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ESTAGIO CURRICULAR SUPERVISIONADO EM MEDICINA
VETERINARIA - AREA DE FISIOLOGIA DA REPRODUCAO DE
BOVINOS

O presente relatorio descreve as atividades executadas e/ou acompanhadas durante o Estagio
Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria. Este foi realizado na area de fisiologia
da reproducdo de bovinos, no Laboratério de Fisiologia e Endocrinologia Molecular da
Universidade de Sdo Paulo, no campus de Pirassununga (SP). O estagio foi orientado pelo
Prof. Dr. Fernando Mesquita e supervisionado pelo Prof. Dr. Mario Binelli durante o periodo
de 24 de julho a 01 de novembro de 2017, totalizando 560 horas. Durante o estagio foram
acompanhados 0s projetos de pesquisa em desenvolvimento no laboratorio, as reunides
técnico-cientificas, aulas de pds-graduacéo, palestras e cursos. Neste relatorio, além de uma
descricdo geral das atividades acompanhadas, foram abordados e discutidos de forma mais
aprofundada as atividades relacionadas a dois projetos que investigaram 0s seguintes
assuntos: marcadores sanguineos para diagndstico de gestacdo superprecoce, e

ressincronizacdo em protocolos de IATF.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO, 2017), a populacdo mundial
alcancara 9,8 bilhdes de habitantes em 2050, sendo que o maior crescimento devera ser
observado nos paises desenvolvidos, chegando a 29%. Neste sentido, para atender a demanda
por alimentos a produgéo de carnes deverd aumentar em mais de 200 milhGes de toneladas por
ano. A india possui 0 maior rebanho de bovinos sendo responsavel por aproximadamente
30% do rebanho mundial (303,35 milhdes de animais), enquanto o Brasil possui 0 segundo
maior rebanho, com cerca de 226 milhdes de animais (22,6% do total mundial), seguido por
China com 100,08 milhdes de animais, Estados Unidos e Unido Europeia, com 93,50 e 89,25
milhGes de animais, respectivamente (DEPEC, 2017). No ranking dos maiores produtores de
carne bovina o cenario se altera levemente, tendo em primeiro lugar os Estados Unidos (11,38
milhGes de toneladas), seguido pelo Brasil (9,28 milhdes de toneladas), Unido Europeia (7,85
milhdes de toneladas), China (6,90 milhdes de toneladas) e india (4,25 milhdes de toneladas)
(FORMIGONI, 2017). Neste contexto, o Brasil encontra-se em uma posi¢cdo de destaque,
tendo como aliados para aumentar sua produtividade o tamanho do rebanho e o potencial das
racas zebuinas, caracterizado pela rusticidade e crescente incremento da precocidade e
fertilidade alcangado em raz&o do trabalho de melhoramento genético realizado com este
objetivo. Além disso, o perfil de pecuéria extensiva, de relativo baixo custo, proporciona
competitividade ao produto brasileiro, que atende as exigéncias cada vez maiores dos
consumidores por uma carne de qualidade, sustentavel, e com baixo impacto ambiental
(LUCHIARI FILHO, 2006). Tais fatores, se bem explorados, geram oportunidades de
crescimento junto ao mercado mundial.

O sucesso da producdo bovina esta diretamente ligado a combinacdo de fatores como
manejo, nutricdo, sanidade, genética e a reproducdo animal (FERRAZ FILHO et al, 2002).
Diversos estudos, tanto na pesquisa basica como na pesquisa aplicada a reproducdo, tém o
objetivo de suprir a necessidade de melhor entender a fisiologia reprodutiva de machos e
fémeas, a fim de otimizar a reproducéo e aumentar a produgdo animal anual. Dados de 2014
mostram que apenas 11,9% do rebanho bovino nacional foi inseminado, indicando, portanto,
que o potencial da pecuéria brasileira esta subutilizado (ASBIA, 2014). O periodo de anestro
pos-parto e o longo intervalo entre o parto e a concepgdo reduzem a eficiéncia reprodutiva,

gerando indices reprodutivos insuficientes. Neste sentido, a manipulagdo hormonal do ciclo
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estral tem sido utilizada para sincronizar a ovulacao, eliminando a necessidade de detecgéo do
estro e sincronizando as inseminagdes, de forma a aumentar o volume de fémeas inseminadas.
As intervencGes hormonais controlam o desenvolvimento de ondas foliculares, induzem a
ovulacdo em vacas no anestro, regridem o corpo luteo em vacas ciclicas e sincronizam o estro
e/ou a ovulacdo ao final do tratamento (SENGER, 2003). Estes métodos hormonais
associados a deteccdo precoce de fémeas gestantes e/ou ndo gestantes permitem reduzir o
intervalo entre o parto e a concepcao aumentando a produtividade animal.

Os protocolos de inseminacgdo artificial em tempo fixo (IATF) foram desenvolvidos
para suprir as falhas de deteccdo de estro, podendo também induzir a ciclicidade de fémeas
em anestro. Devido a falhas individuais na resposta a manipulacdo hormonal, algumas vacas
gue ndo se tornam gestantes necessitariam ser re-inseminadas o0 mais brevemente possivel,
para que ainda sejam capazes de produzir um produto por ano. Considerando que o retorno ao
estro pode acontecer de forma tardia, ou ainda, ndo ser detectado, métodos alternativos ageis e
de maior precisdo podem representar significativo avanco. O método de diagnostico de
gestacdo (DG) mais utilizado atualmente € a ultrassonografia transretal entre os dias 28 e 40
pos-inseminacdo (BARUSELLI et al., 2012). Este método, atualmente considerado precoce,
ndo € capaz de identificar vacas que nao se tornaram gestantes ou que perderam a gestacéo,
antes do seu retorno ao estro. Um método de DG que seja mais precoce que o proprio retorno
ao estro, possibilitando uma segunda inseminacdo precoce pode reduzir o impacto negativo
das fémeas que nédo responderam a manipulacdo hormonal ou que perderam a gestacdo. Neste
sentido, Lucy et al. (2004) propuseram a associacdo entre o DG superprecoce seguido de re-
inseminagdo, aos 18 e 21 dias apds a primeira IATF, respectivamente. Assim, as vacas ndo
gestantes seriam expostas a uma nova chance de concepcao dentro do intervalo de um Unico
ciclo estral. Com isso, se faz necessario o desenvolvimento de métodos que possibilitem
detectar os animais ndo-gestantes mais precocemente e assim reduzir o tempo entre
inseminacdes, diminuindo os custos de producdo. As investigacOes cientificas no campo do
controle hormonal do ciclo estral e da deteccdo precoce de gestacdo tem potencial de
estabelecer estratégias com impacto significativo na eficiéncia dos programas reprodutivos.

Com base no exposto, a &rea escolhida para a realizacdo do Estagio Curricular
Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV) foi a Fisiologia da Reproducdo de
Bovinos, objetivando acompanhar especificamente projetos que investigam abordagens para
diagndstico precoce de gestacdo para fins de intensificacdo do sistema produtivo.
Adicionalmente, o acompanhamento da rotina diaria de um laboratério de pesquisa, a

participacdo de reunides técnico-cientificas para discussdo de experimentos e resultados,
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assim como a exposicdo a diferentes linhas de pesquisa vdo de encontro ao interesse de

continuar na carreira académica.
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2. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

2.1 Descricdo Local de Estaqgio

O Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria foi realizado no
Laboratorio de Fisiologia e Endocrinologia Molecular (LFEM), sob supervisdo do Prof. Dr.
Mario Binelli. O mesmo esta localizado no Departamento de Reproducdo Animal (VRA),
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o Paulo,
campus Pirassununga — SP. O estagio compreendeu o periodo de 24 de julho a 01 de
novembro de 2017, totalizando 560 horas.

