de variagdo, justamente pela dificuldade ou pela quase
impossibilidade de se isolarem os efeitos dessa variavel.

Macmillan e Peterson (1993) relataram que a concentracdo de progesterona
em vacas ovariectomizadas, tratadas com um implante intravaginal de progesterona,
nos dias 14 e 15, foi de 1,9 e 2,3 ng/mL, sugerindo, assim, que o dispositivo poderia
ser utilizado por até dois protocolos de sincronizacdo de sete dias. Nao se deve
considerar que uma Unica utilizacdo de 14 dias de forma ininterrupta num mesmo
animal proporcione liberagéo de progesterona semelhante a duas utilizagbes de sete
dias em animais distintos. Hermann e Wallace (2007) relataram que a reutilizagdo do
implante com 1,9 g em vacas da raga Holandesa ndo atendeu a necessidade de
manutencdo da concentragao de progesterona sérica acima de niveis para bloquer
hipotadlamo, e por isso ndo é efetivo para sincronizagdo do estro nesses animais.

A reutilizacdo desses dispositivos de P4 impde a necessidade de limpeza, de
identificacdo e de armazenagem adequadas dessas pegas para minimizar a
ocorréncia de vulvovaginites e a transmissao de doencas infectocontagiosas. Essa
manipulagdo poderia variar ainda mais a quantidade de P4 remanescente no implante,
haja vista que a lavagem das pegas com sabdo, por exemplo, poderia extrair um
pouco mais do horménio que é um derivado do colesterol (SENGER, 2002).

Empiricamente, por trabalhos realizados com dosagem de P4 utilizando
implantes de 12, 2° ou 3% uso, tem-se recomendado a possibilidade de mais de uma

utilizacdo. Nao foi localizado, porém, na literatura, um trabalho que relacione a
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liberacdo de P4 dos dispositivos a animais que possuem distintas condicées de
concentracoes de P4 durante o protocolo, o que é uma realidade.

Devido a grande quantidade de vacas tratadas de uma sé vez, principalmente
em rebanhos de corte, ndo existe uma separagdo entre vacas ciclando ou aciclicas.
Isso faz com que os animais sejam todos tratados como se estivessem na mesma
situacao estral desde o primeiro uso dos implantes, ndo havendo uma descri¢ao clara
sobre a magnitude de liberacdo da P4 presente nos dispositivos. Esse fato sugere que
as segundas e terceiras utilizagdes de implantes sejam feitas sem padronizacao da P4
remanescente, podendo alterar a sincronia da onda €, em alguns casos, nao suprimir

os pulsos de LH, além de provocar outros efeitos ja discutidos.
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3 HIPOTESES

A liberagdo de P4 a partir de implantes vaginais novos é maior sem
progesterona endégena;

A reutilizagdo de implantes leva a perfis de liberacdo de P4 distintos daqueles
conseguidos no primeiro uso;

Maiores concentragbes de P4, originados com uso de implantes novos,

interferem no perfil de desenvolvimento folicular.
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4 OBJETIVOS

e Determinar o perfil de liberacdo de progesterona de dispositivos vaginais
novos, em animais com diferentes situagdes fisioldgicas;

e Comparar entre si € em relagdo a um dispositivo novo, a liberacdo de P4 de
implantes previamente usados em fémeas com diferentes condi¢cbes de
progesterona endégena;

e Correlacionar a liberagdo de progesterona de implantes de 12 e de 2° uso com

a dinamica de desenvolvimento folicular.



24

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais e local de realizacao.

Os estudos foram realizados na Fazenda Serrinha, localizada no municipio de
Betim, Estado de Minas Gerais, com latitude de 19°58' 04" S e longitude 44° 11' 54"
W, altitude de 860 m, clima subtropical e classificagdo climatica Cwa, segundo
Kdppen-Geiger. O curral de manejo utilizado foi construido em madeira, com piso de
concreto e estrutura antiderrapante, com agua a disposicdo dos animais para o
periodo de espera, localizado préximo ao local de permanéncia dos animais. Para o
procedimento de manejo, foi utilizado um tronco de contengédo individual, com
imobilizagdo no pescogo, regido toracica e inguinal dos animais.

Foram utilizadas 30 novilhas com cruzamento racial indefinido, entre 24 e 30
meses de idade, criadas sob o regime extensivo, mantidas em pastagem de brachiaria
decumbens, com fornecimento ad libidum de agua e sal mineral de baixo consumo,
ausente de grdos em sua composicao e especifico para fémeas em reprodugao. O
estudo das hipéteses foi conduzido em dois experimentos, sendo utilizados os
mesmos animais para ambos, porém com randomizacao entre as fémeas de maneira
que nao se repetissem os grupos nos dois experimentos.

Dez dias antes do inicio dos estudos (D-10), os animais foram avaliados por
ultrassonografia transretal (Mindray-2200 - DPS - Equipamentos médicos, com probe
linear de 7.5 MHz) para verificar a atividade reprodutiva. Somente animais contendo
corpo luteo na avaliagdo, ou seja, ciclicos, foram incluidos nos protocolos de pré-

sincronizagao.

