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RESUMO

A pecuaria de corte é uma atividade representativa no Brasil e contribui
expressivamente para a economia. No entanto, os indices de produtividade
estdo abaixo do desejado e do potencial do pais, de modo que a baixa
eficiéncia reprodutiva do rebanho tem colaborado para isto. A dificuldade de se
obter um bezerro/vaca/ano, atrelada a alta incidéncia de anestro pds-parto atua
fortemente nesta eficiéncia reprodutiva insatisfatoria. Assim, protocolos que
buscam sincronizar o estro dos animais e aumentar a taxa de servico, 0S
chamados protocolos de Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF), vém
sendo empregados, oferecendo inUmeras vantagens. Paralelo ao uso dos
protocolos de sincronizagéo, que buscam melhorar a eficiéncia reprodutiva, um
fator que comprovadamente diminui a fertilidade e acontece rotineiramente na
pecuaria € o0 estresse. Os fatores liberados nesse mecanismo agem
diretamente sobre o eixo hipotadlamo-hipoéfise-gonadal, inibindo a reproducéo.
Os objetivos deste trabalho foram verificar se 0os agentes estressores que
ocorrem no manejo da IATF (Inseminacédo Artificial em Tempo Fixo) e os niveis
séricos de cortisol tém efeito sobre as taxas de prenhez em fémeas Bos
indicus. Foram utilizadas 261 vacas Bos indicus, multiparas, saudaveis,
lactantes paridas (30 a 45 dias pés-parto), com idade média de 6,6 (+ 1,45)
anos e escore de condicédo corporal (ECC) entre 2,5 e 3 (ha escala de 1 a 5,
em que 1= muito magra e 5= muito gorda). O mesmo protocolo de IATF foi
aplicado a todos os animais. Foram utilizados trés inseminadores e sémen de
um unico touro. O diagndstico de gestacao foi realizado de 28 a 32 dias apos a
inseminacao, com uso de ultrassom transretal. Foram considerados agentes
estressores: Tempo no Brete, Tempo no Tronco, Tempo Total, Distancia
Invernada Curral, Distancia Curral Invernada, Distancia Total Percorrida,
Tempo sem Bezerro e Tempo no Curral. Para verificar se houve correlagéo
entre o horéario de coleta e os niveis de cortisol foi realizada a correlacao de
Spearman. O efeito dos agentes estressores sobre a probabilidade de
gestacao foi aferido por meio da andlise de regresséao logistica, enquanto que o
efeito dos niveis de cortisol sobre a gestacédo foi determinado pelo teste Mann-
Whitney. Houve efeito do meio (inseminador, fazenda e més) e do Tempo no
Tronco sobre as chances de prenhez (p<0,05), de maneira que, quanto maior o
Tempo no Tronco, menor a chance da prenhez. Isto mostra que esse agente
estressor foi eficaz em inibir a reproducéo, afetando a eficiéncia reprodutiva em
vacas Bos indicus submetidas a um protocolo de IATF. A taxa de prenhez nao
foi afetada pelos niveis séricos de cortisol (p>0,05).

Palavras-chave: eficiéncia reprodutiva; estresse; IATF; manejo no curral;
reproducao; tempo no tronco.



ABSTRACT

The beef cattle livestock is a representative activity in Brazil and contributes
significantly to the economy. However, productivity rates are below desired and
below the potential of the country, so that the herd’s low reproductive efficiency
has contributed to this. The difficulty of obtaining a calf / cow / year, linked to the
high incidence of postpartum anestrus acts strongly on this poor reproductive
efficiency. Therefore, the protocols that seek synchronize the animals estrus
and increase the service charge, the so called protocols of Fixed-Time Artificial
Insemination (FTAI), have been employed, offering numerous advantages.
Parallel to the use of synchronization protocols which seek the improvement of
the reproductive efficiency, a proven factor that decreases the fertility and
happens routinely in livestock is stress. The factors released in this mechanism
act directly on the hypothalamic-pituitary-gonadal axis by inhibiting the
reproduction. The objectives of this work were to verify if the stressing agents
occurring during the handling of the Fixed-Time Artificial Insemination (FTAI)
and the serum cortisol levels have an effect on the pregnancy rate of female
Bos indicus. There were used 261 suckling cows Bos indicus (30 to 45 days
postpartum), multiparous, healthy, with ages averaging 6.6 (£ 1.45) years and
with body condition score between 2.5 and 3 (in the scale of 1 to 5, in which
1=very thin and 5=very fat). The same FTAI protocol was applied to all animals.
Three inseminators and the semen of one only bull were used. The pregnancy
diagnosis was made by transrectal ultrasonography 28 to 32 days after the
insemination. The following stressing agents were considered: time in the pen,
time in the chute, total time, distance between pasture and corral, distance
between corral and pasture, time without calf, time in the corral. The Spearman
correlation was used to verify if there was a relation between the collection time
and the cortisol levels. The effect of the stressing agents on the pregnancy
probability was measured by logistic regression analysis, while the effect of the
cortisol levels on pregnancy was determined by the Mann-Whitney test. There
was an effect of the means (inseminator, farm and month) and the time in the
chute on the pregnancy rates (p<0.05), in a way that the longer the time in the
chute, the smaller the pregnancy rate. This shows that the time in the chute was
able to inhibit the reproduction, affecting the reproductive efficiency of Bos
indicus cows subjected to a FTAI protocol. The pregnancy rate was not affected
by the serum cortisol levels (p>0.05).

Keywords: FTAI; handling in the corral; reproduction; reproductive efficiency;
stress; time in the squeeze chute.
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CAPITULO | - SINCRONIZACAO DO CICLO ESTRAL E RELACAO ENTRE O
ESTRESSE E A REPRODUCAO DAS FEMEAS

RESUMO

Esta revisdo visa apresentar as principais dificuldades do sistema de cria
brasileiro, a biotécnica mais utilizada para aumentar a eficiéncia reprodutiva do
rebanho e como o estresse pode atuar sobre a reproducdo. A pecudria de corte é
uma atividade representativa no Brasil e contribui expressivamente para a economia.
No entanto, os indices de produtividade estdo abaixo do desejado e do potencial do
pais, de modo que a baixa eficiéncia reprodutiva do rebanho tem colaborado para
isto. A dificuldade de se obter um bezerro/vaca/ano, atrelada a alta incidéncia de
anestro pés-parto atua fortemente nesta eficiéncia reprodutiva insatisfatéria. Assim,
protocolos que buscam sincronizar o estro dos animais e aumentar a taxa de
servico, os chamados protocolos de Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF),
vém sendo empregados, oferecendo inUmeras vantagens. Estes protocolos tém por
objetivo sincronizar a onda folicular e a ovulacdo através da administracdo de
horménios, melhorando os indices de fertilidade. Para os animais Bos indicus, que
constituem a grande maioria do rebanho brasileiro, os tratamentos que apresentam
maior sucesso séo a base de analogos de estradiol, progestagenos, prostaglandina
F2a e recentemente tém se mostrado que o uso do eCG pode atuar melhorando os
resultados. Paralelo ao uso dos protocolos de sincronizacdo, que buscam melhorar a
eficiéncia reprodutiva, um fator que comprovadamente diminui a fertilidade e
acontece rotineiramente na pecuaria € o estresse. O estresse caracteriza-se pela
perda da homeostase e desencadeia uma resposta no organismo do animal, que
envolve a ativacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal e do Sistema Nervoso
Simpatico. Os fatores liberados nesse mecanismo agem diretamente sobre o eixo
hipotalamo-hipdéfise-gonadal, inibindo a reproducdo. Deste modo, enquanto
biotecnologias avancadas buscam incrementar os indices reprodutivos, situacdes
rotineiras tém efeitos que atuam em sentido contrario. Por isso, € necessario o
entendimento das duas situacdes, buscando melhorar os resultados da primeira e
amenizar os efeitos da segunda. Neste sentido, estudos que mostrem o efeito do
estresse sobre a reproducao em protocolos de IATF devem ser realizados.

Palavras-chave: fertilidade; IATF; eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal; eixo hipotalamo-
hipéfise-gonadal.
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ABSTRACT

This review sought to show the main difficulties in the Brazilian beef cows
breeding, the biotechnique most used to enhance the reproductive efficiency of the
herd and how does the stress can act on reproduction. The beef cattle livestock is a
representative activity in Brazil and contributes significantly to the economy.
However, productivity rates are below desired and below the potential of the country,
so that the herd’s low reproductive efficiency has contributed to this. The difficulty of
obtaining a calf / cow / year, linked to the high incidence of postpartum anestrus acts
strongly on this poor reproductive efficiency. Therefore, the protocols that seek
synchronize the animals estrus and increase the service charge, the so called
protocols of Fixed-Time Atrtificial Insemination (FTAI), have been employed, offering
numerous advantages. These protocols aim to synchronize the follicular wave and
ovulation through the administration of hormones, improving fertility rates. For Bos
indicus animals, that constitute the majority of Brazilian’s herd, the treatments that
show best success are those based on estradiol analogues, progestins,
prostaglandin F2a and recently it has been shown that the use of eCG can act to
improve results. Parallel to the use of synchronization protocols which seek the
improvement of the reproductive efficiency, a proven factor that decreases the fertility
and happens routinely in livestock is stress. Stress is characterized by the loss of
homeostasis and triggers a response in the animal's body that involves the activation
of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis and Sympathetic Nervous System. The
factors released in this mechanism act directly on the hypothalamic-pituitary-gonadal
axis by inhibiting the reproduction. Thus, while advanced biotechnologies seek to
increase the reproductive rates, routine situations have effects that act in the
opposite direction. Therefore, the understanding of both situations is necessary,
seeking to improve the results of the first and ease the effects of the second. In this
sense, studies that show the effects of stress on reproduction in FTAI protocols
should be performed.

Keywords: fertility; FTAI; hypothalamic-pituitary-adrenal axis; hypothalamic-pituitary-
gonadal axis.
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1. INTRODUCAO

A pecuaria de corte brasileira tem merecido destaque nos mercados nacional
e internacional, pois € uma atividade consolidada em todos os estados do Brasil, é a
principal fonte geradora de renda dentre as cadeias de produtos de origem animal e
o volume de carne bovina produzida e exportada estao dentre 0s maiores a nivel
mundial (ANUALPEC, 2015; AGE/MAPA, 2015). Contudo, os indices produtivos da
atividade estdo aquém do potencial do pais, de maneira que, se esses indices
fossem melhorados, o retorno econdmico da atividade seria muito maior.

Colaborando com a baixa produtividade e rentabilidade da pecuaria esta a
eficiéncia reprodutiva insatisfatoria. Os indices reprodutivos do rebanho brasileiro
séo precarios e a atividade de cria tem se tornado o maior gargalo da atividade, pois
causa um impacto significativo na cadeia. Dessa maneira, estudar os fatores que
afetam a reproducéo das vacas de corte se torna essencial.

Assim, 0s objetivos desta revisdo bibliografica sdo: 1) mostrar o panorama da
bovinocultura de corte brasileira abordando as dificuldades enfrentadas pelo sistema
de cria; 2) elucidar a fisiologia reprodutiva das fémeas bovinas e como é possivel
sincronizar seu ciclo estral buscando aumentar os indices reprodutivos; e 3) Abordar

o efeito do estresse sobre a reproducéo das fémeas.

2. BOVINOCULTURA DE CORTE NO BRASIL

2.1. PANORAMA DA BOVINOCULTURA DE CORTE

A pecuéria de corte no pais estad passando por mudancas significativas nas
Ultimas décadas devido as transformacdes no cenario politico-econémico do pais e
também a concorréncia com outras cadeias de producdo de proteina animal, como
de aves e suinos (OLVEIRA et al.,, 2006; MENDES e PADILHA JUNIOR, 2007).
Apesar de os indices produtivos estarem aumentando, ainda estdo aquém do
potencial do pais (COSTA E SILVA, 2007). O desempenho insatisfatorio da cadeia e
a baixa fertilidade do rebanho tém colaborado para este cenario (MACHADO et al.,
2008).
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A taxa de desfrute do rebanho brasileiro foi de 21,7% no ano de 2014
(ANUALPEC, 2015), esse indice estd muito abaixo do potencial real da atividade.
Além disso, esta distante de indices alcancados por paises competitivos como 0s
Estados Unidos e Nova Zelandia, que tiveram no mesmo ano a taxa de desfrute de
35,46% e 42,14%, respectivamente (ANUALPEC, 2015).