O Departamento de Reprodugdo Animal da FMVZ foi criado em 1988 e possui sedes
em dois campi, S&o Paulo e Pirassununga — SP. No campus de Pirassununga encontra-se o
Centro de Biotecnologia em Reproducdo Animal (CBRA), composto por quatro laboratorios
de pesquisa. Além do LFEM, conta com o Laboratério de Biotecnologia do Sémen e
Andrologia (LBSA), Laboratério de Biotecnologia de Ovinos e Caprinos (LBOC) e
Laboratério de Farmacologia e Endocrinologia da Reprodugéo (LFER).

O CBRA possui uma area aproximada de 210.000 m2, com area construida de 2.000 m2,
O Centro compreende quatro salas para docentes, secretaria, anfiteatro, sala para colheita de
sémen e embriBes, sala de estudos, area de laboratdrios, piquetes e pastagens para alojar 0s
animais utilizados em experimentos. Para que o manejo reprodutivo seja realizado de forma
segura e precisa ha um curral coberto, sete troncos de contencdo, e aparato para
ultrassonografia.

O LFEM atua na elucidacdo dos mecanismos que controlam os processos reprodutivos
em fémeas bovinas. No periodo de ECSMV os projetos de pesquisa do LFEM estavam
voltados ao diagnodstico de gestacdo precoce com 0 uso de biomarcadores sanguineos
estimulados pelo concepto. Em termos gerais, 0 projeto visa desenvolver um método de
diagnostico através da quantificacdo da abundancia de genes conhecidamente estimulados por
interferon-tau (IFN-tau), ou pela deteccdo de novos marcadores que possibilitem a

identificacdo precoce dos animais ndo-gestantes, conforme avaliacdo da funcgéo luteal.

2.2 Atividades Acompanhadas
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As atividades acompanhadas durante 0 ECSMV e descritas nesse relatorio foram
relacionadas aos projetos de pesquisa em andamento no LFEM. Neste contexto, buscou-se
acompanhar todo o tipo de tarefa dos experimentos desenvolvidos durante o periodo de
estadgio. Tais atividades foram classificadas como: técnico-cientificas (formulacdo e
delineamento experimental, apresentacdo e discussdo de resultados, discussédo de artigos,
aulas de pds-graduacdo e palestras); de manejo dos animais (sele¢cdo, acompanhamento,
palpacdo retal, exame ultrassonogréafico, coleta de amostras); laboratoriais (processamento das
amostras para extracao e quantificacdo de RNA e proteinas), conforme descrito na Tabela 1.

Os experimentos acompanhados visam o estudo endocrino e molecular de eventos
fisioldgicos envolvidos na reproducdo animal, com énfase na investigacdo de um método de
diagnostico gestacional baseado no monitoramento da expressdo de genes estimulados por
IFN-tau (ISGs) em bovinos. Estes experimentos fazem parte de um projeto que tem como
objetivos: (1) a caracterizar da abundancia de ISGs nas células imune polimorfonucleares
(PMNs) entre os dias 12 e 20 de gestacéo, (2) a avaliar do impacto produtivo e econdmico da
utilizacdo dos métodos diagnosticos propostos, e (3) recomendar de um protocolo de

ressincronizacao precoce.
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Tabela 1. Atividades acompanhadas no Laboratério de Fisiologia e Endocrinologia Molecular.

Atividades Técnico-cientificas

Atividade Namero de atividades Frequéncia das Atividadest
Treinamento em ultrassonografia Doppler 90 0,1
Reunido para discussdo de projetos 9 1,4
Discusséo de artigos 8 1,6
Palestras 4 3,2
Aulas de pés-graduacédo 3 4,3
Curso 1 13
Subtotal 115 8,82
Atividades de Manejo dos Animais
Atividade NuUmero de animais  Frequéncia das Atividades?
AvaliacOes ultrassonograficas ovarianas 794 61,1
Coleta de sangue 737 56,7
Inseminacdo artificial em tempo fixo 172 13,2
Diagndstico de gestacdo 52 4
Exame androlégico 10 0,8
Subtotal 1765 135,8
Atividades Laboratoriais
Atividade NuUmero de amostras  Frequéncia das Atividades?
Preparo de plasma para ensaio hormonal 674 51,8
Isolamento de células polimorfonucleares 296 22,8
Isolamento de células mononucleares 296 22,8
Processamento de tecido uterino, ovariano e oviduto 20 15
Extracéo de RNA por Trizol 11 0,8
Subtotal 1297 99,7
Total 3177 244,42

1- Intervalo em semanas entre cada atividade. 2- Namero semanal de atividades.

2.3 Descricdo dos experimentos

2.3.1 Experimento 1 — Diagnostico precoce da gestacdo em bovinos através da expressao

ISGs em neutro6filos

A tese do projeto baseia-se no fato de haver biomarcadores detectaveis a partir de

amostras sanguineas, oriundos da resposta de classes especificas de leucocitos ao interferon

tau produzido pelo embrido bovino, que resulta no estimulo a expressao de ISGs em estagio

precoce de gestacdo. O objetivo principal do projeto é desenvolver um método laboratorial de

DG pela quantificagdo de ISGs em celulas imunes polimorfonucleares (neutréfilos).
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O primeiro experimento do projeto teve por objetivo caracterizar e comparar o perfil de
expressdo de ISGs nas células imunes polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (PBMC),
entre os dias 7 e 20 pds-inseminacdo em novilhas gestantes e ndo gestantes. Para tal, os

animais foram manipulados de acordo com o desenho experimental ilustrado na Figura 1.

Retirada do
Implante + GIT:F+
Implante P4 + PGF (500pl) +
2 mg de BE CE (1mg) * Y ok kk ok k
L L L1 1 1 1 [ 1 1 L L |
L} | | L] ] L] I | ] I L] L] ]
D -10 D -2 DO D1 D7 D10121416 18 20 D25 D28

% Coletas de sangue
Avaliac@es ultrassonograficas

FIGURA 1. Experimento 1 - Desenho Experimental. A ovulacéo de 30 novilhas da raca Nelore foi sincronizada
e os animais foram inseminados em tempo fixo (IATF), foi considerado o dia da inseminagéo o Dia 0 do
protocolo. As avaliagfes ultrassonogréficas e as coletas de sangue para isolamento de PMN, PBMC e andlise
hormonal (progesterona) foram realizadas nos dias 0, 7, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 do protocolo. O DG definitivo foi
realizado nos dias 25 e 28 através de avaliagdes ultrassonogréficas, sendo considerados gestantes os animais que
apresentavam corpo lateo funcional (perfusdo sanguinea luteal maior que 25% e area luteal maior que 2 cmg)
associado a presenca de liquido e membrana embrionéria.

2.3.2 Experimento 2 — Efeitos da ressincronizacdo da ovulacdo com estradiol aos 14 dias pds-

IATF sobre as caracteristicas morfofuncionais do corpo lGteo e Gtero em fémeas Nelore

A tese do projeto baseia-se na escassez de informacdes e conflito entre resultados acerca
do efeito do estradiol-17 beta (17p) e do benzoato de estradiol (BE) na ressincronizagdo da
ovulacdo precoce em fémeas gestantes. O objetivo principal do projeto é estudar os efeitos do
tratamento com BE ou 17 associado a progesterona (P4) no Dia 14 apés IATF na
emergéncia de uma nova onda folicular, indugdo da lute6lise e manutencdo da gestacdo em
novilhas Nelore. Os animais foram manipulados de acordo com o desenho experimental

ilustrado na Figura 2.



