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RESUMO

MASCARENHAS, Leandro Mendes. Efeito da aplicacdo de ocitocina durante a ordenha
sobre a eficiéncia reprodutiva de vacas mesticas submetidas a inseminacéo artificial em
tempo fixo. 2014. xxp. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinria, Ciéncias Clinicas).
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Em vacas, o “periodo critico” do ciclo estral determinado pelo estado fisioldgico em que deve
ser definida a manutencdo do corpo luteo (CL) e da prenhez ou a lute6lise e um novo estro
ocorre 15 a 19 dias ap6s a ovulacdo. Os mecanismos envolvidos com a lutedlise prematura e
regressdo do CL ainda ndo estdo complemente compreendidos. E provavel que a regressdo
precoce do CL esteja relacionada a liberagao de PGF20 pelo endométrio mediada por
concentracdes mais baixas de receptores de P4, maiores concentracfes de receptores de OT,
ou ambos, no endométrio. Assim, receptores uterinos para a P4 e OT podem influenciar a
secrecao de PGF2a a partir do 10° dia do ciclo, periodo em que o CL é mais sensivel & acéo
luteolitica da PGF2a. Objetivou-se avaliar o efeito da OT exdgena, no pos-parto de vacas
mesticas sobre a eficiéncia reprodutiva, com énfase no periodo do reconhecimento materno da
gestacdo. O experimento foi conduzido em Bom Jesus do Itabapoana, Regido Noroeste
Fluminense entre setembro de 2013 e janeiro de 2014. Vinte e quatro vacas foram inseridas
em um programa de IATF (DO - dispositivo intravaginal liberador de progestdgeno +
benzoato de estradiol (BE - 2 mg, i.m.); D8 - remocdo do dispositivo intravaginal e aplicacdo
de PGF2a (0,526 mg, i.m.); D9 - BE (1 mg, i.m.); D10 — IA). Apds a ovulagdo, as vacas
foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos: GO (n=12): 25 Ul ocitocina, i.v., na
ordenha da manhd e da tarde; GC (n=12): sem OT. Avaliagdes ultrassonograficas foram
realizadas nos dias 10, 15, 18, 28 e 42. O diametro do CL foi calculado pela média dos
maiores eixos € os volumes (vol.) por meio da formula para volume de uma esfera (V= 4/3n x
(D/2)3), em que D € o didametro médio (DM) do CL. No dia 28 foi realizado o diagnostico da
gestacéo, confirmada aos 45 e 60 dias. Observou-se no GC um aumento do DM do CL entre
os dias 10 e 18. No GO o DM do CL diminuiu entre os dias 10 e 15 e a maioria das vacas
manifestaram cio antes do dia 18 (9/12 — 75%), sendo seis (50%) com retorno ao cio entre 0s
dias 15 e 18. O vol. do CL foi maior nas vacas do GC em todos os momentos com diferenca
significativa (p<0,05) em relacdo ao GO no dia 15. As vacas do GC tiveram o vol. do CL

maior em todos 0s momentos e obtiveram uma maior taxa de prenhez (41,7%)



comparativamente ao GO (25%). As taxas de fecundacdo e manutencéo da gestacéo até o 42°
dias evidencia a baixa eficiéncia reprodutiva no GO em relacdo ao GC (p=0,0022). Com
sucessivas inseminacfes aos 90 dias uma e sete vacas estavam vazias no GC (8,33%) e GO
(58,3%), respectivamente. O padrdo de desenvolvimento e regressdo do CL confirma o
envolvimento da OT na atividade reprodutiva de vacas em lactacdo. A baixa eficiéncia
reprodutiva no GO deve-se provavelmente a acdo da OT, confirmando a hipdtese de que a OT

exogena pode inibir o reconhecimento materno da gestacao.

Palavras chaves: Ocitocina, hormonios, reproducdo, ovulagao, gestacao.



ABSTRACT

MASCARENHAS, Leandro Mendes. Effect of oxytocin during milking on reproductive
performance of milk cows crossbred submitted to artificial insemination in time. 2014.
xxp. Dissertation (Master Science in Veterinary Medicine, Clinical Sciences). Institute of

Veterinary, Federal University of Rio de Janeiro, Seropédica, 2014.

In cows, the "critical time™" of the estrous cycle determined by the physiological state that
must be defined to maintain the corpus luteum (CL) and pregnancy or luteolysis and a new
estrus occurs 15 to 19 days after ovulation. The mechanisms involved in premature luteolysis
and regression of the CL are not yet understood complements. It is probable that the early CL
regression is related to PGF2a release mediated by the endometrium lower concentrations of
P4 receptors, higher concentrations of OT receptors, or both, in the endometrium. Thus,
uterine receptors for P4 and OT may influence the secretion of PGF2a from the 10th day of
the cycle, during which the CL is more sensitive to the luteolytic action of PGF2a. This study
aimed to evaluate the effect of exogenous OT, postpartum crossbred cows on reproductive
efficiency, with emphasis on the period of maternal recognition of pregnancy. The experiment
was conducted in Bom Jesus do Itabapoana, Northwest Region Fluminense between
September 2013 and January 2014. Twenty- four cows were entered into a TAI program (DO -
progestin releasing intravaginal device + estradiol benzoate (EB - 2 mg, im); D8 - intravaginal
device removal and application of PGF2a (0.526 mg, im); D9 - BE (1 mg, im); D10 - 1A).
After ovulation, cows were divided randomly into two groups: GO (n=12): oxytocin (25 IU,
iv, milking morning and afternoon), GC (n=12): without OT. Sonographic evaluations were
performed on days 10, 15, 18, 28 and 42. The diameter of CL was calculated as the average of
the two major axes and volumes (vol) using the formula for volume of a sphere (V = 4/3n x
(D / 2) 3) where D is the average diameter (DM) of CL. On day 28 of pregnancy diagnosis,
confirmed at 45 and 60 days was carried out. We observed an increase in GC DM CL
between the 10th and 18th. In GO DM CL decreased among 10th and 15th and most cows
expressed estrus before day 18 (9/12 - 75%), six (50%) with return to estrus between the 15th
and 18th. The vol. CL was higher in cows GC at all times with a significant difference
(p<0.05) compared to GO on the 15th. Cows in the CG had vol. CL higher at all times and
had a higher pregnancy rate (41.7%) compared to GO (25 %). The rates of fertilization and
maintenance of pregnancy until day 42 demonstrates the low reproductive efficiency in GO

9



compared to the CG (p=0.0022). With successive inseminations at 90 days one seven cows
were empty in CG (8.33%) and GO (58.3%), respectively. The pattern of development and
regression of the CL confirms the involvement of OT in the reproductive activity of lactating
cows. The low reproductive efficiency in GO is probably due to the action of OT, confirming

the hypothesis that exogenous OT can inhibit the maternal recognition of pregnancy.

Key Words: Oxytocin, hormones, reproduction, ovulation, pregnancy.
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional humano aliado aos limites da ocupacdo territorial mundial
determina a necessidade de maximizar a eficiéncia dos processos produtivos para que as
demandas por alimento da sociedade moderna sejam supridas. Os bovinos, por sua vez, tém
um grande papel na producéo de alimentos.

A reproducéo é especialmente importante na bovinocultura de leite, uma vez que, para
que se inicie a lactacdo é necessaria uma gestacao e a producdo de um bezerro, de forma que a
eficiéncia produtiva de um rebanho leiteiro é determinada pela capacidade das vacas em
produzir anualmente um bezerro e manter a lactacdo em torno de 305 dias. Para atingir esses
objetivos, a concepcdo deve acontecer até o 85° dia pds-parto. Isto implica na necessidade das
vacas retomarem o mais rapidamente possivel a atividade reprodutiva no pos-parto e o
estabelecimento de uma gestacdo neste periodo. Por outro lado é bastante discutida a relacdo
entre produtividade e eficiéncia reprodutiva em vacas leiteiras de alta producéo.

A ocitocina (OT), um horménio produzido nos nicleos paraventriculares
hipotalamicos e também no corpo luteo (CL) desempenha um papel importante na contracdo
da musculatura lisa do Gtero gravidico, especialmente no final da gestacdo, conduzindo a
expulsdo do feto e na contracdo das células mioepiteliais ao redor dos alvéolos glandulares e
ductos das glandulas mamarias, provocando a ejecdo do leite. Atualmente inUmeras outras
atividades fisioldgicas sdo atribuidas a ocitocina. No contexto da reproducédo a OT estimula a
producdo endometrial de prostaglandinas e o processo luteolitico. Em vacas, 0s mecanismos
envolvidos com a regressao do CL e a lute6lise ainda ndo estdo complemente compreendidos.

Por suas acgdes fisioldgicas relacionadas a ejecdo de leite, a OT passou a ser utilizada
em larga escala em sistemas de producdo de leite sem a presenga do bezerro, especialmente
em vacas mesticas no pds-parto. Com a justificativa de maior facilidade na ordenha e aumento
da producéo de leite (como destacado na bula das formulagdes comerciais), atualmente a
maioria dos produtores utiliza essa substancia, em até trés aplicagdes diarias, durante a
ordenha, em praticamente todas as vacas, independente do tipo de manejo, e em geral durante
toda a lactacdo. Contudo, os efeitos do uso de OT exdgena durante o pos-parto de vacas
leiteiras sobre os diferentes pardmetros comportamentais, produtivos, reprodutivos e

metabdlicos ainda é desconhecido.
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O presente estudo teve por objetivos avaliar o efeito do uso de OT exdgena, durante a
ordenha, no pos-parto de vacas leiteiras sobre a eficiéncia reprodutiva, com énfase na perda
embrionaria e reconhecimento materno da gestacéo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ciclo Reprodutivo da Vaca

O ciclo estral consiste em uma série de eventos reprodutivos que comecam no estro
(cio) e terminam no estro seguinte. Ocorrem sucessivamente ao longo da vida adulta e s&o
influenciados por fatores ambientais, genéticos, fisiolégicos, hormonais, comportamentais e
psicolégicos (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Os eventos que ocorrem durante o ciclo estral sdo
regulados basicamente pela interacdo dos hormonios liberador das gonadotrofinas (GnRH),
foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH), estradiol e progesterona (P4).

O GnRH é produzido pelo hipotalamo, érgdo localizado na base do cérebro, e regula a
liberacdo das gonadotrofinas FSH e LH, produzidos pela glandula pituitaria na hipofise
anterior, que estimulam o desenvolvimento dos foliculos e a producdo de estrogénio pelas
células foliculares e a ovulagdo. O LH atua estimulando as células foliculares e o corpo luteo
(CL) a produzir progesterona. O estradiol e a progesterona, hormonios produzidos pelo
foliculo e CL, respectivamente, estdo ligados a manifestacdo do cio e manutencdo da gestacdo
(CUNNINGHAM, 1999; HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Os horménios envolvidos na atividade reprodutiva, a origem e respectivas fungdes
estdo resumidos no Quadro 01. As variagfes na concentragdo dos principais hormonios que

regulam o cicio estral em bovinos estdo demonstradas na Figura O1.