No entanto, devido ao volume produzido, a bovinocultura de corte brasileira
tem merecido destaque no mercado internacional e também na economia interna
(OIAGEN et al., 2006). E realizada em todos os estados do Brasil e consiste em uma
importante atividade econémica que compde o PIB brasileiro (EUCLIDES FILHO e
EUCLIDES, 2010). Nos Uultimos anos, a producdo de carne bovina tem se
consolidado como a principal fonte geradora de renda dentre as cadeias de produtos
de origem animal. Segundo o AGE/MAPA (2015), o Valor Bruto da Producao (VBP)
desta cadeia representou sozinho 36,2% de todo o VBP produzido pela pecuaria em
2014, atingindo o valor de 65,2 bilhdes de reais.

O Brasil lidera o ranking mundial de carne bovina desde 2008 (MAPA, 2015).
Em termos de tamanho de rebanho e producdo de carne bovina, o Brasil ficou em
segundo lugar, perdendo apenas para a india. J4 em relacdo as taxas de abate,
ocupou também a segunda posicdo, mas dessa vez permaneceu atras da China
(ANUALPEC, 2015).

Além disso, o Brasil € um dos Unicos paises que ainda pode expandir sua
pecuaria de corte, pois possui areas que podem ser exploradas de forma
ecologicamente correta, ao contrario de outros paises tradicionais produtores de
carne como Australia e Argentina (MEZZADRI, 2007).

A pecuéaria extensiva €, sem duvida, o sistema de producdo mais
representativo no pais. Segundo o IBGE (2007) as pastagens ocupam mais de 172
milhdes de hectares, aproximadamente 20% da area agriculturavel e 48% da area
dos estabelecimentos agropecuarios do nosso territério. De maneira que, apesar de
a area de pastagem ter aumentado apenas 4% de 1975 a 2006, o numero de
animais criados de forma extensiva mais que dobrou nesse periodo, mostrando o
aumento da intensificacdo da producéo (DIAS-FILHO, 2014).

Em relacdo as caracteristicas do rebanho brasileiro, 80% dos animais sao
zebuinos ou cruzamento destes. Sendo que 80% dessa fracdo, sdo da raca Nelore
ou anelorados, pois estes sdo mais adaptados as condigbes climaticas do pais
(AGUIAR, LEITE e ELQY, 2007).
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2.2. DIFICULDADES NO SISTEMA DE CRIA

A atividade de cria abrange a reproducgéo, a maternidade, o aleitamento e a
desmama (OLIVEIRA et al., 2006). Esta atividade tem se tornado um dos principais
gargalos da pecuaria de corte brasileira e merece atencdo especial devido ao
impacto que causa na cadeia de carne. Trenkle e Willham (1977) calcularam o valor
econdmico da industria da carne e verificaram que a reprodugdo € no minimo 5
vezes mais importante do que a producéo (lactacdo e crescimento) e 10 vezes mais
importante do que a qualidade do produto (carcaca).

Nos ultimos anos, mudangas no cenario nacional causaram, em muitas
regides, a troca de pastagens por areas de culturas agricolas. Assim, para liberar
essas areas, parte do rebanho brasileiro foi abatido, incluindo também fémeas em
idade reprodutiva. (MEZZADRI, 2013). A producéo de bezerros tem sido insuficiente
para atender a forte demanda a partir de 2014, estimulando a alta dos precos em
toda a cadeia. Para o rompimento deste circulo vicioso, € necessario 0 aumento
substancial da produtividade no sistema de cria (FERRAZ, 2015), ja que a baixa
produtividade e rentabilidade de todo o sistema esta diretamente relacionada a cria
(PFEIFER et al., 2008). Dessa forma, técnicos e criadores devem estabelecer como
uma das principais metas o incremento da eficiéncia reprodutiva para obter maior
retorno econdémico da atividade. (BARUSELLI et al., 2004; ROCHA et al., 2007a).
Pode-se resumir a eficiéncia reprodutiva como a capacidade de emprenhar um
animal, pela primeira vez, o mais precocemente possivel e com 0s menores
intervalos entre partos ao longo da vida (RADOSTITS e BLOOD, 1986; MONTEIRO
e VIANNA, 2011).

Em condicbes favoraveis, uma vaca tem capacidade de produzir um bezerro
por ano (STAGG et al., 1995). Esta meta é mais dificil de ser alcancada no rebanho
brasileiro que € majoritariamente constituido por Bos indicus (BARUSELLI et al.,
2008), pois o tempo de gestacdo desta subespécie é de 292 dias, 10 dias a mais do
gue a duracao da gestacado dos

Bos taurus. Assim, as vacas de origem zebuina, tem um prazo menor para
emprenhar ap0s o parto, o que dificulta a concepcdo de um bezerro por ano
(BARUSSELI, GIMENES e SALES, 2007). Além disso, vacas criadas em condi¢des
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tropicais apresentam alta incidéncia de anestro pos-parto, isso desencadeia
intervalos entre partos muito acima dos ideais (BARUSELLI et al., 2004).

3. CICLO ESTRAL E SUA SINCRONIZACAO

3.1.FASES DO CICLO ESTRAL

O ciclo estral dos bovinos é definido como um padrédo ritmico de eventos
fisiologicos e modificacdes enddcrinas que resultam em mudancas morfolégicas no
sistema reprodutivo e alteragbes comportamentais. Nos bovinos, o ciclo ocorre
aproximadamente a cada 21 dias durante o ano inteiro e pode ser interrompido por
gestacdo, amamentacao, subnutricdo ou condi¢des patologicas (FERREIRA, 2010).

O estro é o periodo no qual o foliculo estd em seu estadio pré-ovulatorio e ha
altas quantidades de estradiol e Hormbnio Luteinizante (LH) circulantes
(CUNNINGHAM, 2004). Durante esse periodo a fémea manifesta um
comportamento caracteristico que contempla: receptividade sexual, comportamento
homossexual, aumento na frequéncia de miccdo e de mugidos (BARUSSELI,
GIMENES e SALES, 2007). O metaestro ocorre entre o fim do estro e o inicio da
formacéo do corpo luteo (CL). Nessa fase ocorre a ovulacdo, a formagcdo do corpo
hemorragico e a etapa inicial do desenvolvimento do CL. Em seguida inicia o diestro,
periodo no qual o CL esta maduro, liberando altas quantidades de progesterona. Na
sequéncia, com a regresséao do CL, comeca o proestro. Durante esses dias 0s niveis
de progesterona caem, os de Horménio Foliculo Estimulante (FSH), LH e estradiol
aumentam e ha crescimento folicular rapido (RIPPE, 2009). As fases do ciclo estral e

sua duracdo em bovinos estdo resumidas na FIGURA 1.
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PROESTRO
(172 dia)

(3-4 dias)

ANESTRO
(Duragdo variavel)
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GESTAGAO
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B. indicus)

FIGURA 1. FASES DO CICLO ESTRAL DA FEMEA BOVINA
FONTE: CUNNINGHAM (2004)

3.2. FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL

O eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (H-H-G) é responsavel por secretar
diversos hormonios que sdo os principais reguladores do ciclo estral da fémea. O
hipotalamo secreta o Horménio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) em pulsos, o
gue causa a liberacdo das gonadotrofinas LH ou FSH pela adenohipofise, estes
agem no ovario atuando no desenvolvimento do foliculo, na ovulacdo e na
maturacdo e manutencdo do CL (CUNNINGHAM, 2004).

Na fase latea, quando as concentracdes de progesterona estdo altas e de
estradiol baixas, os pulsos de GnRH gerados pelo hipotalamo ocorrem
aproximadamente uma vez a cada 4 horas. Ja na fase folicular, quando as
concentracfes de progesterona estdo caindo e as de estradiol subindo, os pulsos

aumentam atingindo um pulso por hora (DOBSON et al., 2012).
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3.2.1. Fase lutea

A fase IUtea se inicia no momento da ovulagédo e termina com regressao do
CL, durando aproximadamente 17 dias nos bovinos. Durante esse periodo, ocorre o
desenvolvimento e a fase madura do CL, que é a estrutura predominante
(FERREIRA, 2010).

O corpo luteo é uma glandula enddcrina transitéria que tem como funcao
principal secretar progesterona (BORGES et al., 2003). Este é mantido por um
padrdo pulsatil lento de LH e inicia a producéo significativa de progesterona 24 horas
depois da ovulacdo (CUNNINGHAM, 2004).

No entanto, o processo de luteinizagdo comeca antes mesmo da ovulagéo,
com mudancas nos receptores de gonadotrofinas das células foliculares. Apds a
ovulacédo, o local onde o foliculo se encontrava € ocupado por diversos tipos de
células e também por células do foliculo (células da granulosa e células da teca),
estas Ultimas originardo as células luteinicas. Ha dois tipos de células luteinicas, as
peqguenas, que secretam pouca progesterona e sdo provenientes das células da
teca, e as grandes, que secretam maiores quantidades de progesterona,
provenientes das células da granulosa. Entdo, primeiramente € formado o corpo
hemorragico que depois evolui para o CL (SALLES e ARAUJO, 2010).

Simultaneamente a presenca do CL, durante a fase latea ocorre o
desenvolvimento de foliculos, na forma de ondas de crescimento, como
demonstrado na FIGURA 2. Em cada onda, alguns foliculos comecam a crescer de
forma sinérgica, evento chamado de emergéncia folicular. Destes foliculos, apenas
um continua a se desenvolver, o foliculo dominante, os outros, os foliculos
subordinados, regridem (BARUSSELI, GIMENES e SALES, 2007). Esse fenbmeno é
denominado divergéncia folicular. Apdés a divergéncia, o foliculo dominante inibe a
secrecdo de FSH, através da liberacdo de estradiol e inibina. No entanto, ele é
capaz de continuar seu crescimento, pois é mais sensivel ao FSH. Apesar de
continuar crescendo, a ovulagdo ndo ocorre, pois durante a fase lutea ha altos niveis
de progesterona, que inibem a frequéncia e pulso do LH, essencial para a ovulacao.
Assim, o foliculo dominante entra em atresia. Consequentemente, ha a diminuicéo
dos niveis de estradiol e inibina, o que causa um aumento na secrecdo de FSH e

uma nova onda de crescimento folicular se inicia (MELLO et al., 2014a). Nos bovinos
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Bos indicus ocorre a incidéncia de 2 a 4 ondas foliculares por ciclo estral (BO,
BARUSELLI e MARTINEZ, 2003).

FOLICULO

(MM) | 1>ONDAFOLICULAR 22 OF 3° OF
DOMINANCIA DOMINANCIA DOMINANCIA

15

| Foliculos
Ats! primordiais

1 10 16 21 dias

FIGURA 2. ONDAS FOLICULARES DURANTE O CICLO ESTRAL DA FEMEA BOVINA.
FONTE: ADAPTADO DE FERREIRA (2010)
NOTA: FD: FOLICULO DOMINANTE; FO: FOLICULO OVULATORIO; OF: ONDA FOLICULAR.

O foliculo ovulatério sera aquele dominante no momento da regressao
luteinica, quando os niveis de progesterona caem (FERREIRA, 2010). A regresséao
luteinica se inicia aproximadamente no 14° dia do ciclo, com a liberacdo de
Prostaglandina F2a (PGF2a) pelas células do utero. Esta prostaglandina é
transportada até o ovario sem passar pela circulacéo sistémica e pode estimular sua
prépria producdo pelas células do CL. Assim, mesmo uma pequena quantidade de
PGF2a secretada pelo Utero pode causar a lutedlise (SALLES e ARAUJO, 2010).

