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1. INTRODUCAO

Inimeros estudos demonstram que uma parcela significativa (40-70%) das
fémeas inférteis ou “repetidoras de servigo” submetidas a protocolos de IAL,
recuperam a fertilidade posteriormente. O mecanismo através do qual ocorre o
restabelecimento da fertilidade ainda é completamente desconhecido.

Os protocolos de IAL consistem, basicamente, de prolongado periodo de
exposicdo a progesterona e estrogeno com aplicacbes isoladas de
prostaglandina, corticoides e somatotrofina recombinante bovina (bST). Dados
anteriores obtidos pelo nosso grupo demonstram que 0s niveis de progesterona
alcancados ao longo dos sete dias de aplicacdo sao inferiores aos observados
durante o metaestro e diestro fisiologico. Por outro lado, os niveis de estrégeno
sdo extremamente elevados e por periodo muito longo (mais de 15 dias), o que
nao ocorre em nenhum momento fisioldgico da fémea bovina ndo gestante.

Aliado a isso, os efeitos positivos do estrogeno sobre o ambiente uterino, na
prevencdo e combate de processos inflamatorios, e sobre o eixo hipotalamo-
hipdfise-gonadal, modulando a funcdo hipotalamica, sdo bem estabelecidos.
Portanto, com base nesta observacado, elaboramos a hipdtese de que o longo
periodo de exposicdo aos esteroides, em especial ao estrogeno, esta envolvido
no retorno a fertilidade dos animais tratados através da modulacdo do ambiente
endocrino e cellular do Utero e ovarios.

2. METODOLOGIA

Dezessete dias antes do inicio do protocolo de IAL (D-17), sete vacas
leiteiras ciclicas, repetidoras de servico, com peso médio de 576,7 + 31,8 kg,
tiveram o estro previamente sincronizado com a insercao de dispositivos
intravaginais (DIV) contendo 1,0 g de progesterona. Simultaneamente a insercao
dos DIV, foram aplicados 2 mg de benzoato de estradiol por via i.m.. Os DIV
foram mantidos por nove dias. Apés a remocao dos DIV, foram administrados 150
Mg de cloprostenol sédico (PGF) por via i.m., sendo avaliada a dinamica folicular.
Dois dias apods a retirada dos DIV (D-6), as vacas receberam 0,021 g de acetato
de buserelina (GnRH) e foi realizada citologia uterina através da técnica de
escova endometrial (Cytobrush) adaptada de Kasimanickam et al. (2004). Uma
escova cervical ndo estéril (Labor Import®) foi adaptada e inserida em um
aplicador universal de sémen para passagem através da cérvix. Apos isso, a
escova foi exposta na ponta do aplicador, onde foi feita a coleta da amostra das
células do endométrio e realizado um esfregaco em Iamina, estes foram corados
com Pandtico Rapido (Bastos et al., 2015) para avaliacdo do padrédo das células
do endométrio. As amostras foram avaliadas em microscopio 6tico Olympus CX
41 (Olimpus Corporation, Tokyo, Japao) em aumento de 1000x. A citologia foi
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avaliada com base no padrao celular: presenca de citoplasma, presenca de
nucleo isolado, tamanho do nucleo, forma da célula e do nicleo e presenca de
leucdcitos e eritrécitos. Foram contadas 100 células e classificadas conforme
padréo de tipo celular em: superficiais (TI), intermediérias (TIl), basais (TIII),
neutrofilos (N) e linfocitos (L) (Brodzki, Brodzki, Kurek, Marczuk, & Tatara, 2015).
Seis dias ap6s (DO0), iniciou-se o protocolo de IAL, com a insercdo de dois DIV
inseridos juntos, cada um contendo 1,9 g de P4, além de aplicacdes diarias de 0,1
mg/kg de BE, por 7 dias (até o D6). No D1 e no D7, foram aplicados 150 pg de
cloprostenol sodico, no D14 e no D21 foram aplicados 500 mg de somatotropina
bovina recombinante via s.c. (bSTr). No D19, no D20 e no D21 foram feitas
massagens no Ubere, duas vezes ao dia durante 5 minutos, para estimular a
liberacdo de prolactina endégena. No D21 iniciou-se a ordenha dos animais. A
dinamica folicular foi avaliada durante o experimento para monitoramento da
atividade ovariana. Cinquenta e cinco dias apés o inicio do protocolo e inducao,
as vacas foram novamente sincronizadas através da insercdo de um DIV
contendo 1,0 g de P4 e aplicacao de 2 mg de BE. Nove dias apés (D64), o DIV foi
retirado e os animais receberam 150 ug de cloprostenol sodico por via i.m.. Dois
dias apos (D66), foi realizada nova coleta para citologia através de esfregaco das
células do endométrio com a técnica descrita anteriormente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As vacas submetidas a IAL 100% lactaram apds a conclusdo do protocolo,
manifestando estro por trés dias apos o termino da exposicéo a P4, atingindo taxa
de prenhez de 66,6% que corroboram com o0s encontrados por outros
pesquisadores, que além de possibilitar lactacdo sem uma gestacdo prévia, o
protocolo hormonal utilizado para induzir a lactagcdo permite que algumas vacas
retornem a reproducéo, evitando descarte precoce dos animais. Existem relatos
na literatura de vacas com diversos problemas reprodutivos, como metrite, cistos
ovarianos, abortos e outros transtornos, apos protocolos de inducéo de lactacéo
se tornarem gestantes (Smith e Schanbacher, 1973; Jewell, 2002; Freitas et al.,
2010; Mellado et al., 2011) o que reforca a hipotese de que a prolongada
exposicdo a estrégenos module o ambiente uterino, favorecendo o retorno a
fertilidade.

