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AVALIACAO DE PROTOCOLO POUCO INVASIVO NA SINCRONIZACAO
DO ESTRO EM FEMEAS DE VEADO-CATINGUEIRO (Mazama
gouazoubira)

RESUMO - Este estudo objetivou avaliar protocolos pouco invasivos na
sincronizagao do estro em veado catingueiro (Mazama gouazoubira). Quatro
fémeas foram submetidas a um delineamento experimental em quadrado latino,
em quatro tratamentos diferentes. Todas as fémeas receberam 0,25mg de
benzoato de estradiol no primeiro dia do tratamento, além de uma fonte diferente
de progesterona. O tratamento DIP recebeu um dispositivo intravaginal liberador
de progesterona (DIP) por oito dias; o tratamento MGA1x recebeu uma dose oral
(de manhd) de 1mg de acetato de melengestrol por oito dias; o tratamento MGA
2x recebeu duas doses orais (manha e tarde) de 0,5mg de MGA por oito dias; o
tratamento P4LA recebeu uma dose Unica de 75mg de progesterona injetavel de
longa acdo (P4LA) IM. Todas as fémeas receberam uma dose de 265ug de
prostaglandina (PGF2a) IM oito dias ap0s o inicio dos tratamentos. A eficacia
dos tratamentos foi avaliada por meio da manifestacdo do estro apdés o
tratamento e a concentracdo dos metabolitos de progesterona fecal (FPM). O
intervalo entre a aplicagdo de PGF2a e inicio do estro no tratamento P4LA foi
significativamente mais longo (180 + 38,9 horas) comparado ao tratamento DIP
(63 £ 6,6 horas), tratamento MGA1x (53 £ 14,4 horas) e tratamento MGA2x (41
+ 10,1 horas) (P < 0,05). De acordo com a linha basal individual de FPM e da
concentracdo de FPM ao longo dos dias apds o estro comportamental, a
formacdo do corpo lateo € sugestiva em todas as fémeas que responderam aos
tratamentos (93,75%). A baixa sincronia e longo tempo de inicio ao estro
sugerem que a dose de P4LA (75mg) € muito alta e ndo efetiva para M.
gouazoubira. Os tratamentos DIP, MGA 1x e MGA 2x, foram efetivos na
sincronizacao do estro na espécie.

Palavras-chave: Metabdlitos de progesterona fecal, Ensaio imunoenzimatico;
Acetato de melengestrol; Progesterona de longa acéo; Cervideos neotropicais.



EVALUATION OF A MINIMALLY INVASIVE PROTOCOL IN THE
SYNCHRONIZATION OF ESTRUS IN BROWN BROCKET DEER (Mazama
gouazoubira)

ABSTRACT - This study aimed to evaluate low-invasive protocols for estrus
synchronization in brown brocket deer (Mazama gouazoubira). Four females
were submitted to a Latin square design in four different treatments. All females
received 0.25mg of estradiol benzoate on first day of treatment; also, at D-8, each
female received a different source of progesterone. DIP treatment received an
intravaginal progesterone releasing device for 8 days; MGA1x treatment received
one oral dose (in the morning) of 1mg melengestrol acetate for eight days;
MGAZ2x treatment received two oral doses (morning and afternoon) of 0.5mg of
MGA for eight days; P4LA treatment received a unique i.m. administration of
75mg of long-acting progesterone. All females received one i.m. administration
of 265ug of prostaglandin (PGF2a) eight days after the beginning of treatments.
Treatment efficacy was evaluated by the manifestation of estrus after treatment
and fecal progesterone metabolites (FPM) concentration. Interval between
administration of PGF2a and onset of estrus in P4LA treatment was significantly
longer (180 £ 38.9 hours) compared to DIP treatment (63 £ 6.6 hours), MGA1x
treatment (53 + 14.4 hours) and MGA2x treatment (41 £+ 10.1 hours) (P < 0.05).
According to individual baseline FPM and FPM concentration over the days after
estrus, the corpus luteum formation is suggested in all females that responded to
the treatments (93.75%). Low synchrony and longer time to onset of estrus
suggest that the P4LA dose (75mg) is too high and not effective for M.
gouazoubira. DIP, MGA 1x (despite the lower synchrony) and MGA 2x were
effective in estrus synchronization.

Keywords: Fecal progesterone metabolites; Enzyme immunoassay;
Melengestrol acetate; Long-acting progesterone; Neotropical deer.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A diminuicdo progressiva da populacdo de cervideos neotropicais pode
comprometer a variabilidade genética, aumentar a endogamia e,
consequentemente, acelerar o processo de extincdo (Duarte, 2005). Nesse
cenario, o desenvolvimento das biotécnicas reprodutivas em espécies selvagens
€ apropriado para 0 manejo genético dessas popula¢fes; além disso, contribui
para os bancos de germoplasma para as futuras aplicacdes na conservacao
(Roldan et al., 2006).

O veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) é a espécie de cervideo mais
comum em cativeiro no Brasil, classificado como “pouco preocupante” pela Lista
Vermelha da IUCN (Black-decima e Vogliotti, 2016). Por isso, tem sido utilizado
como um modelo experimental para as biotécnicas reprodutivas, objetivando
esclarecer aspectos reprodutivos limitantes em cervideos neotropicais e
contribuir com a sua conservacdo (Zanetti et al., 2010). Essa espécie é
classificada como reprodutor poliéstrico ndo sazonal com duracdo média do ciclo
estral de 26,9 = 1,7 dias e duracdo média do estro comportamental de 2,3 £ 0,2
horas (Pereira et al., 2006).

O controle do momento preciso do estro e da ovulacéo é essencial para o
sucesso de algumas biotecnologias reprodutivas (Asher et al., 1992). Por isso, a
sincronizagdo do estro permite predeterminar o intervalo especifico para a sua
manifestacéo, tornando dispensavel a deteccéo do estro natural (Hodges, 1996).
Os protocolos hormonais podem ser realizados a base de progesterona/
progestagenos, prostaglandina (PGF2a) ou a associagédo de ambos (Hosack et
al., 1999; Morrow et al., 2020; Islam, 2011).

Algumas biotecnologias reprodutivas utilizadas em espécies de cervideos
sdo protocolos adaptados de ruminantes domésticos devido a similaridade
fisioloégica (Morrow et al., 2009). Os dispositivos intravaginais de progesterona
(DIP) sao amplamente empregados com sucesso na sincronizagao do estro em
espécies de cervideos de zonas temperadas (Morrow et al., 1992; Asher et al.,
1992; Hosack et al., 1999) e poucos relatos em cervideos de zonas tropicais
(Zanetti et al., 2010; Cursino et al., 2014; Galindo et al., 2015). Entretanto, o uso



de DIP em cervideos é limitado devido a alta susceptibilidade desses animais ao
estresse, 0 que poderia causar um aumento na concentracao de progesterona
pelas glandulas adrenais, interferindo nas dosagens hormonais (Monfort et al.,
1990; Landaeta-hernandez et al., 2002). Por isso, 0 acetato de melengestrol
(MGA) surge como um progestageno oral altamente palatavel, com alta
aplicabilidade em cervideos. A dose diaria sugerida para ovelhas (0,25mg)
resultou em baixa resposta ao estro apos o tratamento (Orjuela, 2016), assim
como a dose indicada para a espécie bovina (0,5mg/dia) (Tanaka et al., 2020),
ambos estudos realizados em Mazama gouazoubira. Entretanto, a dose de
1mg/dia sugere um efeito supressivo no estro comportamental (Tanaka et al.,
2020), o mesmo observado em outras espécies de ungulados (Raphael et al.,
2003; Patton et al., 2007). Por outro lado, uma Unica administracdo de
progesterona injetavel de longa acao tem sido estudada para protocolos de
sincronizagdo em vacas (Campos et al., 2016; Rocha et al., 2011), entretanto,

nao ha relatos de seu uso em cervideos.

Um método confidvel para monitorar a funcionalidade ovariana € medir as
flutuacdes ciclicas das concentracfes de progesterona, sugerindo a presenca de
um corpo luteo funcional (Thompson et al., 1998). Além disso, para evitar
contencéo fisica ou quimica durante a colheita de amostras biolégicas devido as
reacfes de estresse, os métodos de monitoramento ndo invasivo sdo as
melhores opg¢des (Christofolett, 2010). As anélises hormonais fecais tém sido
descritas em varias espécies de cervideos como Odocoileus virginianus (Knox
et al., 1992), Cervus canadenses (Garrot et al., 1998), Rucervus eldii (Monfort et
al., 1990) e Mazama gouazoubira (Pereira et al., 2006). No entanto, ao contrario
das amostras de sangue que expressam a concentracao imediata do hormonio,
as fezes de ruminantes fornecem um pool de concentracdo de metabdlitos
hormonais, refletindo uma média de 12 a 24 horas de oscilagdo (Morrow e
Monfort, 1998; Thompson et al., 1998).

Portanto, o presente estudo objetivou protocolos pouco invasivos na
sincronizacdo do estro em veado catingueiro (Mazama gouazoubira), avaliar o
intervalo entre a administracdo de PGF2a e inicio do estro e duracao do estro, e
a ocorréncia de ovulacdo por meio das concentracbes dos metabdlitos de

progesterona fecal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Mazama gouazoubira

Ha no Brasil, oito espécies descritas da familia Cervidae, sendo elas:
cervo-do-pantanal (Blastocerus  dichotomus), veado-de-cauda-branca
(Odocoileus virginianus), veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus), veado-
catingueiro (Mazama gouazoubira), veado-mateiro (Mazama americana), veado-
mao-curta (Mazama nana), veado-roxo (Mazama nemorivaga) e veado-mateiro-
pequeno (Mazama bororo) (Duarte, 1996). Os géneros pertencem a ordem
Artiodactyla, subordem Ruminantia, infraordem Pecora, superfamilia Cervoidea,

familia Cervidae, subfamilia Odocoileinae e tribo Odocoileini (Rossi, 2000).

O veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) (Figura 1) é a espécie mais
abundante de cervideo que integra a fauna brasileira (Duarte, 1997). E um
cervideo considerado de pequeno a médio porte, com peso variando de 11 a 25
quilos e altura média de 50 cm (Rossi, 2000). A coloracdo da pelagem é muito
variavel e pode ser encontrada desde o cinza escuro até o marrom avermelhado
(Pinder e Leeuwenberg, 1997). A porcédo ventral é baia e a face medial da cauda
e a face interna da orelha séo brancas. A maior parte dos representantes dessa
espécie possuem uma pinta branca acima dos olhos, a qual € considerada uma
caracteristica particular do Mazama gouazoubira. Todos os machos do género
Mazama possuem chifres simples, sem ramificacdes (Duarte, 1996).

Possui ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo desde o sul do México
até o norte da Argentina (Figura 2). No Brasil, é encontrado em todos os biomas.
Ocupa uma variedade consideravel de ambientes, desde florestas densas
continuas a savanas abertas com pouca presenca de mata (Duarte et al., 2012).
Possui como caracteristica a “plasticidade ecoldgica”, devido a essa adaptagao
de habitat da espécie, assim como pela sua presenca em canaviais e plantios de
eucalipto e pinheiro (Rodrigues et al., 2014). Essa vasta ocupacéo por diversos
ecossistemas e regimes estacionais pode influenciar sobre seus aspectos
ecologicos como selecdo, dieta, densidade e reproducdo. Ademais, essa

adaptacdo do Mazama gouazoubira ocasionou modificagbes morfologicas e
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genéticas importantes, levando ao desenvolvimento de varias subespécies

(Pinder e Leeuwenberg, 1997).