3.2.2. Principais funcdes dos foliculos
A principal fungdo das células foliculares é a secrecdo de estradiol, em

maiores quantidades, e de andrégeno, em menores quantidades, sendo que essa

secrec¢ao é proporcional ao tamanho do foliculo (HAFEZ e HAFEZ, 2004).



20

A producdo de estradiol se inicia nas células da teca sob estimulo do LH e
FSH, onde o colesterol é captado da circulagcdo e convertido em pregnolona. Esta é
convertida em progesterona, que € transformada em androstenediona que, por sua
vez, € convertida em testosterona. A testosterona entra nas células da granulosa
onde h& a enzima aromatase, que a transforma em estradiol, sob estimulacdo do
FSH. Outra via de producdo de estradiol € pela entrada da androstenediona nas
células da granulosa que, também através da aromatase, é convertida em estrona e,
esta, em estradiol. A sequéncia de eventos para a producdo de estradiol esta
demonstrada na FIGURA 3. Os hormonios produzidos neste processo nao
necessariamente sdo convertidos em outros nas células do foliculo, eles também
podem sair da célula e atuar no organismo em suas fungbes fisiologicas. E
importante salientar que, aléem da aromatase, outras enzimas agem neste processo
e ha outros subprodutos que compdem essa via (LIMA-VERDE, ROSSETTO e
FIGUEIREDO, 2011).

Células da teca

Células da granulosa

/

AROMATASE

Colesterol

Progesterona

Estrona

Pregnenoclona

Androstenediona

> Est@

Testosterona

FIGURA 3. PRODUGAO DE ESTRADIOL PELAS CELULAS FOLICULARES
FONTE: ADAPTADO DE LIMA-VERDE (2011)
Além de secretar hormbnios que regulam o ciclo estral, o foliculo também é

responsavel por proporcionar um ambiente adequado para 0 crescimento e
maturacdo do odcito (MAGALHAES et al., 2009).
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3.2.3. Estadios de desenvolvimento dos foliculos

Os foliculos primordiais sdo formados durante a vida fetal ou logo apés o
nascimento e sdo constituidos por um oécito e uma camada de células
pavimentosas da pré-granulosa. Este permanece quiescente até sua ativacdo. Apés
ativados, evoluem para os foliculos primarios, nos quais o odcito é circundado por
uma camada de células da granulosa. Quando o foliculo passa a ter duas ou mais
camadas de células da granulosa (em formato cubico) e uma camada de células da
teca, é chamado de foliculo secundario. Entdo, se inicia a formacéo do antro, que é
um espaco preenchido por um liquido secretado pelas células da granulosa, o
liquido folicular. Nesse momento, o foliculo € chamado de terciario. O proximo e
ultimo estadio é o foliculo pré-ovulatério, no qual o odécito € envolvido por uma
camada de células da granulosa diferenciadas, denominadas células do cumulus
(MAGALHAES et al., 2009).

Os foliculos que ainda ndo possuem antro denominam-se pré-antrais e nao
sdo dependentes de gonadotrofinas. Ja 0s antrais, que ja possuem O antro,
necessitam do LH e FSH para se desenvolver, sendo que a necessidade de FSH é
maior no inicio do crescimento e de LH é maior no fim (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Os

estadios dos foliculos estao representados na FIGURA 4.
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FIGURA 4. REPRESENTACAO DOS FOLICULOS PRIMORDIAL, PRIMARIO, SECUNDARIO,
TERCIARIO E PRE-OVULATORIO, DA ESQUERDA PARA A DIREITA,
RESPECTIVAMENTE.

FONTE: ADAPTADO DE HAFEZ E HAFEZ (2004)

3.2.4. Fase folicular
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A fase folicular tem curta duracdo quando comparada a lutea, ocorrendo por
aproximadamente 4 dias. Esta perdura da regressao do CL a ovulacdo (FERREIRA,
2010).

Apoés a lise do CL, os eventos da fase folicular dependem da interacdo entre a
frequéncia e pulso de GnRH e da producgéao de estradiol (SMITH e DOBSON, 2002).
Pois, para alcancar uma onda de LH perfeitamente cronometrada, uma série de
eventos estreitamente controlados devem ocorrer dentro do hipotdlamo e da hipéfise
(DOBSON e SMITH, 2000).

Na fase folicular, por acdo do FSH e do estradiol, ocorre a formacgéao de
receptores adicionais de LH nas células da granulosa e diminuicdo dos receptores
para FSH. Dessa forma, o foliculo se torna dependente de LH para crescer.
Simultaneamente, o estradiol atua por um mecanismo de feedback positivo,
atuando, a nivel de hipdfise e hipotalamo, na liberacdo de LH, que estimula a
producédo e secrecdo de mais estradiol pelo foliculo (CUNNINGHAM, 2004). Assim,
se inicia a onda de LH, esta comeca aproximadamente 30 horas apos inicio da
gueda da progesterona (DOBSON et al., 2012). Entdo, com o0 aumento de
receptores para LH, de estradiol e LH circulantes, o foliculo cresce e a ovulacdo
ocorre quando este € exposto a adequada frequéncia de pulso de LH,
aproximadamente 1 pulso/hora (BO, BARUSELLI e MARTINEZ, 2003).

3.2.5. Ovulacéo

A ovulacédo ocorre aproximadamente 24 horas depois do inicio do pico de LH
e consiste na liberacdo do odcito maduro pelo foliculo (BO, BARUSELLI e
MARTINEZ, 2003). Acreditava-se que a ovulacdo era causada somente pela
pressao intrafolicular do ovario, presséo que era atribuida a acdo do muasculo liso do
estroma do ovario. Mas foi mostrado que a pressdo ndo aumenta o suficiente para
causar a ruptura do foliculo. Nas ultimas décadas, os estudos vém mostrando que a
ovulacdo ocorre devido a uma resposta inflamatoria aguda causada pelo pico de
gonadotrofinas (ESPEY e RICHARDS, 2006).
O LH estimula a producao intrafolicular de prostaglandinas da série E2, que
atuam na ruptura do foliculo. Outra ac¢éo importante do LH é o inicio da luteinizacéo
das células foliculares, que ocorre antes da ovulagédo. Assim, as células comegcam a

sintetizar pequenas quantidades de progesterona (MELLO et al., 2014a).
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Este esteroide estimula a produgéo de colagenase local, que atua quebrando
as fibras de coldgeno no revestimento externo do ovario. Além disso, a PGF2a
(produzida localmente no ovario sob estimulo do LH) causa a ruptura de lisossomos
que liberam enzimas que também agem na degradacao do tecido conectivo. Desse
modo o odcito pode ser liberado. Ao mesmo tempo, ocorre um aumento do fluxo
sanguineo e do liquido folicular, elevando a presséo intrafolicular, contribuindo para
o processo de ovulacdo (MARTIN e FERREIRA, 2009).

3.2.6. Dinamica hormonal durante o ciclo estral

Com o objetivo de sintetizar a dinamica dos hormdnios que regulam o ciclo
estral da vaca, a FIGURA 5 demonstra as interagbes hormonais que ocorrem no
ciclo, evidenciando a forma de atuacdo destes, e a FIGURA 6 mostra o ritmo de
liberacdo dos horménios reprodutivos durante os 21 dias do ciclo.
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FIGURA 5. INTERACOES HORMONAIS DURANTE O CICLO ESTRAL DA FEMEA BOVINA.

O GNRH E LIBERADO PELO HIPOTALAMO QUE AGE SOBRE A ADENOHIPOFISE
ESTIMULANDO A LIBERACAO DE FSH E LH. O FSH ATUA ESTIMULANDO O CRESCIMENTO
DOS FOLICULOS NO OVARIO, JA O LH ATUA NA FASE FINAL DA MATURACAO DOS
FOLICULOS, NA OVULACAO E NA FORMACAO E MANUTENCAO DO CORPO LUTEO. OS
FOLICULOS OVULATORIOS LIBERAM ESTROGENO NA CORRENTE SANGUINEA QUE AGE
ESTIMULANDO A LIBERACAO DE GNRH. O CORPO LUTEO SECRETA PROGESTERONA, QUE
ATUA INIBINDO A LIBERACAO DE GNRH. A PROSTRAGLANDINA F2a E LIBERADA PELO
UTERO, QUANDO O EMBRIAO NAO E RECONHECIDO, E CAUSA A LISE DO CORPO LUTEO
PARA QUE UM NOVO CICLO SE INICIE.

FONTE: ADAPTADO DE FERREIRA (2010)
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FIGURA 6. ESQUEMA DA DINAMICA HORMONAL DURANTE O CICLO ESTRAL DE UMA
FEMEA BOVINA COM DUAS ONDAS FOLICULARES.

OS FOLICULOS RECRUTADOS E DOMINANTE ESTAO REPRESENTADOS PELOS
CIRCULOS SEM PREENCHIMENTO. OS CIRCULOS COM PREENHIMENTO NA COR
PRETA REPRESENTAM OS FOLICULOS QUE ENTRARAM EM ATRESIA E OS CIRCULOS
COM PREENCIMENTO EM CINZA REPRESENTAM OS FOLICULOS OVULATORIOS.
FONTE: ADAPTADO DE RIPPE (2009)

3.3. SINCRONIZACAO DO CICLO ESTRAL
3.3.1. Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF)

O rebanho bovino mundial esta amplamente distribuido em regides tropicais,
caracterizadas por altas temperaturas e indices pluviométricos. Isso fornece uma
boa condicdo de crescimento de forragem, resultando em um sistema de producéo
com custos mais baixos (BARUSELLI et al., 2004). Devido a sua capacidade de
adaptacao, os animais de origem zebuina (Bos indicus) predominam nessas regides
de clima tropical (BO et al., 2007). Desta forma, esta subespécie representa
aproximadamente 80% do rebanho brasileiro. Contudo, apesar das caracteristicas
de adaptacédo, a pecuaria de corte vem apresentando baixos indices reprodutivos no
Brasil (BARUSELLI et al., 2008).

Para aumentar a eficiéncia reprodutiva e os ganhos genéticos do rebanho,
biotécnicas vem sendo empregadas em todo o mundo, como a Inseminacéo Atrtificial
(IA; OLIVEIRA, L. Z. et al., 2015). Esta técnica foi a primeira a ser utilizada com o

objetivo de acelerar a transferéncia de caracteristicas desejaveis, com a
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disseminacdo de genes geneticamente superiores e € uma Otima alternativa para
promover o melhoramento de rebanhos zebuinos, incrementando os ganhos
econdmicos dos produtores (BO et al., 2007; MONTEIRO e VIANA, 2011;
BARUSELLI et al., 2012).

Entretanto, os programas que usam a IA tém sido comprometidos pela baixa
taxa de servico, que ocorre pela falha na detec¢do do estro ou pelo anestro pos-
parto (SA FILHO, MARQUES e BARUSELLI, 2010). Em vacas de corte, 0 anestro
pés-parto € uma condicdo fisioldgica induzida pela amamentagcdo, pelo vinculo
materno bezerro e por baixo escore de condicédo corporal (BARUSELLI et al., 2004;
MELLO et al.,, 2014b). Esta situacdo impede que a vaca seja capaz de parir um
bezerro por ano, o que seria possivel em condi¢cbes favoraveis (BARUSELLI et al.,
2004).

As falhas na deteccdo de estro decorrem de caracteristicas reprodutivas do
gado Bos indicus, que apresenta estro de duragcdo curta (aproximadamente 10
horas). Além disso, parte consideravel dos animais (em torno de 30%) inicia e encerra
o0 estro durante a noite (BO, BARUSELLI e MARTINEZ, 2003). Dessa maneira, uma
alternativa viavel para contornar esses problemas é o uso de protocolos de
Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF), que permitem IA sem necessidade de
deteccdo de estro e que induzem a ciclicidade em vacas em anestro (BO et al.,
2007). Assim, a inseminacao pode ser programada e todos 0s animais podem ser
inseminados juntos (BARUSELLI et al., 2012).