5.2 Experimento 01 - Perfil de liberacdo de P4 de acordo com a atividade luteal.

5.2.1 Delineamento e tratamentos

Foram formados trés grupos de tratamento, cada um contendo 10 animais e
com duracdo de 08 dias. Os animais foram distribuidos entre os grupos
aleatoriamente.

Para todos os grupos, os implantes foram colocados com o aplicador
recomendado pelo fabricante e as inje¢cdes intramusculares de estrogenos e da
prostaglandina foram feitas com uso de seringas descartaveis de 5 mL e agulhas de
injecao 40 x 12.

Grupo 01 (G1a) - Vacas com CL durante todo o periodo de tratamento.
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Para conseguir essa condi¢do, os animais tiveram o crescimento folicular e a
ovulagéo pré-sincronizados (conforme figura 1). Para induzir a ovulagdo e um corpo
luteo e sete dias ap6s a ovulacéo induzida, as fémeas receberam um implante vaginal
novo contendo 1g de P4, juntamente com uma injeg¢éo intramuscular de Benzoato de
Estradiol na dose de 2 mg pela manha (D0) e permaneceram com o implante pelo
periodo de 08 dias. Para a pre-sincronizacao, foi usado um implante de norgestomed
por se tratar de um analogo da progesterona nao detectado pelo método de analise
utilizado e de aplicagédo auricular, ndo interferindo no ambiente vaginal.

Experimento 01 — GRUPO 01: Vacas ¢/ CL

D-9

2 mg BE
l Do

| Implante Norgestomed | 1 | Implante P4 1g I
1‘ 1‘ T 1 T T
D-18 D-10 D-7 o D+8

Implante P4 Retira Ovulacgo Implante P4 Retira
+ Implante P4 o/ + Implante P4
2 mg BE + Formagdo *
0,15 mg D-clop. cL 2mg BE 0,15 mg D-clop.
+
25 Ul FSH

Figura 1: Protocolo de pré-sincronizacao e de tratamento dos animais do grupo 01

Grupo 02 (G2a) - Vacas com CL metade do periodo de tratamento.

Esse grupo foi submetido ao mesmo tratamento do G1ia para formar CL antes
do tratamento. Adicionalmente, recebeu aplicacdo intramuscular de 0,15 mg de D-
cloprostenol no terceiro dia apds a colocagao do implante, no periodo da tarde (D 3,5),
visando a lise do corpo luteo previamente formado e a reducao de P4 enddgena.
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Experimento 01 — GRUPO 02: Vacas ¢/ CL 1/2

D-9
2 mg BE
DO
| Implante Norgestomed I M I Implante P4 1g |
1 T4 T 3
D-18 D-10 D-7 D3,5 D8
Implante P4 Retira Ovulagio 0,15 mg D- Retira
+ Implante P4 o/ clop. Implante P4
2 mg BE + Formagdo DO *
0,15 mg D-clop. cL 0,15 mg D-clop.
+ Implante P4
25 Ul FSH +
2 mg BE

Figura 02: Protocolo de pré-sincronizacao e de tratamento dos animais do grupo 02

Grupo 03 (G3a) - Vacas sem CL durante todo o tratamento

As novilhas deste grupo iniciaram o tratamento sem P4 enddgena. Para isso
(Figura 03), receberam um implante auricular com Norgestomed juntamente com uma
dose de 2 mg de Valerato de Estradiol no D-9, uma injecao intramuscular de 0,15 mg
de D-cloprostenol no D-4, D-2 e no DO, juntamente com a retirada do implante
auricular e com a colocacédo do implante intravaginal de 1 g novo conforme G1a,
visando analisar o perfil de liberacdo da P4 a partir de dispositivos novos, em animais

sem progesterona endogena.

Experimento 01 — GRUPO 03: Vacas s/ CL

D-4
0,15 mg D-clop.
| CRESTAR | Implante P4 1g |
D-9 D-2 DO D8
Implante 0,15 mg D-clop. Retirada Retira
Norgestomed Norgestomed Implante P4
+ + +
2 mg VE 0,15 mg D-clop. 0,15 mg D-clop.
+
Implante P4
+
2 mg BE

Figura 03: Protocolo de pré-sincronizacao e de tratamento dos animais do grupo 03
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5.2.2 Coletas de Sangue e preparacdo das amostras

A curva de liberacdo de P4 foi avaliada por radioimunoensaio, conforme
descrito por Fernandes (2000). Conforme demonstrado na Figura 04, as amostras de
sangue foram coletadas em todos os grupos no DO, momento da colocacdo do
implante; no D3, antes da aplicacdo de PGF2alfa do Grupo 02; no D5, apds a
aplicacdo da PGF2alfa do Grupo 02 e no D8, momento da retirada do implante, por
puncado da veia ou artéria coccigea, com agulhas 25 x 08 e armazenados em tubos
vacuolizados. As amostras foram mantidas refrigeradas a 4° C até o momento da
centrifugagcdo. Em um intervalo menor que 6 horas apds a coleta, todas as amostras
foram centrifugadas a 600 G por 10 minutos; em seguida, o soro sanguineo foi
recuperado e estocado a -20°C em frascos eppendorf, devidamente identificados com
0 numero do animal e a data da coleta.