Figura 1. Exemplar fémea da espécie Mazama gouazoubira
(Foto: J. M. B. Duarte)

Outro exemplo de sua vantagem adaptativa é a relacdo disponibilidade
alimentar/nutricional e reproducdo. Muitas espécies de cervideos sofrem
diretamente um desequilibrio reprodutivo devido a escassez de alimentos.
Porém, esse ndo é o caso do Mazama gouazoubira, uma vez que 0S
acasalamentos podem ocorrer em qualquer periodo do ano, independentemente
de restricdo alimentar (Fradrich, 1987; Pinder e Leeuwenberg, 1997; Barrozo et
al., 2001).

O status de conservacao da espécie € classificado como “least concern/
pouco preocupante” (LC), ou seja, ndo possui risco iminente a sua sobrevivéncia,
segundo a Lista Vermelha da IUCN (2015). Entretanto, no Brasil, as
classificacdes sdo variaveis, dependendo da regido analisada. No Rio Grande
do Sul, a espécie é considerada como vulneravel (Marques et al., 2002) e no Rio
de Janeiro, € ameacada de extingdo (Bergallo et al., 2000).

Por ser considerada a espécie mais difundida em cativeiro e pela
acessibilidade de seus dados reprodutivos, € considerada como modelo



experimental para conservacdo e estudos dos demais cervideos neotropicais,

atraves de validacfes de biotécnicas reprodutivas.

VEMEZUELA

COLOMBE 1A
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BRAZII

ARGCENTINA

Figura 2. Distribuigdo geografica do Mazama gouazoubira (Fonte:
IUCN 2016)

2.2 Fisiologia e comportamento reprodutivo

Embora haja pouco conhecimento sobre o ciclo reprodutivo dessa
espécie, acredita-se que a maturidade sexual ocorre aos 18 meses de idade nas
fémeas, de acordo com o status nutricional do animal (Putman, 1988). O ciclo
estral é classificado como poliéstrico ndo sazonal, segundo dados obtidos de
estudos comportamentais, com duracdo média de 26,9+1,7 dias (variagcdo de 21
a 37 dias) e duracdo média do estro de 2,3+0,2 dias (variacdo de 1 a 4 dias). O
Mazama gouazoubira € considerado uma espécie unipara, igualmente a maioria
das espécies de cervideos (Pinder e Leeuwenberg, 2007), porém ha relatos de
ocorréncia de gestacao gemelar (Sadleir, 1987; Whitehead, 1996). O periodo de
gestacdo varia entre 208 e 215 dias, podendo ocorrer estro poés-parto,
evidenciando a auséncia de sazonalidade reprodutiva (Polegato e Duarte, 2003;
Pereira et al., 2006).



Assim como as outras espécies ruminantes, a fase luteinica do ciclo estral
representa o periodo desde a ovulacéo até a ocorréncia da lutedlise, e a fase
interluteal, consiste no final do recrutamento folicular até 0 momento da ovulacéo
(Locatelli e Mermillod, 2005). Durante essas fases, as gonadotrofinas interferem
desde os processos de foliculogénese e gametogénese até o momento da
ovulacdo e regressao do corpo luteo. A regulacdo da sintese e secrecao das
gonadotrofinas abrange uma sintonia entre interacdes hormonais que atuam no
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, promovendo desenvolvimento,
recrutamento e atresia de foliculos ovarianos (Kojima, 2003). Os estimulos
enddcrinos e neuroendadcrinos regulam a secregdo do hormoénio luteinizante (LH)
e do hormonio foliculo-estimulante (FSH) pela hipdéfise anterior, resultante do
estimulo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), sintetizado e liberado
pelo hipotdlamo (Schally et al., 1971). O FSH possui acao fundamental sobre o
desenvolvimento e recrutamento folicular em ruminantes domésticos (Ireland,
1987). Além disso, estimula as células da granulosa a produzirem a enzima
aromatase, responsavel pela conversao da testosterona em estrogeno (McNatty
et al., 1984). Durante cada ciclo estral, uma corte de foliculos é recrutada para
se desenvolver de forma sequencial seguindo o padréo de ondas foliculares (em
média de 2 a 3 ondas por ciclo) (Ginther et al., 2003). Cada onda folicular possui
trés fases distintas: o recrutamento de pequenos foliculos antrais dependentes
de gonadotrofinas que se desenvolvem apds estimulos iniciais, principalmente
do FSH; posteriormente, os foliculos sdo selecionados (sele¢c&o) de acordo com
0 numero especifico de ovulacdo de cada espécie, em apenas um (em espécies
monovulares, incluindo ungulados) ou mais (em espécies poliovulares) para
continuarem o crescimento, e regressdo dos demais; e a dominancia, estagio
em que os foliculos s&o funcionalmente dominantes, com capacidade ovulatdria
apos a regressao luteal (Kojima, 2003; Fortune, 1994). Sugere-se que a
capacidade ovulatéria do foliculo dominante esta relacionada com o aumento de
receptores de LH nas células da granulosa e que essa alteragédo pode influenciar
no crescimento final do foliculo dominante (Sartori et al., 2001). Logo no inicio
do estagio de dominancia, o maior foliculo € responsavel pela secrecdo de
estradiol (conhecido como o inibidor mais potente do FSH) (Kojima, 2003), o qual
esta envolvido na regulacdo das concentracdes de FSH (Ginther et al., 1999;

2000). Conforme ha& o crescimento progressivo dos foliculos e



consequentemente, a producdo de estradiol, 0 niumero de receptores para LH
aumentam nas células da teca e granulosa. Assim, o0 aumento da responsividade
dos foliculos aos pulsos frequentes de LH (- e posteriormente pico pré ovulatério
de LH-) confere o desenvolvimento final e maturacdo do foliculo e
posteriormente, a indugcao da ovulagéo (Hansel e Convey, 1983; Walters et al.,
1984).

Muitos aspectos relacionados a fisiologia do ciclo estral em cervideos séao
desconhecidos, entretanto, 0os poucos estudos que existem sobre dinamica
folicular foram realizados em Cervus elaphus. Asher et al. (1997) relataram que
0 numero total de foliculos com didmetro maior que 3mm nao teve variacao
significativa durante as fases do ciclo. Contudo, a emergéncia de novos foliculos
(diametro maior ou igual a 3mm) foi significativamente diferente entre 0 1° e o
14° dia apdés a ocorréncia da ovulacdo, sugerindo que houve dominancia
folicular. McLeod et al. (2001) avaliaram a dinamica folicular na mesma espécie,
em condi¢cdes in vitro, por meio da obtencdo de foliculos de individuos
ovariectomizados em diferentes fases apds protocolos utilizando dispositivos
intravaginais. Assim, foi possivel concluir que a dinamica folicular em Cervus
elaphus é semelhante aos outros ruminantes monovulares. Os foliculos antrais
possuiam diametro de 8,3 = 0,38mm e concentracdes elevadas de monofosfato

de adenosina (AMPc), estradiol e aromatase.

Além da atuacdo direta das gonadotrofinas no processo luteinico, a
formacdo do corpo luteo é estabelecida devido a um conjunto de alteracdes
bioquimicas e morfologicas nas células da teca interna do foliculo pré-ovulatorio.
A funcéo primordial do corpo luteo é a producédo de progesterona tanto em ciclos
de animais ndo prenhes quanto em animais gestantes (Schams e Berisha, 2004).
A concentracdo de progesterona no sangue comeca a aumentar desde o
desenvolvimento do corpo Iuteo, atingindo niveis altos até o estagio final de
presenca do corpo luteo e posteriormente, a capacidade de producao diminui de
forma consideravel em decorréncia do estagio luteo em regresséo (Skarzynski
et al., 2008). Sabe-se que em animais domésticos, ha varios moduladores que
atuam durante a fase luteal, entretanto, o LH secretado de forma pulsatil &€ um
dos reguladores mais potentes na sintese e liberacdo de progesterona pelo

corpo luteo. Consequentemente, durante a regressdo do corpo lateo, a



diminuicdo nos niveis de progesterona estd diretamente relacionada com a
reducdo do fluxo sanguineo e a perda de receptores de LH no corpo luteo
(Niswender et al., 1976).

A progesterona assim como 0s corticosteroides, estrogenos e
andrégenos, sdo hormdnios pertencentes a classe dos esteroides (Mann;
lamming, 2001). Além de possuir como funcdo o bloqueio da manifestacao do
estro e ovulacdo, a P4, normalmente secretada pelo CL, é fundamental para
manutenc¢ao do feto e o tdnus uterino durante a gestacédo (Gomes et al., 1965).
A placenta produz progesterona no periodo gestacional, porém, a quantidade de
P4 depende do crescimento placentario (Zander e Von Munstermann, 1956); e,
além disso, ha relatos de sua producao pelo cortex adrenal (Balfour et al., 1957;
Klopper et al., 1957).

O processo de regressao luteal (denominado lutedlise) € fundamental
para o retorno da ciclicidade ovariana, o que possibilita a formacdo de um novo
foliculo ovulatério. Em Dama dama e em Cervus elaphus, a lutedlise
provavelmente acontece devido a associacao da ocitocina luteal e a producéo
de prostaglandina pelo endométrio, assim como descrita em outros ruminantes
(Skarzynski et al., 2008), entre os dias 16 e 20 do ciclo estral (Asher et al., 1988;
Bainbridge et al., 1996).

Contudo, o monitoramento preciso da fisiologia ovariana assim como a
compreensao de aspectos reprodutivos essenciais, sdo pontos extremamente
delicados em espécies selvagens. Caracterizar a dindmica folicular e determinar
0 momento exato para realizacdo de uma inseminacao artificial, por exemplo, &

um fator limitante e irreal em cervideos (Sontakke et al., 2018).

A expressdo de comportamento reprodutivo, caracterizado por diversos
sinais, € um dos métodos mais importantes e relevantes de avaliacdo de ciclo
estral nas espécies selvagens. Em ruminantes domésticos, durante o periodo de
estro, € comum ser observado sinais bem marcantes como receptividade ao
macho, inquietacao, vocalizacdo, miccao frequente e secre¢éo vaginal mucoide,
0 que influencia positivamente no momento de inseminagdo ou monta natural
(Rao et al., 2013). Li et al. (2001), observaram micc¢éao frequente e receptividade

ao macho em Elaphurus davidianus. Além disso, foi também relatado reflexo de



parada ao manuseio por tratadores em algumas espécies de cervideos como
Rucervus eldii e Cervus elaphus (Krzywinski et al., 1978; Hosack et al., 1997).
Em algumas espécies de cervideos neotropicais como Blastocerus dichotomus,
Mazama americana e Mazama nemorivaga, foram observados sinais de estro
como hiperemia vulvar, aumento na taxa de micgdo, pouca reatividade
estressante na presenca de pessoas e reflexo de parada com um rapido
levantamento da cauda (Krepschi et al., 2013; Polegato et al., 2018; Oliveira et
al., 2016).

2.3 Sincronizacédo do estro

Para obtencdo de sucesso reprodutivo em fémeas € fundamental o
conhecimento de aspectos que envolvem a fisiologia ovariana, a fim de auxiliar
no manejo desses animais em cativeiro, como também aprimorar as biotécnicas
de reproducdo assistida para aplicabilidade na conservacdo de espécies
ameacadas (Sontakke et al., 2018).