O uso da IATF aumenta o numero de animais inseminados, melhorando a
eficiéncia reprodutiva do rebanho (MELLO et al., 2014b). A antecipacédo da prenhez
pos-parto e a utilizacdo de touros geneticamente superiores resultam em bezerros
desmamados mais pesados (BO e BARUSELLI, 2014). Gerando maior retorno
econdmico para o produtor, além do impacto no aumento da producdo de carne
(MONTEIRO e VIANA, 2011).

As vantagens apresentadas pela IATF sdo inUmeras: 1) é uma importante
ferramenta de controle; 2) permite a utilizacdo da IA em larga escala; 3) sincroniza
os partos (BARUSELLI et al., 2012); 4) pode ser facilmente realizada pela equipe da
fazenda; 5) promove melhoramento genético; 6) tem como consequéncia a producéo
de bezerros mais pesados ao desmame (BO e BARUSELLI, 2014); 7) permite
padronizacdo dos bezerros, fornecendo lotes homogéneos para a compra; 8)

favorece o0 manejo de descarte de matrizes (OLIVEIRA, F. A. et al., 2015); 9)
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melhora a fertilidade dos préximos ciclos reprodutivos em protocolos que utilizam
dispositivos de progesterona (BO et al., 2007); 10) possibilita a profilaxia de
doencas sexualmente transmissiveis; 11) facilita a realizacdo do cruzamento
industrial, com a utilizagdo de sémen de touros de origem europeia; 12) diminui
custos com a manutencao e reposi¢cao de touros (MONTEIRO e VIANA, 2011);13)
racionaliza a méo- de — obra; 14) melhora o custo-beneficio da atividade (ROCHA et
al., 2007b).

Dentre os fatores que podem afetar a taxa de prenhez em protocolos de IATF
temos: categoria animal, raca, manejo da propriedade, periodo pds-parto, situacao
do ovario no inicio do protocolo, escore de condicdo corporal, entre outros
(OLIVEIRA, F. A. et al., 2015).

3.3.2. Sincronizagdo da onda folicular e ovulagéo

Os protocolos de IATF visam controle da fungéo lutea e folicular (BARUSELLI
et al.,, 2012). Ha4 basicamente dois tipos de protocolos: aqueles que usam a
combinacdo de GnRH e PGF2a (pode ser acrescentada a progesterona) e 0s que
combinam progesterona (ou progestagenos) com estradiol, nos quais também se
usa PGF2a e pode ser acrescentada a Gonadotrofina Coridnica equina (eCG). Os
tratamentos a base de GnRH, sem estradiol, ndo tem apresentado bons resultados
para 0 gado de corte, além disso, € necessario realizar muitos manejos, o que
dificulta sua aplicacdo. Ja os tratamentos a base de estradiol e progesterona tem
apresentado resultados superiores e podem ser feitos em 3 ou 4 manejos. Dessa
forma estes protocolos sdo os preferenciais para o gado de corte e serdo abordados
nesta reviséo (BO et al., 2007; BO e BARUSELLI, 2014).

Os tratamentos visam sincronizar a emergéncia da onda folicular através da
administracdo de analogos de estradiol concomitante a utilizacdo de dispositivo de
progesterona/progestagenos. Estudos mostram que a utilizacdo desses hormdnios
causa a atresia do foliculo dominante e induz, em aproximadamente 4 dias, uma
nova onda de crescimento folicular. O dispositivo de progesterona (intravaginais) ou
de progestagenos (auriculares) mantém niveis de progesterona circulantes altos,
inibindo o pico de LH, mas permitindo a emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular, o que consiste em uma simulagéo da fase latea do ciclo estral.

Entéo é necessario diminuir as concentragfes de progesterona exdgena (retirando
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os dispositivos implantados) e enddgena (administrando PGF2a para a lise de um
possivel corpo luteo) para permitir o surgimento do pico de LH. Este pico é induzido
com a administragdo de analogos de estradiol somados ou ndo ao eCG (BO e
MAPLETOFT, 2010; SALES et al., 2012).

O protocolo base consiste na insercdo de um dispositivo liberador de
progesterona (ou progestagenos) e administracdo de benzoato de estradiol (BE) no
dia 0. No dia 7, 8 ou 9 o dispositivo € retirado e a PGF2a € aplicada. Depois de 24
horas o Benzoato de Estradiol (BE) é administrado novamente. A inseminacdo é
realizada 24 horas ap0s este ultimo manejo (BO e BARUSELLI, 2014).

Estudos vém sendo realizados com o objetivo de diminuir de 4 para 3
manejos, simplificando a aplicacdo do protocolo. Neste sentido, o uso do Cipionato
de Estradiol (CE) no dia da retirada do implante de progesterona foi testado para
substituir a aplicacdo do BE 24 horas apos a retirada do implante. Os trabalhos
mostraram que essa substituicdo é viavel e ndo afeta as taxas de prenhez (AYRES
et al., 2008; SALES et al., 2012; FRANCA et al., 2015).

Além de proporcionarem bons resultados para zebuinos e serem realizados
em poucos manejos, os protocolos a base de progestagenos e estradiol melhoram a
fertilidade em ciclos sucessivos (BO et al., 2007). Ou seja, ocorre um aumento da
manifestacdo do cio daquelas vacas que foram sincronizadas, mas nao
emprenharam. Assim, a prenhez aumenta na estacdo de monta, mesmo se as vacas

forem submetidas a monta natural apos o protocolo (OLIVEIRA, F. A. et al., 2015).

3.3.3. O uso do eCG nos protocolos de IATF

Estudos mostraram que a administracdo do eCG, em protocolos a base de
progesterona e estradiol, no momento da remoc¢ao do implante, melhora a eficiéncia
reprodutiva das vacas que sdo sincronizadas no periodo pés-parto. Assim, esta
pratica vem sendo adotada nas propriedades de cria (ROCHA et al., 2007b). O
incremento nas taxas de gestacdo causado por esse horménio provavelmente deve-
se a acdo gonadotrofica do eCG, que age estimulando tanto os receptores de LH
guanto de FSH. Assim, ocorre um estimulo na taxa de crescimento do foliculo
dominante e na ovulacdo em vacas zebuinas. Essa situacdo € ideal para animais em
periodo pés-parto, pois estes tém a pulsatilidade de LH afetada e comprometimento
no crescimento do foliculo dominante (BARUSSELI, GIMENES e SALES, 2007).
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Por promover o aumento do foliculo dominante, o eCG causa um acréscimo
nas concentracdes circulantes de progesterona apos a ovulacdo, pois o CL formado
terd maior massa luteal. Isto colabora para o desenvolvimento do concepto,
refletindo em melhores taxas de prenhez ao final do protocolo. Caso o animal nao
emprenhe, o aumento de progesterona favorecerda uma nova gestacdo no ciclo
subsequente (MELLO et al., 2014Db).

Sa& Filho et al. (2010) observaram que as taxas de gestacado foram superiores
guando o eCG foi adicionado ao protocolo de IATF. No entanto, o incremento nas
taxas de gestacdo parece estar associado as vacas que estdo em anestro,
apresentam baixo escore corporal e/ou sao nuliparas (MARTINS et al., 2010;
MONTEIRO e VIANA, 2011; BO e BARUSELLI, 2014).

3.3.4. Panorama da IATF no Brasil

Resultados satisfatorios vém sendo obtidos em vacas de corte, com
aproximadamente 50% de prenhez por protocolo realizado (SALES et al., 2012)
Como os animais podem ser ressincronizados ou submetidos a monta natural apos
a primeira sincronizacao, ao final da estacdo de monta os indices podem chegar na
casa dos 80% de prenhez (BARUSELLI et al., 2004; BO et al., 2009). As taxas de
prenhez alcancadas com a utilizacdo da IATF séo reproduziveis e esta técnica vem
impactando de forma positiva no sistema de producido de carne do pais (BO e
BARUSELLI, 2014). Dados de 2011 obtidos em um estudo realizado por Baruselli et
al., (2012) mostram que os animais inseminados constituiam quase 10% do rebanho
brasileiro, sendo que mais metade dessa parcela correspondia as vacas
inseminadas com o emprego de protocolos de IATF. Este estudo também mostrou

gue o uso desta biotécnica esta em crescimento no Brasil.

4. ESTRESSE E A REPRODUCAO DA FEMEA

4.1. ESTRESSE

4.1.1. Definicdo
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Os primeiros autores a realizarem abordagens especificas sobre o estresse
foram Cannon e De La Paz (1911). Estes verificaram que gatos tinham seu sistema
nervoso simpatico acionado, ativacao da adrenal e aumento nos niveis plasmaticos
de adrenalina, quando expostos a caes. Em seguida, estudos feitos por Selye
(1936), mostraram que diferentes agentes nocivos ndo especificos causavam uma
sindrome tipica, cujos sintomas ndo dependiam da natureza do agente. Mais tarde,
0 mesmo autor definiu o estresse, utilizando esse termo pela primeira vez na
comunidade cientifica, e denominou-o como sindrome geral de adaptacdo. Esta
ocorria em trés fases: a reacdo de alarme, estado fisiolégico de resisténcia e
exaustdo. Sendo que, cada fase manifesta alteracBes fisiologicas especificas
(SELYE, 1965).

No entanto, Broom e Johnson (1993), discordaram da definicdo de Selye,
apontando que a resposta biologica ndo era tdo coerente, que havia variacoes
individuais, que as respostas aos agentes nocivos dependiam do estimulo e que 0s
padrdes fisiologicos descritos também poderiam se manifestar em decorréncia de
estimulos ndo estressantes. Esses pesquisadores definiram o estresse como um
efeito ambiental sobre um individuo, que sobrecarrega seus sistemas de controle
aumentando sua mortalidade, reduzindo seu sucesso no crescimento e na
reproducao.

Os autores mais atuais definiram como: a) a ruptura da homeostase dos
organismos, onde existe uma resposta fisiologica ou comportamental contra o
estimulo nocivo ou condicdo adversa do meio ambiente (MAZIERO et al., 2012); b)
uma série coordenada de respostas organizadas para aumentar a probabilidade de
sobrevivéncia do individuo, quando este é exposto a condicfes hostis (CARRASCO
e VAN DE KAR, 2003); c) como a incapacidade de um animal em lidar com o seu
ambiente, revelando o fracasso em alcancar seu potencial genético (DOBSON e
SMITH, 2000).

Aplicado na producdo animal, Arantes (2013) apontou que O estresse
consiste basicamente nos desafios a homeostase que colocam em risco a
produtividade dos rebanhos, causando impacto econémico.

Em relacdo aos tipos de estresse, este pode ser fisico — causado por fome,
sede, lesbes, fadiga e temperaturas extremas - ou psicolégico — causado por

contencéo, manejo, medo e novidade (GRANDIN, 1997).
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Ainda ha a classificacdo que divide o estresse em eustresse e distresse,
sendo o primeiro um estresse positivo (FILGUEIRAS e HIPPERT, 1999) e o segundo
uma situacdo em que um animal ndo pode escapar ou adaptar-se, resultando em
efeitos negativos sobre o seu bem-estar (UNDERWOOD, 2002). No entanto o termo
eustresse ndo € normalmente utilizado para nomear o estresse passado pelos
animais, é preferencialmente utilizado o termo estresse, de uma forma geral para
situacdes positivas ou negativas, ou distresse (MOBERG, 2000).

Classicamente, 0os agentes estressores sdo aqueles que podem alterar a
homeostasia, ativando o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (AGUIAR, LEITE e ELOY,
2007). Estes podem ser provenientes de situacdes de manejo (transporte,
vacinacOes, palpacdes), do ambiente (calor, frio, fome, sede) ou de disputas de
comportamento na sociedade (SILVEIRA, FISCHER e SOARES, 2006). Etim et al.
(2013) cita como principais estressores na vida de um animal: desmama,
confinamento, superlotacdo, isolamento, perigo, dor, dieta inadequada, mudancas

no ambiente e tédio.

