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1. INTRODUCAO

Os problemas reprodutivos sdo uma das principais causas de descarte em
rebanhos leiteiros, o que leva a grandes prejuizos econdmicos ao produtor. A
selecdo continua para producao de leite resultou em uma combinagédo antagbnica
entre aumento da producédo e reducéao de fertilidade na pecuaria leiteira (Pryce et.
al., 2004).

Protocolos de inducéo artificial de lactacdo (IAL) sdo alternativas para extrair
alta producao leiteira de vacas com problemas reprodutivos que néo poderiam
entrar naturalmente em lactacdo, evitando assim o seu descarte precoce. Ainda
gue uma parcela significativa (entre 40-70%) das fémeas inférteis ou “repetidoras
de servico” submetidas a IAL retoma a fertilidade posteriormente, os mecanismos
envolvidos no restabelecimento desta fertilidade ainda s&o desconhecidos.

Os protocolos de IAL sdo baseados em um prolongado periodo de exposicédo a
progesterona (P4) e estrogeno (E2), com aplicacdes isoladas de prostaglandina,
corticoides e somatotrofina recombinante bovina (bST). Dados anteriores obtidos
pelo nosso grupo demonstram que o0s niveis de progesterona alcancados ao
longo dos sete dias de aplicacao séo inferiores aos niveis fisioldgicos observados
durante o metaestro e diestro. Por outro lado, os niveis de estrdgeno sao
extremamente elevados e se mantem por periodo muito longo (mais de 15 dias),
0 gue ndo ocorre em nenhum momento fisioldgico da fémea bovina ndo gestante.

Ainda, os efeitos positivos do estrogeno sobre o ambiente uterino (na
prevencado e no combate a processos inflamatdrios) e sobre a modulagédo do eixo
hipotadlamo-hipoéfise-gonadal sdo bem estabelecidos. Com base nestas
observacdes, elaboramos a hipétese de que o longo periodo de exposicdo aos
esteroides, em especial ao estrégeno, esta envolvido no retorno a fertilidade dos
animais tratados através da modulacdo do ambiente endocrino, uterino e
ovariano. Este trabalho tem por objetivo geral determinar as modula¢gdes génicas
uterinas e endocrinas em vacas submetidas a longos periodos de exposicdo ao
estrogeno.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas seis fémeas bovinas leiteiras, com atividade ciclica, porém
com histérico de repeticdo de servicos. As vacas foram previamente
sincronizadas com o seguinte protocolo hormonal: no DO foi realizada a aplicacéo
de 2 mg de benzoato de estradiol por via i.m. e a inser¢cdao de um dispositivo
vaginal (DIV) contendo 1g de progesterona. Oito dias apés (D8), o DIV foi
removido e foi feita a aplicacdo de 150 ug de cloprostenol sodico (analogo de
prostaglandina). O crescimento folicular foi monitorado diariamente por
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ultrassonografia transvaginal até que o foliculo dominante atingisse 10-12 mm,
qguando foi realizada a aspiracgéao folicular.

Cinco dias ap0s a aspiracao folicular, as vacas foram submetidas a um
protocolo de IAL, com administracdo de: P4 (0,25 mg/kg) e de benzoato de
estradiol (BE; 0,1 mg/kg) por via i.m., diariamente, durante sete dias (DO a D6);
BE isoladamente (0,1 mg/kg), por mais 7 dias (D7 a D13); dexametasona (0,05
mg/kg via i.m; em trés aplicacdes do D19 até o D21) e cloprostenol sodico (150
Mg no D17). As vacas tiveram os Uberes massageados duas vezes ao dia durante
5 minutos (do D13 ao D19).

Foram realizadas biopsias uterina, imediatamente antes da primeira aplicacao
hormonal do protocolo IAL, no DO e 7 dias apos o término do protocolo. Também
foram realizadas coletas de sangue nos dias -5, -4, -3, -2, -1, 0, 7, 14 e 21 do
protocolo. Quarenta e cinco dias apds o término do protocolo de IAL, as fémeas
foram submetidas ao mesmo protocolo de sincronizacéo de estro acima descrito,
sendo repetidos os mesmos procedimentos de dinamica, aspiracdo folicular e
coleta de sangue nos cinco dias apds a remocao dos DIV.

A partir das amostras de sangue, foram determinados os niveis de P4 e E2,
antes a apos a exposi¢do das vacas a IAL. Também foram determinados os
niveis de cortisol, para avaliar possiveis desconfortos dos animais, através da
técnica de eletroquimioluminescéncia (BOSSAERT et al., 2008).

As amostras de endométrio foram coletadas via transcervical, utilizando pinca
especifica (pinca de Yeoman), em locais diferentes do corpo do Uutero.