As biotécnicas reprodutivas como inseminacdo artificial (IA) e
transferéncia de embrido (TE) s&o ferramentas essenciais para aumentar a taxa
de ganho genético nas espécies domésticas, como a bovina. Por esse motivo,
essas manipulacdes reprodutivas possuem efeito promissor na conservacao de
espécies de mamiferos ameacados de extincdo, como uma prevencado da
endogamia de populacdes cativas (no caso, a inseminacgao artificial), ou por
aumentar o numero populacional por meio de programas de substituicdo de
espécies (como exemplo, a transferéncia de embrido) (Asher et al., 1992). Essas
biotécnicas foram aplicadas em algumas espécies de cervideos de criadouros
como o Cervus elaphus (Asher et al., 1988a; Fennessy et al., 1989, 1990) e
Dama dama (Asher et al., 1988b, 1990; Jabbour et al.,, 1993), com graus
diferentes de eficacia. O sucesso da IA e TE estdo diretamente relacionados e
totalmente dependentes de biotécnicas eficazes de controle do estro e ovulacao
(Asher et al., 1992). A utilizacéo de protocolos de sincronizacéo do estro permite

a manipulacao do ciclo estral ou inducéo de um grupo de animais a manifestarem
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estro comportamental em um periodo predeterminado, sem a necessidade de
deteccao do estro natural (Odde, 1990; Hodges, 1996).

Essa biotécnica consiste basicamente na administracdo de hormdnios
como: progesterona/ progestagenos, prostaglandinas (ou anélogos sintéticos),
ou a associacao destes (Hosack et al., 1999; Morrow et al., 2020; Islam, 2011),
cada um com uma funcdo especifica e um mecanismo de acdo diferente na
gbnada ovariana (Sontakke et al., 2018). Os hormdonios utilizados atuam no eixo
hipotalamo-hipofisario-gonadal, podendo interferir na duragédo da fase latea do
ciclo estral ou no manejo de espécies sazonais, alterando o padrédo de
reproducéo anual (Oliveira et al., 2013). A finalidade das associacdes hormonais
em protocolos de sincronizacdo com as fontes de progesterona é promover a
lise do corpo luteo, sincronizar as ondas foliculares e consequentemente, da

ovulacéo (Moraes et al., 2008).

Um dos protocolos estabelecidos para a sincronizacdo do estro é 0 uso
de agentes luteoliticos (regresséo do corpo liteo) como a prostaglandina ou seus
analogos sintéticos, responsaveis por controlar a duracdo da fase luteal
(Sontakke et al., 2018). O reconhecimento da prostaglandina como agente
luteolitico ocorreu na década de 70 (Rowson et al., 1972), na espécie bovina,
utilizando uma dupla administragdo desse horménio com 10 a 14 dias de
intervalo entre elas (Macmillan et al., 1982). O uso da PGF2a também pode ser
empregado em protocolos associados a progesterona/ progestagenos em um
dia especifico (Moraes et al.,, 2008; Hosack et al., 1999). Entretanto, sua
aplicacdo é somente efetiva se houver a presenca de um corpo lateo responsivo
(Beal et al., 1990), por isso, h& limitacbes de seu uso na sincronizacdo do estro

em espécies de cervideos sazonais (Sontakke et al., 2018).

A progesterona ou analogos sintéticos da progesterona (progestagenos)
podem ser originados e apresentados de diversas fontes e formas, como
implantes auriculares subcutaneos, esponjas ou dispositivos intravaginais,
administracdo oral e injetaveis (Sontakke et al., 2018; Islam, 2011, Hameed et
al., 2020). A acao dos protocolos de sincronizacdo a base de progesterona €
suprimir a atividade ovariana, mantendo altos niveis do horménio no sangue

mesmo apos a regressao do corpo lateo (Islam, 2011). A sua fungéo € inibir a
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sintese e a secrecdo do horménio GnRH e consequentemente, inibir o pico preé-
ovulatério do horménio luteinizante, impedindo a ocorréncia da ovulagédo
enquanto o tratamento com progesterona ndo é cessado (Densmore et al.,
1987). Apos a interrupcdo do tratamento com progestagenos/progesterona e a
aplicacdo de um agente luteolitico, € esperado que 0s niveis de progesterona
enddgeno (proveniente do corpo lateo) e exdgeno (tratamento hormonal)
diminuam gradativamente, ocorrendo maturacéao folicular e ovulacédo (Mauleon,
1974).

A adicdo de estrogeno (E2) em protocolos de sincronizagdo a base de
progesterona teve como intuito inicial a ocorréncia de luteélise (Fanning et al.,
1992). Entretanto, foi observado que essa associacdo promoveu atresia do
foliculo dominante e sincronia da emergéncia da onda folicular. A utilizacdo de
E2 mais P4 leva a uma diminuicdo dos niveis séricos de FSH e LH, causando
consequentemente, regressdo dos foliculos que sao dependentes das
gonadotrofinas. Apds a metabolizacdo do estrogeno, e interrupcdo do feedback
negativo para FSH, ha a emergéncia de uma nova onda folicular (Bo et al., 1995).
Consequentemente, foi observado que essa associacdo promoveu maior
incidéncia de estro e taxa de prenhez em novilhas (Patterson et al., 1990; Rasby
et al.,, 1998). Existem diferentes fontes de estrogeno exdgeno utilizados em
protocolos de sincronizacgéo, tais como: benzoato de estradiol (BE), valerato de
estradiol (VE) e cipionato de estradiol (CE). O valerato e o cipionato apresentam
meia vida longa e por isso, podem causar dispersdo na emergéncia das ondas
(Colazo et al., 2003), a medida que o benzoato possui uma meia vida menor,

conferindo melhor sincronia da onda folicular (S& Filho et al., 2004).

O uso dos dispositivos intravaginais liberadores de progesterona (DIP)
tem sido realizado com sucesso na sincronizacdo do estro em varias espécies
de cervideos de zonas temperadas como Dama dama (Morrow, 1992), Cervus
elaphus (Asher et al., 1992; Ekrami et al., 2012), Rucervus eldii (Hosack et al.,
1999), Odocoileus virginianus (Gentry et al., 2012); e alguns relatos em espécies
de zonas tropicais, como Mazama gouazoubira (Zanetti et al., 2010; 2014) e
Blastocerus dichotomus (Galindo et al., 2015). Sabe-se que a inser¢cdo do DIP
contendo 0,33g de progesterona em ovelhas e cabras, resulta em um rapido

aumento desse hormonio no sangue (>5ng/mL) durante 4 a 5 dias de tratamento,
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aproximadamente (Menchaca e Rubianes, 2004), concentracdo semelhante
aquela observada na fase luteal médio-tardia. Contudo, apdés 6 a 7 dias de
tratamento, as concentracdes de progesterona no sangue diminuem a niveis
subluteais (<2ng/mL), o suficiente para bloquear o processo ovulatorio, porém,
pode provocar a persisténcia de um foliculo dominante. Por isso, se o DIP
permanecer por aproximadamente 12 a 14 dias, devido as condi¢des dos niveis
baixos de progesterona no organismo por um longo periodo, pode resultar em
um crescimento persistente do foliculo dominante e, consequentemente, em
baixa taxa de fertiidade (Menchaca et a., 2017). Morrow et al. (1995),
observaram que fémeas de Dama dama submetidas a sincronizacdo do estro
com DIP por um longo periodo de 17 e 20 dias e aplicacdo de PGF2a 48 horas
apos a insercdo apresentaram Otima resposta ao estro de 100% e 94%,
respectivamente, contudo, foi observado baixa taxa de prenhez, de 44% e 60%,
respectivamente. Em alguns casos, o DIP pode ser substituido apds 8 a 10 dias
apos a insercdo do primeiro ou iniciar um protocolo com a insercdo de dois
dispositivos, ambos com o intuito de manter os niveis de progesterona até o final
do tratamento (Fennessy et al., 1989). Zanetti et al. (2010), sincronizaram seis
fémeas de Mazama gouazoubira com DIP durante oito dias e aplicacdo de
cloprostenol no dia da remocédo do dispositivo. Todas as fémeas manifestaram
estro comportamental apos o final do tratamento, com uma variacdo de tempo
de inicio ao estro de 70,5 + 5,00 horas, sincronia do estro de 36 horas e diametro
do corpo luteo de 4,85 + 0,74mm.

Apesar das vantagens e alta aplicabilidade em protocolos hormonais, a
utilizacéo do DIP requer contencao fisica (manual) ou quimica, o que pode levar
a um alto nivel de estresse e consequentemente influenciar no manejo animal e
nas dosagens hormonais (Dias, 1997; Bainbridge e Jabbour, 1998). O DIP é
inserido por meio de um aplicador especifico (modelo para grandes e pequenos
ruminantes domeésticos), sendo que, uma das extremidades fica em contato com
a mucosa vaginal e a outra fica voltada para o meio externo para facilitar a
remocgdo do DIP apo6s o tratamento hormonal (Mapletoft et al., 2003). Nesse
caso, os DIP podem causar processos inflamatdrios, vaginites e até perda dos
dispositivos durante o tratamento, refletindo na ineficiéncia da manipulacédo do
estro (Ainsworth e Shrestha, 1983; Suarez et al., 2009; Martins et al., 2010).
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Nesse contexto, o uso de um protocolo minimamente invasivo torna-se
necessario. Por isso, progestagenos orais como 0 acetato de melengestrol
(MGA) e horménios injetaveis de uma unica aplicacdo como a progesterona de
longa acdo (P4LA) tornam-se promissoras para sincronizacdo do estro em

espécies de cervideos.

2.4  Acetato de melengestrol

Considerando a utilizagdo de protocolos hormonais minimamente
invasivos, as fontes de progesterona fornecidas via oral foram testadas na
sincronizacdo do estro em algumas espécies de cervideos neotropicais,
refletindo em um menor custo e menor intervencdo nesses animais (Orjuela,
2016; Quadros et al., 2020; Tanaka et al., 2020).

Diferentemente das fontes de progesterona natural como os dispositivos
intravaginais e solugfes injetaveis de longa acdo, que sdo provenientes de
organismos vivos (humanos ou animais), ha também os progestdgenos
sintéticos que podem ser extraidos de esteroides vegetais por meio de diversas

reacdes quimicas (Stanczyk, 2003).

As fontes sintéticas sdo classificadas de acordo com a sua estrutura
guimica, podendo conter (pregnanos) ou hao (norpregnanos) o grupo metila no
carbono 10. Dentro do grupo dos pregnanos, ha uma segunda divisdo entre
agueles que apresentam o acetato e aqueles que nao possuem. Como exemplo
do subgrupo dos acetatos podem ser citados: o acetato de medroxiprogesterona
(MPA), o acetato de melengestrol (MGA), o acetato de clormadinona e o acetato

de ciproterona (Stanczyk, 2003).

O MGA é um progestageno de administracdo oral (6-methyl- 17-alpha-
acetoxylémethylene-pregn-4,6-diene-3,20-dione) que foi desenvolvido em
1962, classificado biologicamente como um analogo do MPA (Miyake e Pincus,
1958). Estudos apontam que a administracao oral do MGA confere uma poténcia
maior em relacdo ao MPA, em média de 600 vezes na espécie bovina e 150
vezes na espécie ovina (Zimbelman e Smith, 1966; Patterson et al., 1989). E

dificilmente degradado pela microbiota ruminal, possui metabolizacdo hepética
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e o principal 6rgdo de excre¢do é o rim (Femia e Goyette, 2005). A utilizagédo
comercial do MGA teve inicio em novilhas confinadas a fim de melhorar a
eficiéncia e a taxa de conversdo alimentar, favorecendo o desenvolvimento
folicular e inibicGes do estro e ovulacéo (Bloss et al., 1966; Zimbelman e Smith,
1966; Young et al., 1969). Sua funcdo € similar aos efeitos da progesterona
enddgena, que € basicamente promover proliferacdo do tecido endometrial,
manutencdo da prenhez e estacionar a atividade ovariana (Duncan et al., 1964;
Zimbelman e Smith, 1966).