Quadro 01: Local de sintese e fungdo dos principais horménios envolvidos na atividade

reprodutiva em fémeas bovinas.

Horménio Fonte Funcéo

GnRH Hipotalamo Promove a liberagdo do FSH e LH

FSH Hipdfise anterior Estimula o desenvolvimento folicular e secrecéo de
estrégenos

LH Hipdfise anterior Maturacdo folicular, ovulagcdo, formacdo e
manutencédo do corpo lateo.

Estradiol Foliculo (ovério) Estimula a manifestacdo do cio e a liberagdo de LH

Progesterona Corpo luteo (ovério) | Manutencéo da gestacéao

18



e placenta

Ocitocina Hipotalamo Induz liberagdo de PGF2a

Prostaglandina | IniUmeros tecidos Regressdo do corpo luteo

Fonte: Adaptado de Hafez e Hafez (2004) e Santos (2004)

O ciclo estral dos bovinos pode ser dividido em duas fases, a folicular e a luteinica. A
fase folicular é caracterizada pelo desenvolvimento do foliculo e pela ovulacdo. A fase
luteinica é caracterizada pelo desenvolvimento do CL. Quando ndo ocorre a fecundacéo, o
intervalo médio entre dois cios consecutivos, denominado ciclo estral € de 21 dias, podendo
variar entre 18 e 24 dias (LUCY et al., 1992) ou de 17 a 25 dias (STEVENSON, 2007).

A fase folicular pode ser subdividida em proestro e estro. O periodo de proestro, com
duracdo de dois a trés dias (19 a 21 do ciclo estral), é caracterizado pelo declinio nos niveis de
progesterona (P4), pelo desenvolvimento folicular e pelo aumento dos niveis de estradiol no
sangue. A liberacdo do GnRH pelo hipotadlamo estimula a secre¢do de FSH e LH pela hipéfise
ou glandula pituitéaria. Os elevados niveis de FSH no sangue induzem o desenvolvimento dos
foliculos e, em sinergismo com o LH, estimulam a sua maturacdo. Com a maturacdo o
foliculo aumenta a producéo de estradiol, que estimula a manifestacdo do cio e a liberagcdo do
LH, dando inicio a segunda fase. Elevados niveis de estradiol, aléem de induzirem a
manifestacdo do cio, sdo também responsaveis pela dilatacdo da cérvix, sintese e secre¢do do
muco vaginal e transporte dos espermatozodides no trato reprodutivo feminino (HAFEZ,
HAFEZ, 2004).

Estro ou cio, comumente referido como dia zero do ciclo estral, é o periodo da fase
reprodutiva no qual a fémea apresenta sinais de receptividade sexual, seguida de ovulacdo. A
duracdo do cio e 0 momento da ovulacdo apresentam pequenas variacOes entre fémeas da
mesma espécie, em funcdo de fatores enddgenos e exdgenos. Em bovinos, a duragdo média do
estro € de, aproximadamente, 12 horas, e a ovulacdo ocorre de 12 a 16 noras ap6s o término
do cio (BALL; PETERS, 2008).

Normalmente as vacas em cio ficam mais agitadas, mugindo e cheirando outros
animais. Nesse periodo, as vacas aceitam passivamente a monta de um touro ou de uma
companheira de rebanho. Realizam também tentativas de monta em outros animais que
podem ou ndo estar no cio. E comum a reducdo do apetite, e da producdo de leite, e a
presenca de muco vaginal claro e viscoso ou aderido ao perineo e cauda. A vulva e a vagina

apresentam-se intumescidas e hiperémicas devido & elevada irrigacdo sanguinea. Muitas
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dessas manifestagdes podem estar presentes no proestro, por isso o fato da fémea deixar-se
montar € o mais caracteristico e confidvel sinal de cio (CAMARGO, 2006).

Vacas Holandesas confinadas ndo apresentam as manifestagdes secundarias de cio
como em vida livre, sendo que maior inquietacdo e o ato de montar outras vacas sdo as
manifestacdes mais frequentes e caracteristicas nestas condi¢ées (BIANCHINI et al., 2005).

Ao término do cio, tem inicio a fase luteinica que corresponde ao metaestro (dia 1 ao
dia 4) e diestro (dia 5 ao 18). O metaestro tem como caracteristica principal a ruptura do
foliculo e consequente libertacdo do odcito (ovulagéo).

Durante o ciclo estral uma onda de foliculos, geralmente de 10 a 50 com tamanho de 2
a 3 mm, emerge entre os dias 1 e 3 apds o estro. Parte desses foliculos se desenvolve sendo
que 2 a 5 foliculos maiores continuam a crescer e 0s outros regridem. Pelo menos um dos
foliculos torna-se dominante até 0 momento da ovulagdo, ou ocorre a sua regressao e inicia-se
uma nova onda de crescimento folicular. Se a regressdo do CL ocorrer enquanto o foliculo
dominante da segunda onda for funcional (fase de crescimento), ele sera ovulatério (ciclo
estral com duas ondas), porém se o foliculo ja tiver iniciado a fase de regressdéo no momento
da luteolise, haverd o crescimento de outro foliculo dominante da terceira onda de
crescimento folicular. A presenca de um foliculo pré-ovulatério determina altas concentraces
plasmaéticas de estradiol, condi¢do determinante para a ocorréncia de um pico pré-ovulatorio
de LH e da ovulacdo (KASTELIC; PIERSON; GINTHER, 1990).

Em bovinos, a ovulacdo ocorre geralmente de 12 a 16 horas ap6s o término do cio.
Apbs a ruptura do foliculo, o dvulo € transportado para a por¢cdo media do oviduto. Sob a
influéncia de fatores mitogénicos, angiogénicos e de crescimento 0 espago ocupado
previamente pelo foliculo ovulatorio € invadido por fibroblastos, células musculares lisas,
células do sistema imune (REYNOLDS et al., 1994; REYNOLDS et al., 2000; SANGHA et
al., 2002; WEBB et al., 2002), células endoteliais, células da teca interna e células da
granulosa, que sofrem hiperplasia e/ou hipertrofia (BERTAN, 2004). Esse conjunto de células
promove, inicialmente, a formacdo de uma estrutura denominada de corpo hemorragico, que
se reorganiza para a formagéo do CL (DAVIS; RUEDA, 2002) que possui a capacidade de
sintetizar horménios, sendo a progesterona (P4) o principal (BALL; PETERS, 2008).

Durante a fase luteal, na dependéncia da secrecdo pulsatil de LH (FRASER et al.,
1986), o CL aumenta em tamanho e capacidade de liberar P4 (NISWENDER, 2002).

O periodo em que o CL é funcional representado pela sintese e liberacdo de

progesterona € denominada diestro. Se o évulo é fecundado, o CL é mantido e os niveis de P4
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permanecem elevados durante a gestacdo. A permanéncia do CL é necessaria para 0
estabelecimento e manutencdo da prenhez, uma vez que a P4 estimula as secregdes uterinas e
inibe a contracdo da musculatura lisa do utero propiciando um ambiente uterino adequado
para o desenvolvimento do embrido e membranas extra-embrionarias (BERTAN et al., 2006).

Nas fémeas bovinas a P4 pode ser produzida pela placenta e a capacidade de produgéo
aumenta gradualmente no decorrer da gestagdo, tornando-se a fonte dominante nos estagios
finais. A remoc¢do do CL apds a placenta assumir tal funcdo ndo promove a interrupcao da
gestacdo. Portanto a P4, desempenha um papel central na manutencdo da gestacao e controle
do ciclo estral (STOCCO et al., 2007).

Durante o ciclo estral, os niveis de P4 refletem o crescimento, a manutencdo e a
regressdo luteal (SPANO; SILVA, 1992) e sua avaliacdo permite a associacdo das
caracteristicas morfologicas e funcionais do CL (VIANA et al., 1999).

Na auséncia da fertilizagdo ou na incapacidade do concepto em sinalizar sua existéncia
no Utero ocorre a faléncia funcional e destruicdo do CL (lutedlise). Em vacas, o “periodo
critico” do ciclo estral determinado pelo estado fisiologico da fémea em que deve ser definida
a manutencdo do CL e da prenhez ou a lutedlise e ocorréncia de um novo estro ocorre 15 a 19
dias ap0s a ovulacdo. A lutedlise é desencadeada pela ocorréncia de pulsos de prostaglandina
(PGF2a) liberados pelo endométrio. A PGF2a ¢ o principal agente responsavel por promover
a lutedlise e bloquear a sintese de progesterona pelo CL (Mc CRACKEN et al., 1972; Mc
CRACKEN, et al., 1973; MCCRACKEN et al., 1984; DAVIS; COLLIER; MCNAMARA,
1988; CHEN et al., 1998; MEIDAN, 1999; CARAMBULA et al., 2002).

Ainda ndo esta totalmente esclarecida a maneira como se da o controle da secrecao de
PGF2a no inicio da lutedlise. E provavel que a regressio precoce do CL ocorra como
consequéncia de uma liberacdo prematura de PGF2a no Utero mediada por concentraces
mais baixas de receptores para a P4, concentracdes mais elevadas de receptores de OT (OTR),
ou ambos, no endométrio (ZOELLERS et al., 1993). Assim, receptores uterinos para a
progesterona e OT podem influenciar a secrecdo de PGF2a a partir do 10° dia do ciclo,
periodo em que o CL é mais sensivel & acdo luteolitica da PGF2a (BERARDINELLI;
ADAIR, 1989).

Funcdo luteal subnormal foi associada com a infertilidade em ruminantes
(GARVERICK; SMITH, 1986; HUNTER, 1991).

VariagOes nas concentragfes de progesterona circulante tém sido observadas em
novilhas antes da primeira ovulagdo (GONZALES-PADILLA et al., 1975), e no periodo pos-
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parto em vacas de leite (ECHTERNKAMP; HANSEL,1973) e de corte (TEGEGNE, et al.,
1994; BROWNING et al., 1994).

2.2 Ciclos Estrais Curtos

A ocorréncia de ciclos estrais de curta duracdo € verificada em gado de corte e leite e
contribuem para diminuir a taxa de fertilidade durante os primeiros 30 a 40 dias ap0s o parto
(FERREIRA et al., 2007).

Toribio et al. (1995) observaram ciclos estrais curtos entre 7 e 34 dias do pés-parto,
sem manifestacOes de cio, seguido de um ciclo normal, sugerindo que o ciclo curto pode ter
um papel fisiolégico importante na retomada da atividade ovariana ciclica pds-parto.

Ferreira et al. (2007) caracterizaram a ocorréncia de ciclo estral curto em fémeas
zebuinas leiteiras no pos-parto. A dindmica folicular de vacas multiparas da raca Gir Leiteiro
foi avaliada por ultrassonografia no pos-parto, sendo registrada a ovulagdo, seguida da
formacdo de CL de curta duracdo e baixas concentracdes de progesterona plasmatica (0,9
6+0,74 ng/L). A primeira ovulacdo ocorreu sem a manifestacdo clinica de cio,
aproximadamente aos 63 dias apds o parto e o primeiro ciclo teve duracdo média de 8,8 + 1,5
dias. O ciclo estral subsequente teve duracdo normal de aproximadamente 20 dias.