16

Retirar
P4 +
Implante PGF + Implante P4 Gestantes + —I
P4 + BE eCG + IATE Retirar P4 .
(2mg) CE GnRH DG
| L L] [™oenera 1 1 L Ll Ll
—— BE (1mg) T T LIl Tl
D-10 D-2 DO D1 D1516171819 2021
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17p + P4 (0,91mg) Retirar P4 + CE —|
D14 D22 D24
PGFM DG 2IATF
*
Avaliacdo Ultrassonografica *
% Coleta de Sangue para P4
PBMC e PMN

Figura 2. Experimento 2 - Desenho Experimental. Novilhas da raca Nelore, foram submetidas & IATF. As
avaliacOes ultrassonograficas e coletas de sangue para dosagem de P4 foram realizadas diariamente do 14° ao 22°
dia apds a IATF. Adicionalmente, no 14° e 18° dia p6s IATF foi coletado sangue para o isolamento de células
sanguineas (PBMC e PMN). No 14° dia também foram realizadas coletas de sangue seriadas, a cada hora por 11
horas consecutivas, para a dosagem do metab6lito de PGF2a (PGFM). Os animais foram divididos
aleatoriamente em trés grupos: controle (apenas implante de P4), grupo BE (implante de P4 mais a 1 mg de BE),
e grupo 17B+P4 (implante de P4 mais a aplicacdo de 17 ¢ 0,91 mg de P4 injetavel). O diagndstico de gestacdo
definitivo foi realizado no dia 25 ap6s a |ATF através da identificacdo da vesicula embrionéria e em fémeas ndo
gestantes foi identificada a ocorréncia da ovulagéo no dia 23.

No experimento acompanhado foi possivel ressincronizar as fémeas aos 14 dias ap06s
IATF, com a utilizacdo de apenas o implante intravaginal, ou a associa¢do do implante de P4
e 1 mg de BE, ou ainda o implante de P4 mais o 17fB-estradiol e P4 injetavel, sem diferenca
significativa entre os grupos. Os resultados do experimento estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Descri¢do dos resultados parciais do experimento 2. Cada grupo era composto por 9 novilhas da raga
Nelore.

Controle (P4) P4+BE P4+17p
7 5 5
D22 Gestantes
Lutedlise 2 4 4
Emergéncia de onda folicular
3 4 3
Gestantes Apresentaram
Nao apresentaram 4 1 2
1 3 2
N&o Gestantes Apresentaram
N&o apresentaram 1 1 2
] . Gestantes (D22) 6,35 mm 8,05 mm 7,8 mm
Foliculo Dominante
N3o gestantes (D24) 10,85 mm 10,42 mm 13 mm

O grupo controle foi ressincronizado apenas com o dispositivo intravaginal de P4, foi

considerado um controle negativo, onde ndo se esperava a sincronizagdo da emergéncia da
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onda folicular. Todavia, observou-se que trés fémeas gestantes e uma das fémeas ndo

gestantes apresentaram sincronia de emergéncia de uma nova onda folicular.

2.4 Atividades Técnico-cientificas

Durante 0 ECSMV foi possivel acompanhar as aulas da pos-graduacdo da disciplina de
“Patologia e clinica médicas da reprodu¢dao”. O Prof. Rubens Paes de Arruda ministrou uma
das aulas teodricas acompanhadas, com foco na fisiologia reprodutiva de garanhdes. A Prof.?
Eneiva Carla Celeghini ministrou aula prética de andrologia em touros, onde realizou-se
exames interno e externo do sistema reprodutivo, exame termogréfico e ultrassonografia dos
testiculos, coleta de sémen através de eletroejaculador e avaliacdo do sémen. A Dr.2 Angela
Maria Gonella-Diaza ministrou aula sobre “Os principios da técnica de PCR” aos estagiarios
interessados, abordando conceitos basicos, funcionamento e fases da técnica.

No periodo de 17 a 19 de agosto de 2017 foi possivel participar da 312 Reunido Anual
da Sociedade Brasileira de Transferéncia de Embrides (SBTE) em Cabo de Santo Agostinho
em Pernambuco. Além de participar como ouvinte das palestras, apresentar o trabalho
intitulado “Hematological profile and reproductive tract lactic acid bacteria during the estrous
cycle in beef cattle”. Nos dias 7 e 8 de outubro de 2017, realizou-se o 2° Curso Tedrico-
Prético de Ultrassonografia Doppler para Diagnéstico Superprecoce de Gestacdo em Bovinos.
O curso foi realizado em parceria com Dr. Guilherme Pugliesi e os Professores Dr. Ed
Hoffmann e Dr. Pietro Baruselli. No curso foram abordados os temas relacionados a fisiologia
e endocrinologia da reproducdo, bases tedricas do controle farmacoldgico do ciclo estral e da
ovulacdo, e diagnostico superprecoce de gestacdo por ultrassonografia (Color Doppler) em
protocolos de ressincronizacdo. Ainda foi possivel participar como ouvinte de duas palestras
ministradas pela Dr.2 Evelise Fonseca e Dr.2 Niamh Forde sobre a inser¢do do pds-graduando
no mercado de trabalho, e do 2° Encontro do Grupo de Estudos Avangados em Reproducgéo
(GEAR) com tema “Efeito epigenético do corpo cetbnico, acido beta-hidroxibutirico, em
celulas, odcitos e embrides bovinos” ministrado pelo Dr. Juliano Sangalli.

A equipe de pos-graduandos e estagiarios do LFEM reunia-se semanalmente para
discutir artigos cientificos. Foi elaborado um cronograma de discussdes, onde cada integrante
do grupo deveria escolher e apresentar um artigo de seu interesse. Os artigos escolhidos eram
enviados por e-mail com uma semana de antecedéncia, para que todos pudessem Ié-lo. Nestes
encontros semanais foi possivel apresentar o artigo “Effects of intravaginal lactic acid bacteria

on bovine endometrium: Implications in uterine health”. Ainda acompanhar as reunides de
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discussdo de experimentos, durante as quais 0s poOs-graduandos deveriam apresentar o
experimento ou dados novos obtidos, discutir e avaliar os resultados, assim como decidir as
proximas etapas.

Ainda, durante o periodo do ECSMV foi possivel realizar palpacdo retal do sistema
reprodutivo de fémeas e machos. Treinar a utilizagdo da ultrassonografica em modo B e
Doppler em fémeas bovinas ndo gestantes e gestantes, sendo possivel realizar o diagndstico

de gestacdo nos dias 25, 28 e 30 pos inseminacao artificial.

2.5 Manejo dos Animais

As atividades desenvolvidas relacionadas ao manejo dos animais, bovinos da raca
Nelore, foram realizadas no curral (Figura 3), instalacgio comum do CBRA. Os animais
ficaram alojados em um dos trés piquetes com cochos para alimentacdo e bebedouros do
LFEM.

H
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FIGURA 3 — Curral com sete troncos de conten¢do onde foram realizadas as atividades.

2.5.1 Avaliagdo ultrassonografica ovariana

A ultrassonografia era realizada para acompanhar o desenvolvimento do foliculo e do
CL. Nos manejos realizados nos dias -10, -2, 0 do protocolo de IATF eram feitas as medicGes
do maior foliculo, considerado o foliculo dominante (FD). Essa medicao era realizada através
da ferramenta “Distancia” do aparelho de US onde eram feitas duas medidas perpendiculares
(Figura 4A). Entre os dias 14 e 22 do ciclo estral era realizado o acompanhamento do

desenvolvimento luteal, onde era medido a area do CL com a ferramenta “Trago”
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contornando o CL, também era feita a avaliacdo da perfusdo sanguinea pela utilizacdo da
ultrassonografia em modo Doppler (Figura 4B).

mindray LaboratoriodeFislologl.., B

75LSO0EAV AP 100% M1 0.6 TIS0.4

1 Dist 1.11cm
2 Dist 0.99cm

TR, i e o ENTER pars medir ums nova DISTANGIA

Figura 4. Medic0es realizadas em US. A. Volume do foliculo dominante; linhas branca e verde tracejadas foram
utilizadas para medir o didmetro do foliculo e posteriormente calcular o volume do mesmo. B. Area e perfusio
sanguinea do CL; imagem da esquerda indica modo B, enquanto imagem da direita indica modo Doppler; linha

branca tracejada indica delimitacdo do CL; linha verde indica &rea de medi¢do do fluxo sanguineo por modo
Doppler.