As vantagens da utilizacdo do MGA em protocolos de sincronizagdo do
estro é a facilidade na administracdo, custo relativamente baixo em relacéo a
outras fontes de progesterona e um alto potencial em inducéo do estro (Patterson
et al., 1989). Por esse motivo, ha uma aplicabilidade promissora do MGA em
protocolos de sincronizagdo do estro em cervideos, j& que esses animais sao

altamente suscetiveis ao estresse (Christofoletti, 2010).

A administracdo do MGA em protocolos de sincronizagéo do estro pode
ser empregada juntamente com estrégeno e/ ou gonadotrofinas (Bartlewski et
al., 2004; Sa Filho et al., 2009) e também com a associacdo de prostaglandina
ou seus analogos luteoliticos (Imwalle et al., 2002; Mallory et al., 2010). Os
esforcos desenvolvidos para o controle do ciclo estral estdo voltados
basicamente para assegurar taxa de prenhez satisfatéria (Salas-Razo et al.,
2014). Como exemplo o0s ovinos, a taxa de prenhez resultante de protocolos de
sincronizacao do estro pode variar de 25 a 85% (Windorski et al., 2008). Essa
variacdo pode ser justificada pela dose utilizada, ja que doses altas podem inibir
a producdo de LH e afetar o desenvolvimento folicular (Vifioles et al., 2001),
como também, doses baixas podem alterar a frequéncia da pulsatilidade do LH
e causar persisténcia do foliculo dominante (Colazo et al., 2007). Salas-Razo et
al. (2014) observaram que a dose intermediaria de 0,22mg/dia de MGA teve
efeito inibitério sobre a ovulacdo em 100% das ovelhas, com 6tima resposta ao
estro apos o tratamento e 6tima taxa de prenhez. Em contrapartida, Emsen et al.
(2011) utilizando dose baixa de 0,125mg de MGA durante nove dias em 286
ovelhas obtiveram uma resposta ao estro de 62% e taxa de prenhez de 41%. Em
outro estudo, Salas et al. (2011) fornecendo dose alta de MGA de 0,45mg por 17
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dias em 20 ovelhas, obtiveram uma resposta do estro de 100% e uma taxa de
prenhez de 70%.

Ja na espécie bovina, os primeiros protocolos de sincronizacdo do estro
a base de MGA tiveram duracéo de tratamento de 14 a 18 dias e doses diarias
variando entre 0,5 e 1mg (Zimbelman e Smith, 1966; Roussel e Beatty, 1969;
Zimbelman et al., 1970; Wettemann et al., 1971). Foi observado que a dose
minima diaria para suprimir a ovulacao nessa espécie € de 0,42mg, coincidindo
com maior niumero e tamanho folicular (Zimbelman e Smith, 1966). Ademais,
Perry et al. (2005) observaram que o MGA possui alta afinidade pelos receptores
de P4 e que a concentracao de P4 plasmatica de 0,03ng/mL € capaz de suprimir
0 estro e a ovulacdo na espécie bovina. As doses mais baixas levaram a uma
diminuicdo da incidéncia de foliculos maiores, e as doses mais altas foram
associadas a uma alta incidéncia de foliculos menores (Zimbelman e Smith,
1966; Patterson et al., 1989) e doses acima de 1mg/dia resultaram em um longo
intervalo para manifestacdo do estro (Roussel e Beatty, 1969; Zimbelman et al.,
1970; Wettemann et al., 1971). Por isso, muitos trabalhos utilizam a dose oral
diaria de 0,5mg para sincronizar o estro em vacas (Imwalle et al., 2002; Martinez
et al., 2002; Post et al.,, 2005). Como esperado, tratamentos mais longos
refletiram em baixa taxa de fertilidade (40 a 50%), o que levou ao
desenvolvimento de associagfes hormonais com estrogenos, hormonio
luteinizante, gonadotrofina coribnica equina (eCG), gonadotrofina corionica

humana (hCG) ou ocitocina (Patterson et al., 1989).

Devido a similaridade fisiolégica aos ruminantes domésticos, o0s
protocolos utilizando MGA nessas espécies também foram extrapolados para as
espécies de cervideos (Asher et al., 2000; Morrow et al., 2009). Orjuela (2016)
utilizando a dose recomendada para ovinos de 0,25mg/dia durante oito dias e
aplicacdo de cloprostenol sodico no ultimo dia de administracdo de MGA,
observou que apenas 3/6 das fémeas de Mazama gouazoubira utilizadas no
experimento manifestaram estro ap6s o tratamento. Além disso, a sincronia
(intervalo entre a dltima e a primeira fémea a manifestar estro) foi
consideravelmente baixa, igual a 72 horas. Tanaka et al. (2020) avaliaram dois
protocolos distintos utilizando doses diferentes de MGA na sincronizacao do
estro em Mazama gouazoubira. No grupo 1, foi utilizada a dose de 0,5mg/dia,



16

dose recomendada para a espécie bovina, e no grupo 2, foi utilizada a dose de
1mg/dia. Foi observado que as fémeas tratadas com 0,5mg de MGA
manifestaram estro comportamental durante o tratamento hormonal, e as fémeas
tratadas com 1,0mg de MGA, manifestaram estro somente apos a finalizacdo do
tratamento. Apesar de ter sido o primeiro e Unico estudo a avaliar a dose de
1,0mg de MGA na sincronizacdo do estro em Mazama gouazoubira, além do
namero limitado de animais, € possivel sugerir que essa dose foi eficaz em
suprimir o estro comportamental na espécie. Além disso, o fornecimento diario
de 1mg de MGA foi também eficaz em protocolos de sincronizagdo do estro em
outras espécies de cervideos e em varias espécies da familia Bovidae
(Roughton, 1979; Raphael et al., 2003; Patton et al., 2007). Entretanto, foi
observado uma baixa sincronia no tempo de inicio ao estro entre as fémeas (12

a 72 horas de intervalo) (Tanaka et al., 2020).

A baixa sincronia do estro utilizando o MGA pode ser explicada pela
prépria formulacéo oral do progestageno que mesmo apos seu fornecimento ser
cessado, os metabdlitos ativos ainda podem estar presentes no sangue
(Martinez-Alvarez et al., 2007). Outro fator que pode estar relacionado a essa
dispersédo de estro, é a metabolizacdo do MGA, que pode ser armazenado no
tecido adiposo e liberado em taxas diferentes entre as fémeas (Neff, 1983);
portanto, variagdo entre escores corporais podem afetar a taxa de liberagcéo do
MGA e consequentemente afetar o tempo de inicio ao estro e a ovulacdo apés

o0 tratamento com o progestageno.

Windorski et al. (2008) utilizando MGA para sincronizacdo do estro em
ovelhas na dose de 0,3mg/dia no periodo da manha, obtiveram uma resposta ao
estro de 24,2% e taxa de prenhez de 18,2%. Contudo, Safranski et al. (1992)
fornecendo MGA para ovelhas na dose de 0,125mg de manha e 0,125mg a
tarde, observaram resposta ao estro de 55,2% e taxa de prenhez de 40,5%.
Segundo Windorski et al. (2008), a reparticdo da dose diaria de MGA e oferecida
em dois periodos do dia (manha e tarde), poderia resultar em melhor sincronia
do estro em ovelhas, por promover uma concentracdo maior e constante de

progesterona no sangue (Kojima et al., 2000).

2.5 Progesteronainjetavel de longa acao
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Dentre os variados métodos de administracdo e suplementacdo de
progesterona/ progestadgenos em protocolos hormonais, hd a progesterona
injetavel de longa acéo (P4LA). Existem poucos dados na literatura sobre o uso
parenteral da P4LA na sincronizacao do estro e qual a sua farmacodinamica na
espécie bovina (Fernandez e Salazar, 2007; Rocha et al., 2011; Campos et al.,
2016). Entretanto, a sua utilizacdo é bastante empregada como suplementacao
apos inseminag0des artificiais em tempo fixo (IATF) em vacas. De acordo com
Macmillan et al. (1986) e Sianangama e Rajamahendram (1992), o uso da
progesterona nesses casos, tem como intuito assegurar uma boa taxa de
prenhez e manutengdo do embrido bovino, prevenindo perdas embrionérias

devido a um mal reconhecimento materno da gestacao.

Campos e colaboradores (2016), avaliaram a taxa de prenhez de vacas
da racga nelore submetidas a protocolos hormonais de IATF, comparando o grupo
controle (DIP) com a progesterona injetdvel de longa acdo (P4LA)
(Progessincro®) na dose de 250mg. Foi observado que as vacas inseminadas
48 horas ap6s a inducdo da ovulacdo no tratamento com a P4LA, apresentaram
uma taxa de prenhez semelhante ao grupo controle (P4LA: 48,9%; DIP: 60,0%),
sugerindo a P4LA como uma ferramenta promissora para sincronizacao do estro

na espécie bovina.

Rocha et al. (2011) avaliaram por meio de dosagem hormonal diferentes
doses e meios de administracdo, intramuscular (IM) e subcutanea (SC) da
progesterona injetavel de longa acdo (MAD-4®) em vacas. Foi observado que a
dose de 250mg IM teve pico de concentragdo sérica 12 horas (2,48 + 2,05ng/mL)
ap6s a administracdo e a dose de 250mg SC 24 horas ap6s (3,23 = 2,15ng/mL).
Essa diferenca pode ser justificada pela propria absorcao das duas vias, a SC é
absorvida mais lentamente em relacdo a IM e de forma continua. Ambos
tratamentos elevaram as concentragdes de progesterona a niveis superiores a
1ng/mL, desejavel para inibicdo do estro na espécie bovina, contudo, a dose
administrada via SC manteve 0s niveis superiores por um tempo maior, de 6 até
as 96 horas e a via IM, as concentracdes diminuiram a niveis menores que
1ng/mL ap0Os 48 horas de aplicacdo. A dose de 350mg administrada via SC

proporcionou niveis acima de 1ng/mL durante 192 horas, refletindo uma
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correlacdo entre a dose administrada e os niveis de P4 plasmético ao longo dos
dias.

Em um trabalho semelhante, Souza et al. (2012) avaliaram o perfil
plasmatico de progesterona injetavel (Sincrogest®) nas doses 300, 600 e 900mg
em vacas leiteiras de alta producdo da raca Holandesa. Foi observado que os
grupos administrados com 300mg e 600mg de P4LA atingiram valores
superiores (concentracao de P4 plasmatica acima de 1ng/mL) ao grupo controle
apenas 24 e 48 horas ap0s a aplicacdo, respectivamente. Em contrapartida, o
grupo de 900mg apresentou valores significativamente superiores em relacao ao
grupo controle 24 horas apés a aplicacao até 216 horas depois. Pugliesi et al.
(2014) observaram que a dose administrada em vacas de corte esta diretamente
relacionada com as concentracdes de P4 plasmatica e duracdo do tratamento
apos a aplicacdo. A dose indicada pelo fabricante para manipulagédo do ciclo
estral utilizando a P4LA (Sincrogest®) na espécie bovina é de 150mg
(Ourofino®). Porém, vale ressaltar que vacas de alta producéo leiteira possuem
maior metabolizagdo hepatica para hormonios esteroides (Sangsritavang et al.,
2002) e por isso, a dose de 900mg foi escolhida e utilizada em experimentos
posteriores (Souza et al., 2012). Além disso, estudos sugerem que a utilizacao
de doses elevadas de P4LA podem causar uma maior supressao sobre as

gonadotrofinas e indugédo de uma nova onda folicular (Cavalieri, 2018; 2019).