Experimento 01 — Coleta de Amostras para Analise de P4
Todos os grupos

D5
32 Coleta
Ap0ds Aplicagdo
D—Cloprostenol_

y

| Implante P4 1g — Trés Grupos/Experimento 01 |

T : !

D 3,5
22 Co’leta D38
o A Aplicaga 32 Coleta
12 Coleta ntes Aplicagdo

Antes Retirada

D-cloprostenol (grupo 2) do Implante P4

(antes Implante)

Figura 04: Protocolo de coleta de sangue para os animais dos trés grupos de
tratamento do experimento 01.

5.2.3 Dosagem de Progesterona

As dosagens hormonais foram executadas por radioimunoensaio. Utilizou-se o
kit comercial (Siemens Coat-a-count®) conforme metodologia descrita por Fernandes
(2000). As analises foram realizadas no Departamento de Radiologia e Reproducéo

Animal da Unesp-Botucatu.
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5.3. Experimento 02 - Perfil de liberagdo de P4 de implantes novos e

previamente utilizados.

5.3.1. Delineamento e tratamentos

As fémeas foram submetidas ao mesmo protocolo de preparacgao utilizado no
Grupo G3a do experimento 1, porém com o uso do Valerato de Estradiol devido a seu
efeito luteolitico, para que os 21 animais utilizados neste experimento estivessem
todos sem a presenca de corpo liteo. Assim, foram organizados outros 04 grupos de
tratamento, sendo que os grupos 1 (G1b), 2 (G2b) e 3 (G3b) com seis animais e o
grupo 4 (G4b), com trés animais; além disso, as matrizes do estudo foram
redistribuidas entre os grupos, de maneira que nao recebessem o mesmo implante do
Experimento 01. O Grupo G1b recebeu implantes provenientes dos animais do G1a do
experimento 01; o G2b, os implantes do G2a do experimento 01; G3b recebeu os
implantes provenientes do G3a do experimento 01 e o G4b recebeu implantes novos.
Todos os grupos receberam juntamente com o implante uma dose intramuscular de 2
mg de Benzoato de Estradiol.

A lavagem e o armazenamento dos implantes foram feitos com agua corrente e
auxilio manual para remocdo de muco e de outras estruturas. Em seguida, as pecas
foram imersas em solugdo de amoénia quaternaria a 0,5 % para desinfeccdo e
colocados para secar espontaneamente a sombra. Logo apds, foram embalados em
sacos plasticos e armazenados sob refrigeracao até a sua reutilizacao.

Além disso, nessa fase foi acompanhada por meio de ultrassonografia via
transretal a emergéncia da onda folicular desses animais para verificar a
sincronicidade relacionada com a curva de P4.

TRATAMENTOS
D-4
0,15 mg D-clop.
| CRESTAR | implante P4 1g — Grupo s do Exp.01 |
D-9 D-2 DO Dg
Implante 0,15 mg D-clop. Retirada Retira
Norgestomed Norgestomed Implante P4
+ + +
2mg VE 0,15 mg D-clop. 0,15 mg D-clop.
+
Implante P4
+
2 mg BE
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Figura 05: Protocolo de pré-sincronizagcdo e de tratamento dos animais do

experimento 2.

5.3.2. Colheita e preparacao das amostras

Conforme descrito na Figura 06, as coletas de sangue para avaliacao do perfil
da curva de liberacao de P4 foram realizadas no DO, antes da colocacédo do implante,
ainda no DO, 12 horas apés a colocagao do implante; no D1, 24 horas apods a segunda
coleta e, a cada 24 horas, até o final do protocolo, totalizando 10 amostras de cada
animal. Assim como no experimento 01, a curva de liberacdo de P4 foi avaliada por
radioimunoensaio, conforme descrito por Fernandes (2000) e as amostras de sangue
foram coletadas por puncao da veia ou da artéria coccigea, com agulhas 25 x 08 e
armazenados em tubos vacuolizados. As amostras foram mantidas refrigeradas a 4°C
até o momento da centrifugacdo. Em um intervalo menor que 6 horas apds a coleta,
todas as amostras foram centrifugadas a 1000 G por 10 minutos, em seguida, 0 soro
sanguineo foi recuperado e estocado a -20°C em frascos eppendorf, devidamente

identificados com o nimero do animal e com a data da coleta.