Nos ciclos estrais de curta duracdo a ovulagdo ocorre normalmente, liberando um
ovulo que pode ou ndo ser fertilizado. O CL apresenta células luteais pequenas e grandes,
como os de ciclos normais; no entanto tais células parecem ser menos sensiveis aos estimulos
gonadotropicos, ja que as concentracdes séricas de LH e FSH anteriores a ovulagdo de um
ciclo estral curto sdo normais (MANN; LAMMING, 1995; MANN; LAMMING, 2006).

Ciclos estrais curtos no inicio do pos-parto podem ser verificados em 50% das vacas
de leite (SCHAMS et al., 1978). A capacidade funcional do CL do p6s-parto recente é normal,
porém, é levado a regredir prematuramente, devido as altas concentra¢des de prostaglandina
produzida pelo utero.

Ciclos com duracdo menor que 15 dias ndo sustentam a adequada producdo de
progesterona, 0 que provoca a regressdo do CL antes do ovéario receber a sinalizacdo da
ocorréncia de uma gestacdo. O aumento transitério da concentracdo plasmatica da P4 antes da
primeira ovulacdo no pos-parto pode ser necessario para a organizacdo dos elementos do eixo
hipotalamo-hipofise-gonadal e do restabelecimento de um ciclo estral regular (TEGEGNE, et
al., 1994).
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De acordo com Mukasa-Mugerwa et al. (1991), os picos iniciais de progesterona néo
sdo pré-requisitos exclusivos para a concepcdo e vacas taurinas conceberam ao primeiro
servico antes de qualquer elevagdo nos concentracfes plasmaticos de progesterona.

A falta de exposicdo do Utero a P4 e estrogénio antes da ovulacdo pos-parto diminui a
concentracdo de receptores de P4 e regula os receptores de OT. O numero inadequado de
receptores de P4 e a presenca de receptores de OT endometriais em vacas com fase luteinica
mais curta do que o normal permite prematura liberacdo de PGF2a e a resultante regressao do
CL. Durante a lutedlise a PGF2a do Utero e CL causam a morte dos embrides, principalmente
durante a transicdo de morula de blastocisto, quando os embrides sdo mais suscetiveis ao
efeito embriotoxico. As evidéncias sustentam a hipdtese de que a fase lUteinica curta em vacas
(COPELIN et al., 1987) se deve a uma secrecao prematura de PGF2a.

A sintese e secre¢do da PGF20 dependem da intera¢do entre o CL, os foliculos
ovarianos e o Utero (McCRACKEN et al., 1984). Os estrdgenos ovarianos sdo importantes
para estimular o inicio da secre¢ao de PGF2a (SILVIA et al., 1991), pois estimulam a sintese
de receptores de OT no endométrio, que estimulam a secre¢do de PGF2a (BEARD;
LAMMING, 1994). O estradiol estimula a producdo de enzimas como a fosfolipase A2
(PLAZ2) e a cicloxigenase 2 (COX-2) no endométrio, indispensaveis para a sintese de PGF2a.
O écido araquidénico pela acdo da COX-2 transforma-se em prostaglandina H2 (PGH2) que
por acdo da prostaglandina sintase (PGS) ¢ convertida em PGF2a (SILVIA et al., 1991). O
bloqueio da producdo endometrial de PGF2a pelo concepto é o primeiro indicio do
reconhecimento materno da prenhez (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

2.2. Reconhecimento Materno da Gestacao

Um dos principais desafios biolégicos para o estabelecimento da prenhez em fémeas
bovinas ocorre no periodo embrionario, especialmente entre os dias 15 e 19 apos a fecundacéo
designado de “periodo critico”. Durante o periodo critico, em fémeas bovinas nédo fertilizadas
ou com concepto (embrido e membranas associadas) incapaz de bloquear a lutedlise, ocorre a
regressao funcional e estrutural do CL. Esse evento fisiol6gico determina o inicio de um novo
ciclo estral (BINELLI et al., 2001).

A implantacdo embrionaria € determinante no estabelecimento da comunicacao
materno-embrionéria (BJORKMAN, 1976). O reconhecimento materno da gestacdo se da

pela sinalizacdo do embrido & mée de sua presenca no Utero. Esse processo, conhecido como
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reconhecimento materno da gestacao, é estabelecido por meio de mecanismos bioguimicos,
morfolégicos e fisioldgicos peculiares as diferentes espécies mamiferas, sendo indispensavel
em ruminantes a intervencdo do concepto para a manutencdo do CL (GEISERT et al., 1988).

O processo de reconhecimento materno requer que moléculas secretadas pelo concepto
interajam com o endométrio uterino, e promovam uma reprogramacao da sintese de proteinas
no tecido endometrial (SALLES; ARAUJO, 2010). A transformagio do CL ciclico em CL
gestacional implica na inibicdo da acdo luteolitica de PGF2a (ROBERTS et al., 1992) e
continua secrecdo de P4 (THATCHER et al., 2001; VIEIRA, 2011), indispensavel para a
manutencdo da gestacéo.

Os fatores anti-luteoliticos foram denominados inicialmente de trofoblastina (ou
proteina trofoblastica-1 (GODKIN et al., 1984). Na década de 90 foram identificadas
semelhancas estruturais e funcionais com um grupo de glicoproteinas conhecidas como
interferons tipo | (IMAKAWA et al.,, 1987). Dessa forma, os interferons de origem
trofobléastica foram nomeados de interferon-tau (IFN-t) cuja principal funcéo € preservar o
funcionamento do CL durante a gestacdo (ROBERTS et al., 1997).

O IFN-t produzido pelo concepto age de maneira pardcrina no Utero, inibindo a
expressdo dos receptores de estr6geno e de ocitocina no endométrio, promovendo a
diminuicdo da amplitude e frequéncia de secrecdo de PGF2a pelo endométrio (SPENCER;
BAZER, 1996), responsavel pelo inicio da lutedlise.

Em ruminantes domésticos, o blastocisto evolui da forma esférica para tubular,
alonga-se rapidamente, e as membranas embrionéarias sdo formadas antes da implantacédo
(SPENCER et al., 2004). Nessas espécies, o0 mecanismo de reconhecimento materno da
gestacdo ocorre no periodo pré-implantacdo e coincide com a maxima producdo de IFN-t
(GUILLOMOT et al., 1990; GRAY et al., 2006).

O IFN-t atua suprimindo a transcri¢do de genes para receptores de OT e estradiol no
endometrio (LAMMING et al., 1995; SPENCER; BAZER, 1996).

Em fémeas bovinas, a relagdo entre IFN-t, estradiol e OT ainda ndo estd clara.
Especula-se que, por meio da inibicéo de estradiol, o IFN-t possa inibir a expressao de OTR.
Diferencas significativas na expressao de OTR endometrial entre as fémeas bovinas prenhes e
ciclicas foram relatadas por Fuchs et al. (1990), Jenner et al. (1991) e Guzeloglu et al. (2004),
sugerindo que o IFN-t secretado pelo concepto suprime a expressao de OTR. Assim a OT de
origem hipofiséria ou luteal ndo teria possibilidade de promover a liberacdo dos pulsos de

PGF2a essenciais a luteodlise.
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Robinson et al. (2001) estudaram a expressdo de OTR, estradiol e P4 no endométrio
bovino durante o periodo inicial da gestagdo por meio de hibridizacdo in situ e
imunohistoquimica. Nao foi observada a expressdo de RNA mensageiro (RNAm) para OTR
no endométrio de fémeas bovinas gestantes entre os dias 12 e 18 ap0s o estro. A presenca de
um concepto nao teve efeito na expressdo de RNAm para estradiol no epitélio luminal uterino,
nas glandulas superficiais ou no estroma subepitelial entre os dias 12 e 14 pds-estro. Contudo,
entre os dias 16 e 18 pos-fertilizacdo, observou-se um aumento nas concentracfes de RNAmM
para estradiol no epitélio luminal de fémeas ciclicas, enquanto em fémeas gestantes notou-se
um declinio, tornando-se indetectavel no 18° dia. Esses resultados indicam que a inibicdo de
OTR promovida pelo IFN-t ndo esta relacionada a expressao de estradiol nas fémeas bovinas.

O concepto deve se alongar de uma forma esférica para tubular e, entdo, adquirir a
forma de filamento para produzir o INFt, necessario para o reconhecimento materno da
prenhez (SPENCER et al., 1996). Embrides subdesenvolvidos ndo alongados suficientemente
sdo menos capazes de bloquear a lutedlise e apresentam menores chances de sobrevivéncia.

Em algumas espécies o CL também é responsavel pela sintese de hormdnios como
OT, inibina e relaxina. Especialmente em ruminantes, a OT é um dos hormdnios que
determina a lutedlise por meio da ligacdo e ativacdo dos seus receptores endometriais e a
consequente produgdo da PGF2a luteolitica (BAZER et al., 1997).

A secrecdo de INF-t em quantidades insuficientes pode ser responsavel por prematura
morte embrionéria (ARNOLD et al., 2000). O efeito antiluteolitico do INFt resulta na
manutencdo do CL e na continuidade da secrecdo de P4, essencial para a manutencdo do

ambiente uterino requerido para a manuten¢do da gestacdo (SPENCER et al., 2004).

2.3. Perda Embrionéaria em Bovinos

A morte embrionéria refere-se a perdas no periodo da fertilizacdo até a completa
diferenciacdo dos tecidos, sendo nos bovinos, periodo que compreende até os 42 dias de
prenhez (DUNNE et al., 2000).

A perda embrionaria é multifatorial, podendo estar relacionada a fatores maternos,
embrionarios ou materno-embrionarios (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Dessa forma, 0 sucesso no
estabelecimento da gestacdo depende de um delicado equilibrio entre os mecanismos
luteoliticos, gerados pela mée, e os mecanismos antiluteoliticos comandados pelo concepto
(BINELLI et al., 2006).
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Conforme revisado por Santos et al. (2004a) e Sartori (2004) a perda embrionéria € a
principal causa de falha de gestacdo em bovinos e pode ser precoce (7° ao 16° dia de gestacao)
ou tardia, sendo que a mortalidade precoce normalmente é inferior a 10%, podendo
ultrapassar 40% em vacas de leite sob estresse calorico (SARTORI et al., 2002; SARTORI,
2004). Santos et al. (2004b) sugeriram que a mortalidade embrionéria se aproxima de 60%
até o dia 28 pds-inseminacéo, sendo em geral maior para vacas de leite de alta producéo.

A mortalidade embrionéria precoce, ou seja, que ocorre nos primeiros sete dias pos-
inseminacdo esta associada as falhas de fertilizacdo, defeitos genéticos e falhas no
desenvolvimento embrionario (BINELLI et al., 2006).

Em animais Bos taurus foram observadas taxas de fertilizacdo de 96 a 100%, contudo
somente 50 a 55% dos animais inseminados uma Unica vez chegaram ao parto, indicando a
consideravel ocorréncia de perda de gestacdo em consequéncia a mortalidade embrionaria ou
fetal (BARBOSA et al., 2006).