Algumas fontes de P4 foram desenvolvidas com a finalidade de induzir a
puberdade na espécie bovina como o MGA, implantes subcutaneos e os DIP
(Gonzalez-Padilla et al., 1975; Patterson et al., 1990; Patterson e Corah, 1992).
Contudo, o conhecimento sobre a farmacodindmica da P4LA nesses casos ainda
nao esta totalmente esclarecido. Lemes et al. (2017) induziram novilhas da raca
Nelore a puberdade com a utilizacdo da P4LA na dose de 150mg. Foi verificado
que a taxa de ciclicidade foi similar e a taxa de prenhez superior (68,64% e
42,74%, respectivamente) em relacéo ao grupo tratado com DIP de terceiro uso
(63,25% e 26,49%, respectivamente). Segundo Neto et al. (2017), a dose de
150mg de P4LA é capaz de manter as concentracdes de P4 plasméatica acima

de 1ng/mL durante 11 dias em novilhas da raca Nelore pré-puberes.
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Lima (2017) avaliou a eficacia da pré-sincronizagdo da ovulagdo com
P4LA na dose de 150mg em novilhas da raca Nelore na taxa de prenhez apds
IATF. O grupo tratado com P4LA apresentou maior propor¢cao de novilhas que
possuiam corpo luteo em relacéo ao grupo nao tratado, com maior diferenca nas
fémeas pré-puberes (controle: 11,4%/ tratado: 63,7%) em relacdo as fémeas
puberes (controle: 79,5%/ tratado: 91,2%). A taxa de prenhez nas novilhas pré-
puberes foi maior no grupo tratado (44,2%) comparado ao grupo controle
(33,6%) e similar nos dois grupos nas novilhas puberes, tratado (45,2%) e
controle (41,1%). A resposta ao estro foi maior no grupo tratado (21,7%) em
relacéo ao grupo controle (11,6%) em novilhas pré-puberes. A utilizacdo da P4LA
no protocolo de pré-sincronizacdo aumentou expressivamente o numero de
novilhas pré-puberes que apresentavam corpo luteo, de 11,4% para 63,7%, taxa

superior a observada em novilhas puberes.

Sousa (2018) objetivou avaliar o uso da P4LA (Sincrogest®) na dose de
150mg como indutora da ciclicidade em novilhas e submeté-las a um protocolo
de IATF posteriormente. Foi possivel observar que tanto o tratamento de inducao
com P4LA e o tratamento controle (DIP reutilizado de 3° uso) aumentaram o
diametro folicular no momento da IATF (P4LA: 9,85 + 2,7mm; DIP: 10,03 %
2,4mm) e, consequentemente, elevaram os niveis de LH circulantes. As novilhas
pré-induzidas com P4LA tiveram uma inducgéo de ciclicidade menor em relacéo
ao grupo controle (P4LA: 39,53%; DIP: 54,26%), entretanto, ndao houve
diferencas significativas na taxa de prenhez entre os dois tratamentos (P4LA:
46,51%; DIP: 48,83%).

Pugliesi et al. (2019) avaliaram o tamanho do foliculo pré-ovulatério, taxa
de prenhez e taxa de perda gestacional em vacas lactantes da raca Nelore apés
um protocolo de ressincronizagdo com DIP associado ou ndo com 75mg de
P4LA, realizado 12 dias ap6s a IATF. Por meio do diagndéstico de prenhez
realizado por Ultrassonografia Doppler apos 22 dias de IATF foi possivel verificar
gue o grupo administrado com P4LA aumentaram consideravelmente a taxa de
prenhez (67,2%), semelhante ao grupo controle (DIP sem P4LA) (69,0%). As
vacas nao prenhes, foram submetidas a uma segunda IATF, resultando em
deteccdo de estro e taxa de prenhez significativamente maior no grupo com

P4LA (92,2% e 60,9%, respectivamente) em relacdo ao grupo controle (75% e
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44,6%). O tamanho do foliculo pré-ovulatério e a taxa cumulativa de prenhez
apo6s as duas IATF ndo apresentaram diferenca significativa.

A P4LA possui baixo custo e, por apresentar administracdo parenteral,
possui facilidade no manejo e auséncia de risco de infeccbes vaginais e
problemas sanitarios se comparado aos dispositivos intravaginais de
progesterona (Morotti et al., 2013) e por isso, apresenta alta aplicabilidade em

cervideos.

O armazenamento da progesterona enddgena e exdgena no tecido
adiposo € relatado na literatura (Neff, 1983; Martinez-Alvarez et al., 2007;
Rodrigues et al., 2011). Os mecanismos que envolvem esse estoque e a taxa de
liberacdo da P4 para a corrente sanguinea ainda ndo sdo totalmente
esclarecidos. Entretanto, estudos apontam que isso pode estar relacionado com
0 escore corporal dos animais. Em vacas de alta producdo, Rodrigues et al.
(2011) observaram que a mobilizacdo do tecido adiposo estava diretamente
relacionada com o0s niveis de progesterona no sangue, devido ao balanco
energético negativo pés parto. Além disso, como ja mencionado, a utilizacdo da
P4LA demonstrou uma correlacdo entre a dose administrada e os niveis de P4

circulantes ao decorrer do tempo apds a aplicacao.

Contudo, com base nos nossos conhecimentos, ndo ha estudos sobre a
utilizacdo da P4LA em protocolos de sincronizacdo do estro em cervideos,
tampouco a metabolizacdo da P4 nessas espécies. Sabendo do escore corporal
do Mazama gouazoubira e da resposta reprodutiva a outras fontes de
progesterona exdgena, optou-se pela utilizacdo da dose de 75mg de P4LA, a
mesma utilizada em protocolos de inducéo a ciclicidade e ressincronizacdo do

estro em novilhas.

2.6 Monitoramento Endécrino Néo Invasivo

A sequéncia de eventos que envolvem a dinamica folicular é responsavel
pela correlacédo entre fatores endocrinos e paracrinos do eixo hipotalamo-
hiptfise-gonadal e a expressao de multiplos genes (Ginther et al., 2003). A

importancia do conhecimento desses processos reprodutivos/ hormonais
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poderiam simplificar o sucesso das biotécnicas reprodutivas em prol da
conservacao. Contudo, o monitoramento preciso da atividade ovariana é um dos
maiores empecilhos para 0 manejo de espécies selvagens, assim como
determinar o momento exato para realizar uma inseminacao artificial, por

exemplo.

O perfil endécrino € um dos métodos mais utilizados para monitorar a
atividade ovariana de espécies selvagens (Thompson et al., 1998). Os
hormonios séo secretados em diversos materiais biolégicos como sangue, fezes,
urina, leite, saliva e pelo, e podem ser detectados como metabdlitos hormonais
(Bamberg et al., 1991; Micheletti et al., 2014). Por meio do monitoramento
hormonal é possivel alcancar o ciclo estral e também o estado de fertilidade de
uma determinada espécie e consequentemente, intervir no manejo reprodutivo
em prol da conservagdo (Schwarzenberger e Brown, 2013). A colheita de
amostras com varias repeticoes ao longo do tempo é fundamental para
caracterizar com exatiddo a relacdo reprodutiva-hormonal de uma espécie.
Entretanto, apesar da amostra de sangue ser considerada ideal e expressar de
forma confiavel o nivel hormonal no momento da coleta, ndo é usual em
cervideos devido a necessidade de contencdo quimica e a susceptibilidade
desses animais ao estresse (Sontakke et al., 2018; Christofoletti, 2010). Além
disso, concentracdes elevadas de horménios do estresse, como o0 horménio
adrenocorticotréfico, podem levar a secrecdo de progesterona pelas glandulas
adrenais e interferir nas dosagens hormonais (Monfort et al., 1990; Landaeta-
Hernandez et al.,, 2002). Isso pode resultar em alteracbes nos padrées
reprodutivos como a frequéncia dos pulsos de LH e consequentemente no
processo de maturacao folicular e ovulacdo (Monfort et al., 1990; Dobson e
Smith, 2000). Portanto, o monitoramento hormonal ndo invasivo utilizando
amostras de urina ou fezes é o escolhido (Silva et al., 2017), e além disso,
permite colheitas sucessivas desses materiais a longo prazo (Monfort et al.,
2003). O monitoramento de horménios pela urina é rapido, barato e néo requer
intervencdes negativas no animal. Entretanto, sua colheita é relativamente dificil
e por isso acaba sendo dispensavel (Sontakke et al., 2018). Por outro lado, o
monitoramento hormonal utilizando amostras fecais € amplamente utilizado em

espécies selvagens para analisar a funcéo reprodutiva da fémea. O método de
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extracdo de hormdnio fecal permite avaliar a concentragdo dos metabdlitos de
progesterona, por exemplo, assim como foi descrito em varias espécies de
cervideos como Mazama gouazoubira (Pereira et al., 2006), Mazama americana
(Krepschi et al., 2013), Odocoileus virginianus (Kapke et al., 1999), Moschus
berezovskii (Wang et al., 2016), Alces alces (Schwartz et al., 1995), Elaphurus
davidianus (Li et al., 2001), Pudu puda (Blanvillain et al., 1997), Rusa timorensis
(Sudsukh et al., 2017). Por meio do monitoramento hormonal néo invasivo, foi
possivel esclarecer informacBes essenciais sobre ciclo estral e ovulacdo de

algumas espécies da familia Cervidae, que até entdo eram desconhecidas.

3. MATERIAL E METODO

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Jaboticabal, S&do Paulo,
Brasil (protocolo numero 012090/19. Este trabalho estd de acordo com os
principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

3.1 Animais e Local de estudo

Quatro fémeas adultas (idade entre 2 e 8 anos, peso entre 14,1 e 21,4KQ)
e um macho adulto (fértil, 8 anos de idade, 19,60Kg) de Mazama gouazoubira
foram utilizados neste estudo (Tabela 1). Todos os animais pertencem ao Nucleo
de Pesquisa e Conservacao de Cervideos (NUPECCE), FCAV-UNESP e foram
mantidos em baias individuais (3,0m x 2,0m), e expostos a luminosidade natural.
Dieta composta por alimentos concentrados utilizados para equinos (Equitech -
Presence® -Paulinia -Sdo Paulo- Brazil) e alimento volumoso: soja perene
(Neonotonia wightii), amora (Morus alba) e rami (Boehmeria nivea). A agua foi

disponibilizada ad libitum.
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Tabela 1. ldentificacdo e histérico reprodutivo dos individuos da espécie
Mazama gouazoubira utilizados neste estudo.

Animais Idade (anos) Peso (KQ) Historico reprodutivo
Fémea A Desconhecido 21,4 Desconhecido

Fémea B 8 19,8 Primipara

Fémea C 5 14,8 Nulipara

Fémea D 2 14,15 Nulipara

Macho 8 19,6 Feértil

3.2 Delineamento experimental

As quatro fémeas foram distribuidas aleatoriamente em um delineamento
em quadrado latino em quatro tratamentos diferentes. O intervalo entre os

periodos foi de 50 dias.