Experimento 02 — Amostras para Analise de P4 e Monitoramento
da Dinamica Folicular — Todos os grupos

D1 42 3 92 Coletas
32 Coleta Acada 24 hs
24 horas apos
D-4 implante Avaliagdo da Emergéncia
0,15 mg D-clop. l Folicular
| CRESTAR | Implante P4 1g — Todos os Grupos/Fase 01 |
D-9 D-2 Do
Implante 0,15 mg D-clop. 12 Coleta
Norgestomed (antes Implante)
+ +
2 mg VE 22 Coleta
12 horas apds
implante

Figura 06: Esquema de coleta de amostras de sangue e avaliacdo de emergéncia
folicular dos trés grupos de tratamento do Experimento 02.

5.3.3. Andlises de Progesterona.
As dosagens hormonais foram executadas por radioimunoensaio. Utilizou-se o kit

comercial (Siemens Coat-a-count®) conforme metodologia descrita por Fernandes
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(2000). As analises foram realizadas no Departamento de Radiologia e Reprodugéo
Animal da Unesp-Botucatu.

5.3.4. AvaliagOes ultrasonograéficas.
Iniciando no dia experimental trés (D3), os animais foram examinados

diariamente com o objetivo de acompanhar a emergéncia e o desenvolvimento inicial
da nova onda folicular ovariana, até o D9, para a medigdo do maior foliculo.

O crescimento folicular foi acompanhado pela mensuragao do didmetro (média
de duas medidas perpendiculares da imagem do foliculo) do maior foliculo de cada
ovario, em milimetros (mm) e com o mesmo equipamento utilizado na pré-

sincronizagao.

5.4. Analises Estatisticas

No experimento 1, as médias de concentracdes de progesterona nos diferentes
dias de colheita, foram comparadas entre os tratamentos pelo teste de Tukey. Esse
mesmo tipo de anadlise foi feito no experimento 2, também para comparar as médias
de concentragbes de progesterona entre os tratamentos nos diferentes dias de
colheita de sangue. Ainda no experimento 2, a frequéncia de ocorréncia de animais
com alguma dosagem de progesterona abaixo de 1ng/ml foi comparada entre os
grupos utilizando-se o teste de x?. O Diametro médio dos foliculos foi comparado entre
os dias de avaliagcdo, entre os tratamentos pelo teste de Tukey. Para todas as
andlises, utilizou-se o programa SAEG. Os dados com resultados abaixo de 5 % foram

considerados como significativos e entre 5 € 10 %, como aproximagao.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Experimento 01. Perfil de liberagéo de P4 de acordo com a atividade luteal.

Como esperado, os animais dos grupos G1a e G2a iniciaram o protocolo com
quantidades maiores de P4 enddgena em relacdo ao grupo G3a (p<0,05). Nao houve
diferenca na concentracdo de P4 entre Gla e G2a (p>0,05), demonstrando a
homogeneidade entre esses grupos. Conforme relatado por Inskeep (2004), a
concentracao de progesterona deve ser maior que 1 ng/mL durante todo o protocolo,
resultado semelhante ao descrito por Almeida et. al. (2006), que esclarecem a
necessidade de P4 a niveis como os luteais durante o tratamento e Viana (2008) que
caracteriza a liberacdo de P4 dos implantes como uma alternativa viavel para manter
esses niveis de P4. Lavy e colaboradores (2006), corroboram esse dado, ao
descreverem os implantes como uma importante fonte de tratamento quando se
desejam niveis elevados de progesterona. Em todos os grupos, a concentracao de P4
esteve acima do minimo necessario para os eventos fisiolégicos. Com isso, verifica-se
que na primeira utilizacdo os implantes mantém os niveis de P4 acima de 1 ng/mL.

A P4 média teve uma elevacdo expressiva apds a colocacao dos implantes
apenas no grupo 3, conforme descrito na tabela 01, por meio da diferenca entre a
concentragao plasmatica de D3 e DO. Isso mostra que, em animais sem corpo luteo,
ou seja, com baixos niveis de progesterona circulante, o implante libera maior

quantidade do horménio para o animal.

Tabela 01. Perfil de liberacdo de progesterona (P4) em novilhas com diferentes
condigdes de ciclicidade (com ou sem CL), tratadas com implante vaginal de 1 g novo.

Grupo Do D3 D5 D8 DIF D3-DO
Gla(n=10) | 53+3,1° 584+2,7° 3,441,777  3,24+1,3° 0,5+1,8°
G2a(n=10) | 53+1,4° 55+1,9° 25+1,0° 1,8+0,8° 0,2+41,5°
G3a (n=10) | 0,6+0,3° 3,6+0,8° 2,1+0,7°  1,6+0,6° 2,8+41,0°

a e b: Letras diferentes na mesma coluna indicam resultados com significancia a 5 % de probabilidade