Sendo 70% das mortes embrionérias por fatores ndo infecciosos (CRISTHIANSON et
al., 1992) evidencia-se a importancia do reconhecimento materno fetal e do mecanismo anti-
luteolitico, e ressalta-se a existéncia de um periodo de ajustes fisioldgicos ao estado de
prenhez denominado “periodo critico”, que na vaca ocorre entre 15 e 19 dias apds o estro.

Rizzoni (2012) em artigo de revisdo apontou a deficiéncia de P4; a endogamia; a
gestacdo mdltipla; a incompatibilidade genética do espermatozdide com a mde ou com 0
ovocito, ou entre o zigoto e a mae; as aberragdes cromossdmicas e 0 estresse térmico como as
principais causas de perda embrionaria precoce em bovinos.

Burns et al. (2010) apresentaram os seguintes fatores que contribuem para transtornos
fisioldgicos e causas de ME e ou fetal: 1) atividade inadequada do CL durante os primeiros
200 dias da gestacdo; 2) falha no reconhecimento materno da gestacdo como resultado do
desequilibrio entre estrogeno e progesterona; 3) deficiéncia da imunidade uterina local,
resultando em contaminacdo bacteriana e resposta inflamatdria direta ou indiretamente
afetando a viabilidade espermética ou do embrido; 4) falha do mecanismo antiluteolitico do
INFr secretado pelo embrido, ou inadequada reacdo do endométrio ao INFt, no periodo de
reconhecimento materno; 5) falha na interacdo entre o concepto e a mée, 0 que requer um
numero de citoquininas, envolvidas no processo de implantacdo e fatores imunes e de
crescimento envolvidos no desenvolvimento e diferenciacdo do concepto.

No periodo pos-ovulacdo, Burns et al. (2010) comentaram sobre trés aspectos que

interferem na eficiéncia reprodutiva: a falha na fertilizacdo, a mortalidade embrionaria e a
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morte pré-natal. De acordo com Thatcher et al. (1994) e Vanroose et al. (2000), a maioria das
perdas embriondrias ocorre durante um periodo inferior a 45 dias de gestacdo, tanto em
bovinos de corte quanto de leite. Contudo a mortalidade embrionéria no periodo que coincide
com o reconhecimento materno da prenhez foi medida diretamente apenas em um numero
limitado de trabalhos como destacado por Binelli et al. (2006).

Wathes (1992) mencionou que a maioria das mortes embrionarias ocorre nos
primeiros dias ap6s fecundacdo e durante o processo de implantacdo. Hafez e Hafez (2004)
indicaram que em bovinos a maioria das perdas embrionarias precoces ocorre, durante a
ecloséo do blastocisto e implantacdo, sem afetar a extensdo dos ciclos. Para Sartori e Dode
(2008), a mortalidade embrionaria é a principal causa do aumento no intervalo de partos.

Gordon (2004) citou que em vacas saudaveis, 25% ou mais dos embrides morrem nas
primeiras trés semanas de gestacdo. Até a nona semana outros 10 a 15% dos embrides
morrem. O autor comentou que a taxa de fertilizacdo em vacas ap6s 0 acasalamento pode
estar em torno de 90%, enquanto a taxa de pari¢do, para um Unico servico, pode estar abaixo
de 50%, salientando que muito destas perdas ocorre entre a primeira e a terceira semana de
gestacdo. Quando o embrido morre antes dos 17 dias, a vaca retorna ao estro no periodo

fisiologico do ciclo, e a morte apds este periodo retarda a manifestagédo do estro.

2.4. Ocitocina e Reproducao

A ocitocina € um hormdnio produzido nos nucleos paraventriculares hipotalamicos e
armazenada na hipofise posterior (GUYTON; HALL, 2006) e também no CL, tendo,
portanto, dois sitios de producgéo, o hipotdlamo e o ovario (KIERSZENVBAUM; TRES,
2012).

As principais funcdes da OT séo a contragdo da musculatura lisa do Utero gravidico,
especialmente no final da gestacdo, conduzindo a expulséo do feto do Gtero e a contracdo das
células mioepiteliais ao redor dos alvéolos glandulares e dos ductos das glandulas mamarias,
provocando a ejecdo do leite (HAFEZ; HAFEZ, 2004; GUYTON; HALL, 2006;
KIERSZENVBAUM; TRES, 2012).

Também foi demonstrada a participagdo da OT na iniciagdo do comportamento
materno (GIOVENARDI et.al., 1998), no comportamento reprodutivo em machos e fémeas
(LEVY; POIDRON, 1987; KENDRICK, 1988), e mais recentemente foi evidenciado que a
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OT esté envolvida no estabelecimento de relagGes sociais (HOLLANDER et.al., 2006; LIM,
YOUNG, 2006).

No decorrer do parto a concentracdo de OT periférica € alta, no entanto, nas primeiras
amamentacOes ou ordenhas realizadas logo apds o parto a quantidade de OT liberada néao é
significativa (HYDBRING et.al., 1999). De forma gradual, passa a ser liberada durante a
amamentacao ou ordenha, e apds uma ou duas semanas tem sua liberagdo em concentracbes
significativas (NEGRAO et.al., 2001; NEGRAO; MARNET, 2003). Neste contexto é comum
0 uso de OT em aplicacdes intravenosas em vacas com edema de Ubere e mastite, para
facilitar a remocdo do leite, e assim propiciar a difusdo do antimicrobiano no Ubere
(RADOSTITIS et al., 2002).

E reconhecido seu uso nos casos em que ha falha na expulsdo da placenta e anexos
fetais, em até 12 horas ap6s um parto natural (REBHUN, 2000; HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A retengdo de placenta afeta em torno de 7% do rebanho leiteiro podendo ser
desencadeada por fatores como: distensdo excessiva do Utero, deficiéncias de vitamina E e
selénio, hipocalcemia, distdrbios hormonais e doencas como leptospirose, brucelose, entre
outras, e ainda pode ocorrer devido a partos gemelares, fetotomia, distocias, abortamentos e
nascimentos prematuros (HAFEZ; HAFEZ, 2004; PELIGRINO, 2008). A base do tratamento
consiste em provocar liberacdo da placenta e dos anexos fetais, controlar a flora bacteriana,
estimular a involucdo e a autodefesa uterina (PRESTES; ALVARENGA, 2006). Por aumentar
as contracdes uterinas e auxiliar na expulsdo das membranas retidas a OT € um dos horménios
utilizados no tratamento das retencdes placentarias. Contudo, seu efeito é limitado, pois sua
acdo é eficiente de seis a 11 horas apds o parto, periodo em que a retencdo dos anexos ainda
ndo e considerada patologica.

A OT estimula a producdo endometrial de prostaglandinas, o processo luteolitico e o
sistema imune (GUYTON; HALL, 2006).

Garcia-Winder et al. (1987) demonstraram que o pré-tratamento com P4 sintética é
capaz de aumentar a proporcéo de vacas que formam CL no anestro pos-parto. De acordo com
Mann e Lamming (2000) esse efeito pode ser devido a uma redugdo nos receptores uterinos
de OT. Mann (2001) demonstrou em estudos in vitro que a progesterona (P4) inibe o0s
receptores de OT, e o estradiol estimula a liberagao de PGF2a.

O CL é a principal fonte de progesterona (SINGH et al., 2003). A intensa angiogénese,
a proliferacdo das paredes das células da teca e granulosa do foliculo ovulado, e sua

diferenciacdo (luteinizacdo) durante os primeiros 5 a 6 dias ap6s a ovulagdo resulta em um
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incremento progressivo das concentragdes plasmaticas de progesterona desde 3 dias
posteriores a ovulacdo até aproximadamente o dia 6. As concentracdes plasmaticas de
progesterona alcangam o pico entre os 10 e 14 dias posteriores a ovulacdo (>4 ng/ml), seguido
por uma diminui¢do na concentracao depois do dia 16 devido a lutedlise induzida pela PGF2a
liberada pelo endométrio da fémea ndo gestante (RIVADENEIRA, 2013).

A PGF2a ¢ o fator que inicia a lutedlise em bovinos entre os dias 15 e 17 do ciclo
estral, em vacas ciclicas (THATCHER et al., 1994).

Miwa et al. (1990) observaram que o estradiol, do foliculo pré-ovulatorio leva a
liberagdo de OT pela hipdfise e estimula a formagdo de OTR, e estradiol no endométrio,
modificando o padrdo de liberagdo de PGF2a desencadeando a lutedlise. A OT hipofisaria
estimula a liberagdo de pequena quantidade de PGF2a uterina, que, por sua vez, estimula a
liberacio de OT e PGF2a pelo CL e endométrio, respectivamente, iniciando uma
retroalimentacéo positiva (SILVIA et al., 1991).

A OT interage com receptores endometriais préprios (FUCHS et al., 1990) para
estimular a secrecdo de PGF20 (DANET-DESNOYERS et al., 1994), que tém a sua expressao
aumentada pelo estimulo do estradiol (BEARD; LAMMING, 1994). O controle da secrecao
de PGF2a pela OT se da pela indug@o da expressdo da cicloxigenase-2, levando ao aumento
na amplitude do pulso de produ¢ao de PGF2a pelo endométrio (ASSELIN; DROLET;
FORTIER, 1997).

A unido da P4 aos seus receptores inibe a expressdo de OTR no endométrio durante 10
a 12 dias do ciclo estral, sendo denominado periodo de blogueio da progesterona (MEYER et
al., 1988). Apds este periodo ha um incremento na expressdo dos OTR, estimulado pelo
estradiol (BEARD; LAMMING, 1994). A OT proveniente da neuro-hipofise estimula a
secrecdo de PGF2a no endométrio. A PGF2a estimula a secregdo de OT no CL, e a OT
luteinica estimula a producdo de PGF2a do utero, levando a um mecanismo de
retroalimentacdo positiva (MC CRACKEN et al., 1984). Os pulsos de PGF2a coincidem em
96% com os pulsos de OT (HOOPER et al., 1986).

McCracken et al. (1984) levantaram a hipdtese de que a diminuicdo inicial de
progesterona, permite que o 17-beta-estradiol estimule a formagao de receptores uterinos para
a OT; os niveis de OT, oriundos do ovario, interagiriam com esses receptores, resultando na
sintese e secrecao de PGF2a. Essa prostaglandina atuaria no CL, reduzindo os niveis de
progesterona e liberando quantidades crescentes de OT ovariana que por sua vez, reforcaria a

liberacdo de PGF2a pelo utero. Assim, o Utero se torna sensivel a OT e desenvolve-se uma
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retroalimentacdo positiva entre PGF2a e OT luteal. Este mecanismo pode garantir a secrecéo
pulsétil de PGF2a para completar o processo de regressdo luteal (FLINT et al., 1990; SILVIA
etal., 1991).