Tabela 2. Representacdo em quadrado latino dos quatro tratamentos distribuidos em
quatro periodos diferentes

Fémea  Periodo | Periodo I Periodo IlI Periodo IV

A Tratamento P4LA Tratamento MGA1x Tratamento DIP Tratamento MGA2x
B Tratamento MGA2x Tratamento DIP Tratamento MGAlx Tratamento P4LA
C Tratamento DIP Tratamento MGA2x Tratamento P4LA Tratamento MGA1x
D Tratamento MGAlx Tratamento P4LA Tratamento MGA2x Tratamento DIP

Tratamento DIP: dispositivo intravaginal de progesterona por oito dias (DIP); Tratamento MGA1x: dose
diaria de acetato de melengestrol (MGA) oferecida uma vez ao dia no periodo da manha por oito dias;
Tratamento MGA2x: metade da dose diaria de MGA oferecida duas vezes ao dia, no periodo da manha
e tarde por oito dias; Tratamento P4LA: progesterona de longa acdo administrada no primeiro dia do
tratamento.

3.3 Tratamentos

Em todos os tratamentos, todas as fémeas receberam uma administracao
intramuscular (IM) de 0,25mg (0,25mL) de benzoato de estradiol (BE)
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(Sincrodiol®; Ourofino Saude Animal Ltda., Brasil) no primeiro dia do tratamento;
ademais, cada fémea recebeu uma fonte diferente de
progesterona/progestageno. Apos oito dias do inicio dos tratamentos, todas as
fémeas receberam uma administracdo intramuscular (IM) de 265ug (1mL) de

cloprostenol sddico (Ciosin® - Shering Plow Coopers® - Brasil) (Figura 3).

0,25mg 26500
BE PFG2a

Tratamento DIP —-Elli

1rng (rianhi)

Tratamento MGA1x }

0, 5mg{manha)

0.5myg (tarde)
Tratamento MGA2x {
T5mg
P4LA
Tratamento P4LA I
L 1 ]
1 |
30 dias 8 dias
\ I | l J
Deteccdo do Deteccdo & monitoramento do
estro 2xidia estro Gx/dia até fim do estro

Figura 3: Diagrama esquematico do modelo experimental dos quatros
tratamentos realizados na espécie Mazama gouazoubira. Tratamento DIP:
dispositivo intravaginal de progesterona (DIP) durante oito dias; Tratamento
MGA1x: 1mg de acetato de melengestrol (MGA) no periodo da manha durante
oito dias; Tratamento MGA2x: 0,5mg de MGA no periodo da manha e tarde
durante oito dias; Tratamento P4LA: administracdo de 75mg de P4LA no periodo
da manha no primeiro dia do tratamento. Administragéo de Benzoato de estradiol
(BE) no primeiro dia do tratamento e cloprostenol sédico (PGF2a) oito dias apos
o inicio do tratamento. Deteccao do estro natural um més antes de comecar cada
tratamento; deteccao do estro duas vezes ao dia durante os tratamentos.

Tratamento DIP — As fémeas receberam um dispositivo intravaginal de
progesterona com 0,33g de progesterona (entre 8-9h) (CIDR-type T; Controlled
Internal Drug Release, Zoetis, USA) que permaneceu ha fémea durante oito dias.
O dispositivo foi inserido no canal vaginal com o auxilio de um aplicador

especifico por meio de contencéo fisica manual de cada fémea (Figura 5 (A))
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Tratamento MGA1x — Uma dose oral de 1mg de acetato de melengestrol
misturado com banana amassada oferecida no periodo da manha (entre 8-9h)

durante oito dias.

Tratamento MGA2x — Duas doses orais de acetato de melengestrol de 0,5mg
misturado com banana amassada oferecida no periodo da manha (entre 8-9h) e

0,5mg no periodo da tarde (entre 17-18h) durante oito dias.

Tratamento P4LA — Uma dose Unica de 75mg (0,5mL) de progesterona injetavel
de longa acao (IM) (entre 8-9h) (Sincrogest injetavel®, Ourofino Saude Animal

Ltda., Brasil) no primeiro dia do tratamento.

*O acetato de melengestrol foi oferecido juntamente com banana amassada

devido a alta palatabilidade e menor risco de perda do progestageno (Figura 6).

Figura 4. Caixa de contencdo onde os farmacos foram administrados via
intramuscular na espécie Mazama gouazoubira (Eveline, 2009).



Figura 5. (A) Contencéo fisica manual de fémea de Mazama gouazoubira
para insercao do dispositivo intravaginal de progesterona com o auxilio de
um aplicador; (B) Dispositivo intravaginal de progesterona introduzido no
canal vaginal. Arquivo pessoal.

Figura 6. Mistura de banana amassada com
acetato de melengestrol (MGA) com alta
aceitabilidade pelas fémeas. Arquivo pessoal.
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3.4 Deteccéo do estro e dados comportamentais

O estro comportamental foi detectado por meio do contato de cada fémea
com um macho adulto da mesma espécie. A fémea que permanecesse estética
na presenca do macho (com reflexo de parada) foi considerada em estro
(Krepschi et al., 2013). A deteccdo do estro foi realizada duas vezes ao dia
(manhé e tarde) por um més antes do inicio de cada protocolo de sincronizacéo
(dados do ultimo estro comportamental natural) até o fim do experimento. Esse
controle foi mantido em caso de ineficiéncia da progesterona exégena em inibir
a manifestacdo do estro durante os tratamentos. ApGs a primeira deteccao de
estro positiva, o monitoramento foi realizado a cada quatro horas até o ultimo
horario de estro comportamental para determinar precisamente a duracdo do

estro.

Figura 7. (A) e (B) Hiperemia vulvar e secrecao vaginal mucoide de
fémea de Mazama gouazoubira em periodo de estro. Arquivo pessoal.

3.5 Avaliagao da sincronizagédo do estro
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O intervalo PGF2a — estro foi considerada como o intervalo entre a
administracdo de prostaglandina (PGF2a) e o inicio do estro comportamental
apos o tratamento. A sincronia de cada tratamento foi calculada considerando o

intervalo entre a primeira e a Ultima fémea a manifestar o estro comportamental.

3.6 Colheita de fezes e extracao de esteroides fecais

As amostras de fezes foram coletadas diariamente (aproximadamente as
6 horas da manha@) trés dias antes do inicio dos tratamentos até dez dias ap6s o
altimo dia de estro comportamental (D9). As amostras foram congeladas a -20°C
dentro de 20 minutos apos a colheita até a realizacao da analise dos esteroides.
Todas as amostras fecais foram secas em estufa (FANEM® LTDA, Guarulhos,
Séo Paulo, Brasil) a 56°C por 72 horas. Em seguida, as amostras foram
pulverizadas com um martelo de borracha e todo material sélido (como exemplo,
a fibra da dieta) foram removidos (Yamauchi et al., 1997; Hamasaki et al., 2001);
os esteroides foram extraidos de acordo com o método descrito por Graham et
al. (2001). Uma proporgédo do poé resultante (0,59) foi extraido com 5mL de
metanol a 80%. Esses componentes foram homogeneizados por 30 segundos
em alta velocidade e depois, foram dispostos em um homogeneizador horizontal
(Mod. AP22® - Phoenix 139 Ltda. - Araraquara - Brasil) por 12 horas.
Posteriormente, foram centrifugados em 400 giros por 20 minutos, e 0
sobrenadante foi transferido para um tubo limpo e armazenado a -20°C para

analises posteriores

3.7 Validagdo hormonal e ensaio imunoenzimético (EIA)

As aliquotas do sobrenadante foram diluidas em 1:32 ou 1:64 (durante o
periodo de estro comportamental) e 1:128 ou 1:256 (dias apdés o0 estro
comportamental) para ensaio de progesterona, para analise imunoenzimatica
(EIA) (Multiskan MS, Labsystem, Helsinki, Finland). Amostras referentes ao

tratamento DIP e tratamento P4LA durante o periodo de tratamento, as diluicdes
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foram 1:1024, 1:2048 e 1:4096. As concentracdes foram determinadas por meio
do anticorpo CL425 (California University; Davis, CA, EUA) para progesterona
(P4). Esse anticorpo foi escolhido devido a alta reatividade cruzadas com os
metabdlitos excretados nas fezes de Mazama gouazoubira — 5a e 5B-preganes
(Polegato, 2004). De acordo com o protocolo de Brown et al. (2004), a validacao
das dosagens dos metabolitos de progesterona fecal (FPM) foi realizada pela
comparacao entre a curva padréo e a curva obtida pelo pool de extratos fecais
preparados por meio de diluicdo seriada (teste de paralelismo) (y = -0.0215x +
2.5153, r2 = 0.98) (Figura 8). Adicionalmente, a validacdo da dosagem de FPM
foi realizada de acordo com a relevancia fisioldgica dos resultados associado aos
diferentes dias da resposta reprodutiva. Os coeficientes de variacao interensaio
para os dois controles foram 4,4% (n= 23 placas, 72% de ligacdo) e 9,5% (n= 23
placas, 30% de ligacédo). Os coeficientes de variagao intraensaio foram <10%.

Todos os dados fecais sao expressos com base do peso seco (ng/g fezes).

120

100

@
o

A —_ «=¢—Curva padrdo

- Amostras fecais

% de ligagcao
A o
o o

N
o

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Log da concentragdo

Figura 8. Resultado do teste de paralelismo da dosagem de progesterona com a
disposicéo paralela entre a curva padrao e a curva formada pela diluicdo seriada do pool
das amostras fecais.

3.8 Andlises estatisticas

As variaveis intervalo entre a administracdo da PGF2a e inicio do estro e

a duracao do estro foram realizados de acordo com o delineamento experimental
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em quadrado latino e os efeitos de animal (linha), periodo (coluna) e tratamentos
foram obtidos utilizando a Analise de Variancia (ANOVA). A comparac¢ao entre
as médias de cada efeito foi obtida pelo Teste de tukey. As concentracdes de
FPM foram definidas selecionando os menores valores de FPM das quatro
fémeas de cada tratamento, de acordo com as andlises de dados descritas por
Thompson et al. (1998). Os valores acima do valor de critério (Média + 2Desvio
padrao) foram considerados indicativos de fase luteal. Para padronizar os ciclos
e calcular diariamente as médias hormonais, o dia 0 (DO) de cada ciclo foi
definido como o dia seguinte ao Ultimo dia de estro comportamental. A Fémea B
foi removida das andlises estatisticas no tratamento MGA1x e a Fémea C foi
removida das andlises estatisticas no tratamento MGA2x. Todas as analises
foram realizadas no Software R (R Core Team, 2020), adotando nivel de

significancia igual a 5%.

4. RESULTADOS

O estro comportamental induzido foi observado em todas as fémeas (4/4)
nos tratamentos DIP, MGA2x e P4LA. Entretanto, no tratamento MGA1x, apenas
75% das fémeas (3/4) manifestaram estro comportamental. A fémea C
apresentou “estro silencioso” apos o tratamento MGAZ2x, e por isso, foi excluida
das andlises estatisticas nas variaveis intervalo PGF2a - estro e duracdo do
estro. Entretanto, as concentracbes de FPM da fémea C aumentaram
progressivamente apos o término do suspeito estro, atingindo valores acima do
valor de critério, sugerindo ocorréncia de ovulacdo. A fémea B ndo apresentou
estro comportamental ou perfil confiavel e sugestivo de resposta ao tratamento
na concentracdo de FPM apos o tratamento MGA1x e foi removida das analises
estatisticas. O tempo entre a administragdo de PGF2a e o inicio do estro foi
significativamente maior no tratamento P4ALA em comparacéo ao tratamento DIP,
tratamento MGA1x e ao tratamento MGA2x (P < 0,05) (Tabela 3). A sincronia, o
intervalo entre a primeira e a Ultima fémea a manifestar estro comportamental
apos o fim do tratamento foi menor no tratamento DIP e no tratamento MGA2x
(Tabela 3).
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Figura 9. Concentracdo dos metabdlitos de progesterona fecal (FPM) (ng/g fezes) de quatro fémeas de
Mazama gouazoubira (FEmeas: A, B, C e D) durante o tratamento DIP (dispositivo intravaginal liberador de
progesterona) por oito dias. A seta preta representa a administracao de cloprostenol sddico (PGF2a) e a barra

preta indica os periodos de estro comportamental.