Animais de G1a e G2b mantiveram a P4 a niveis semelhantes e maiores que o
G3a até que os animais do G2a recebessem o agente luteolitico que causou a queda
da P4 endodgena. Conforme observado pela diferenca entre D3 e DO (Tabela 01) e
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pela curva de liberacao entre os grupos na figura 01, a liberacdo de progesterona do
implante dependeu da quantidade desse horménio enddégeno e foi diretamente
proporcional ao gradiente de concentracdo, ou seja, diferenca entre P4 no implante e
no animal. Esse fenbmeno é equivalente ao que foi descrito por Brunton & Parker
(2008), a difusao passiva, um mecanismo de farmacocinética importante para o
tratamento com esteroides, que caracteriza o transporte do ativo de acordo com o
gradiente de concentragédo. Essa situacao foi observada neste estudo, haja vista que
0s grupos 1 e 2 apresentavam concentragdes luteais de progesterona no inicio do
protocolo, ao contrario do grupo 3, sendo que os implantes utilizados neste ultimo
liberaram mais hormdnio que os dos outros grupos, uma vez que eram a Unica fonte
de progesterona dos animais. Rothen-Weinhold et al. 2000, relatam ainda que a
mucosa vaginal possui elevada permeabilidade aos esteroides, reforcando a
viabilidade da difusdo passiva como mecanismo de liberagdo de progesterona a partir
de implantes vaginais.
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Figura 07. Perfil de liberagao de progesterona (P4) em novilhas com diferentes
condigdes de ciclicidade (com ou sem CL), tratadas com implante vaginal de 1 g novo
(Letras diferentes no mesma avaliagao apresentam significancia (P<0,05)).

Apéds a aplicagdo do luteolitico, os animais com CL do grupo 2 (D3), que
apresentavam perfil de progesterona semelhantes ao grupo 1, passaram a apresentar
perfil de progesterona igual ao grupo 3 (Tabela 1). No entanto, essa mudanca no perfil
de liberacao observado neste grupo necessita de algumas horas para que o gradiente
de concentracdo se modifique e a liberagcao do ativo ocorra de maneira a promover um
novo equilibrio (Figura 1). Rothen-Weinhold et. al. (2000) também relataram que as
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caracteristicas dos implantes e da mucosa vaginal permitem elevagdo ou queda das

concentragoes de P4 em poucas horas apos a colocagéo ou a retirada dos implantes.

A diferenca da concentragdo do esteroide analisado entre D3 e DO (Figura 2)
complementa a evidéncia de que mais principio ativo foi liberado dos dispositivos dos
animais do grupo 3.

3,5
o 3
E b
2 25
5
g 2
§ 15 m Dif. (D3-DO)
5 (p<0,05)
A |
=]
g a
2 05 .
o I

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 08. Diferenca entre os dias 03 (D3) e zero (D0) quanto ao nivel plasmatico de
progesterona (P4) de novilhas com diferentes condicbes de ciclicidade (com ou sem
CL), tratadas com implante vaginal de 1 g novo.

Devido a liberacao de P4 mais pronunciada do G3a, que nao tinha CL e P4
enddgena, em relacdo a Gla e G2a, que apresentavam CL (Figura 1), pelo fato de
que a diferenca de concentracdo entre D3 e DO (Figura 2) e a aplicagcdo de
prostaglandina no D3 terem provocado a semelhanca do G2a ao G3a, devido a
retirada do CL deste grupo e de acordo com o que foi encontrado na literatura quanto
as caracteristicas da difusao passiva (Rothen-Weinhold et al. 2000 e Brunton & Parker
em 2008), verifica-se que a quantidade de P4 liberada pelos implantes vaginais
depende da condigcéo de ciclicidade dos animais durante o tratamento.

Por outro lado, de acordo com o descrito por Savio et. al. (1993), a P4 nao
deve atingir niveis inferiores a 1 ng/mL sanguineo a fim de nao permitir o pico de LH.
Folmam et. al. (1973), Fonseca et. al. (1983) e Holness et. al. (1981) reforcam essa
descricdo ao relatar que vacas com niveis reduzidos de progesterona durante a fase
luteal (abaixo de 1 ng/mL), que antecede a inseminacéo artificial, apresentam menores
indices de fertilidade quando comparadas a vacas com niveis elevados desse
horménio. Assim, com base nos resultados obtidos neste experimento quanto ao perfil
de liberagdo de P4, conclui-se que a utilizacdo de implantes novos é suficiente para
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suprimir o pico de LH durante o protocolo de IATF, independentemente da condicao
da P4 endbégena dos animais submetidos a sincronizacdo, porém a quantidade de
progesterona liberada a partir desses dispositivos é influenciada pela concentragao
plasmatica do horménio enddgeno.