Em ovinos, a cascata luteolitica esta relacionada ao controle priméario da P4 e do
estradiol, possibilitando a acdo do estradiol, que por sua vez, estimula o pulso gerador de
ocitocina e, consequentemente, desencadeia o processo de lise do CL, devido ao retorno da
acao do estrogeno, pela down regulation dos receptores no hipotdlamo e endométrio. Esses
eventos segundo Mc Craken et al. (1999) servem de estimulo para o pulso gerador de
ocitocina hipotalamico, resultando na secre¢do de baixos e intermitentes niveis de ocitocina e
up regulation dos seus receptores endometriais. Essa interagdo promove a liberacdo de niveis
subluteoliticos de PGF2a, suficiente para comecar a secre¢dao de ocitocina luteal, via receptor
de alta sensibilidade no CL. A partir dessa ativacdo, comeca a secrecao suplementar de
ocitocina luteal, provocando uma liberagdo adicional de PGF2a capaz de ativar os receptores
de baixa sensibilidade e inibir a secrec¢do de prostaglandina P4.

Garverick et al. (1992) observaram que a regressao prematura do CL é resultado da
ativacdo do mecanismo luteolitico (envolvendo secrecdo de OT pelo CL e prostaglandina pelo
utero), resultando em altas concentracdes de OTR no inicio da fase luteal. Ovelhas que
exibem funcdo anormal de CL tém concentragcdes mais altas de receptores uterinos de OT no
5°dia ap6s o estro, do que as ovelhas que apresentam funcdo luteal normal (HUNTER et al.,
1989; BEARD; HUNTER, 1994). Assim a alta concentracdo de OTR no endométrio é
fundamental na lutedlise precoce.

Em vacas, 0os mecanismos envolvidos com a regressdo prematura do CL e lutedlise
ainda nédo estdo complemente compreendidos. O efeito do uso de OT exdgena durante o pos-
parto de vacas leiteiras sobre os parametros reprodutivos também néo foi estudado de forma
satisfatoria. Abdullah et al. (1988) avaliaram o efeito do uso de ocitocina sobre algumas
caracteristicas reprodutivas de bufalas e vacas. A OT néo apresentou efeito sobre o intervalo
entre partos de e 58,3% das vacas. Todavia, no restante dos animais (41,7%), o intervalo entre
partos foi aumentado. Mais de 50% das vacas leiteiras que receberam OT apresentaram aborto
na fase anterior da gestacdo e a incidéncia de prolapso de Utero mostrou-se ser de 22% em
bufalas e 17,6% em vacas tratadas com OT. A condicdo corporal ruim foi relacionada pelos
autores como resultado negativo do uso prolongado de OT.

Skarzynski e Okuda (1999) examinaram a sensibilidade in vitro de CL bovino a

PGF2a com a finalidade de determinar se a resposta de CL a PGF2a ¢ dependente de
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progesterona (P4), OT e prostaglandinas produzidas localmente. Células luteas precoces (4-5
dias do ciclo estral) e do meio do ciclo (dias 8-12 dias) foram pré-expostas por 12 horas a
antagonistas de P4 (onapristone), antagonistas da OT (atosiban ou indometacina - INDO),
antes da estimulacdo com PGF2a. O antagonista de P4 reduziu a secre¢ao P4 sé no inicio do
desenvolvimento do CL, e reduziu a secrecdo de OT nas células de ambas as fases
examinadas e, também reduziu secrecio PGF2a e PGE2 desde o inicio do CL. No entanto,
estimulou a secre¢ao PGF2a em células luteas no meio do ciclo. Além disso, a secrecao de
PGF2a foi inibida pelo antagonista da OT no inicio do CL. PGF2a néo teve influéncia sobre a
secre¢ao de OT no inicio do CL. No entanto, o efeito de PGF2a foi aumentado apds o pré-
tratamento com antagonista de P4 e antagonistas da OT em comparag¢do com os controles. Em
células luteas do ciclo médio, PGF2a induziu aumentos de 2 vezes na secre¢do de OT e de
Ca®*. No entanto, em contraste com os resultados no inicio da formacéo do CL, estes
aumentos foram ampliados apenas pela pré-exposicdo das células aos antagonistas. Estes
resultados indicam que a P4 lUtea, a OT e a prostaglandina sdo componentes de um sistema de
feedback positivo no meio do ciclo estral de bovinos e podem ser responsaveis pela
resisténcia do CL bovino ao PGF2a exdgeno.

A luteolise € causada por uma liberagao pulsatil de PGF2 a no utero de ruminantes, e
uma reacdo positiva entre PGF2 o endometrial e OT litea tem um papel fisiolégico na
promoc¢do da lutedlise. O CL bovino produz substancias vasoativas, como a endotelina 1
(EDNL1) e angiotensina Il (Ang 11), que medeiam a lutedlise (SHIRASUNA et al., 2007). Em
conclusdo Shirasuna et al. (2007) propuseram que OT intraluteal pode localmente modular a
secregdo de substancias vasoativas, particularmente endotelina 1 (EDN1) e PGF2a dentro do
CL, e, portanto, pode ser um dos mediadores de luteolise na vaca. OT latea, PGF2a e EDN1
pode estabelecer um ciclo de feedback positivo local dentro do microambiente para garantir a
regresséo do CL.

Embora PGF2a e seus analogos sejam extensivamente usados para sincronizar o ciclo
do estral, induzindo a lutedlise, corpos lateos (CL) na fase inicial do ciclo estral séo
resistentes ao efeito luteolitico de PGF 2a. Resultados de Skarzynski e Okuda (1999) e
Shirasuna et al. (2007) indicam que OT lutea, P4 lutea, e prostaglandina sdo componentes de
um sistema de feedback positivo no ciclo estral de bovinos e podem ser responsaveis pela
resisténcia do CL ao PGF2a exdgeno.

Brozos et al. (2012) avaliaram o efeito da infusdo de 100 Ul de OT na artéria que
irriga o corpo luteo sobre o tamanho e fluxo sanguineo do CL durante fase inicial do diestro
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em relagdo aos niveis plasmaticos de P4 e metabdlitos da prostaglandina. O tamanho e o fluxo
sanguineo do CL aumentaram em ambos os grupos sem diferenca entre 0s grupos.
Metabolitos da PGF2 ndo foram diferentes entre os grupos. P4 no grupo OT foi maior
comparativamente ao grupo placebo com 360 minutos apds a infusdo com tendéncia crescente
aos 450 minutos, 48 h e 72 horas ap6s a infusdo. Os resultados suportam a hip6tese que a OT
ndo esta diretamente envolvida nos mecanismos que governam o fluxo sanguineo do CL e ndo
tem efeito marcante sobre o tamanho do CL ou niveis plasmaticos de P4 e PGF. Os autores
concluiram que novas investigacGes sdo necessarias para elucidar o papel da OT no CL.

No contexto, no presente estudo objetivou-se avaliar o efeito da OT exdgena, em
doses supra fisioldgicas, no pds-parto de vacas leiteiras sobre a eficiéncia reprodutiva, com

énfase na perda embrionéria e reconhecimento materno da gestacao.
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3 MATERIAL E METODOS

De acordo com as diretrizes da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, este
projeto foi submetido para aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRRJ (Protocolo
n® 23083.000/2013-00), um consentimento livre e esclarecido foi assinado pelo proprietario e
o0s procedimentos permitidos pelo mesmo, antes do inicio do protocolo experimental.

O experimento foi conduzido na Fazenda Garrafa, localizada em Rosal, distrito de
Bom Jesus do Itabapoana, na Regido Noroeste do Estado do Rio de Janeiro, divisa com o
Espirito Santo. O Municipio de Bom Jesus do Itabapoana a 88 metros de altitude, possui area
total de 598,825 km2, e temperatura média anual de 23°C (IBGE, 2014)*. Aprovacéo do

comité de ética
3.1. Animais e Manejo

Foram selecionadas em agosto e setembro de 2013, 24 vacas mesticas com idade entre
quatro e sete anos, escore de condi¢cdo corporal (ECC) entre 2,5 e 3,5 e sem perda de peso
acentuada recente (Figuras 02 e 03). Tabela de parametros de controle Grau de sangue/

quantas crias/ ordem de parto/ media de periodo pos-parto.

! http://cidades.ibge.gov.br/painel/painel.php?lang=&codmun=330060&search=rio-de-janeiro|bom-jesus-do-

itabapoanalinfograficos:-dados-gerais-do-municipio
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Figura 02: Vacas mesticas em lactacdo. Visualizacdo do escore

de condigdo corporal. Fazenda Garrafa, Rosal, Bom Jesus do
Itabapoana, RJ. Setembro de 2013.

Figura 03: Vista geral da propriedade e vacas em lactacdo
(mestigas). Fazenda Garrafa, Rosal, Bom Jesus do Itabapoana,
RJ. Setembro de 2013.

Na propriedade as praticas de controle profilatico de enfermidades eram efetuadas
como rotina, e assim todas as vacas eram vacinadas contra raiva e febre aftosa, e foram
negativas para brucelose e tuberculose e leptospirose.

O gado era manejado no pasto (Figuras 04 e 05), recebendo concentrado (Figura 06)
no cocho durante a ordenha realizada em galpéo de alvenaria (Figura 07), e mistura mineral e
racdo concentrada na area de espera ap6s a ordenha (Figuras 08 e 09).

Antes de serem inseridas no estudo as vacas passaram por uma avaliacdo clinica geral
e submetidas a um exame ginecolégico completo para avaliacdo da ocorréncia de infeccdes
uterinas, cistos ovarianos, e outras afeccdes relevantes do ponto de vista reprodutivo, bem
como para determinar a atividade ovariana e a fase do ciclo estral. Vacas com sinais de
doencas da esfera reprodutiva ndo foram inseridas no estudo e todas apresentavam atividade
ovariana ciclica, sendo priorizadas vacas com intervalo pds-parto entre 60 e 120 dias.

Os animais foram manipulados de acordo com o esquema de manejo da propriedade,

mantidos os horarios e a sequéncia na linha de ordenha ja estabelecida, conduzida ao tronco
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(Figura 10) para atividades relacionadas ao protocolo de inseminagéo e para avaliar a gestacdo
(Figura 11).

Figura 04: Vacas em lactacdo no pasto apos a ordenha.
Fazenda Garrafa, Rosal, Bom Jesus do Itabapoana, RJ.
Novembro de 2013.

Figura 05: Areas de pastagem (capim Napier) e piquetes de Brachiaria decumbens
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(Sinénimo: Urochloa decumbens). Fazenda Garrafa, Rosal, Bom Jesus do Itabapoana, RJ.
Novembro de 2013.

Figura 06: Concentrado oferecido no cocho durante a ordenha.

Fazenda Garrafa, Rosal, Bom Jesus do Itabapoana, RJ.
Novembro de 2013.
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Figura 07: Sala de ordenha. Antes das vacas serem ordenhadas.

Evidencia-se canzis nas laterais, bezerreiro ao fundo e
ordenhadeira mecanizada. Fazenda Garrafa, Rosal, Bom Jesus
do Itabapoana, RJ. Novembro de 2013.

Figura 08: Area de espera antes e ap6s ordenha. Observa-se
cocho para fornecimento de concentrado e mistura mineral.
Fazenda Garrafa, Rosal, Bom Jesus do Itabapoana, RJ.
Novembro de 2013.
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Figura 09: Vacas em lactacdo recebendo racdo concentrada no cocho

depois da ordenha. Fazenda Garrafa, Rosal, Bom Jesus do Itabapoana,
RJ. Novembro de 2013.