Nenhuma diferenca estatistica foi observada na duracéo do estro entre 0s
tratamentos (Tabela 3). Entretanto, foi observado uma diferenca estatistica entre
as fémeas do estudo (efeito linha) na duragéo do estro (P < 0,05) (Tabela 4). O
efeito coluna mostrou que os periodos | e Il foram significativamente mais longos

em comparacao aos periodos lll e IV (P < 0,05) (Tabela 4).

O aumento na concentracdo de FPM de cada fémea em cada tratamento
pode ser observada ao longo dos dias apds o estro comportamental, com valores
acima dos niveis basais de FPM (Média + 2DP). Os perfis de caracteriza¢do de

FPM dos tratamentos DIP, MGA1x, MGA2x e P4LA estao ilustrados na Figura
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13. A concentracdo média de FPM no DO foi igual a 137,6 + 19,8 ng/g no
tratamento DIP, 133,3 + 46,8 ng/g no tratamento MGA1x, 136,3 £ 19,0 ng/g no
tratamento MGA2x, e 145,6 = 16,7 ng/g no tratamento P4LA (Tabela 5). A média
das concentracdes de FPM no D9 foi de 952,0 + 127,9 ng/g no tratamento DIP,
1078,5 + 144,6 ng/g no tratamento MGA1x, 789,5 + 75,2 ng/g no tratamento
MGA2x e 1193,1 + 250,7 ng/g no tratamento P4LA (Tabela 5).

Fémea A FémeaB
3500 3500
2800 2800
(9] [}
0] Q
N N
QL 2100 £ 2100
(@] o
2 2
S 1400 | < 1400 | | MGA1x |
a | MGA1x | & ¢
|
O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I f‘ J O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
Dias do estudo Dias do estudo
FémeaC FémeaD
MGA1x 1
3500 3500 J
2800 ¢ 2800
(%] %]
0] [0]
N N
£ 2100 £ 2100
o MGA1x 2
2 2
E 1400 E 1400
LL L
700 f v - 700 ¢ —
O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
Dias do estudo Dias do estudo

Figura 10. Concentracdo dos metabdlitos de progesterona fecal (FPM) (ng/g fezes) de quatro fémeas de
Mazama gouazoubira (Fémeas: A, B, C e D) durante o tratamento MGA1x (1mg de MGA no periodo da manha)
por oito dias. A seta preta representa a administragéo de cloprostenol sédico (PGF2a) e a barra preta indica

0s periodos de estro comportamental.

Tabela 3. O intervalo entre a aplicagao de PGF2A e inicio do estro, sincronia e durac¢édo do estro
de quatro fémeas da espécie Mazama gouazoubira no tratamento DIP (dispositivo intravaginal
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por oito dias), tratamento MGA 1x (1mg de MGA oferecida no periodo da manha por oito dias),
tratamento MGA 2x (0,5mg de MGA oferecida de manha e 0,5mg a tarde por oito dias) e
tratamento P4LA (75mg de P4LA no primeiro dia do tratamento).

Tratamento Fémea Dia do Intervalo PGF2a - Sincronia Duracéo do
ciclo estro (h) (h) estro (h)

A 18 49 32
B 13 61 40
C 16 61 31
D 14 81 52

1 Média + EPM 63 + 6,6b 32 38,8+4,9a
A 8 33 40
B 3
C 13 45 24
D 12 81 68

2 Média + EPM 53 + 14,4b 48 44,0 £ 12,9a
A 16 33 36
B 24 61 35
C 17
D 14 29 48

3 Média + EPM 41 +10,1b 32 39,7+ 4,2a
A 21 285 56
B 30 165 32
C 20 173 32
D 14 97 64

4 Média + EPM 180 + 38,9a 188 46,0 + 8,3a

Médias dentro da coluna com letras incomuns (a e b) diferem (P < 0,05) pelo teste de tukey
*Dia do ciclo de cada fémea foi determinado considerando a data do Ultimo estro comportamental natural antes do
inicio de cada tratamento (dia O= primeiro dia do estro comportamental natural).

Tabela 4. Média + erro padréo dos periodos experimentais (I, Il, lll e IV) e das fémeas (A, B, C e
D) nas variaveis intervalo PGF2a - estro (horas) e duracao do estro (horas).

Periodos  Média = EP Fémeas Média + EP

I 122,0 £ 54,5a A 100,0 £ 61,8a

Il 63,7 £ 18,5a B 95,7 £ 34,7a
Intervalo PGF2a - estro (h)

i 83,7 £ 45,0a C 93,0 £40,3a

v 81,0 £ 29,8a D 72,0 £ 14,8a

I 47,5 = 8,8a A 41,0+£5,3b

Il 52,0+ 12,0a B 33,5+ 1,5bc
Duracgéo do estro (h)

i 37,3+£5,3b C 29,0+ 2,5¢

v 36,0£5,9b D 58,0 + 4,8a

Letras diferentes dentro de cada variavel indicam diferencga significativa no teste de tukey (P < 0,05).
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Figura 11. Concentracdo dos metabdlitos de progesterona fecal (FPM) (ng/g fezes) de quatro fémeas de
Mazama gouazoubira (Fémeas: A, B, C e D) durante o tratamento MGA2x (0,5mg de MGA no periodo da
manha e 0,5mg no periodo da tarde) por oito dias. A seta preta representa a administracéo de cloprostenol
sédico (PGF2a) e a barra preta indica os periodos de estro comportamental. (*) indica suspeita de estro

comportamental.
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Figura 12. Concentracdo dos metabdlitos de progesterona fecal (FPM) (ng/g fezes) de quatro
fémeas de Mazama gouazoubira (Fémeas: A, B, C e D) durante o tratamento P4LA (administracéo
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de 75mg de P4LA no periodo da manha no primeiro dia do tratamento). A seta vermelha
representa a administragcdo da P4LA. A seta preta representa a administracdo de cloprostenol
sédico (PGF2a) e a barra preta indica os periodos de estro comportamental.
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Figura 13. Concentracdo dos metabolitos de progesterona fecal de quatro fémeas de Mazama
gouazoubira: A, B, C e D, a partir de um dia ap6s o ultimo dia de estro comportamental (DO) até
dez dias ap6s o estro (D9), apos o tratamento DIP, tratamento MGA1x, tratamento MGA2x e



37

tratamento P4LA, respectivamente. Linha tracejada: concentracdo basal dos metabolitos de
progesterona fecal. Concentracdo acima deste limite sugere formacao de corpo luteo.

Tabela 5. Concentracdo dos metabdlitos de progesterona fecal (FPM) de quatro fémeas da
espécie Mazama gouazoubira no DO e D9 do tratamento DIP (dispositivo intravaginal durante
oito dias), tratamento MGA1x (1mg de MGA oferecida no periodo da manha durante oito dias),
tratamento MGA2x (0,5mg de MGA oferecida de manha e 0,5mg a tarde durante oito dias) e

tratamento P4LA (75mg de P4LA no primeiro dia do tratamento).

Tratamento Fémea [P4] (ng/g fezes)! [P4] (ng/g fezes)?

A 102,1 665,8
B 186,6 899,7
C 108,9 1286,1
D 152,8 956,3

1 Média + EPM 137,6 £19,8 952,0 £ 127,9
A 41,5 789,3
B
C 163,3 1223,6
D 195,1 1222,6

2 Média + EPM 133,3 £ 46,8 1078,5 + 144,6
A 141,0 687,8
B 158,5 910,4
C 164,3 926,0
D 81,3 633,6

3 Média + EPM 136,3 £ 19,0 789,5 + 75,2
A 126,1 1022,0
B 110,0 824,8
C 163,4 1934,0
D 182,7 991,7

4 Média + EPM 145,6 £ 16,7 1193,1 + 250,7

1Um dia apés o ultimo dia de estro comportamental (DO)

2Dez dias ap6s o ultimo dia de estro comportamental (D9).

5.

DISCUSSAO

Em relagdo ao tratamento DIP, todas as fémeas manifestaram estro

comportamental em um intervalo de 49 — 81 horas apds o tratamento,

semelhante ao que foi observado por Zanetti et al. (2010) (52 — 88 horas) em um

protocolo de curta duragao (8 dias). Entretanto, Duarte e Garcia (1995) relataram

um curto periodo de inicio ao estro apds o tratamento (48 — 72 horas) utilizando
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dispositivos intravaginais de medroxiprogesterona em um protocolo de longa
duracéo (14 dias). Os protocolos de curta duracdo podem levar a um intervalo
maior em relacdo ao inicio do estro apos o fim do tratamento, assim como foi
descrito em algumas espécies de cervideos (Morrow et al., 1995; Flint et al.,
1997). Este intervalo pode estar relacionado aos residuos de progesterona no
tecido adiposo apés a remocao do dispositivo intravaginal (Wheaton et al., 1993)
e ao estagio da onda folicular no final do tratamento (Roche et al., 1999).
Contudo, os protocolos de curta duracao sdo frequentemente utilizados devido
a persisténcia folicular causada pelos protocolos de longa duragéo (12 — 14 dias)
(Menchaca et al., 2017), podendo afetar a taxa de fertilidade, assim como foi
observado em Cervus elaphus (Fennessy et al., 1990) e Dama dama (Morrow et
al., 1995). Por meio da detetabilidade do DIP pelo ensaio imunoenzimatico, foi
possivel observar que as fémeas apresentaram padrées semelhantes de FPM
durante o tratamento com DIP, embora com diferentes concentragbes de FPM
notaveis entre as fémeas (Figura 9). O incremento da concentracdo de FPM apos
ainsercéo do DIP pdde ser observada um dia apds, devido a oscilacdo hormonal
de 12 a 24 horas das amostras fecais em relacdo ao sangue. Além disso, €
possivel visualizar que no 3° dia apls a insercao, as concentracbes de FPM
decresceram, porém, em concentracdes suficientes para suprimir o estro (Figura
9). Apés a retirada da fonte enddégena e exégena de progesterona, com a
remocédo do DIP e aplicacdo de PGF2a, as concentracdes de FPM diminuiram
consideravelmente em todas as fémeas (Figura 9).