2.5.2 Coleta de Sangue

As coletas de sangue eram realizadas através da puncdo da veia jugular, com a
utilizacdo de agulha 25x8 para coleta a vacuo em tubos com anticoagulante (heparina).
Conforme o experimento e os fins de utilizacdo eram coletados 6 ml de sangue para ensaios
hormonais (P4 ou PGFM) e 25 ml para isolamento de células sanguineas.

2.5.3 Diagnostico de Gestagdo

O diagnostico de gestacdo foi realizado nos dias 22 e 25 ap6s a IATF, por
ultrassonografia via transretal do Utero e ovarios. Foi considerada gestante a fémea que
apresentava corpo lateo (CL) funcional, ou seja, com perfusdo sanguinea luteal maior que
25% e area maior a 2 cm?, associado a presenca de liquido e membrana embrionéria, sendo

em alguns casos possivel identificar o batimento cardiaco do embrido.
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2.5.4 Exame Androldgico

Durante o estagio foi possivel acompanhar o exame androldgico de touros utilizados em
experimentos. O exame consistia na avaliacdo testicular de simetria, mobilidade dentro do
escroto, consisténcia (1- muito flacido a 5- firme) e perimetro. Na avaliacdo do epididimo
foram palpados a cauda e o corpo do mesmo, ndo sendo possivel palpar a cabega do
epididimo.

O prepucio foi avaliado por palpacdo em busca de aderéncias, o0 mesmo foi preparado
para a coleta de sémen com a retirada de pelos proximos ao orificio prepucial e a lavagem
interna com a adicdo de 20 ml solucéo fisiol6gica a 37°C, apds a adi¢do da solucdo o prepdcio
era ordenhado e seco.

O exame dos 6rgdos internos foi realizado por palpacdo transretal, onde foi possivel
avaliar a prostata, as ampolas e as vesiculas seminais, anotando a consisténcia, simetria e
lobulacdo. O sémen foi coletado por eletroejaculador, e foi avaliado quanto ao seu aspecto
(cremoso, leitoso, opalescente ou aquoso), motilidade (0 a 100%), volume (5 a 8 ml),

turbilhonamento (0 a ++++) e vigor (1 a 5).

2.5.5 Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF)

As novilhas utilizadas nos experimentos tiveram sua ovulacdo sincronizada pela
inser¢do do implante intravaginal de progesterona (P4), administracdo intramuscular (IM) de
2 ml de benzoato de estradiol (BE) e 2 ml de analogo de prostaglandina F2a (PGF2a) no dia
considerado D-10. Apds 8 dias (D-2), os implantes foram retirados e foi administrado IM a
dose de 2 ml de anélogo de PGF2a, 1 ml de gonadotrofina coridnica equina (eCG, 300 Ul) e
0,5 ml de cipionato de estradiol (CE). A inseminacéo artificial e a administracdo de 2 ml de
analogo de horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) foi realizada 2 dias ap0s a retirada
do implante, sendo considerado o dia 0 do protocolo. No dia 1 foi verificada a ovulacdo dos

animais.

2.6 Técnicas Laboratoriais

As técnicas laboratoriais desenvolvidas no LFEM (Figura 5) envolvem, além das
atividades descritas a seguir, a realizacdo de Western Blotting, eletroforese em gel de Agarose
e gPCR.



FIGURA 5. Laboratério para processamento de amostras, analises bioquimicas, moleculares e cultivo celular in
vitro.

2.6.1 Preparo de Plasma para Ensaio Hormonal

Os tubos de sangue com heparina foram centrifugados a 2.700 X g, a 4°C por 15 min,
apos a centrifugacdo o plasma de cada amostra foi transferido para dois microtubos de 1,5 ml,

para armazenamento a -20°C até seu envio para a dosagem de P4 ou PGFM.

2.6.2 Isolamento Celular

As células mononucleares (PBMC) sdo células sanguineas com nucleo ndo lobulado
(mondcitos e linfocitos) e as células polimorfonucleares (PMN) sdo as células que possuem
nucleo lobulado (neutréfilos). Ambas as populagdes celulares podem ser obtidas a partir de
sangue periférico por separacdo em gradiente de densidade.

Para o isolamento de células imunes, 25 ml de PBS foram misturados a 25 ml de sangue
total, esta solucdo € depositada sobre 15 ml de solucdo de Ficoll em tubos de 50 ml (gsp). A
solucdo foi centrifugada a 1.100 X g, por 30 minutos a 20°C, a fim de obter a separacdo das
camadas (plasma, PBMC e PMN). Para o isolamento de cada camada, primeiramente, foi
coletada a camada de células mononucleares (PBMC), anel branco na superficie do Ficoll, a
qual foi transferida a um segundo tubo conico. O plasma sanguineo foi desprezado, e a Ultima

camada, correspondendo as células polimorfonucleares (PMN), foi armazenada.

2.6.2.1 Protocolo para Extracdo de PBMCs

O protocolo de isolamento das PBMCs, segue a metodologia descrita por Pugliesi et al.
(2014). Os tubos contendo o anel de PBMCs, receberam 50 ml PBS (gsp), foram
homogeneizados e centrifugados a 900 X g por 15 minutos. Apés a centrifugacdo formou-se
um pellet contendo células, as quais foram processadas ap0s descarte do sobrenadante. Para

lisar os globulos vermelhos, um contaminante comum da amostra, utilizou-se 15 ml de uma
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solugdo hipertdnica e incubacdo por 10 min a temperatura ambiente. Ao final do periodo de
incubagdo a isotonicidade dos mondcitos e linfocitos foi restaurada com PBS, a amostra
novamente centrifugada a 900 X g por 15 minutos. O sobrenadante foi novamente descartado
e o pellet ressuspendido com 2 ml de PBS. A suspensdo de células foi transferida para dois
microtubos de 1,5 ml livres de DNase e RNase. A suspensdo foi novamente centrifugada, a
3.300 X g, 4°C por 8 minutos, descartando-se 0 sobrenadante para posterior armazenamento

da amostra a -80°C ate a extracdo de RNA.

2.6.2.2 Protocolo para Extracdo de PMNs

O protocolo de isolamento das PMNs, segue a metodologia adaptada da descrita por
Jiemtaweeboon et al. (2011). Nos tubos contendo a Gltima camada do gradiente de densidade
(PMNs), foram realizadas duas lavagem para lisar os glébulos vermelhos. As lavagens foram
realizadas da seguinte maneira: adicionou-se agua destilada (hipotdnica) em volume igual ao
da amostra, incubando a suspensdo celular por aproximadamente 10 segundos;
imediatamente, completou-se com 50 ml de PBS concentrado duas vezes (qgsp),
homogeneizou-se a amostra, seguido de centrifugagdo a 900 X g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado novamente. Apos descartar o sobrenadante
da segunda lavagem, foi realizada lavagem com solucdo de lise hipertdnica, por meio de
incubacdo com 10 ml da solugdo de lise por 10 minutos, e posteriormente completando-se
com 40 ml de PBS (gsp). A amostra foi centrifugada a 900 X g por 15 minutos. O
sobrenadante foi novamente descartado e o pellet ressuspendido em 2 ml de PBS e transferido
para dois microtubos de 1,5 ml livres de DNase e RNase. A suspensdo foi novamente
centrifugada, a 3.300 X g, a 4°C por 8 minutos, descartando-se o sobrenadante e armazenando
a amostra a -80°C até a extracdo de RNA.