T R R e N TR RS
Figura 10: Tronco de contencdo para manejo dos animais.
Fazenda Garrafa, Rosal, Bom Jesus do Itabapoana, RJ.
Novembro de 2013.
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Figura 11: Avaliacdo ginecologica para identificacdo
da atividade ovariana e sinais de doencas da esfera
reprodutiva. Fazenda Garrafa, Rosal, Bom Jesus do
Itabapoana, RJ. Novembro de 2013.
As vacas selecionadas foram inseridas em um programa de inseminacao artificial em
tempo fixo (IATF), com sémen de um touro da ragca Holandesa, procedente de uma central de
coleta de sémen id6nea, e aliquotas procedentes da mesma partida.

3.2. Protocolo de Sincronizacgéo para a Inseminagdo em Tempo Fixo (IATF)

O protocolo esquematizado na figura 12 foi utilizado para sincronizacdo do cio e
inseminacdo artificial das vacas em novembro de 1013. No primeiro dia (D0) as vacas
receberam um dispositivo intravaginal liberador de progestageno® concomitantemente com a
aplicacdo por via intramuscular (i.m.) de 2 mg de benzoato de estradiol® aproximadamente as
8 horas da manh&. No oitavo dia (D8) foi removido o dispositivo intravaginal seguido da

injecdo i.m. de 0,526 mg de prostaglandina (PGF2a)* igualmente as 8 horas da manhd. No

2 Sincrogest®
® Sincrodiol®
* Sincrocio®
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nono dia (D9), foi aplicado 1 mg de benzoato de estradiol®, por via i.m., as 8 horas da manha
(Figura 13) e os animais foram inseminados no décimo dia (D10) no horério de 14 a 18 horas.

BE PGF2a
J BE IA
Sincrogest® ﬂ H
Ultrassonografia

|
Dia 0 8 9 10 13 15 16 17 18 19 20 21

Sincrodiol® - BE — Benzoato de estradiol; Sincrogest® - dispositivo intravaginal liberador de progestageno;

Sincrocio® - PGF2o. — Prostaglandina .

Figura 12: Protocolo de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF).

3.3. Grupos / Protocolo Experimental

Ap0s a ovulacdo, verificada com auxilio de ultrassom transretal pelo desaparecimento
do foliculo dominante as vacas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos de acordo
com o tratamento a que foram submetidas: GO (n=12): aplicacdo de OT (50 Ul — 5,0 mL), por
via intravenosa, em duas doses de 25 Ul, na ordenha da manha e da tarde (07:00 e 17:00
horas, respectivamente), a partir do terceiro dia apds a owvulagdo; GC (n=12): sem

administracdo de OT.

® Sincrodiol®
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Figura 13: Aplicagdo intramuscular de 2 mg de
benzoato de estradiol, no nono dia do protocolo
de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF).
Fazenda Garrafa, Rosal, Bom Jesus do

Itabapoana, RJ. Novembro de 2014.

3.4. AvaliacOes da Gestacdo e Ovarios

No dia da inseminacdo, os ovérios foram avaliados por ultrassonografia para
identificar e localizar o foliculo dominante (LEAL et al., 2009).

Novas avaliagBes ultrassonogréficas foram realizadas nos dias 15, 18, 28 e 42 dias
tendo como referéncia o dia da ovulagdo, concomitantemente as avaliagdes ginecologicas para
avaliacdo do CL e gestagéo.

Para determinacdo dos didmetros do CL & ultrassonografia foi calculada a média dos
valores encontrados para os dois maiores eixos (longitudinal e transversal). Calcularam-se 0s
volumes do CL por meio da féormula para volume de uma esfera (V= 4/3n x (D/2)3), em que

D é o diametro médio do CL conforme Leal et al. (2009).
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No dia 28 foi realizado o diagnostico da gestacdo por palpacéo retal (Figura 14) e por
ultrassonografia (Figura 15), sendo considerada a deteccdo de fluido cdrio-alantdico
(anecoico) no utero em aposicdo ao endométrio e/ou visualiza¢do do batimento cardiaco fetal,

confirmada aos 45 e 60 dias ap0s a inseminacéo pela visualizacdo do embri&o.

Figura 14: Vaca mestica em programa de

inseminacdo artificial em tempo fixo. Palpacéao
retal para diagnostico de gestacdo aos 28 dias
apo6s a inseminacdo. Fazenda Garrafa, Rosal,
Bom Jesus do Itabapoana, RJ. Novembro de
2013.
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Figura 15: Vaca mestica em programa de inseminacao artificial em tempo fixo. Avaliacao

ultrassonografica por via transretal para diagnostico de gestagdo aos 28 dias apds a
inseminacdo. Fazenda Garrafa, Rosal, Bom Jesus do Itabapoana, RJ. Novembro de 2013.

A confirmacédo da gestacdo para célculo da taxa de prenhez foi realizada por palpagéo
retal e ultrassonografia transretal no 42° dia ap6s a inseminacéo e por palpacéo retal aos 60 e
90 dias. No periodo os animais foram mantidos nos tratamentos com ou sem OT durante a
ordenha e mediante apresentacdo de cio (detectado pelo campeiro ou responsavel pela

ordenha) foram novamente inseminadas ou submetidas a monta natural.

3.5. Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos aos tratamentos estatisticos da média, desvio-padrao e
porcentagem. Aplicou-se o teste do Qui-quadrado para a comparacao da taxa de concepcao e
gestacdo. Para avaliar o didmetro e o volume do CL foi utilizada a andlise de variancia
(ANOVA fator anico) seguida pelo Teste T e Teste de Kruskal-Wallis. O Teste Exato de
Fisher foi utilizado para avaliar os parametros de medidas do CL em relacdo a taxas de
concepcdo sendo o teste de Tukey utilizado para comparacdo de médias. Em todas as analises

foi considerada a diferenca significativa a 95% de probabilidade (p< 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Resposta ao Protocolo de IATF

Foram protocoladas 32 vacas. A excluséo foi devia a perda do implante
intravaginal (4 animais), ndo presenca do foliculo pré ovulatério (3 animais) e a néo

aceitacdo da monta ( 1 animal). Logo foram utilizadas 24 vacas.

4.2. Localizacao do Corpo Luteo

Das 24 vacas estudadas o CL ocorreu mais no ovario direito (n= 14; 58,3%) que no
esquerdo (n= 10; 41,7%), coerente com a maior frequéncia de ovulacGes relatadas no ovario
direito em bovinos (VIANA et al., 1999; SPELL et al., 2001; LEAL et al., 2009).
Contrariando esses relatos Chacur, Oba e Kronka (2009) observaram 65,47% de CL presentes

no ovario esquerdo em vacas zebu.

4.3. Diametro do Corpo Luteo

Nos dias 10 e 15 o didametro médio (DM) do CL, no grupo tratado com OT (GO), ndo
apresentou diferenca significativa (p>0,05) quando comparado com o DM do CL das vacas do
grupo controle (GC) nesses momentos (Tabela 01). Também ndo houve diferenca

significativa quando comparados os dias de avaliagdo em um mesmo grupo.

Tabela 01: Média e desvio padrdo do diametro médio (mm) do corpo lGteo de vacas em um
protocolo de inseminacdo em tempo fixo tratadas com ocitocina (GO) e controles (GC) nos

dias 10, 15 e 18 apds a inseminacao.

Dia 10 Dia 15 Dia 18
GC GO GC GO GC GO
Média+DP 1941+4,7 186+43 1963+46 16,64+3,9 19,82+4,7 20,03%35
Valor de p 0,7004 0,1408 **

**Grupo Ocitocina (GO) com apenas 3 vacas. Analise estatistica ndo realizada.
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Observou-se que no GC o DM do CL teve um aumento progressivo, porém discreto,
entre os dias 10, 15 e 18 (19,41 mm; 19,63mm; 19,82 mm, respectivamente), coerente com 0
desenvolvimento normal do CL ap0s a ovulacdo (KASTELIC; PIERSON; GINTHER, 1990;
MAPLETOFT et al., 1999).

Segundo Mapletoft et al. (1999) ap6s a ovulacdo, o CL se desenvolve entre os dias 4 e
12 do ciclo e permanece até 15 a 18-19 dias, considerado o periodo critico de reconhecimento
materno da gestacdo de acordo com Binelli et al. (2001). Os dados sdo consistentes com
observacdes de Kastelic, Pierson e Ginther (1990) sobre um progressivo aumento do tamanho
luteal apds o dia 10 em animais que permaneceram gestantes e duracdo média de 21 dias do
ciclo estral dos bovinos, podendo variar entre os 17 e 25 dias (STEVENSON, 2007).

No GO aos 18 dias a maioria das vacas (9/12 — 75%) tinha retornado ao cio, sendo
seis (50%) com retorno ao cio ap6s o dia 15 e antes do e 18 do ciclo. Dessa forma, nédo foi
realizada andlise estatistica do DM e volume do CL entre grupos nesse momento. Neste grupo
0 DM do CL diminuiu entre os dias 10 e 15, com aumento do didmetro do dia 15 ao 18
guando o DM foi maior que do GC. A reducdo do CL entre os dias 10 e 15 contraria a
dindmica do ciclo estral em animais gestantes, em que o CL se desenvolve progressivamente
apos o dia 10 e permanece constante (KASTELIC; PIERSON; GINTHER, 1990) até que ndo
havendo gestacdo ocorre a lutedlise entre os dias 15 e 19 ap6s ovulacdo (MAPLETOFT et al.,
2009). A reducdo do DM do CL no GO sugere faléncia estrutural e regressdo luteal o que
determina o término do ciclo estral e novo estro (KAWATE et al., 2000; MILVAE, 2000;
PATE; KEYES, 2001; WEBB et al., 2002; BERTAN et al., 2006) coerente com as
manifestacdes de cio na maioria das vacas deste grupo.

Conforme descrito por Ireland, Murphree e Ginther (1980) e Redmer et al. (1988), a
primeira fase do ciclo estral na vaca (1° ao 4° dia) corresponde ao periodo de luteogénese, a
segunda (5° ao 10° dia) ao periodo de CL jovem, a terceira (11° ao 17° dia) ao periodo de CL
maduro, e 0 quarto (18° ao 21° dia) ao periodo de lutedlise. Esta classificacdo utilizada por
Vianna et al. (1999) e Nascimento et al. (2003) aponta para lutedlise precoce nos animais do
GO no presente estudo, visto que o CL neste grupo teve o DM reduzido entre os dias 10 e 15
gue corresponde ao periodo de CL maduro, anterior portanto ao periodo de lutedlise. Ja as
vacas do GC com DM do CL crescente até a fase de CL maduro, apresentaram cio entre 18 e
28 dias, coerente com a luteolise entre 18 e 21 dias.

Neste estudo avaliagdes nos dias 10, 15, 18 e 28 apds inseminacdo em fémeas
sincronizadas permitiu avaliar o DM e volume do CL no fim do periodo de CL jovem (10
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dias), no periodo de CL maduro (15 dias) e inicio do periodo de lutedlise (18 dias) que
correspondem a segunda, terceira e quarta fase do ciclo estral na vaca de acordo com Ireland,
Murphree e Ginther (1980) e Redmer et al. (1988).