A dose de 1mg de MGA fornecida uma vez ao dia em protocolos de
sincronizacdo do estro sugerem a eficacia do progestageno em prevenir a
manifestacdo do estro comportamental, como foi descrito por Tanaka et al.
(2020). Entretanto, o longo intervalo de inicio ao estro apés o tratamento também
foi relatado por Tanaka et al. (2020), com uma sincronia de 60 horas, semelhante
ao que foi observado no presente estudo, com uma sincronia de 48 horas.
Embora o MGA tenha sido ofertado aos animais de forma individual para
assegurar um consumo uniforme e evitar perdas, a absor¢cdo e o metabolismo
de um progestageno oral pode implicar em variagdo nas concentracdes
circulantes (Perry et al., 2004). O MGA pode ser estocado no tecido adiposo e

liberado na corrente sanguinea em diferentes taxas apos o tratamento entre as
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fémeas, o que poderia justificar o longo intervalo de inicio ao estro (Neff, 1983;
Martinez-Alvarez et al., 2007). Além do peso e condicdo corporal, a
metabolizacdo do MGA pode ser diferente entre as fémeas em relacdo as suas
caracteristicas particulares como idade, dieta, quantidade de alimento ingerido,
tempo de intervalo entre as ingestdes e funcionamento do trato gastrintestinal
(TGI) (Stevens e Hume, 1995; Pereira et al., 2010). Por sua vez, a molécula do
MGA pode ser modificada devido a acdo de enzimas e microorganismos
presentes no TGI (Stanczyk, 2003). Em relacdo a este tratamento, apenas a
Fémea B ndo apresentou estro comportamental apés oferta de 1mg de MGA
pela manha por oito dias, sugerindo néo resposta ao tratamento.

De acordo com Windorski et al. (2008), a dose diaria de MGA repartida
em dois periodos (manha e tarde), poderia proporcionar uma menor variagao no
tempo de inicio ao estro em ovelhas, resultando em uma concentragdo maior e
constante de progesterona no sangue (Kojima et al., 2000). Nesse estudo, foi
observado que a reparticdo da dose diaria do MGA ocasionou em uma menor
variacao de inicio ao estro entre as fémeas no tratamento MGA2x (29 — 31 horas)
e, consequentemente, uma melhor sincronia (32 horas) em relagcdo ao
tratamento MGA1x. Entretanto, nenhuma diferenca estatistica foi observada
entre os tratamentos. Apds o tratamento MGA2x, a fémea C ndo permitiu a
aproximacéo ou monta do macho, entretanto, apresentava hiperemia vaginal e
secre¢ao mucosa, indicativo de estro comportamental. Além disso, foi observado
um aumento progressivo nas concentracdes de FPM apds o periodo sugestivo
de manifestacdo do estro, sugerindo uma potencial ovulacdo e formacao do
corpo lateo subsequente. Por isso, foi especulado a ocorréncia de um “estro
silencioso” (Figura 11: Fémea C). O acetato de melengestrol, por ser um
progestageno sintético, ndo possui afinidade pelo anticorpo CL425 e
consequentemente, ndo é detectado pelo ensaio imunoenzimatico. Por isso, 0s
graficos das concentragbes de FPM demonstram os niveis de progesterona
endogena das fémeas, refletindo a presenca ou ndo de corpo luteo durante os

tratamentos (Figura 10 e Figura 11).

A progesterona injetavel de longa acdo (P4LA), apesar de ser mais
utilizada apos protocolos de IATF (Sampaio et al, 2015; Pugliesi et al 2016; Motta

et al., 2020), demonstrou ser eficaz em protocolos de sincronizagédo do estro
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(Rocha et al., 2011; Campos et al., 2016), ressincroniza¢ao do estro (Pugliesi et
al., 2019) e inducéo da ciclicidade (Lemes et al., 2017; Souza, 2018), todos 0s
estudos na espécie bovina. No entanto, o longo intervalo entre a administracao
de PGF2a e inicio ao estro e baixa sincronia de estro entre as fémeas sugerem
gue a dose de 75mg de P4LA foi alta e ineficaz para Mazama gouazoubira. Além
disso, para o melhor de nosso conhecimento, este € o primeiro estudo utilizando
a P4LA em protocolos de sincronizacdo do estro em cervideos; apesar de que,
deve ser mencionado, que a farmacodinamica da progesterona exdégena nao €

totalmente conhecida.

Devido ao armazenamento da progesterona no tecido adiposo descrito
em varios estudos (Perry et al., 2005; Wheaton et al., 1993), a propor¢éao do peso
corporal pode estar associada a taxa de eliminacdo do esteroide para a corrente
sanguinea em diferentes taxas entre os animais (Windorski et al., 2008;
Hamudikuwanda et al., 1996). No presente estudo, uma relacdo pbde ser
observada entre a condicdo corporal da fémea e o intervalo entre a
administracdo de PGF2a e inicio do estro apds a Unica administracéo de PALA.
A fémea A tem maior peso corporal entre as fémeas do estudo e
consequentemente, apresentou o maior intervalo de inicio ao estro (288 horas)
apos a aplicacédo de PGF2a. De forma similar, a fémea D apresenta menor peso
corporal e teve o menor intervalo PGF2a - estro. Apesar dessas consideracoes,
os dados do ultimo dia de estro comportamental natural e as concentracdes de
FPM, pode ser sugerido que a fémea A ndo apresentava corpo lateo e o atraso
no inicio do estro foi provavelmente a presenca ativa da P4LA no sangue.
Portanto, pode ser especulado que a progesterona originada da P4LA foi
armazenada no tecido adiposo e liberada no sangue em diferentes taxas entre
as fémeas. Por meio das concentracfes de FPM apdés a administracédo da P4LA,
mensuradas pelo ensaio imunoenzimatico, pdde ser observado que todas as
fémeas apresentaram pico de concentracdo imediatamente apos a
administracdo da P4LA (Figura 12). Em seguida, as concentracbes de P4
decrescem consideravelmente, mas em concentracdes capazes de bloquear
manifestacdo do estro. Na fémea A, as concentragbes elevadas de P4 se

mantiveram por um periodo maior mesmo apoés a administracdo de PGF2a. Vale
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ressaltar que, devido a oscilagdo hormonal das fezes em relagdo ao sangue,
esse pico € visualizado ap0s 24 horas.

Apesar do uso da P4LA ndo ter sido eficaz no presente estudo, deve ser
ressaltado que a Unica aplicagdo intramuscular de P4LA, baixa intervencao
animal e, consequentemente, baixo manejo refletem sua alta aplicabilidade e
relevancia em biotécnicas reprodutivas em cervideos. Entretanto, devido ao
namero limitado de animais, essa relacdo entre peso corporal e metabolizacao
da P4LA deve ser melhor investigada e além disso, considerar o reajuste de dose

nessa espécie.

A duragéo do estro no tratamento DIP, MGA2x e P4LA foram similares ao
descrito por Zanetti et al. (2010), com uma duracao de 24 — 52 horas em fémeas
sincronizadas de M. gouazoubira e a duracdo do estro natural (12 — 54 horas)
descrita por Santos et al. (2001). Entretanto, esses intervalos foram menores em
comparacao ao tratamento MGA1x, que apresentou uma duracéo do estro de 24

— 68 horas.

Em relacdo aos periodos do estudo, foi observado que os periodos | e Il
(conduzidos no inverno) apresentaram duragédo do estro mais longo em relacao
aos periodos Il e IV (conduzidos na primavera). Apesar do Mazama gouazoubira
nao possuir sazonalidade reprodutiva, sabe-se que as variagdes ambientais,
nutricdo, manejo e umidade podem alterar a fisiologia reprodutiva de cervideos
neotropicais (Bubenik et al., 1991; Pereira et al., 2010). Na espécie bovina, é
descrito que o estresse térmico pelo calor promove uma curta duracéo do estro
(Gwazdauskas et al., 1981; Gwazdauskas, 1985), sugerindo que o aumento do
horménio  adrenocorticotréfico influenciaria  negativamente a relacdo
estrogeno/progesterona, diminuindo a expressao do estro (Landaeta-Hernandez
et al., 2002). De acordo com as temperaturas médias durante os periodos de
estudo, pode-se sugerir que o periodo | (Min: 12,3°C; Max: 26,5°C) e o periodo
Il (Min: 13,8°C; Max: 29,4°C) apresentaram condi¢des climéaticas naturais mais
agradaveis em relacdo aos periodos Il (Min: 22,4°C; Max: 37,9°C) e IV (Min:
19,3°C; Max: 31,5°C) (INMET). Além do fator temperatura/ estresse, estudos
relatam a influéncia do gendtipo, idade e histérico reprodutivo na duracdo do

estro em vacas (Landaeta-Hernandez et al., 2002), o que justifica a diferenca
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observada entre as fémeas de Mazama gouazoubira no presente estudo (P <
0,05).

As concentracdes de FPM foram mensuradas por dez dias apoés o final do
estro comportamental com a intencdo de observar um aumento progressivo que
sugerisse a ocorréncia de ovulacdo. Os dias referentes ao estro comportamental
foram associados aos menores valores nas concentracdes de FPM, assim como
também foi observado por Pereira et al. (2006) e Zanetti et al. (2010). Um
aumento progressivo na concentracdo de FPM com valores acima da linha basal
de FPM, puderam ser observados ao longo dos dias apds o estro, sugerindo a
formacdo de corpo luteo em todas as fémeas que responderam aos tratamentos
(15/15). Pereira et al. (2006) observaram que a média das concentracdes de
FPM durante a fase luteal (357 + 22,0 ng/g fezes) em ciclo estral natural em
Mazama gouazoubira pode atingir trés vezes a média das concentracfes de
FPM da fase interluteal (91,3 £ 9,6 ng/g fezes). Embora o presente estudo nao
avaliou todo o periodo de ciclo estral, foi possivel observar um aumento
significativo nas concentragbes de FPM dez dias apds o final do estro nos
tratamentos em relacdo as concentracbes de FPM durante os dias de estro
comportamental. No tratamento DIP, a concentracdo média de FPM no D9 (dez
dias apds o estro comportamental) foi sete vezes a concentracdo média no DO
(um dia ap6s o ultimo dia de estro comportamental). No tratamento MGA1x, a
concentracdo média de FPM no D9 foi oito vezes a concentracdo média no DO;
No tratamento MGA2x, a concentracdo média no D9 foi quase seis vezes a
concentracdo no DO e no tratamento P4LA, a concentracdo média no D9 chegou

a ser oito vezes a concentracdo média no DO.

Os tratamentos DIP, MGAlx e MGA2x obtiveram bons resultados na
sincronizacdo do estro em Mazama gouazoubira. Entretanto, a utilizacdo da
dose diaria do acetato de melengestrol repartida duas vezes ao dia (MGA2x),
como esperado, demonstrou ser eficaz na sincronia do estro. As fémeas
apresentaram baixa variagdo no intervalo entre a administracdo da PGF2a e
inicio do estro com uma sincronia de 32 horas, sendo considerada a melhor entre
0s outros tratamentos do presente estudo. O emprego desse tratamento em

cervideos, apesar de exigir um manejo maior, possui alta relevancia, por ser um
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progestageno oral e palatavel e pela ndo necessidade de contencao fisica ou

manual, ja que, os cervideos sédo animais altamente suscetiveis ao estresse.

A fim de confirmar a ocorréncia de ovulacédo, o ideal seria acessar a
presenca do corpo luteo através de laparoscopia, assim como foi realizado por
Asher et al. (1992) e Zanetti et al. (2010). No entanto, devido ao delineamento
experimental utilizando os mesmos animais, 0s procedimentos cirdrgicos e
anestésicos seriam inviaveis. Além disso, devido a duracéo de todo o estudo e

ao numero limitado de animais, ndo foi possivel avaliar taxa de fertilidade.

6. CONCLUSAO

Os tratamentos DIP, MGA1x e MGA2x foram efetivos na sincronizacéo do
estro em Mazama gouazoubira com sugestiva formacdo de corpo luteo
observada pela concentracdo dos metabdlitos de progesterona fecal. Por outro
lado, a dose de 75mg de P4LA utilizada no tratamento P4LA demonstrou ser
muito alta e ndo efetiva para a espécie, como observado no longo intervalo entre

a administracao de PGF2A e inicio do estro e baixa sincronia entre as fémeas.
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