6.2. Experimento 02. Perfil de liberacdo de P4 de implantes novos e
previamente utilizados.

6.2.1. Perfil da liberacao de Progesterona

Neste estudo, os animais iniciaram o tratamento sem a presenca de CL e P4
circulante. Dessa forma, a unica fonte de progesterona existente foi o dispositivo
intravaginal, que por sua vez foi previamente utilizado em animais com diferentes
condigcdes de progesterona endégena. Com isso, conforme observado na Figura 03, o
perfil de liberacdo representado pela média entre os animais dos grupos nao
apresentou diferenga significativa.
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Figura 09. Curva de liberacdo média de progesterona (P4) a partir de implantes
previamente utilizados em diferentes situagdes (animais com e sem CL), em novilhas
sem a presenca de corpo luteo

Os resultados obtidos entre os grupos ndo demonstraram significancia no
percentual de animais que estiveram abaixo de 1 ng/mL sanguineo de progesterona
em pelo menos uma das nove amostras de sangue coletadas (Tabela 02). Além disso,
conforme demonstrado na Tabela 03, o nimero e o percentual de amostras que se

apresentaram com valores séricos menores que o descrito anteriormente em relagao
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ao total de oportunidades analisadas também nao foram significativamente diferentes
entre 0S grupos.

Tabela 02. Porcentagem de animais com P4 menor que 1ng/ml de sangue em pelo
menos uma das amostras coletadas.

Grupo Total (n) P4 <1 ng/mL %
1 6 1 16,7
2 6 4 66,0
3 6 3 50,0
4 3 0 0

P=0,14

Entretanto, o grupo 04 que recebeu implantes de progesterona novos nao
apresentou animais com P4 menor que 1 ng/mL em nenhum dos parémetros
avaliados anteriormente. Devido ao fato de que neste estudo todos os grupos foram
compostos por animais sem a presenca de CL e os implantes de cada grupo terem
sido usados previamente em diferentes situacdes (novilhas com e sem CL), observa-
se que ndo houve padréo de liberacdo de P4 a partir dos implantes reutilizados, uma
vez que os animais do grupo 01, cujos implantes foram utilizados pela primeira vez em
vacas com corpo liteo, obtiveram o mesmo numero de ocorréncia do esteroide abaixo
da referéncia, quando comparado ao grupo 03, que teve sua primeira utilizagdo em
animais sem CL. Essa relacdo entre os resultados deste experimento e a nao
padronizagao da liberacao de P4 se da pela observacao conclusiva do Experimento 01
deste estudo.

Tabela 03. Numero e porcentagem de amostras com P4 menor que 1ng/ml em
relacdo ao numero total avaliado

Grupo Total (n) P4 <1 ng/mL %
1 48 6 12,5
2 48 11 22,9
3 48 6 12,5
4 24 0 0
P=0,07

A diminuicao da concentracao do esteroide analisado a niveis mais baixos que
o valor estabelecido como referéncia, aconteceu por diversas vezes durante o
protocolo de tratamento (Tabela 04), mesmo considerando a média da curva do
horménio entre os animais do mesmo grupo (Figura 04). Conforme descrito por
Inskeep (2004), a ocorréncia de um nivel de progesterona abaixo de 1 ng/mL de
sangue pode ocasionar a maturacao precoce do foliculo e do o6cito, por consequéncia
o aumento da frequéncia dos pulsos de LH, relatando ainda que a concentracao de P4
é responsavel por 37% da variagao da frequéncia dos pulsos desse gonadotrofina. Xu
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et. al. (1997) observaram que a P4 baixa no periodo de emergéncia da onda folicular
resulta em menores taxas de gestacao apds a inseminacgao artificial.

Apesar dos resultados expostos nas Tabelas 02 e 03 ndo apresentarem
significancia entre os grupos, observa-se uma forte tendéncia (p=0,07) de
incapacidade dos implantes reutilizados manterem niveis adequados (acima de 1
ng/mL) de P4 durante os tratamentos. Supde-se que, em populacées maiores, como
os encontrados comumente a campo nas fazendas de corte que utilizam protocolos de
IATF. Se esse perfil se repetir, a caracteristica das vacas durante a primeira utilizagao
dos implantes, até mesmo pelo que foi descrito no Experimento 01, pode interferir na
sincronizacdo dos animais tratados e na taxa de concepcdo quando se reutilizam

esses dispositivos.
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Figura 10. Curva de liberagdo média de progesterona (P4) a partir de implantes
previamente utilizados em diferentes situagdes (animais com e sem CL), em novilhas
sem a presenca de corpo luteo.

Outros autores como Rivera et. al. (2011) corroboram esses dados ao
descreverem que vacas superovuladas na segunda onda de desenvolvimento folicular,
em que a P4 apresenta niveis séricos mais elevados, obtiveram embrides com
qualidade superior quando comparadas aquelas superstimuladas na primeira onda
(entre 5 e nove dias no ultimo cio), com menores concentracées desse esteroides.
Além deste, Folman et al. (1973); (1990); Fonseca et al. (1983); Holness et al. (1981)
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reafirmaram essa descri¢ao, relatando que vacas com niveis reduzidos de P4 durante
a fase luteal do ciclo estral que antecede a inseminacao artificial apresentam indices
de fertilidade menores que vacas com elevadas concentragbes desse hormdnio na
mesma fase. Nesses estudos, a P4 foi secretada pela presenga de um corpo luteo,
resultando em uma curva de concentracao plasmatica de progesterona, que, embora
baixa, foi crescente durante a primeira parte do ciclo estral.