Nas avaliacdes da citologia uterina foram observadas: células superficiais,
células intermediarias, células basais, neutrofilos e linfocitos. As médias das
guantidades de cada tipo celular estéo listadas na tabela 1. Ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos (P > 0,05) no padréo de resposta inflamatéria,
tampouco nas células uterina antes e apos a exposi¢cao hormonal (Figura 1).

Tabela 1. Numero de células avaliadas por citologia endometrial antes e depois
da exposicdo a estrogenos (média + erro padrao)
Células observadas
TI (%) TII (%) T (%) N (%) L (%)
Antes 73,0+51 173+53 58+28 30+22 0,8+0,5
Depois 728+48 198+49 1004 26+13 36+19
Células superficiais (TI), células intermediérias (TII), células basais (TlII),
neutroéfilos (N) e linfécitos (L).
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Figura 1: Porcentagem de células avaliadas no esfregaco feito a partir da citologia
uterina nas vacas antes (D-6) e ap0s tratamento de exposicao a estrégeno (D66).
Nos dois momentos as células foram coletadas no proestro. Células superficiais
(T1), células intermediarias (TIl), células basais (TIII), neutréfilos (N) e linfocitos (L)
(p > 0,05).

Vacas sob a influéncia de E2 apresentam maior fluxo sanguineo no utero
(Rawy et al., 2018) e maior grau de estimulo a divisdo e proliferacdo celular
(Fraser, Wilson, Silvestri, Morris, & Wiegand, 2008). No presente estudo, se
observou grande quantidade de células em diferentes graus de degeneracao
(principalmente células TI) e também algumas células epiteliais jovens (TIII), tanto
antes como apds a exposicdo ao estrégeno, indicando que ocorreu renovacao
celular no endométrio. Dados similares foram relatados por Brodzki et al. (2015),
gue encontraram maior quantidade de células degeneradas Tl em vacas na fase
folicular do ciclo estral. Entretanto, ndo houve diferenca no padrdo celular do
endométrio antes e depois do tratamento, sugerindo que existam outros
mecanismos envolvidos na retomada da fertilidade destas vacas. A avaliacdo da
guantidade de células de defesa, principalmente polimorfonucleares, é utilizada
para avaliacdo de endometrites clinicas (Sicsic et al., 2018) e subclinicas (Van
Schyndel, Pascottini, & LeBlanc, 2018), sendo diretamente relacionada a
capacidade das vacas emprenharem apos o parto.
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4. CONCLUSOES
O protocolo utilizado foi capaz de induzir lactagao artificial em todas as vacas
testadas. A prolongada exposicdo a estrogenos ndo foi capaz de induzir
modificagdes no padrdo celular e na resposta imune no endométrio de vacas no
proestro depois do tratamento.
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