2.6.3 Extracdo de RNA por Trizol

Esta atividade estava relacionada a um projeto de mestrado realizado anteriormente ao
periodo de estagio, por esse motivo foi acompanhado apenas a extracdo do RNA. Foram
utilizadas amostras de células epiteliais do colo uterino coletas por cytobrush (Figura 6).
Conforme descrito por Cardoso et al. (2017), as amostras foram armazenadas em criotubos

com 1 ml de reagente Trizol mantidas a -80°C até o seu processamento. O protocolo de
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extracdo de RNA por Trizol utilizado foi adaptado da metodologia descrita por Chomczynski
(1993).

FIGURA 6. Processamento de amostra uterina coletada por meio de escova citoldgica (cytobrush).

As amostras sdo retiradas do freezer e colocadas no gelo, para que descongelarem

lentamente. A fim de auxiliar o processo de lise celular, os tubos com as amostras séo
homogeneizados no vortex em velocidade maxima por 5 minutos. Apds a lise as amostras sdo
transferidas para microtubos de 1,5 ml e a escova citoldgica (cytobrush) é descartada. Para
separar 0o RNA do DNA e das proteinas coloca-se 266 pl de cloroférmio na amostra, mistura-
se por 15 segundos em vortex, incuba em temperatura ambiente por 5 minutos e centrifuga a
12.000 X g a 4°C por 15 minutos. Apds a centrifugacdo o RNA suspende formando uma fase
aquosa, essa fase € transferida para outro microtubo onde € adicionado 333 pl de isopropanol,
as amostras sdo incubadas por 10 minutos e armazenadas em -80°C overnight.
No dia seguinte as amostras séo descongeladas em gelo e centrifugadas a 15.000 X g a 4°C
por 8 minutos, ao final da centrifugacdo o RNA precipita formando um pellet branco.
Descarta-se o sobrenadante. Comega entéo as lavagens do RNA com 600 pl de etanol 75%,
homogeneiza rapidamente no vértex e centrifuga-se a 15.000 X g a 4°C por 5 minutos,
descarta o sobrenadante e repete a lavagem. Apés descartar o sobrenadante adiciona-se 12 pl
de agua livre de nucleases, as amostras sdao mantidas a 55°C por 15 minutos. Para a
quantificacdo do RNA as amostras sdo colocadas no gelo e é feita a quantificacdo em
equipamento especifico, as amostras sdo armazenadas a -80°C até a sintese de cDNA.

2.6.4 Processamento de tecidos
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Durante o ECSMV foi possivel acompanhar o experimento do pesquisador Juliano
Coelho da Silveira em conjunto com a Dr.2 Niamh Forde. Foi realizado o diagndstico de
gestacdo das fémeas bovinas por meio da ultrassonografica no dia 19 ap0s o servico
(inseminacéo artificial, transferéncia de embribes ou transferéncia de clones) e 20 fémeas
gestantes foram abatidas, sendo que o trato reprodutivo (ovarios, ovidutos e utero) foi
coletado. Realizou-se a lavagem uterina para se obter o embrido. Apés a lavagem e retirada do
embrido, foi confirmado em qual dos ovarios estava o CL e as coletas foram realizadas
ipsilaterais ao CL. Dos ovarios coletou-se o corpo llteo, do oviduto coletou-se fragmentos do
istmo e ampola, e do corno e corpo uterino foram coletados fragmentos de cartnculas e tecido
intercaruncular. Os segmentos foram armazenados na parafina para posterior realizacdo das

laminas histoldgicas, ou em microtubos para realizacdo de PCR.
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3. DISCUSSAO

3.1 Ciclo estral e manipulacdo farmacoldéqgica

As fémeas bovinas sdo consideradas poliéstricas anuais, ou seja, a atividade ciclica
(ciclo estral) ocorre durante todo o ano, sendo interrompida quando a fémea apresenta um
quadro de gestacdo, lactacdo e/ou condigdes patologicas (HYTTEL; SINOWATZ;
VEJLSTED, 2012). O ciclo estral é o intervalo entre dois periodos de receptividade sexual
(estro), sendo que em vacas o0s ciclos estrais duram aproximadamente 21 dias (variam de 17 a
24 dias). O ciclo estral € dividido de acordo com a estrutura e 0 horménio predominante no
ovario em fase folicular que dura de 3 a 6 dias e fase luteinica com duragdo de 16 a 17 dias
(BALL; PETERS, 2006).

A fase folicular comega com a regressao do corpo lateo (lutedlise) na reducdo marcante
de progesterona. O efeito de retroalimentacdo negativa que a P4 vinha exercendo no
hipotdlamo sob a produgdo de GnRH é retirado, assim o hipotalamo aumenta a liberagdo de
GnRH, que estimula a liberacdo de FSH (horménio foliculo estimulante) e LH (horménio
luteinizante). As gonadotrofinas estimulam o crescimento folicular e com isso a producédo de
estradiol (E2) pelos foliculos (SENGER, 2003). O estradiol € o0 horm6nio predominante nesta
fase sendo responsavel por alteracfes do trato reprodutivo e pela receptividade sexual.

A fase folicular, como o préprio nome sugere, esta relacionada a foliculogénese e para o
melhor entendimento dessa fase é necessario entender como ocorre a dindmica folicular,
processo este que abrange quatro etapas, sendo elas: o recrutamento, a sele¢do, a dominancia
e a atresia. A primeira etapa consiste no recrutamento de um grupo de foliculos pequenos que
comecam a crescer e produzir E2 em doses baixas, nessa etapa as concentracdes de FSH estdo
altas e de LH estdo baixas. Na selecdo em bovinos apenas um foliculo é selecionado para
tornar-se dominante. Na dominéncia o foliculo selecionado exerce um efeito inibitorio sobre
os demais foliculos, através da producdo de inibina que exerce uma retroalimentacdo negativa
na liberacdo de FSH, essa etapa é caracterizada pela alta concentracdo de LH, E2 e inibina. A
ultima etapa é chamada de atresia, nela ocorre a degeneracdo dos foliculos causada pela
inibina que bloqueia seletivamente a liberagdo de FSH culminando em atresia folicular
(GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008).
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Proestro e estro sdo subdivisdes da fase folicular. O proestro compreende da lute6lise ao
inicio do estro, cerca de 2 a 5 dias, e € caracterizado pela alternéncia de dominancia dos
horménios esteroides, ocorrendo a diminuicdo de P4 e aumento de E2 sendo que 0s
responsaveis por essa transicdo sdo o FSH e o LH, pode-se dizer que os principais eventos
que ocorrem nessa fase sdo a formacdo do foliculo pré-ovulatorio e a preparacdo do trato
reprodutivo para o estro. O estro dura aproximadamente 15 horas (6 a 24 horas), € nessa fase
que acontece a receptividade sexual, onde as fémeas apresentam sinais estro (vocalizagéo,
nervosismos, diminui ingestdo de comida) e aceitam a monta, o principal evento que acontece
no estro é a ovulacdo resultante de um pico de E2 que leva a um pico de LH. Bovinos é a
Unica espécie em que a ovulacdo acontece de 24 a 32 horas ap6s o estro (HAFEZ e HAFEZ,
2004). Em resumo, na fase folicular ocorrem o0s seguintes eventos, liberacdo de
gonadotrofinas pela hipofise anterior, o foliculo é preparado para a ovulacdo, ha receptividade
sexual e ocorre a ovulacdo que marca o final dessa fase.