Tabela 04. Concentracdo média (+ desvio padrao) diaria de progesterona (P4) durante
o protocolo nos animais recebendo implantes novos ou previamente utilizados.

Grupo Total (n) Media + desvio padrao*
1 54 1,2+0,6°
2 54 1,3+0,6°
3 54 1,4+0,6°
4 o7 2,0+0,9°
*P<0,001

Em outros estudos, quando o corpo luteo foi eliminado através da aplicagéao de
PGF2a e os dispositivos de P4 foram inseridos na vagina, promovendo concentragcoes
baixas e lineares ou com curva baixa e decrescente, foram obtidas taxas
consideravelmente menores de viabilidade oocitaria (REVAH and BUTLER, 1996),
sobrevivéncia embrionaria (AHMAD et al.,, 1995) e de gestagdao (COOPERATIVE
PROJECT, 1996; MIHM et al., 1994; SAVIO et al., 1993; SMITH and STEVENSON,
1995). Nesses e em outros estudos (ADAMS et al., 1992; KINDER et al., 1996;
SIROIS and FORTUNE,1990), o foliculo dominante manteve-se por um longo periodo,
tornando-se persistente e suprimindo o crescimento de outros foliculos. O decréscimo
na fertilidade foi atribuido a dominancia prolongada desse foliculo, possivelmente por
intermédio da maturacdo prematura do odécito (MIHM et al., 1999; REVAH and
BUTLER,1996).

Almeida e colaboradores (2006 indicam a reutilizacdo dos implantes como uma
alternativa interessante para melhorar a viabilidade dos protocolos. Bé e Cutaia
(1998) obtiveram resultados 10% maiores com implante usado pela segunda vez
quando comparado com o mesmo dispositivo novo (59,7 % e 49,5 respec.) enquanto
Rocha et. al. (2007) obtiveram resultados decrescentes, porém satisfatorios, a partir
do primeiro até o terceiro uso dos dispositivos (58,06 %, 56,52 % e 52 % respec.).
Apesar das diferengas numéricas, os dados ndo mencionam a quantidade de P4
circulante, além disso, nao fazem referéncia quanto a caracteristica de ciclicidade dos

animais sincronizados, haja vista que animais ciclicos apresentam resultados
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superiores quando submetidos a protocolos de IATF (CUNHA et al, 2013). Ainda
nesse contexto, se os animais submetidos ao segundo e terceiro uso dos implantes
foram aqueles que ndo emprenharam no primeiro uso, devido ao estimulo provocado
pela combinagdo hormonal, esperadamente estariam ciclando e em melhores
condicoes que no 12 uso. (CUNHA et al, 2013).

Ao considerar a dosagem de progesterona durante todos os dias do protocolo
hormonal (Tabela 04), os implantes novos apresentaram maior liberacdo de
progesterona, levando a maior média de concentracdo desse esteroide em relagdo
aos implantes previamente utilizados (P<0,001). Situacao que reforca a existéncia de
diferenga no perfil de progesterona nos animais tratados com implantes novos ou
reutilizados. Em relagdo aos implantes reutilizados, em que o primeiro uso foi feito em
animais de diferentes situacoes fisiolégicas, nao houve diferenga nas concentracdes
de P4 (P>0,05). Isso mostra que, independentemente do tipo de animal no qual foi
feita a primeira utilizagdo, a reutilizacdo desses dispositivos leva a um perfil de
progesterona inferior aquele provocado pela utilizacdo de um implante novo.

Pelos resultados apresentados, nao houve diferenca na liberagdo de P4 dos
implantes reutilizados, oriundos de animais em diferentes condi¢des de ciclicidade. No
entanto, fica evidente que nao houve padrao na liberagcdo desse hormonio, quando se
observou que, por diversas vezes, o esteroide esteve abaixo de 1 ng/mL mesmo na
presenca do dispositivo e quando se observam os grupos Gib, G2b e G3b que
utilizaram implantes usados anteriormente e se comparou com o G4b que receberam
implantes novos e ndo demonstraram essa caracteristica. Além disso, devido ao
pequeno numero de animais dos grupos, aos resultados do Experimento 01, a
literatura existente e considerando o valor da probabilidade estatistica, pode-se supor
que, em um grande nimero de animais tratados, fémeas sem a presenca de CL que
receberem implantes previamente utilizados em matrizes com a mesma caracteristica

podem ter sua fertilidade comprometida.