4.1.2. Respostas ao estresse

Frente a agentes estressores, 0 animal desencadeia uma resposta emocional,
resultado da interacdo de fatores que serdo vistos em seguida. Esta resposta
resultara em mudancas comportamentais e fisiolégicas (GRANDIN, 1997).

As respostas emocionais sdo produzidas no sistema limbico e projetadas para
diversas partes do cérebro, incluindo aquelas envolvidas no inicio e manutencéao da
resposta ao estresse (HEMSWORTH e COLEMAN, 2011).

O pesquisador Moberg (2000) organizou a resposta dos animais ao estresse
em trés fases: 1) reconhecimento da ameaca a homeostase; 2) resposta ao
estresse; 3) consequéncias das repostas ao estresse, como mostra a FIGURA 7. A
fase 2 tem o objetivo de remover o estimulo estressante, evitando a ameaca. Mas
em algumas ocasides, o animal encontra situacées em que nao consegue acabar
com o estimulo. Nesses casos, ocorre 0 a fase 3. Dessa forma, ndo o estimulo em
si, mas o custo biolégico do estresse é a chave para entender as implicacdes deste
sobre o bem-estar animal (MOBERG, 2000).
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ESTIMULO
RECONHECIMENTO 1
DA AMEACA A -
HOMEOSEASE Sistema Nervoso Central
| Percepcdo do estresse |
[ Organizacdo da defesa bicldgica ]
!
Resposta bioldgica (comportamental,
auténoma, neuroenddcrina, iminoldgica)
RESPOSTAS AO _ i
ESTRESSE
Funcdo bioldgica normal
_ l
Funcdo bioldgica alterada
3 - !l
CONSEQUENCIAS |
D0 ESTRESSE Periodo pré-patogénico
!
Desenvolimento de patologias

FIGURA 7. RESPOSTAS AO ESTRESSE E CONSEQUENCIAS DESTE A PARTIR DE UM
ESTIMULO ESTRESSOR RECONHECIDO COMO AMEACA A HOMEOSTASE
FONTE: ADAPTADO DE MOBERG (2000).

Basicamente, os animais podem reagir frente a uma situacdo que considerem
uma ameaca fugindo, permanecendo imével, se defendendo ou atacando
(BLANCHARD e BLANCHARD,1988).

As respostas ao estresse dependem dos aspectos quantitativos e qualitativos
do estimulo (LADEWIG, 1987). Além disso, fatores individuais de cada animal tem
influéncia nessas respostas, como genétipo e idade. Ha gendtipos mais doceis ao
manejo e animais mais velhos normalmente sdo mais calmos, se adaptando de
melhor as situacées (ARANTES et. al., 2013). Exemplos que elucidam a questédo do
gendtipo influenciando as respostas ao estresse, sdo 0s estudos indicando que
bovinos com sangue predominantemente zebuino sdo mais agitados do que aqueles
com sangue predominantemente europeu, se estressando mais facilmente com o
mesmo manejo (SILVEIRA, FISCHER e MENDONCA, 2006).
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Assim, uma complexa interacdo entre fatores genéticos, experiéncias prévias,
qualidade e quantidade do estimulo determinam a resposta que certo animal teré
frente a um agente estressor (GRANDIN, 1997). Como por exemplo, as respostas
hormonais, que dependem da severidade do estimulo para ativar mais ou menos o
sistema enddcrino (SMITH e DOBSON, 2002).

Durante o manejo dos bovinos, a interagdo humano-animal (IHA) pode causar
medo e consequentemente estresse, gerando danos na produtividade e no bem-
estar animal (HEMSWORTH e COLEMAN, 2011). Além do medo, outras sensacdes
aversivas, que atuam de forma isolada ou conjunta causando estresse, sédo a dor e a
frustracdo. Como, por exemplo, a frustacdo que o animal sente em querer fugir e ser
contido. Todas essas sensacfes tém a funcéo de ajudar o animal a prever eventos
perigosos e evita-los (MACEDO, ZUCCARI e COSTA E SILVA, 2012). No entanto,
se realizados de maneira correta, os animais podem se habituar aos manejos e as
pessoas envolvidas nestes, diminuindo suas respostas (PARANHOS DA COSTA e
MORALES, 2011).

4.1.3. Estresse e o comportamento dos bovinos

Caracteristicas comportamentais dos bovinos como reconhecimento e
interacdo com 0s humanos, organizacdo social e instintos primitivos de presa,
ajudam a esclarecer como estes agem frente a um estimulo de estresse.

A IHA é caracterizada pela relagcdo que os humanos e animais desenvolvem
em suas atividades de manejo (PETERS, BARBOSA SILVEIRA e RODRIGUES,
2007). Assim, os bovinos podem perceber as diferencas entre os humanos de
diversas maneiras, como reconhecimento da face e cor da roupa, e responder de
forma especifica para cada pessoa, em decorréncia da IHA ja estabelecida. (RUSSI
et al., 2011).

E importante atentar para o fato de que os ruminantes mantém caracteristicas
primitivas de presas. Assim, 0 humano pode causar medo nos animais, pois estes
podem considera-lo como um predador. Dessa maneira, 0s animais detectam o
predador e fogem deste, com medo e consequente estresse (HOTZEL et al., 2005).

Os bovinos vivem em grupos, com sociedade estabelecida, ou seja, séo
animais gregarios. Essa convivéncia é tao importante que aqueles animais que ficam
isolados tornam-se estressados (PARANHOS DA COSTA e COSTA E SILVA, 2007).
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No entanto, quando os bovinos sdo manejados, ocorre desorganizacédo de sua
sociedade. Assim, eles perdem referenciais importantes de seu comportamento,
como hierarquia de dominancia e espaco individual (PARANHOS DA COSTA, 2000).
O estresse também pode ser causado por alteracdes no status social. Em um
estudo com vacas leiteiras, 0s animais que diminuiram seu status na sociedade
apresentaram aumento do intervalo entre partos, aumento de numero de
inseminacdes por gestacdo, diminuicdo na producdo de leite e aumento na

contagem de células somaticas no leite (BALL e PETERS, 2006).

4.1.4. Situagdes na bovinocultura de corte que causam estresse

Procedimentos comuns, e muitas vezes inevitaveis, na bovinocultura de corte
s8o agentes estressores importantes. Essas praticas ndo necessariamente causam
dor, mas geram medo, causando o estresse psicolégico (GRANDIN, 1997;
MACEDO, ZUCCARI e COSTA E SILVA, 2012).

O manejo dos animais pode ocorrer com mais ou menos intensidade,
dependendo do sistema de producéo. Estudos revelaram que mesmo manejados
diariamente durante 21 dias, os animais Bos indicus ainda manifestam sinais de
estresse, mostrando que habituacdo desses animais ao manejo no curral € dificil
(MAZIERO et al., 2012). O curral € um local que causa aversao aos animais,
principalmente os Bos indicus, que sdo mais reativos do que os Bos taurus
(MACEDO, ZUCCARI e COSTA E SILVA, 2012).

Durante o processo reprodutivo, onde a IHA € intensa, praticas rotineiras
provocam desconforto, medo e dor, desencadeando respostas ao estresse. Dentre
essas praticas podemos citar o exame ginecolégico e inseminacédo (COSTA E SILVA
et al., 2010; MACEDO, ZUCCARI e COSTA E SILVA, 2012). Estudos demonstraram
gue o isolamento, a contencéo, o ruido elevado, desmama, superlotacdo e até a
novidade também agem desencadeando respostas ao estresse (GRANDIN, 1997,
TILBROOK et al., 1999; ETIM et al., 2013).

O transporte é outro procedimento inevitavel e ja foi demonstrado por diversos
autores como um forte estressor (GRANDIN, 2000). Smith e Dobson (2002)
avaliaram o efeito do transporte por 8 horas em ovelhas, com descanso de 1 hora
ap6s as primeiras 4 horas. Esses pesquisadores verificaram que nas primeiras 4

horas as ovelhas ficaram sob estresse constante e nas 4 horas apés o descanso
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tiveram picos de estresse. Ja Ishiaki e Kariya (2010) verificaram que, em um
transporte de 2 horas, houve maior estresse quando as vacas foram transportadas
em estradas com regido montanhosa do que quando o transporte foi feito em regiédo
plana, mas ambos os grupos ficaram estressados. Por fim, Maziero et al. (2011)
mostrou que vacas zebuinas manifestaram alteracdes fisiolégicas caracteristicas de

estresse quando foram submetidas ao transporte por uma hora.

4.1.5. Alterac0es fisiol6gicas causadas pelo estresse

Na ocorréncia de um estresse fisico ou emocional, o Sistema Nervoso
Simpatico (SNS) é ativado (CUNNINGHAM, 2004). Esse sistema, também
denominado de “sistema de luta ou fuga”, age por meio de um controle neurolégico
direto de sistemas, visceras e glandulas. O controle sobre a glandula adrenal
merece especial atencdo, pois 0 SNS ativa as células secretoras da medula da
adrenal, que liberam adrenalina e noradrenalina. Esses hormoénios sdo essenciais
nas respostas fisiolégicas ao estresse (STRAIN, 2006). Além da adrenalina e
noradrenalina, em situacdes de estresse, 0 eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (H-H-A)
€ ativado, liberando cortisol (BREEN et al., 2005).

A ativacdo do SNS e do eixo H-H-A causa uma estimulacdo generalizada do
organismo com aumento da frequéncia cardiaca, elevacdo da presséo arterial,
dilatacdo das pupilas e piloerecdo, preparando o corpo para o estado de alerta
(CUNNINGHAM, 2004). Ocorre também degradacdo do glicogénio, resultando em
hiperglicemia, e mobilizacdo das gorduras, causando aumento dos niveis de acidos
graxos sanguineos (EILER, 2006). O apetite, a libido e o sistema imunolégico séo
suprimidos e toda a energia € desviada para os musculos (ETIM et al., 2013). Além
disso, a adrenalina e o cortisol agem de maneiras diferentes, alterando o
leucograma dos animais (JAIN, 1993).

O estresse também atua inibindo a reproducdo. Isto ocorre de maneira
complexa e evolve a liberacdo de muitos hormbnios - Horménio Liberador de
Corticotrofina (CRH), Hormonio Corticotréfico (ACTH), Arginina Vasopressina (AVP),
cortisol, adrenalina e noradrenalina - e de opioides endégenos, como a (-endorfina
(FERIN, 2006).
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4.2. ACOES DO ESTRESSE SOBRE O EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL

O eixo H-H-A tem fundamental importancia nas respostas do organismo a
estimulos estressores (MACEDO, ZUCCARI e COSTA E SILVA, 2012). Esse eixo €
formado por trés elementos. 1) hipotdlamo: uma area do diencéfalo responséavel por
secretar hormoénios, que regulam os sistemas dos organismos, e por ser o centro de
controle para vias do sistema nervoso autdbnomo; 2) hipdéfise: constituida pela
adenohipdfise e pela neurohipéfise; 3) glandula adrenal: constituida por cortex
(subdividido em zonas) e medula (CUNNINGHAM, 2004).

O hipotalamo é o local onde os sistemas endécrino e neuroldgico se
conectam, é composto por nucleos (aglomerados de neurdnios responsaveis por
secretar hormoénios especificos) e por areas (EILER, 2006). O nucleo paraventricular
(NPV) é ativado por estressores liberando AVP e CRH (FERIN, 2006). Ha
evidéncias de que uma unica subpopulacdo de neurbnios dentro do NPV seja
responsavel pela producdo e secrecdo tanto da AVP, quanto do CRH
(SAWCHENKO, SWANSON e VALE, 1984).