A fase luteinica tem inicio com a ovulagdo, inclui o desenvolvimento do CL e termina
com a sua lutedlise causada pela PGF2a liberada pelo endométrio das fémeas nao gestantes.
Nessa fase ha crescimento folicular e producdo de baixas concentracbes de E2 porém os
foliculos sofrem atresia, o ciclo estral pode ter de duas a trés ondas foliculares sendo que
apenas uma onda produz o foliculo ovulatério. O horménio predominante nessa fase € a
progesterona produzida pelo CL, que exerce fungdes como a retroalimentacdo negativa no
hipotdlamo sobre a liberacdo de GnRH e prepara o (tero para receber o embrido com a
estimulacdo de secrecdo das glandulas endometriais e o efeito inibitdrio sobre 0 miométrio,
reduzindo suas contracbes (BALL e PETERS, 2006). Metaestro e diestro sdo subdivisfes
dessa fase. O metaestro inicia apds a ovulacdo quando as células do foliculo rompido sofrem
uma remodelacdo estrutural e celular que resulta na formacdo do CL. As células foliculares
passam pelo processo de luteinizacdo, que inicia algumas horas antes da ovulacdo e continua
no metaestro pelo efeito continuo de LH. As células da granulosa apo6s a luteinizacéo diferem-
se em células luteais grandes que possuem um grande nimero de granulos secretores de
ocitocina e relaxina, e as células da teca interna formam as células luteais pequenas que
possuem numerosas goticulas de lipideos no citoplasma, ambos os tipos celulares séo
esteroidogénicos, ou seja, possuem a habilidade de produzir P4 (SENGER, 2003). O LH
causa diferenciacdo celular que resulta na alterndncia de dominéncia entre os horménios
esteroides, diminui as concentragfes de E2 e aumenta as de P4, as concentragcdes de LH se
mantem baixas apenas o suficiente para fazer a manutencdo da fungdo do CL. S&o necessarios

de trés a cinco dias para que o CL produza quantidade significativas de P4.
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O diestro inicia quando o CL atinge sua funcdo plena (platd de P4) e finaliza com a
lutedlise, durando de 10 a 14 dias, no final do diestro o corpo luteo perde fungédo e reduz de
tamanho. Nos onze primeiros dias de diestro, as glandulas endometriais atingem seu maximo
de producdo, essa secrecdo em fémeas gestantes promove ao embrido uma nutricdo
histotrofica (HYTTEL; SINOWATZ; VEJLSTED, 2012). Em ruminantes a lutedlise esta
associada a um fator luteolitico a PGF2a que ¢ produzida durante todo o ciclo estral em trés a
quatro pulsos por dia mas para causar lutedlise sdo necessarios cinco pulsos de PGF2a por dia
(GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008). Luteolise é causada pela liberacdo de
ocitocina pelo CL que atua no endométrio, na auséncia de embrido ha produgdo de PGF2a
pelo endométrio, com a lutedlise ha diminuicdo das concentra¢cBes de P4 removendo o
blogqueio da liberacdo de GnRH, iniciando assim o desenvolvimento folicular. Em resumo, na
fase luteinica ocorrem os seguintes eventos, transformacdes das células foliculares em luteais,
desenvolvimento do CL e lutedlise.

Varios métodos para sincronizar o estro tém sido desenvolvidos e utilizados para
facilitar e tornar mais eficiente 0 manejo reprodutivo. A utiliza¢ao de analogos de PGF2a. foi
um dos protocolos mais utilizados para sincronizacao de estros em bovinos (ODDE, 1990). A
PGF2a induz a regressdo do CL levando a diminuicdo das concentragdes circulantes de P4,
desbloqueio do eixo hipotalamico-hipofisério, e resultando no pico de GnRH seguido do pico
de LH, aproximadamente trés a cinco dias ap6s sua aplicacdo. Martineza et al. (1999)
descreveram que o intervalo entre a administragdo de PGF2a e a ovulagdo variam de acordo
com o dia do tratamento no ciclo estral, sendo que quando aplicada no dia cinco do ciclo eram
necessarios trés dias para a ovulacdo, no 12° dia a ovulagdo ocorreu em cinco dias e quando
aplicado no 8° dia ocorreu em quatro dias. A utilizacdo da PGF2a ndo se aplica as fémeas em
anestro devido a falta do CL, e em fémeas que ovularam a menos de 5 dias, uma vez que
nestes casos o CL ndo apresenta receptores para PGF2a. No protocolo Ovsynch, que consiste
na associagdo de GnRH e PGF2a, 0 GnRH ¢ aplicado IM e sete dias ap6s aplica-se PGF2a, e
uma segunda aplicagdo de GnRH 48 horas apés a PGF2a (BO et al., 2003). Pursley et al.
(1995) observaram que a ovulagdo do foliculo dominante ocorre ap6s a primeira aplicagdo de
GnRH, e o inicio de uma nova onda folicular ocorre de dois a trés dias apds a aplicagéo.
Assim a PGF2a provoca luteodlise e a ovulacao ocorre entre 24 e 32 horas apos a segunda
aplicacdo de GnRH. Resultados inconstantes sdo apresentados nos protocolos que utilizam
GnRH principalmente relacionadas a falhas na indugdo da emergéncia de uma nova onda
folicular apds o primeiro tratamento com GnRH (BO et al., 2003; COLAZO et al., 2014).

Adicionalmente, o implante intravaginal de P4 & um método amplamente utilizado para a
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sincronizacdo de estros. O implante libera P4 de forma lenta e constante, mantendo a
retroalimentacdo negativa ao hipotdlamo e hipofise e, consequentemente, reduzindo a taxa de
crescimento folicular e inibindo a ovulagdo. Ap0s a retirada do implante o estro leva de dois a
trés dias para se manifestar em resposta ao estradiol produzido pelo foliculo dominante que,
auséncia de P4, desenvolve-se a taxas de crescimento mais elevadas. A associagdo entre 0
implante intravaginal de P4 e uma aplicacdo de estrégenos na colocagdo do implante causa
ovulagdo de um possivel foliculo dominante e inicia uma nova onda folicular (BO et al.,
2003). Um protocolo amplamente utilizado para a sincronizacdo de estros consiste na a
associacdo de P4, estrogenos ¢ a PGF2a. Normalmente, no momento da inser¢éo do implante
de P4 aplica-se o estradiol (MARTINEZ et al., 2005). Todavia, na retirada do implante de P4
(sete a oito dias ap0s sua insercao) aplica-se também uma dose baixa de estradiol para induzir
0 pico de LH. Neste caso, a ovulacdo ocorre entre 24 a 32 ap0s a aplicacdo (BARUSELI et
al.,, 2012). A investigacdo cientifica acerca da manipulacdo farmacoldgica do ciclo estral
levou ao desenvolvimento de protocolos hormonais de sincronizacdo da ovulagdo que
possibilitaram a disseminacdo do uso de diversas biotécnicas da reproducao animal.