O aumento do DM do CL entre os dias 15 e 18 deve-se ao fato de que nesse periodo
foram avaliadas somente trés vacas que ndo haviam apresentado cio, pressupondo-se que
haviam concebido e pela presenca do embrido manteve-se o CL refletido no DM do grupo
nesse momento.

O DM do CL mensurado nas vacas do GC aos 10, 15 e 18 dias, bem como no GO nos
dias 10 e 18 (Tabela 01) foram equivalentes aos valores médios averiguados para o diametro
do CL por Nascimento et al. (2003) por palpacéo trans-retal (17,8 £ 6,3 mm) e por Leal et al.
(2009) pela ultrassonografia (17,8 £ 6,3). O didmetro médio de 25,63 mm para o CL de vacas
ciclicas e 23,65 para o CL gestacional relatado por Grygar et al. (1997) semelhante as
mensuragoes de 24,0 mm para DM do CL descrito por Spell et al. (2001) foram superiores aos
obtidos em vacas do GC e GO neste estudo.

4.4. Volume do Corpo Luteo

O volume do CL foi maior nas vacas do GC em todos os momentos (Figura 02), sem
diferenca significativa (p>0,05) nos grupos controle e OT em relacdo ao tempo, mas com

diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos no dia 15 apds a ovulacdo (Tabela 02).

Tabela 02: Média e desvio padrdo (DP) do volume (mm3) do corpo lGteo de vacas em um
protocolo de inseminagdo em tempo fixo tratadas com ocitocina (GO) e controles (GC) nos

dias 10, 15 e 18 apos a inseminagéo.

Dia 10 Dia 15 Dia 18

GC GO GC GO GC GO
Média 4,49 + 386+266 458+343 2,09+212 4,73+358 4,46+224
DP 3,49
Valor de p 0,6623 0,0463 **

** Grupo ocitocina (GO) com apenas 3 vacas. Analise nao realizada.

Confrontando os resultados de outros autores com os do presente experimento

verificou-se que os valores médios para volumes do CL mensurados no GC nos dias 10 (4,49
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+ 3,49 mm?®), 15 (4,58 + 3,43 mm®) e 18 (4,73 + 3,58 mm°) e no GO no dia 18 (4,46 + 2,24
mm?®) foram préximos dos averiguados por Leal et al. (2009) pela ultrassonografia (4,4 + 9,1
mm?®) e maiores que os referidos por Nogueira et al. (2014) em receptoras que ficaram
prenhes (2,03 + 0,41) e ndo prenhes (1,86 * 0,34), tendo este Gltimo utilizado a escala de cm
para o tamanho do CL e ndo mm?®aqui utilizado para o volume do CL.

Os valores médios para volume do CL nas vacas do GO no dia 10 (3,86 + 2,66 mm°)
foi equivalente ao tamanho do CL observado por Nascimento et al. (2003) nas fémeas
gestantes (3,87 + 0,20 mm?®), semelhante ao observado nas vacas que estavam na terceira fase
do ciclo estral (3,88 + 0,380 mm®), equivalente ao periodo de corpo ltteo maduro (11° ao 17°
dia) na classificagéo proposta por Ireland, Murphree e Ginther (1980) e Redmer et al. (1988).

O CL no GO no dia 10 foi maior que em receptoras prenhes e ndo prenhes (1,86 +
0,34) enquanto que no dia 15 (2,09 + 2,12 mm®) foi menor que os de receptoras que n&o

ficaram prenhes em estudo de Nascimento et al. (2014) e dos demais autores citados acima.

Dia 10 Dia 15 Dia 18
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Figura 01: Média e desvio padrdo do didametro médio (mm) e volume (mm?) do corpo ldteo
de vacas e um protocolo de inseminagdo em tempo fixo tratadas com ocitocina e controles

nos dias 10, 15 e 18 apos a inseminacgéo.

Demczuk et al. (1998), Baruselli et al. (2001), Vasconcelos et al. (2001), Binelli et al
(2001), Marques et al. (2002), Baruselli et al. (2003) e mais recentemente Leal et al. (2009) e
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Jimenez et al. (2009) demonstraram que o maior tamanho do CL esté relacionado com maior
taxa de concepcéo e maior capacidade de manter a gestacdo, o que coincide com os resultados
obtidos neste estudo uma vez que os volumes do CL foram maiores no GC em todos os
momentos e 0s menores diametros e volumes mensurados para o0 CL ocorreram no GO, no
qual a maioria das vacas inseminadas retornou ao cio antes do 18° dia do ciclo.

Vasconcelos et al. (2001) propuseram que quanto maior o volume do CL, maior a
concentracdo de P4, e consequentemente maior a taxa de concepgao.

Outros autores (ELLINGTON et al., 1990; FERNANDES; VELASQUEZ, 1997;
TRIBULO et al., 1997; GARCIA; SALAHEDDINE, 2000; SPELL et al., 2001; SILVA et al.
2003; LEAL et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2012, MARIANI et al., 2013) ndo observaram
influéncia do tamanho do CL nas taxa de gestacéo.

Viana et al. (1999) observaram entre os dias 7 e 16 do ciclo um volume do CL em
média (3,21 + 0,05 mm®) inferior ao do presente estudo, exceto para vacas do GO no dia 15
(2,09 + 2,12 mm?®). Também relataram uma taxa de regressao entre os dias 16 e 21 de -0,36 +
0,04 mm?®/dia. No presente estudo as vacas inseridas no GO apresentaram regressdo precoce
do CL (-0,14/dia entre os dias 10 e 15) e em proporcao superior que a relatada por Viana et al.
(1999) no periodo em que seria normal o inicio da regressdo do CL (-0,74 mm?®/dia entre 15 e
18 dias) na auséncia de gestacdo (MAPLETOFT et al., 1999) ou incapacidade de
reconhecimento materno da gestacdo pela acdo deficiente do IFN-t cuja fungdo principal é
preservar o funcionamento do CL durante a gestacdo (ROBERTS et al., 2008).

Para o grupo tratado com OT pode-se sugerir a falha do reconhecimento materno da
gestacdo, para 0 que é necessaria a implantacdo embrionéria e que o embrido e membranas
associadas interajam com o endométrio uterino (SALLES; ARAUJO, 2010) inibindo a ago
luteolitica da PGF2a (VIEIRA, 2011).

4.5. Taxa de Concepcao e Prenhez

Vacas do GO divergiu dos controles no que se refere ao numero de vacas com retorno
ao cio e manutencdo da gestacdo aos 18 dias, que corresponde ao “periodo critico” do
reconhecimento materno da gestacdo e vacas prenhes aos 28 (diagndstico precoce), 42 e 60
dias apds inseminacéo.

No GC uma vaca apresentou cio antes de 10 dias da inseminacéo e sete (6/11 - 58,3%)

retornaram ao cio entre 18 e 28 dias. Vinte e oito dias ap6s a inseminagdo observou-se duas
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vacas com diagndstico positivo de gestacéo e trés com presenca do CL e evidéncia de vesicula
gravidica, mas sem visualizacdo dos batimentos cardiacos na ultrassonografia. Aos 42 dias
confirmou-se a gestacao de cinco vacas neste grupo, 0 que equivale a uma taxa de gestacao de
41,7%. O diagnostico de prenhes dessas vacas foi novamente confirmado aos 60 dias, 0 que
implica em nenhuma perda embrionéria no periodo.

No grupo que recebeu a OT nove vacas (75%) retornaram ao cio sendo trés em torno
de 10 dias ap6s a ovulacdo e seis entre os dias 15 e 18 (Quadro 01). Aos 28 dias obteve-se 0
diagnostico positivo de gestacdo em uma vaca e observou-se a presenca do CL e vesicula
gravidica, mas sem visualizagdo dos batimentos cardiacos fetais pela ultrassonografia em duas
vacas. Aos 42 dias confirmou-se a gestacdo nestas trés vacas. Aos 60 dias manteve-se a
confirmacdo da gestacdo dessas vacas, 0 que equivale a uma taxa de gestacdo de 25%, e
igualmente ao grupo controle, nenhuma perda embrionaria precoce (do 14° ao 17° dia ap6s a
ovulacdo), tardia (entre os dias 42 e 46) ou morte fetal (até os 60 dias) segundo a classificacao
indicada por Santos et al. (2004).

Quadro 01: Diagnostico de gestacdo e manifestacdo de cio em vacas mesticas em um
protocolo de inseminacdo artificial em tempo fixo, tratadas com ocitocina (GO) duas vezes ao
dia durante a ordenha e controles sem ocitocina (GC).

GC Dias apds inseminagéo GO Dias apds inseminagéo
N° | 10 | 15| 18 28 42 60 N° | 10 | 15 | 18 28 42 60
1 |Cio| - | - - - - 3 Cio | - - - -
2 Cio - - 5 Prenha | Prenha | Prenha
4 Prenha | Prenha | Prenha | 7 | Cio| - - - - -
6 Prenha | Prenha | Prenha | 8 | Cio| - - -
10 Cio - - 9 Cio | - - - -
11 Cio - - 12 Cio | - - - -
13 CL Prenha | Prenha | 14 Cio | - - - -
18 Cio - - 15 Cio | - - - -
19 CL Prenha | Prenha | 16 Cio | - - - -
20 Cio - - 17 | Cio| - - - - -
22 Cio - - 21 CL Prenha | Prenha
23 CL Prenha | Prenha | 24 CL Prenha | Prenha

CL — Corpo llteo, vesicula gravidica evidenciada.
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No contexto, os resultados foram satisfatorios para ambos o0s grupos, visto que a perda
embrionaria € a principal causa de falha de gestacdo aumento no intervalo de partos em
bovinos (SARTORI; DODE, 2008). Contudo o grande nimero de vacas com retorno ao cio
entre 10 e 18 dias no GO (9/12 — 75%) corresponde a um valor elevado de falha na gestacéo,
sendo a perda embrionaria precoce (7° ao 16° dia de gestacdo) normalmente inferior a 10%
conforme Santos et al. (2004) e Sartori (2004). Estes indices estdo em conformidade com
observacBes de Cristhianson et al. (1992) e Burns et al. (2010) sobre a importancia do
reconhecimento materno fetal e mecanismo anti-luteolitico no periodo denominado “critico”,
que na vaca ocorre entre 15 e 19 dias ap6s o estro. Por outro lado, no GC o retorno ao cio
entre 18 e 28 dias (6/12 vacas — 50%) foi inferior aos 60% sugerido por Santos et al. (2004)
para mortalidade embrionéria até o dia 28 p6s-inseminacao.

Como destacado por Binelli et al. (2006) a mortalidade embrionaria no periodo que
coincide com o reconhecimento materno da prenhez foi avaliada em um ndmero limitado de
trabalhos. Gordon (2004) citou que em vacas saudaveis, 25% ou mais dos embrides morrem
nas primeiras trés semanas de gestacdo e quando o embrido morre antes dos 17 dias, a vaca
retorna ao estro no periodo fisiol6gico do ciclo, consistente com as manifestacGes de cio nas
vacas do GC.