O CRH e o AVP atuam juntos mediando a liberacdo de ACTH pela hipofise
(CUNNINGHAM, 2004; RIVIER et al., 1984). O CRH € o0 mais potente secretor de
ACTH e a AVP age potencializando a resposta da hipofise ao CRH (DUNN e
BERRIDGE, 1990). E provavel que a AVP induza o aumento de numero de
receptores ao CRH no corticotrofo - células da hipofise que produzem ACTH
(HARBUZ e LIGHTMAN, 1992). Assim, a AVP sozinha ndo é capaz de realizar a
funcdo do CRH, mas parece ser necessaria para uma ativacdo completa do ACTH
(FERIN, 2006). O CRH também atua sobre a hipofise estimulando a liberacao de (-
endorfina (GARCIA, 2013).

O ACTH é liberado na corrente sanguinea pela adenohipofise e age sobre as
zonas fasciculada e reticular do cértex da adrenal, que secreta glicocorticoides em
grandes quantidades, como o0 cortisol, e esteroides sexuais em pequenas
guantidades, como a progesterona (CUNNINGHAM, 2004). O cortisol € o principal
glicocorticoide na maioria dos mamiferos, ja a corticosterona € predominante em
roedores, passaros, répteis e anfibios. Esses hormbnios ndo permanecem
estocados na adrenal, eles tém de ser sintetizados para depois serem liberados
(HEMSWORTH e COLEMAN, 2011).
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Como visto anteriormente, 0 SNS também atua nas respostas do estresse. A
ativacdo do eixo H-H-A e do SNS, frente a uma ameagca a homeostase, é

esquematizada na FIGURA 8.
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FIGURA 8. RESPOSTA DO SISTEMA NERVOSO SIMPATICO E DO EIXO HIPOTALAMO-
HIPOFISE-ADRENAL A PARTIR DO RECONHECIMENTO DA AMEACA A
HOMEOSTASE, QUANDO O ANIMAL RECEBE UM ESTIMULO ESTRESSOR

FONTE: ADAPTADO DE HEMSWORTH E COLEMAN (2011)

Alguns trabalhos mostraram a acéo do estresse em animais sobre o eixo H-H-
A. Em uma situacdo de transporte de 2 horas em ovinos, foi verificado que ocorreu
aumento de AVP, CRH, ACTH e cortisol. A elevacdo dos hormonios liberados pelo
hipotalamo e hipdfise foi imediata, enquanto a elevagéo do cortisol tardou um pouco
mais para ocorrer (DOBSON e SMITH, 2000). Em roedores, houve aumento de

ACTH e corticosterona apos contengdo (FERIN, 2006).
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O aumento de cortisol e progesterona foi verificado tanto depois da
administracdo de ACTH em novilhas submetidas a ovarectomia (BAGE et al., 2000),
guanto apoés picos de estresse em vacas ndo submetidas a ovarectomia (MAZIERO
et al., 2012). Esses estudos mostram que ambos 0s hormonios séo liberados pela
adrenal quando o eixo H-H-A é ativado em situagdes estressantes.

O eixo H-H-A é regulado por feedback negativo realizado pelos
glicocorticoides, no caso dos mamiferos, o cortisol. Este atua a nivel cerebral,
regulando os estimulos do cérebro para o hipotalamo, a nivel de hipotadlamo,
regulando a liberacdo de AVP e CRH, e ainda a nivel de hipdfise, atuando na
liberagdo do ACTH (SMITH e DOBSON, 2002), como mostra a FIGURA 9.

> Cérebro
> Hipotalamo
Feedback negativo AVPl CRH

> Adenohipdfise
ACTHl
Cortex da adrenal

|

CORTISOL

FIGURA 9. MECANISMOS DE CONTROLE DO EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL
FONTE: ADAPTADO DE SMITH E DOBSON (2002)

4.2.1. Cortisol

O horménio classicamente utilizado em trabalhos para medir a respostas dos
animais ao estresse é o cortisol, pois qualquer tipo de estresse causara aumento
marcante desse glicocorticoide (MACEDO, ZUCCARI e COSTA E SILVA, 2012).
Apods a exposicao ao estresse agudo, os niveis de cortisol demoram de 10 (NAKAO
et al., 1994) a 20 minutos para aumentar e atingem um platd6 em 2 horas
(SILANIKOVE, 2000). O tempo de meia-vida do cortisol difere dentre os autores.
Hemsworth e Coleman (2011) afirmam que este é de aproximadamente de 90 a 120

minutos. Eiler (2006) cita 80 min, enquanto Cunninghan (2004) refere-se a 60 min.
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Dessa forma, podemos afirmar que o tempo de meia-vida pode variar entre uma a
duas horas. As concentracdes basais para esse hormonio em bovinos encontram-se
abaixo de 10 ng/ml (YOSHIDA e NAKAO, 2005). Entretanto, em situacdes de
estresse, autores encontraram valores proximos de 300 ng/ml (FUJITA et al., 2013).

O cortisol é produzido no cértex da adrenal a partir do colesterol, sendo que a
progesterona, também secretada em situacbes de estresse, € um elemento
intermediario dessa sintese (MACEDO, ZUCCARI e COSTA E SILVA, 2012).

Uma das principais funcdes dos glicocorticoides é a neoglicogénese hepatica,
gue envolve a conversdo de aminoacidos em carboidratos. Esses aminoacidos sao
liberados por tecidos periféricos (musculos e figado) através de uma acao catabdlica
dos hormoénios. Com a producdo do glicogénio hepatico, ocorre consequente
aumento de glicose no sangue. Outra funcéo dos glicocorticoides é de promover a
lipolise. Além disso, ocorre também supressao do sistema imune e estimulacdo da
secrecdo de acido gastrico no estomago (CUNNINGHAM, 2004). Todas essas vias
de atuacéo tem o objetivo de incrementar a energia para o metabolismo celular. Isto,
juntamente com a acao anti-inflamatéria dos glicocorticoides, contribui  para
aumentar a resisténcia do organismo contra ameacas (MACEDO, ZUCCARI e
COSTA E SILVA, 2012).

Em varias espécies ja esta elucidado que a liberagcdo do cortisol ocorre em
ritmos durante dia, o chamado ritmo circadiano. No entanto, esse ritmo ainda néo
esta esclarecido em bovinos (EILER, 2006). Fulkerson et al. (1980) afirmam que
existe um ciclo circadiano e que os picos de hormdnios sdo registrados a meia noite
e no meio da manha, enquanto a tarde as concentracées do hormdnio sdo menores.
Contudo, outro estudo identificou um ritmo circadiano muito fraco, com o pico
identificado no inicio da manha (LEFCOURT et al., 1993). Ainda houve autores que
afirmaram nao haver ritmo circadiano em bovinos (ABEBE, SCOTT e ELEY, 1992).

4.3. ACOES NO EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-GONADAL

As respostas dos animais aos agentes estressores afetam o sistema
reprodutivo de forma inibitéria em varios niveis, aumentando as taxas de infertilidade
(FERIN, 2006). Em sua revisao, Tilbrook et al. (2000) citam diversos tipos de
estresse que agem inibindo a reproducdo. Dentre estes estdo: estressores

metabolicos (estresse induzido por insulina), estressores imunolégicos (infeccdo ou
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administracdo de endotoxinas), estressores fisicos (transporte, tosa, contencéo,
exercicio) e estressores psicolégicos (isolamento, interagdes sociais e interacdes
humano-animal).

Evidéncias de que fatores estressantes afetam a eficiéncia reprodutiva em
bovinos leiteiros foram demonstradas em diferentes estudos, como no caso de
vacas expostas ao estresse, que obtiveram taxas de fertilidade menores,
comparadas a vacas de mesma genealogia ndo expostas (DOBSON e SMITH,
2000). Cooke et al. (2011) mostraram que o temperamento excitado de vacas Nelore
afetou negativamente a taxa de prenhez em uma situacao de sincronizacéo de estro
seguido de IATF, de maneira que vacas com escore de temperamento maior
emprenharam menos do que vacas com temperamento menor. Ja4 Edwards et al.
(1987) submeteram novilhas, que passaram por um protocolo de superovulacéo, a
um transporte de 15 a 60 min a cada 12 horas por quatro dias. Essas novilhas
apresentaram menor namero de corpo luteo e niveis de cortisol mais altos do que os
animais do grupo controle, que passaram pelo mesmo protocolo mas permaneceram
no pasto.

Basicamente o estresse afeta a reproducdo através de alguns hormonios,
como o CRH, AVP, ACTH, B-endorfina e glicocorticoides. Estes atuam no eixo H-H-
G inibindo a secrecao de GnRH, LH e estradiol (SMITH e DOBSON, 2002; RUSSI et
al., 2011).

Um dos principais locais para as alteracbes exercidas por estimulos de
estresse parece ser 0 controle neuronal da secrecdo de GnRH (DOBSON e SMITH,
2000). Mensuracdes diretas de GnRH no sistema hipotalamo-hipdéfise forneceram
fortes evidéncias de que o estresse atua a nivel de hipotdlamo inibindo os pulsos de
GnRH (FERIN, 2006). Essa inibicdo ocorre de maneira rapida, pois com o
aparecimento de um agente estressor, acontece o declinio de GnRH e diminuicdo da
liberacdo de LH e FSH em minutos. No entanto, também ha evidéncias que indicam
gue o efeito do estresse ocorre a nivel de hipdéfise, pois a administracdo de ACTH ou
o transporte reduziram os niveis de LH quando GnRH foi administrado (DOBSON e
SMITH, 2000).

Alguns estudos, que serdo abordados na sequéncia, mostraram a
interferéncia na liberacdo do LH causada por estresse, sem avaliar se a inibicdo
ocorreu a nivel de hipotalamo e/ou hipdéfise. Foi verificado que o estresse interfere

nos horérios precisos de liberacdo de LH durante a fase folicular. Como por
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exemplo, o transporte, que pode reduzir a frequéncia e amplitude da liberacdo de
gonadotrofinas e atrasar o pico de LH (DOBSON e SMITH, 2000). Nanda, Dobson e
Ward (1990) trabalharam com vacas sincronizadas para ovulacao e observaram que
0 pico de LH nao ocorreu ou atrasou, com curta duracdo ou menor amplitude,
guando os animais foram submetidos ao transporte. Ja em ovelhas que foram
submetidas a ovarectomia, houve supressdo da secrecdo de LH por acdo do
estresse agudo causado por contencao e isolamento (TILBROOK et al., 1999).

Outro estudo, realizado em ovelhas intactas, mostrou que a reducédo da
pulsatilidade do LH, causada por estresse, retarda o crescimento folicular e reduz a
producéo de estradiol pelo ovério. Isto interfere no sinal de realimentacdo positiva do
estradiol, retardando o pico de LH e reduzindo a amplitude desse pico (SMITH e
DOBSON, 2002).

E importante salientar que menores niveis plasmaticos de estradiol colaboram
para a diminuicdo do comportamento do estro (DOBSON et al., 2001), o que
prejudica os resultados de inseminacdes artificiais (sem sincronizagcéo de ovulacéo),
pois estas dependem de sinais comportamentais para apresentarem sucesso. O
efeito do estresse no comportamento do estro foi demostrado por Pierce et al.
(2008). Estes autores verificaram que estimulos estressantes em ovelhas podem
diminuir a atratividade (capacidade da fémea em atrair o macho) e a proceptividade
(motivacdo da fémea em iniciar a atividade sexual), no entanto ndo alteraram a
receptividade (atividade de monta).

A alteracdo na secrecdo do GnRH e gonadotrofinas causada por estresse
também pode afetar a maturacdo dos odcitos e, consequentemente, dos embrides.
Ainda que o estimulo estressor ndo seja suficientemente forte para impedir a
ovulacéo, o suprimento inadequado de gonadotrofinas pode prejudicar a viabilidade
dos odcitos. Assim, mesmo que ocorra estro e fertilizacdo, o embrido falhara
(DOBSON e SMITH, 2000). Dessa forma, também podem ser atribuidas ao efeito do
estresse: falhas no desenvolvimento do odcito, na fertilizacdo e na implantacdo do
embrido (ROCHA et al., 2012).