6.2.2. Influéncia da Curva de Progesterona na Dinamica Folicular

Dois animais do grupo 01 e trés animais dos grupos 02 e 03, apresentaram
uma ligeira regressao no diametro folicular em algum momento do tratamento, seguida
de retomada do crescimento conforme demonstrado na Tabela 05. No entanto, a taxa
de crescimento folicular a partir da emergéncia foi a mesma para os quatro grupos de
tratamentos.
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Tabela 05. Dindmica folicular (mm) de novilhas sem corpo luteo tratadas com
implantes utilizados previamente em diferentes condigbes de ciclicidade (com e sem

CL).
Grupo Do D3 D4 D5 D6 D7 D8 T’; zeD;’ ‘;;cm’;‘;'m')p 3
Média G1 70 78 80 82 92 107 13,0 1,0
Média G2 58 70 78 83 93 103 120 1,0
Média G3 65 72 66 76 88 98 105 0,7
Média G4 76 72 713 76 90 105 11,4 0,8
0>0.05

A curva de crescimento do foliculo dominante também apresentou a mesma

tendéncia entre os grupos quando os animais foram avaliados individualmente (Figura

5), assim como quando se analisa a média de desenvolvimento dessa estrutura

avaliando os dados agrupados entre os grupos (Tabela 5).
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Figura 11. Avaliagdo individual da curva de crescimento folicular de novilhas sem
corpo luteo, tratadas com implantes usados previamente em animais em diferentes

condicoes de ciclicidade.(com e sem CL).

Com base nos resultados encontrados, percebe-se que nao houve influéncia

da variacdo observada na liberacdo da P4 sobre o desenvolvimento folicular dos

animais nos quatro grupos de tratamentos. Essa observacao é reforcada pelo fato de

que o didmetro médio dos foliculos no D8 nao apresentou diferenga significativa entre

os grupos (Figura 05), porém em todos eles o foliculo dominante ja estava com

capacidade ovulatéria na mesma ocasiao (Vaz et. al. 2012).
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De acordo com Cipriano et. al. (2011), niveis baixos ou elevados de
progesterona em novilhas zebuinas sofreram alteragées na concentragao sérica das
gonadotrofinas (FSH e LH), porém o padrdao de crescimento folicular e a taxa de
ovulagdo nao diferiram entre os grupos avaliados. Neste estudo, ndo foi avaliada a
taxa de gestagao dos animais nos diferentes grupos, mas resultados semelhantes
foram encontrados em relagdo ao desenvolvimento folicular e didmetro ao final do

protocolo.
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Figura 12. Didmetro médio do maior foliculo no final do protocolo de novilhas sem
corpo luteo, tratadas com implantes previamente utilizados em diferentes condicoes de
ciclicidade (com e sem CL).

Devido as caracteristicas do delineamento experimental deste estudo, quanto a
avaliacdo do desenvolvimento folicular em relacdo ao padrao de liberagdo de
progesterona, os resultados descritos em diversos trabalhos (Folman et al., 1973;
1990; Fonseca et al., 1983; HOLNESS et al.,1981; INSKEEP, 2004; XU et. al., 1997;
RIVERA et. al, 2011; REVAH and BUTLEr, 1996; AHMAD et al., 1995;
COOPERATIVE PROJECT, 1996; MIHM et al., 1994; SAVIO et al., 1993; SMITH and
STEVENSON, 1995; ADAMS et al, 1992; KINDER et al, 1996; SIROIS and
FORTUNE,1990; MIHM et al.,, 1999; REVAH and BUTLER,1996) nao foram
observados neste trabalho. No entanto, ndo é possivel concluir que esses foliculos,
cujos padrdes de desenvolvimento ndo foram alterados, manterdo a viabilidade e,
consequentemente, a fertilidade, devido as diversas ocorréncias de P4 abaixo de 1
ng/mL de sangue. Assim, pelos resultados alcancados na avaliagdo do
desenvolvimento folicular, devido & auséncia de padrdo de liberagcdo e de seguranga
da manutencao de niveis adequados de progesterona e pelos resultados encontrados
na literatura consultada, supde-se que a reutilizacdo de dispositivos intravaginais de
P4 depende diretamente do conhecimento sobre a atividade ovariana da matriz que o
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utilizou pela primeira vez, para que se tenha seguranga de que 0s niveis séricos desse
esteroide nao ultrapassarao o limite minimo de circulagdo sanguinea, haja vista que,
conforme descrito no experimento 01, a liberacdo desse horménio dos implantes
depende de sua concentragdo no organismo do animal tratado.
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7 CONCLUSOES

A quantidade de P4 liberada pelo implante intravaginal depende diretamente da
concentragdo enddgena desse esteroide;

Implantes de P4 novos mantém niveis satisfatérios de P4 para a IATF,
independentemente da condicao fisiologica da fémea tratada.

Implantes reutilizados oriundos de animais em diferentes condi¢des de ciclicidade
nao mantém perfis de progesterona semelhantes aquelas do uso prévio (12 uso).

A dinamica folicular nao foi alterada em fungao da auséncia de padrao na liberacao
de P4 dos implantes reutilizados quando comparados a implantes novos.

Implantes novos, a despeito da maior liberagdo de progesterona, nao interferem no

padrao de desenvolvimento folicular em novilhas.
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