O RNA total das células foi extraido utilizando Trizol (Invitrogen, Brasil) e as
amostras foram quantificadas (RNA extraido) em espectrofotdmetro (NanoDrop) e
a pureza foi avaliada através da taxa de absorcdo da relacdo OD260/0D280,
desconsiderando valores inferiores a 1.6. O RNA total foi tratado com DNase
(Promega, Madison, WI) a 37°C por 15 min, para digerir qualquer DNA
contaminante. A reacao de transcricdo reversa foi realizada utilizando o kit iScript
(BioRad), seguindo as instrucdes do fabricante. A expressao relativa dos genes
foi realizada por PCR em tempo real (CFX384, BioRad) com SsoFast EvaGreen
supermix (CFX384, BioRad), sendo a variabilidade na quantidade de RNAmM
acessada em relacdo a amplificacdo dos genes constitutivos ciclofilina, histona e
GAPDH. Os genes avaliados no endométrio foram: ESR2, PGR, OXTR, SLC2A1,
AKR1C4, LPL, SERPINA14, EGFR e IGF-1R.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da mensuracdo de P4, E2 e Cortisol (Figura 1) durante a
exposicdo, permitem comprovar a eficacia do protocolo utilizado, para nortear os
estudos in vitro. Houve um aumento no nivel de cortisol nos D8 e D10, seguidos
de uma queda nos niveis no D13. O estrégeno teve um pico de concentragdo
plasmatica no D4, caindo a niveis basais apds 17 dias de tratamento. Os niveis
de progesterona se mantiveram elevados nos primeiros sete dias de tratamento
(periodo de permanéncia dos dispositivos de P4) seguidos de queda para niveis
basais apds o oitavo dia de tratamento.
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FIGURA 1: Niveis sanguineos de cortisol (A), estrogeno (B) e progesterona (C)
durante os 21 dias de exposi¢ao a estrégenos.

ABCDE Média + erro padrdo da média diferem entre os dias (p< 0,05).

A abundancia de RNAm dos receptores EGFR e ESR2 nao diferiu (p>0,05) no
endométrio de vacas, antes e ap0os a exposi¢cao a estrégenos (Figura 2). Porém, o
receptor OTR apresentou menor expressdo apdés o tratamento (p=0,0061),
corroborando os dados de ARAUJO et al. (2015), que relataram menor expressio
de OTR em vacas que ovularam foliculos de maior diametro. Assim, uma maior
exposicdo a E2 antes da ovulagdo poderia ser relacionada com regulacao
negativa do E2 na expressao deste receptor.
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FIGURA 2: Abundéancia de RNAm para EGFR (A), ESR2 (B) e OTR (C) no
endométrio, antes e apds a exposicao a estrogenos.

De seis vacas submetidas ao protocolo de IAL, cinco desenvolveram lactacao,
sendo inseminadas novamente apés o protocolo. Destas, quatro tiveram gestacao
confirmada 60 dias apds a inseminacao.

Os presentes resultados indicam que o protocolo utilizado possibilita a inducéo
de lactacdo em vacas que néo estejam em gestacdo, também permitindo o
retorno de sua ciclicidade, o que evitaria 0 seu descarte precoce. Estes resultados
corroboram relatos de estudos que indicam que vacas com diversos problemas
reprodutivos, como metrite, cistos ovarianos, abortos e outros transtornos, se
tornaram gestantes apds serem submetidas a IAL (SMITH et. al., 1973; JEWELL,
2002; FREITAS et al., 2010; MELLADO et al., 2011).
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4. CONCLUSOES

Como este experimento ainda esta em andamento, os resultados ainda sdo
parciais. O protocolo de IAL utilizado promoveu um aumento nos niveis de cortisol
nos dias 8 e 10 de tratamento, seguidos de queda no dia 13. Ainda, promoveu um
pico de estrogeno no quarto dia de exposicdo ao protocolo, seguido de queda
para niveis basais no D17. Com relacdo a progesterona, esta se manteve elevada
nos sete primeiros dias de tratamento, seguida de queda para niveis basais no
oitavo dia de protocolo. Também houve modulacdo na expressao de receptores
de oxitocina (OTR) no endométrio das vacas, havendo uma menor expressao
destes receptores apos o tratamento.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARAUJO, E.R. et al. Spatio-specific regulation of endocrine-responsive gene
transcription by periovulatory endocrine profiles in the bovine reproductive tract.
Reproduction, Fertility and Development, v. 28, p. 1533-1544, 2015.

BOSSAERT, P. et al. Interrelations between glucose-induced insulin response,
metabolic indicators, and time of first ovulation in high-yielding dairy cows.
Journal of Dairy Science, v. 91, p. 3363-3371, 2008.

FREITAS, P.R.C. et al. Artificial induction of lactation in cattle. Revista
Brasileira de Zootecnia, v. 39, p. 2268-2272, 2010.

JEWELL T. Artificial induction of lactation in nonbreeder dairy cows. 2002, 47f.
Dissertation (Master of Science) - Faculty of the Virginia Polytechnic Institute,
Blacksburg, VA, 2002.

MELLADO M. et. al. Effect of lactation number, year, and season of initiation of
lactation on milk yield of cows hormonally induced into lactation and treated with
recombinant bovine somatotropin. Journal of Dairy Science, v.94, p.4524-4530,
2011.

PRYCE, J.E. et. al. Fertility in the high-producing dairy cow. Livestock
Production Science v. 86, p. 125-135, 2004.

SMITH K. L. et. al. Hormone induced lactation in the bovine. I. Lactational
performance following injections of 17B3-estradiol and progesteronel. Journal of
Dairy Science, v. 56, p. 738-743, 1973.