Um estudo realizado com novilhas mostrou que o aumento do tempo de
duracdo do foliculo ovulatorio, induzido artificialmente, prejudicou as taxas de
prenhez (MIHM et al.,, 1994). Macedo et al. (2011) verificaram que vacas
estressadas ao manejo de curral durante o protocolo de superovulagéo

apresentaram menor taxa de viabilidade embrionéria.
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4.3.1. Agbes do CRH e da 3-Endorfina

O CRH é liberado pelo hipotdlamo e tem como acdo principal, e mais
conhecida, estimular a produgcédo de ACTH pela hipéfise (CUNNINGHAM, 2004). No
entanto, estudos tém mostrado que este horménio também tem fortes efeitos sobre
0 sistema reprodutivo.

Olster e Ferin (1987) mostraram que a infusdo de CRH em macacos resultou
em rapida inibicdo de LH e FSH. Também foi observado que a administragdo de
antagonistas do CRH revertem parcialmente a supressao induzida pelo estresse
sobre a liberagéo do LH (RIVIER, RIVIER e VALE, 1986).

No entanto, a inibicdo da liberagdo do GnRH e LH, causada pelo CRH, nao
ocorre por meio da ativacdo do CRH sobre o eixo H-H-A. Isto € evidenciado por
estudos que mostram que a infusédo de ACTH néo é capaz de mimetizar o efeito do
CRH sobre a reproducdo (XIAO e FERIN, 1988). Além disso, foi verificado que
administracdo de CRH em macacos, que foram submetidos a adrenectomia, foi
capaz de inibir a pulsatilidade do LH e FSH, mostrando que a adrenal ndo participa
do processo de inibicdo (XIAO et al., 1989).

A acdo do CRH também néo ocorre sobre a hipdfise, inibindo sua capacidade
de resposta ao GnRH, ele parece agir diretamente sobre o hipotadlamo, inibindo a
liberacdo de GnRH (SAPOLSKY, ROMERO e MUNCK, 2000). Ha evidencias fortes
de que os opioides enddgenos atuam na acédo inibitéria do CRH sobre liberacéo
pulsatil de LH. (FERIN, 2006).

O opioide enddgeno mais estudado nesse sistema € a (B-endorfina (SMITH e
JENNES, 2001). Esta € liberada pela hipéfise, quando estimulada com CRH
(GARCIA, 2013). Estudos mostraram que a administracdo de B-endorfina em
humanos, macacos e roedores suprime de forma aguda a pulsatilidade do LH e FSH
(FERIN, 2006).

A consequéncia do efeito do CRH e B-endorfina sobre o GnRH é a diminui¢ao
da liberacdo de LH e FSH pela hipdéfise, que afeta a liberacdo de horménios sexuais
pelo ovario (ROCHA et al., 2012). Além disso, o CRH parece atuar diretamente no

ovario, modulando sua atividade. Receptores para CRH foram identificados em
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ovarios de ratos e humanos (MASTORAKOS et al., 1993; MASTORAKOS et al.,
1994). H& evidéncias de que este hormoénio iniba a producdo de estradiol,
decorrente da estimulagcdo realizada pelo FSH, nas células do foliculo (FERIN,
2006).

4.3.2. Agbes da AVP

Em ovelhas foi observado que a ativacdo do eixo H-H-A, por endotoxinas,
ocasionou aumento das concentracdbes de CRH e AVP, que coincidiu com a
diminuicdo da pulsatilidade de GnRH e LH (BATTAGLIA et al.,, 1998). Apesar de
fornecer evidéncias de que a AVP esta envolvido na supressédo do GnRH e LH, este
estudo ndo avaliou se essa supressao foi causada por efeito especifico do AVP.
Como ja visto, isto poderia ser causado pelo CRH, que € um potente inibidor dos
pulsos de GnRH.

Outros trabalhos mostraram a agao especifica do AVP sobre a reproducgéo.
Chen et al. (1996) verificaram que a infusdo de AVP em macacos ndo modificou a
atividade hipotalamica, mas reduziu as concentragdes séricas do LH. Contudo, outro
estudo também realizado em macacos mostrou que, além da reducéo sérica do LH,
a infusdo de AVP foi capaz de reduzir a frequéncia dos pulsos do LH (SHALTS et al.,
1994). J4 em ratas que foram submetidas a ovarectomia, a administracdo de AVP
suprimiu a liberacdo de LH, afetando a amplitude, sem alterar a frequéncia do pulso.
Esse efeito foi bloqueado com a administracdo de um antagonista da AVP (CATES,
FORSLING e O'BYRNE, 1999).

Apesar de Chen et al. (1996) ndo terem verificado modificacbes na atividade
hipotalamica com a infusdo de AVP, diversos estudos mostram que o local de
inibicdo do AVP sobre o eixo H-H-G é o hipotalamo. Observou-se que o AVP pode
atuar controlando a secrecdo de gonadotrofinas em nivel de hipotdlamo em
situacOes de estresse, pois foi identificada a presenca de sinapses entre neurénios
de vasopressina e neurénios de GnRH (THIND, BOGGAN e GOLDSMITH, 1991).

Um experimento in vitro mostrou que além de aumentar a liberacdo de GnRH,
a AVP parece atuar modulando a liberacéo circadiana de GnRH (FUNABASHI et al.,
2000). Ha indicios de que a AVP em grandes quantidades atue acelerando a
atividade do pulso gerador de GnRH a tal nivel que pituitaria ndo € capaz de

responder corretamente e ocorre uma diminuicdo da secrecao de LH (FERIN, 2006).
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4.3.3. Agbes do ACTH

Estudos realizados em ratos mostraram que apos situacfes de estresse,
causadas por contencdo, houve aumento de ACTH e corticosterona acompanhados
de decréscimos significativos de LH no plasma (FERIN, 2006). A administracao
cronica de ACTH em novilhas também resultou em supresséo da liberagdo de LH.
Isto causou uma secrecdo reduzida e prolongada de estradiol pelo ovario,
prejudicando a ovulacdo (DOBSON et al., 2000). Dessa maneira, além de prejudicar
a ovulacdo, ha menor intensidade e frequéncia do comportamento de estro
(DOBSON et al., 2001). No entanto, nesses estudos, ndo é possivel concluir que o
ACTH isoladamente suprimiu a liberacdo de LH, pois esse efeito pode ter ocorrido
por uma ativacdo do eixo H-H-A, que tem como consequéncia a liberacdo de
pequenas quantidades de progesterona e de grandes quantidades cortisol.

Para evidenciar a acédo especifica do ACTH outros trabalhos foram realizados.
Observou-se que o ACTH quando injetado suprime a liberacdo do LH, induzida por
GnRH, e inibe o pico do LH em uma parcela significativa dos animais. No entanto,
nao houve variacdo da concentracdo de cortisol entre 0os animais que ovularam ou
nao. Isto indica que a diminuicdo da resposta do LH ao GnRH é causada, ao menos
em partes, pela acdo direta do ACTH na hipofise (PHOGAT, SMITH e DOBSON,
1999).

Além disso, foi observado em um estudo semelhante que a administracédo de
ACTH reduziu a resposta do LH ao GnRH em ovelhas e que o aumento de cortisol
nao foi compativel com a inibicdo da secrecdo de LH (TILBROOK et al., 1999).
Esses estudos mostram que o ACTH age a nivel de hipdfise, prejudicando a

reproducao.

4.3.4. Acbes da progesterona e catecolaminas
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Como ja visto, a progesterona € liberada pelo cortex da adrenal em situagoes
de estresse. Em quantidades elevadas, esta atua inibindo o estro e o pico pré-
ovulatorio de LH (HAFEZ, JAINUDEEN e ROSNINA, 2004). A progesterona suprime
a fase final do crescimento do foliculo, pois diminui a frequéncia do pulso de LH,
através de uma acao direta sobre o hipotalamo (CUNNINGHAM, 2004). Em estudo
realizado em ovelhas, observou-se que este esteroide sexual bloqueia a liberagéo
do LH, que seria secretado por feedback positivo de estradiol (KASA-VUBU et al.,
1992). Ja Davidge et al. (1987) mostraram que a progesterona diminuiu o
comportamento de estro em vacas, que foram submetidas a ovarectomia, induzidas
com estradiol.

A acado das catecolaminas sobre o eixo H-H-G também tem sido estudada.
Com ja visto, estas sédo liberadas pela medula da adrenal através ativacdo do SNS
em situacdes de estresse. Evidéncias mostram que podem estar envolvidas nas vias
pelas quais o estresse inibe a secrecdo de GnRH e LH. Os estudos realizados
verificaram que a infusdo de catecolaminas causa supressao da liberacdo do GnRH
e LH (FERIN, 2006). Outros trabalhos indicam que as catecolaminas podem atuar
desempenhando um papel semelhante ao do ACTH, inibindo a resposta do LH ao
GnRH, a nivel de hipdéfise (TILBROOK, TURNER e CLARKE, 2000).

4.3.5. Acbes dos glicocorticoides

Evidéncias de que o cortisol afeta a reproducdo de ruminantes foram
fornecidas por Echternkamp (1984). Este autor verificou que vacas aclimatadas a
coletas de sangue tiveram maiores concentracdes de cortisol e menores de LH,
sendo que houve correlacdo negativa entre esses horménios. JA em ovelhas, a
infusdo de cortisol na fase folicular inibiu o desenvolvimento do foliculo, produzindo
um efeito supressivo maior na fase folicular do que na fase litea (MACFARLANE et
al., 2000). Além disso, o cortisol suprimiu os pulsos de alta frequéncia de LH que
ocorrem no periodo pré-ovulatorio, interferiu no aumento da secrecdo de estradiol
pelos foliculos e atrasou ou bloqueou o pico de LH (BREEN et al., 2005).

Os efeitos antirreprodutivos dos glicocorticoides sdo amplos e ocorrem
através da inibicdo da liberagdo de GnRH pelo hipotdlamo e também por meio da
supressédo da capacidade de resposta da hipofise ao GnRH (SAPOLSKY, ROMERO
e MUNCK, 2000).
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A acao sobre o hipotalamo foi mostrada por Gore, Attardi e Defranco (2006),
estes administraram cronicamente (durante 6 dias) glicocorticoides em ratos e
verificaram que a liberagdo do GnRH foi inibida. No entanto, é interessante salientar
gue isso nao ocorreu quando a administrag&o foi aguda.

Os glicocorticoides também foram apontados como inibidores da atividade do
GnRH nas células hipotalamicas. Além disso, receptores para glicocorticoides foram
identificados nos neurbnios de GnRH no hipotdlamo (TILBROOK, TURNER e
CLARKE, 2000).

A acao dos glicocorticoides sobre a hipofise € suportada por observacdes de
gue estes inibem, in vitro, a secrecdo de LH pelas células da hipoéfise de ratas e
vacas, quando € adicionado GnRH (FERIN, 2006). Aléem disso, foram identificados
receptores para glicocorticoides nas células da hipdfise, mais especificamente nos
gonadotrofos (células que sintetizam gonadotrofinas) e células foliculo-estreladas
(células que sintetizam um inibidor da resposta dos gonadotrofos ao GnRH;
MACEDO, ZUCCARI e COSTAE SILVA, 2012). Ademais, Breen e Karsch (2004)
verificaram que o aumento de cortisol inibiu a amplitude do pulso de LH, sem
modificar a liberacdo do GnRH pelo hipotalamo.

Ainda ha indicios de que os glicocorticoides tém acdo direta no ovario,
inibindo a reproducdo em ultima instancia. Estes suprimem a atividade da enzima
aromatase, que atua na producao de estradiol (AMWEG, 2015), diminuem o namero
de receptores de LH e inibem a producéo de estradiol nas células da granulosa dos
foliculos de vacas (KAWATE, INABA e MORI, 1993). Kala e Nivsarkar (2016)
observaram que o aumento dos niveis de cortisol em ratos foi correlacionado ao
aumento da enzima superéxido dismutase, uma enzima que atua no processo de
ovulacdo. E que, apesar de ser necessaria, 0 excesso dessa enzima pode atuar
prejudicando o processo ovulatério.