No Brasil a primeira inseminacao artificial (IA) foi realizada em 1940, porém sua
utilizacdo comercial s6 foi difundida a partir da década de 70. A 1A consiste em depositar 0
sémen no trato reprodutivo feminino, permitindo que o espermatozoide fecunde o odcito.
Quando comparamos a IA com a monta natural, a IA apresenta algumas vantagens como:
melhoramento genético rapido e eficiente, controle de doencas venéreas (tricomoniase e
campilobacteriose), aumento do ndmero de descendentes por reprodutor, padronizacdo de
rebanho, utilizacdo de reprodutores post-mortem, impedidos de realizar a monta, ou
fisicamente distantes, e melhora controle zootécnico de rebanhos. Os fatores limitantes da 1A
estdo relacionados a intensificacdo do manejo, a necessidade de mao de obra qualificada, em
especial no tocante a deteccdo de cio. Devido a dificuldade de realizar manejos diarios nos
rebanhos, a fim de atingir a méaxima eficiéncia na deteccdo de cios, e com base nos principios
da manipulagdo hormonal do ciclo estral, foi desenvolvida e tem sido implementada de forma
crescente no Brasil, a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF). Entre as principais
vantagens da IATF cita-se: a auséncia da necessidade de observacédo de cio, alto percentual de
fémeas gestantes no inicio da estagdo de monta, e concentragdo do uso da médo de obra
(HAFEZ e HAFEZ, 2004). Na busca continua pela intensificacdo dos programas
reprodutivos, a ideia de um protocolo de ressincronizagdo da ovulagdo busca aumentar a
eficiéncia da IATF, por meio da reducdo no intervalo entre tentativas de tornar as fémeas

gestantes. Considerando que o ciclo estral de vacas inseminadas por IATF que ndo se
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tornaram gestantes encontra-se sincronizado, a ressincronizagdo para uma segunda 1A é
plenamente vidvel. Segundo Bartolome et al. (2005) a ressincronizagdo pode ser realizada aos
23 dias apds a primeira IATF, utilizado GnRH ou cipionato de estradiol (CE) sem diferenca
significativa entre os tratamentos. Sa Filho et al. (2014) descrevem que a ressincronizagdo
pode ser realizada com sucesso e sem prejuizos as fémeas gestantes mais cedo, aos 22 dias
apos a primeira IA com a utilizacdo de 1 mg de benzoato de estradiol (BE). Todavia, a
administracdo de estradiol no periodo de reconhecimento materno da gestacdo é controverso,
uma vez que estudos anteriores relataram que aplicacdo de estradiol nos dias 13 e 14 apos a
IA, poderia comprometer a habilidade do corpo lGteo em produzir progesterona e
consequentemente a manutengdo da gestagdo (EL-ZARKOUNY e STEVENSON, 2004). A
ressincronizacdo realizada aos 19 dias apos a primeira IATF com a utilizacdo GnRH néo
causa perda embriondria, porém apresenta taxas de gestacdo inferiores aos protocolos
iniciados nos dias 26 e 33 (FRICKE, 2013).

3.2 Diagno6stico de gestacdo

Em fémeas gestantes é necessario que o embrido sinalize sua presenca para evitar a
lutedlise e a gestacdo possa se manter, esse periodo é conhecido com reconhecimento materno
de gestacdo. A presenca de um CL funcional no inicio da gestacdo é essencial para ruminantes
sustentarem a gestacdo (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Em ruminantes o alongamento do embrido
permite maior contato entre o trofoblasto e o endométrio aumentando a eficiéncia da
sinalizagdo que ocorre quando o embrido se sobrepGe e adere-se ao endométrio. Neste
contexto, os interferons sdo glicoproteinas ndo especificas produzidas por leucdcitos,
fibroblastos, linfécitos e pelas células do trofoblasto, dentre suas funcGes pode-se citar a
funcdo antiviral e imunomoduladora além da sua acdo em fémeas gestantes. Em bovinos as
células trofoblasticas do blastocisto sintetizam o IFN-tau que atua no reconhecimento materno
de gestacdo, que ocorre entre 0 16° ao 19° dia de gestacdo. O IFN-tau atua no endométrio
inibindo a sintese dos receptores de ocitocina, hormonio responsavel por estimular a produgéo
de PGF2a pelo endométrio. Neste contexto, sem a prostaglandina ndo ha lutedlise (SPENCER
et al., 2004). O IFN-tau juntamente com a P4, atua aumentando a producéo de histotrofo pelas
glandulas uterinas.

O IFN-tau encontra-se localizado no Utero ndo sendo possivel encontra-lo na circulagéo
periférica. Todavia, o IFN-tau induz a expressdo de genes estimulados por interferons (ISGs)

em células endometriais e sanguineas que passam pelo Utero (YANKEY et al., 2001). Estudos
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demonstraram que a maior expressdo de ISGs ocorre ap6s a liberacdo de IFN-tau pelo
concepto em fémeas bovinas gestantes (HAN et al., 2006), sugerindo que a funcéo enddcrina
do IFN-tau esta diretamente ligado as ISGs. Segundo Bott et al. (2010) o IFN-tau atua através
de ISGs em tecidos extrauterinos, sendo que pode estar relacionado a resisténcia do CL a acao
luteolitica da PGF2a.

O diagndstico de gestacdo (DG) é uma ferramenta utilizada na deteccéo da existéncia e
determinacdo do periodo de gestacdo no momento da avaliacdo. O diagnostico precoce de
gestacdo permite diminuir o intervalo entre as inseminagdes, diminuindo assim o intervalo
entre partos e as perdas com vacas ndo gestantes no final da estacdo de monta. Entre os
métodos utilizados como diagnostico de gestacdo hé a observagdo do comportamento de estro.
A técnica presume que as fémeas estdo gestantes quando 21 dias apds a inseminacéo artificial
(IA) ou monta natural elas ndo retornam ao estro. A confiabilidade dessa técnica depende do
método utilizado para detectar o estro, e em bovinos a confiabilidade é afetada pelo anestro
(HAFEZ e HAFEZ, 2004). Adicionalmente, desde o século XX, a palpacéo retal vem sendo
utilizada como diagnostico de gestacdo em bovinos aos 45 dias, por ser um método pratico e
preciso. O método consiste na palpacdo uterina para detectar 0 aumento de volume causado
pela gestagdo, porém no inicio da gestacdo e em ndo gestantes o didmetro dos cornos uterinos
sdo semelhantes s6 ha diferenciacéo a partir do 40° dia de gestagdo (BALL e PETERS, 2006).
Aos 40 dias de gestacdo, o Utero encontra-se relaxado sendo possivel realizar a técnica de
beliscamento (deslizamento do corio-alantdide sobre a parede do Utero), a partir dos 4 meses
ja é possivel palpar os placentomas (carinculas e cotilédones). E importante associar o
aumento de volume uterino com 0s outros sinais como: presenca de vesicula amnioética, efeito
de parede dupla, placentomas e/ou feto, a observacdo desses sinais variam de acordo com a
fase gestacional. O ideal é associar mais de um método de diagnostico a fim de reduzir falsos
positivos gerados pela replecdo vesical ou presenca de contetdo uterino ndo fisioldgico, por
exemplo piometra e hidrométrio (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008).

No inicio da gestacdo bovina o concepto produz diversas substancias, possibilitando o
desenvolvimento de um método imunoldgico para identificacdo da gestacdo, baseando-se na
deteccdo dessas substancias presentes no sangue, urina ou leite. A proteina especifica de
gestacdo B (bPSPB) tem sido rotineiramente mensurada atraves de radioimunoensaio em soro
de vacas gestantes a partir do 28° dia (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Por ser uma proteina de
tecido placentario, sua presenga confirma a gestacdo por isso o teste é considerado definido,
chegando a 90% de eficicia. O diagnostico de gestacdo pode ser realizado através da

mensuracdo de P4 entre os dias 17 e 24 de gestacdo, visto que em vacas ndo gestantes a P4
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diminui significativamente sua concentracdo aos 17 dias pos servico (IA ou monta natural) e
em gestantes as concentracfes devem permanecer altas devido a persisténcia do CL. Este
método é considerado definitivo para vacas ndo gestantes (100% de precisdo). As causas para
a ocorréncia de falsos positivos podem estar relacionadas a ciclos estrais mais longos (28
dias) ou curtos (17 dias), a realizacdo da 1A no diestro (fase luteinica) onde as concentracoes
de P4 estardo elevadas, ou a mortalidade embrionario entre a data da amostragem e a
confirmacéo da gestacédo por palpacdo retal ou ultrassonografia (BALL e PETERS, 2006). Os
erros podem ser minimizados com a repeticdo do teste, sendo realizado no momento da 1A e
no DG ou no DG e aos 42 dias de gestacéo.