As vacas do GC neste estudo tiveram CL maior em todos os momentos e obtiveram
uma maior taxa de prenhez (41,7%) comparativamente ao grupo tratado com OT (25%) em
concordancia com resultados de Nogueira et al. (2012) que observaram taxa de prenhez mais
alta (44,1%) com CL maior em vacas receptores que ficaram prenhas em comparagdo com as
que ndo emprenharam.

Bé et al. (2002) ao avaliarem o efeito do tipo de protocolo utilizado (um ou dois
implantes de Crestar® de 22 utilizagdo ou DIB® de 3% utilizac4o), da idade e da raca sobre as
taxas de prenhez observadas foram 72,55% e 64,55% para um e dois implantes de Crestar®, e
75% para DIB® de terceira reutilizacdo' sem diferenca significativa quanto ao protocolo, e sem
influéncia da idade e da raca sobre a eficiéncia reprodutiva. As taxas de prenhez observadas
foram superiores as do presente estudo, tanto para 0 GC (41,7%) quanto para 0 GO (25%).

Seidel et al. (1999), trabalhando com novilhas submetidas a sincronizagdo de estro,
ovuladas e inseminadas com sémen sexado, 12 a 24 h ap0s o inicio do estro, observaram taxas
de prenhez de 49% e 45,4%, respectivamente. Sendo a taxa observada quando da inseminacao
12 e 24 horas ap06s o inicio do estro superior as observadas neste estudo em ambos 0s grupos.
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Vieira; Franco e Diniz (2002) obtiveram taxas de prenhez mais elevadas que as
obtidas neste trabalho, sendo 58,4% para fémeas com CL pequeno (CL1), 59,4% para CL
médio (CL2) e 59,3% para CL grande (CL3), sem diferencas significativas entre os tipos.

Alves et al. (2008) verificaram uma relacdo entre a classificacdo de CL por palpacéo
retal com os indices de prenhez, tendo obtido 34,31%; 30,72% e 21,40% de prenhez em
fémeas com CL1, CL2 e CL3, respectivamente. No presente estudo o GC que apresentou 0
maior volume do CL a porcentagem de vacas prenhes foi menor que a porcentagem observada
por Vieira; Franco e Diniz (2002) para todos os tamanhos de CL e maior que a de Alves et al.
(2008), igualmente para todos os tamanhos de CL.

Kurykin et al. (2007), em estudo com novilhas Holandesas (n=209), observaram taxa
de prenhez geral de 43,1% apds inseminacdo em tempo fixo (80-82 h apds a aplicacdo da
segunda dose de prostaglandina F) com sémen sexado, e insemina¢do no corpo uterino ou
deposicdo no meio da trompa uterina resultados estes, ligeiramente superiores aos indices
encontradas no GC do presente experimento.

Mariani et al. (2013) avaliaram a relacdo entre o protocolo de sincronizacdo de estro e
0 tamanho de CL sobre a taxa de prenhez em receptoras bovinas inovuladas com embrifes
produzidos in vitro (PI1V). A taxa de prenhez detectada por ultrassonografia aos 30 dias foi de
35,77%, menor que a obtida para o0 GC e maior que a taxa detectada no GO (25%),
igualmente por ultrassonografia aos 28, 42 e 60 dias.

No presente estudo a taxa de prenhez com referéncia ao GC (41,7%) foi maior que a
obtida por Mariani et al. (20013) (35,77%), inferior, porém préxima da obtida por Seidel et al.
(1999), Kurykin et al. (2007) e Nogueira et al. (2014) e muito inferior aos 72,55%, 64,55% e
75% obtidos por Bo et al. (2002).

No GO obteve-se uma taxa de prenhez muito baixa (25%), comparavel aos 21,3%
referidos por Baruselli et al. (2007) em programas de IA com sémen convencional.

Apos o 28° dia em que se realizou o diagndstico precoce da gestacdo as vacas que
retornaram ao cio foram novamente inseminadas e uma do grupo OT colocadas com um touro
para monta natural. Noventa dias apds a inseminacdo referente ao protocolo de IATF,
somente uma vaca do GC estava vazia (11/12 prenhes — 91,66%), porém com atividade
ovariana ciclica. Considera-se que neste caso, embora sete ndo tenham mantido a gestacdo na
primeira inseminacéo, seis emprenharam no periodo subseqente.

Das vacas que estavam recebendo OT aos 90 dias trés mantiveram a prenhez relativa a

primeira inseminacdo, e duas emprenharam nos ciclos seguintes. Desta forma, sete vacas
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continuavam vazias. As cinco gestacOes deste grupo (5/12 prenhes — 41,66%) foram em
namero muito inferior ao GC.

A comparagdo e manutencdo da gestacdo até o 42° dia entre os grupos controle e OT
revela diferenca significativa (p=0,0022) pelo Teste Exato de Fischer evidenciando a baixa
eficiéncia reprodutiva no grupo tratado com OT.

Um fato a considerar sobre a baixa taxa de gestacdo, em ambos 0s grupos, mas
especialmente no grupo tratado com OT é a perda embrionaria. Dentre os fatores que
contribuem para os transtornos fisioldgicos e causas de perda embrionaria ou fetal Burns et al.
(2010) destacaram a falha do mecanismo antiluteolitico ou a inadequada reagdo do
endométrio ao IFN-t, responsavel pela sinalizagdo a mae da presenga do embrido, em torno
dos 15 a 19 dias da gestacdo, sendo ambos os fatores provaveis no presente estudo.

Segundo Dunne et al. (2000) € aceitavel a perda de embrido entre 29 e 39% apos a
fertilizacdo, com a maioria destas perdas ocorrendo entre 8 e 16 dias ap6s a inseminagao.
Dentro desse parametro, considerando que foram inseminadas vacas ovuladas, era esperado
que 3 a 4 vacas por grupo ndo mantivesse a gestacdo. Contudo, nove e seis vacas,
respectivamente dos grupos OT e controle, ndo emprenharam ou ndo mantiveram a gestacao
até os 28 dias apo6s a IA. Se todas tivessem concebido, a perda embrionaria seria de 75% para
0 grupo OT e 58,9% para os controles.

Contudo, ndo hé trabalhos que avaliem a perda de gestacdo em diferentes fases do
ciclo e gestacdo e os dados deste estudo confirmam a relevancia da morte embrionéria,
reconhecida como a maior causa de falhas reprodutivas em bovinos (SANTOS et al., 2004).

No GO o cio predominantemente entre 15 e 18 dias indica um ciclo estral curto, visto
que na vaca o ciclo estral varia entre 17 e 23 dias (ADAMS et al., 2008). Neste grupo,
considera-se que houve lutedlise e regressdo antes do periodo de CL maduro (11° ao 17° dia)
conforme Ireland, Murphree e Ginther (1980) e Redmer et al. (1988) resultando em um novo
cio na maioria das vacas em estudo. As vacas do GC apresentaram cio entre 18 e 28 dias,
coerente com a luteolise entre 18 e 21 dias.

Tabela com taxa de prenhez / taxa de concepcdo e perda embrionaria (com diferenca

estatistica)
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4.6. Efeito da Ocitocina sobre a eficiéncia reprodutiva

O padréo de desenvolvimento e regressdo do CL nos grupos controle e OT confirma o
envolvimento da OT na atividade reprodutiva de vacas em lactacdo, especialmente no periodo
critico de reconhecimento materno da gestagéao.

A lutellise é causada por uma liberag¢ao pulsatil de PGF2a no Utero, e em ruminantes
uma reacao positiva entre PGF2a endometrial e OT lutea atuam fisiologicamente na
promocdo da lutedlise (SHIRASUNA et al., 2007).

A lutedlise é inibida na presenca de um concepto, pois o trofoblasto embrionério
produz proteinas especificas (INFt) para a manutencdo do CL (GEISERT et al., 1988). Em
bovinos o INFt tem o pico de secre¢do aos 16 dias apds a ovulacdo e atua prevenindo a
sintese dos receptores de OT e estradiol, e a consequente produgdo da PGF2a luteolitica
(KALUZ et al., 1996; BAZER et al., 1997). O efeito antiluteolitico do INFt resulta na
manutencdo do CL e continuidade da secre¢do de progesterona, essenciais para a manutencdo
da gestacdo (SPENCER et al., 2004).

Miyamoto e Schams (1991) e Sakumoto e Ando (1996) demonstraram que a OT tem
um papel na modulagdo dos mecanismos de secrecdo de progesterona (P4) como um
regulador intraluteal e pode estar envolvida no processo de luteélise e regressdo prematura do
CL. Shirasuna et al. (2007) propuseram que a OT intraluteal pode modular a secre¢do de
substancias vasoativas, particularmente endotelina 1 e PGF2a dentro do CL, e, portanto, pode
ser um dos mediadores de lute6lise na vaca.

Sobre a relagdo entre IFN-t, estradiol e OT em fémeas bovinas, especula-se conforme
resultados de Fuchs et al. (1990), Jenner et al. (1991), Lamming e Mann. (1995), Spencer e
Bazer (1995) e Guzeloglu et al. (2004), que IFN-t atua inibindo a expressao dos receptores de
estrogeno e de OT e promovendo a diminuicdo da amplitude e frequéncia de secrecdo de
PGF2a pelo endométrio essenciais a lutedlise.

O conhecimento adquirido indica que nas vacas tratadas com OT houve luteolise e
regressdo do CL antes que o endométrio tenha iniciado fisiologicamente, a secre¢do pulsatil
de PGF2a, como ocorre em ciclo estral normal. A baixa eficiéncia reprodutiva nesse grupo
(25% de vacas prenhes) deve-se provavelmente a acdo da OT aplicada diariamente durante a
ordenha, confirmando a hipotese de que a OT exdgena atuaria inibindo a expressdo do INFz e

consequentemente inibindo o reconhecimento materno da gestacao.
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No contexto ndo esta estabelecida a acdo da OT exogena sobre o IFN-t. Como ja
demonstrado em algumas espécies o CL também é responsavel pela sintese de OT, um dos
hormonios que envolvidos no processo de lutedlise e a consequente producdo da PGF2a
luteolitica (BAZER et al., 1997). Resultados obtidos por Perea e Inskeep (2008) suportam a
hipotese de que o nimero insuficiente de receptores de P4 e a presenca de receptores de OT
endometriais no inicio da fase lutea permitem a liberagdo prematura de PGF2 e resultante
regressao do CL.

Os resultados sugerem que a OT aplicada em vacas durante a ordenha pode influenciar
0 reconhecimento materno da gestacdo seja pela secrecdo de quantidades insuficientes de
INF-t ou pela alteracdo no padrdo de secrecdo de P4, essencial para a manutencdo do

ambiente uterino requerido para a manutencdo da gestacao.
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5 CONCLUSOES
Os menores volumes mensurados para 0 CL no GO, o retorno ao cio antes do 18° dia

do ciclo na maioria das vacas tratadas com OT e baixa eficiéncia reprodutiva neste grupo

sugerem o envolvimento da OT na atividade reprodutiva de vacas em lactagéo.
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