Desde 1980 a ultrassonografia (US) tem sido utilizada para avaliar os tecidos moles
guanto ao tamanho, forma, localizacdo e consisténcia, sendo considerada um marco
importante para o entendimento dos eventos fisioldgicos envolvidos no ciclo estral e gestacao.
A US instantanea em modo B, consiste na avaliagdo bidimensional de cortes transversais dos
tecidos. Em bovinos o0 modo B permite acompanhar o desenvolvimento embrionario sendo
possivel observar entre os dias 17 e 19 pos servico a vesicula embrionaria, area ndo ecogénica
e esférica no lumen uterino, aos 22 dias o embrido estd visivel, entre os dias 20 e 25 a
viabilidade do batimento cardiaco fetal (184 a 188 bpm). O DG por este método é usualmente
realizado aos 28 dias de gestacdo, mas também é considerado preciso (100%) aos 25 dias pos
servico quando é facil a visualizacdo do embrido, porém ja vem sendo realizado aos 22 dias
(GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008), conforme observado nos experimentos
acompanhados durante 0 ECSMV.

A ultrassonografia em modo Doppler € utilizada para avaliar o fluxo sanguineo dos
6rgdos. Ao avaliar, por exemplo, o batimento cardiaco e fluxo sanguineo (corddo umbilical)
do feto ou a circulacdo materna (artéria uterina) a onda de alta frequéncia que o transdutor
emite é alterada, essa onda alterada é refletida ao transdutor e convertida em imagens
coloridas, que podem ser avaliadas pelo modo convencional, ou Color Doppler, ou pelo modo
Power Doppler (HERZOG et al., 2011). A utilizagdo do Color Doppler permite avaliar a
direcdo do fluxo em relacdo ao transdutor, normalmente tons de vermelho indicam fluxo em
direcdo ao transdutor e azul aqueles que se afastam do transdutor (MCDICKEN,;
ANDERSON, 2002). O Power Doppler é uma técnica utilizada para avaliar o fluxo em
pequenos vasos, portanto, fornece imagens mais completas de vascularizagdo do que o Color
Doppler. O Doppler é considerado uma técnica de primeira linha que vem sendo utilizada
tanto na medicina veterindria como na medicina humana. Sua utilizacdo na medicina humana

passa primeiramente pela avaliagdo em modelos animais, principalmente ovelhas. Mourier et
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al. (2017) utilizaram o Doppler para avaliar o fluxo sanguineo uteroplacentario de ovelhas a
fim de desenvolver um modelo de circulagdo uteroplacentaria que se aplique a gestagdo
humana. As mudancas no fluxo sanguineo da artéria uterina avaliada com a US Doppler em
ovinos e caprinos permite prever a data do parto, além de fornecer um mapeamento da
fisiologia do fluxo sanguineo uterino durante a gestacdo (ELMETWALLY; ROHN;
MEINECKE-TILLMANN, 2016). A literatura descreve varios métodos de DG, e sugere a
associacdo de mais de um método para aumentar a precisdo do diagnostico. Nos experimentos
acompanhados foi possivel visualizar o DG por US em modo B e Doppler, sendo que foram
coletadas amostras de sangue para a mensuracdo de P4 e amostras para estabelecer um
método de DG precoce através da expressdo das ISGs em PMN e PBMC.

O IFN-tau estimula a expressao de 1GSs em tecidos intra e extrauterinos, e por ser uma
citocina pode estimular a atividade de leucécitos (GIFFORD, 2007). Estudos anteriores,
indicam que a medic¢do da atividade de ISGs em leucdcitos pode ser usada como um método
de DG alternativo e precoce aos 18 dias, porém essa medicdo ndo se aplicada a outros fluidos
corporais, como o leite (KOSE, 2014). Garcia-Sastre e Biron (2006) relataram que o IFN-tau
induz a expressdo de mais de 100 ISGs. Todavia Austin et al. (2004) descreve que apenas
alguns sofrem aumento nos leucécitos devido a gestagdo. A fim de comparar a precisdo da
técnica de DG pela expressao das 1SGs, durante 0 manejo animal foi realizado a US em modo
B e Doppler.

A ultrassonografia Doppler tem sido utilizada na reproducdo bovina como ferramenta
de avaliacdo da perfusdo sanguinea das estruturas ovarianas (CL e foliculos) para verificar a
funcionalidades das mesmas e diferenciar os padrdes encontrados em gestantes e néo
gestantes (PUGLIESI et al., 2014). Nos experimentos era feito 0 acompanhamento das fémeas
todos os dias para verificar o desenvolvimento do foliculo e do CL. As fémeas foram
consideradas gestantes quando o CL apresenta area maior que 2 cm? e perfusdo sanguinea
luteal maior que 25% (PUGLIESI et al., 2014) aos 22 dias, associando as carateristicas do CL
com a presenca de liquido no Gtero. O DG realizado aos 25 dias considerou gestantes as
fémeas que apresentavam o CL funcional associado & presenca do embrido e visualizagdo do
batimento cardiaco. Kelley et al. (2017) descrevem que fazer o DG somente pela perfusao
sanguinea do CL ndo ¢ um método eficiente em bovinos leiteiros, principalmente quando se
quer avaliar o risco de perda embrionaria aos 34 dias apds IA, condizendo com o que foi
visualizado em um dos animais acompanhados, onde a novilha foi considerada gestante aos
25 dias e ao repetir o DG aos 30 dias havia ocorrido a perda embrionaria, sendo que o CL

apresentava perfusdo de 25%. Estudos realizados por Brogan et al. (2016) em eguas,
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confirmou que h& uma correlacéo positiva entre a area e o fluxo do CL com as concentra¢des
circulantes de P4, fato esse que se espera confirmar em bovinos de corte ao relacionar a
mensuracdo da curva de P4 com as caracteristicas do CL levantadas durante a realizacdo dos

experimentos.
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4. CONCLUSAO

Hé diversos métodos de DG para cada fase da gestacéo, sendo possivel associa-los para
aumentar a precisdo do diagnostico. Cada vez mais tem se estudado alternativas para
diagnosticos precoces a fim de diminuir as perdas relacionadas a fémeas ndo gestantes, de
modo a realizar uma nova IATF o mais cedo possivel e possibilitar que as fémeas néo
gestantes tenham uma nova oportunidade de concepcgao.

Na Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) o ECSMV é um dos requisitos para
0 académico receber o titulo de Bacharel em Medicina Veterinaria. O estagio objetivou
conceder ao académico uma conciliacdo da teoria vista nos anos de graduacdo com a vivéncia
e desenvolvimento da pratica do exercicio profissional na area de atuacdo de preferéncia do
académico, preparando-o para 0 mercado de trabalho. O ECSMV realizado na area de
fisiologia da reproducéo de bovinos no Laboratorio de Fisiologia e Endocrinologia Molecular,
foi a oportunidade do académico de acompanhar projetos em desenvolvimento pelo
laboratério, assim como acompanhar a rotina diaria de um laboratério de pesquisa e de seus
pos-graduandos, participar das reunibes técnico-cientificas, aumentando o interesse da
académica pela pds-graduacdo e a incentivando na direcdo da continuidade da carreira

académica.
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ANEXO

ANEXO A: Certificado de Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria.
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