Assim, os estudos mostram que os glicocorticoides atuam a nivel de
hipotalamo, hipéfise e ovario, suprimindo a reproducao.

Apesar de varios estudos demonstrarem que a administracdo de
glicocorticoides inibe a secrecdo de gonadotrofinas em diversas espécies, o0
aumento da secrecao de glicocorticoides nem sempre esta associado a diminuicao
da secrecao das gonadotrofinas, particularmente em casos de estresse agudo.

Muitos estudos indicam que esses hormbnios ndo sdo 0s mediadores
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predominantes da supressdo induzida por estresse sobre a secre¢cdo de LH
(TILBROOK, TURNER e CLARKE, 2000).

4.3.6. Interacao entre o estresse e a reproducao

No esquema apresentado a seguir estao representadas todas as vias citadas

pelas quais o estresse afeta a reproducao.

ESTIMULO ESTRESSOR
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FIGURA 10. ACAO DO ESTRESSE SOBRE A REPRODUCAO

FONTE: A AUTORA (2016)

NOTAS: DIAGRAMA MOSTRANDO A ACAO DO ESTRESSE SOBRE A REPRODUCAO. O ESTIMULO
ESTRESSOR ATUA SOBRE O SNS (SISTEMA NERVOSO SIMPATICO) QUE, ATRAVES DE CONEXOES
NERVOSAS QUE PARTEM DA MEDULA ESPINHAL, CAUSA A LIBERACAO DE CATECOLAMINAS PELA
MEDULA DA GLANDULA ADRENAL. O ESTIMULO ESTRESSOR TAMBEM ATUA SOBRE O EIXO H-H-A
(HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL) GERANDO A LIBERACAO DE HORMONIOS EM CASCATA
CARACTERISTICOS DA RESPOSTA DO ORGANISMO AO ESTRESSE. ESSES HORMONIOS, JUNTAMENTE
COM AS CATECOLAMINAS, INIBEM A REPRODUCAO ATUANDO EM DIVERSOS NIVEIS (HIPOTALAMO,
HIPOFISE E/OU OVARIO) DO EIXO H-H-G (HIPOTALAMO-HIPOFISE-GONADAL). AS FLECHAS MOSTRAM
O(S) LOCAL(IS) DE ATUACAO DE CADA HORMONIO, LIBERADO NA RESPOSTA AO ESTRESSE, SOBRE O
EIXO H-H-G. NPV: NUCLEO PARAVENTRICULAR; APO: AREA PRE-OPTICA; C: CORTICOTROFOS; G:
GONADOTROFOS.

7

E importante lembrar que a reproducdo é um estado anabdlico altamente
custoso para as fémeas e é adiado durante um periodo de estresse (SAPOLSKY,

ROMERO e MUNCK, 2000). Se as condi¢des ndo sao adequadas ocorre inibicdo da
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reproducao, evitando assim os riscos que uma prenhez poderia gerar. A transmissao

dos genes para a proxima geracdo pode esperar (DOBSON et al., 2012).

5. CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento da fisiologia reprodutiva das fémeas bovinas se mostra
essencial para entender as causas da baixa eficiéncia reprodutiva do rebanho
brasileiro, para elucidar o funcionamento dos protocolos de IATF e para buscar
maneiras de melhora-los. Os estimulos estressores presentes em inumeras
situacOes rotineiras da pecuaria sdo eficazes na inibicdo da reproducao, atuando em
diversos niveis do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal. Dessa forma, mudancas no
manejo dos animais e melhorias na interacdo humano-animal podem atuar
beneficamente sobre eficiéncia reprodutiva.

Assim, enquanto biotecnologias avancadas buscam incrementar os indices
reprodutivos, situacdes rotineiras tém efeitos que atuam em sentido contrario. Por
isso, € necessario o entendimento das duas situacdes, buscando melhorar os
resultados da primeira e amenizar os efeitos da segunda. Nesse sentido, estudos
gue mostrem o efeito do estresse sobre a reproducdo em protocolos de IATF devem
ser realizados, pois esses protocolos submetem os animais a estimulos estressores

significantes.
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CAPITULO Il - EFEITOS DE AGENTES ESTRESSORES SOBRE OS NIVEIS
SERICOS DE CORTISOL E TAXA DE PRENHEZ EM VACAS NELORE (Bos
indicus) SUBMETIDAS A IATF.

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram verificar se 0s agentes estressores que
ocorrem no manejo da IATF (Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo) e os niveis
séricos de cortisol tém efeito sobre as taxas de prenhez em fémeas Bos indicus.
Também visou-se mensurar se o0 manejo do dia da inseminacgéo artificial (D10) foi
suficiente para causar estresse aos animais e correlacionar o horario de coleta de
sangue com 0s niveis seéricos de cortisol. O experimento foi realizado em trés
fazendas que trabalham em sistema de cria comercial, localizadas no Mato Grosso
do Sul. Foram utilizadas 261 vacas Bos indicus, multiparas, saudaveis, lactantes
paridas (30 a 45 dias p6s-parto), com idade média de 6,6 (= 1,45) anos e escore de
condicao corporal (ECC) entre 2,5 e 3 (na escala de 1 a 5, em que 1= muito magra e
5= muito gorda). As fémeas foram submetidas pela primeira vez a Inseminacéo
Artificial em Tempo Fixo (IATF) na estacdo de monta em questdo. O mesmo
protocolo de IATF foi aplicado a todos os animais. No primeiro dia do protocolo (DO),
foi administrado 2 mg de benzoato de estradiol e introduzido um dispositivo
intravaginal de liberacdo de progesterona. Apés oito dias (D8), o dispositivo foi
retirado e os animais receberam 0,5 mg de cipionato de estradiol, 225 pug de D-
cloprostenol e 300 Ul de eCG. A inseminacéo foi realizada 48 horas depois (D10).
Foram utilizados trés inseminadores e sémen de um uUnico touro. O diagnostico de
gestacéo foi realizado de 28 a 32 dias ap0s a inseminacdo, com uso de ultrassom
transretal. A mensuracdo dos agentes estressores ocorreu no D10 do protocolo de
IATF. Foram considerados agentes estressores: Tempo no Brete, Tempo no Tronco,
Tempo Total, Distancia Invernada Curral, Distancia Curral Invernada, Distancia Total
Percorrida, Tempo sem Bezerro e Tempo no Curral. Para verificar se houve
correlacdo entre o horario de coleta e os niveis de cortisol foi realizada a correlacado
de Spearman. O efeito dos agentes estressores sobre a probabilidade de gestacéo
foi aferido por meio da analise de regressédo logistica, enquanto que o efeito dos
niveis de cortisol sobre a gestacdo foi determinado pelo teste Mann-Whitney. As
concentragcfes de cortisol ndo foram afetadas pelo o horério da coleta. O manejo
realizado até a entrada no brete, no D10 do protocolo de IATF, foi eficaz em causar
estresse aos animais. Houve efeito do meio (inseminador, fazenda e més) e do
Tempo no Tronco sobre as chances de prenhez (p<0,05), de maneira que, quanto
maior o Tempo no Tronco, menor a chance da prenhez. Isto mostra que esse agente
estressor foi eficaz em inibir a reproducdo, afetando a eficiéncia reprodutiva em
vacas Bos indicus submetidas a um protocolo de IATF. A taxa de prenhez nao foi
afetada pelos niveis séricos de cortisol (p>0,05).

Palavras-chave: eficiéncia reprodutiva; sistema de cria; estresse; manejo no curral,
reproducao; tempo no tronco.
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ABSTRACT

The objectives of this work were to verify if the stressing agents occurring during the
handling of the Fixed-Time Atrtificial Insemination (FTAI) and the serum cortisol levels
have an effect on the pregnancy rate of female Bos indicus. In addition, it also aimed
to measure whether the handling on the day of the artificial insemination (D10) was
enough to stress the animals and to correlate the blood collection time of the cortisol
analysis with the serum levels of this hormone. The experiment was conducted at
three farms that work with a commercial beef cows breeding, located in Mato Grosso
do Sul. There were used 261 suckling cows Bos indicus (30 to 45 days postpartum),
multiparous, healthy, with ages averaging 6.6 (+ 1.45) years and with body condition
score between 2.5 and 3 (in the scale of 1 to 5, in which 1=very thin and 5=very fat).
The females were subjected to the FTAI for the first time in the beginning of the
breeding season. The same FTAI protocol was applied to all animals. On the first day
of the FTAI protocol (D0O), 2 mg of estradiol benzoate were administered and a
progesterone-releasing intravaginal device was inserted. After eight days (D8), the
device was removed and the animals were given 0.5 mg of estradiol cypionate, 225
pg of D-cloprostenol and 300 Ul of eCG. The insemination was done 48 hours later
(D10). Three inseminators and the semen of one only bull were used. The pregnancy
diagnosis was made by transrectal ultrasonography 28 to 32 days after the
insemination. The stressing agents were measured on the D10 of the FTAI protocol.
The following stressing agents were considered: time in the pen, time in the chute,
total time, distance between pasture and corral, distance between corral and pasture,
time without calf, time in the corral. The Spearman correlation was used to verify if
there was a relation between the collection time and the cortisol levels. The effect of
the stressing agents on the pregnancy probability was measured by logistic
regression analysis, while the effect of the cortisol levels on pregnancy was
determined by the Mann-Whitney test. The cortisol concentrations were not affected
by the collection time. The handling until the entrance to the pen, on the D10 of the
FTAI protocol, stressed the animals. There was an effect of the means (inseminator,
farm and month) and the time in the chute on the pregnancy rates (p<0.05), in a way
that the longer the time in the chute, the smaller the pregnancy rate. This shows that
the time in the chute was able to inhibit the reproduction, affecting the reproductive
efficiency of Bos indicus cows subjected to a FTAI protocol. The pregnancy rate was
not affected by the serum cortisol levels (p>0.05).

Keywords: beef cows breeding; handling in the corral; reproduction; reproductive
efficiency; stress; time in the squeeze chute.
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INTRODUCAO

Para aumentar a eficiéncia reprodutiva e 0os ganhos genéticos da atividade,
biotécnicas vem sendo empregadas, como a Inseminagéo Atrtificial em Tempo Fixo
(IATF). Os protocolos de IATF mais utilizados em Bos indicus, que constituem a
grande maioria do rebanho brasileiro, visam sincronizar a onda folicular e ovulagéo
através de analogos de estradiol, progestagenos, prostaglandina F2a e
recentemente tem se mostrado que o uso do eCG pode atuar melhorando os
resultados.

O uso desta biotécnica esta em crescimento no Brasil e j4 ultrapassa a
metade dos animais inseminados (BARUSELLI et al., 2012). Contudo, muitos fatores
podem atuar afetando os resultados da IATF. Dentre estes estdo: categoria animal,
raca, manejo da propriedade, escore de condicdo corporal (ECC), entre outros
(OLIVEIRA et al., 2015). Além destes, estudos mais recentes mostraram que 0
temperamento e a reatividade afetam negativamente a taxa de gestacao de fémeas
Bos indicus submetidas a protocolos de IATF (RUEDA, 2012; COOKE et al, 2011).
Este efeito é atribuido as respostas ao estresse causado durante os manejos dos
protocolos de IATF.

Estudos constataram que praticas rotineiras na bovinocultura causam estresse
expressivo aos animais, gerando desconforto, dor e/ou medo. Dentre as praticas que
desencadeiam respostas ao estresse nos ruminantes podemos citar. manejo no
curral, exame ginecologico, inseminacao, isolamento, contencéo, ruido e transporte
(GRANDIN, 1997; TILBROOK et al., 1999; WAYNERT et al, 1999; COSTA-E-SILVA
et al., 2010; MACEDO, ZUCCARI e COSTA E SILVA, 2012; MAZIERO et al., 2012).

O estresse pode ser definido como a ruptura da homeostase dos organismos,
onde existe uma resposta fisioloégica ou comportamental contra o estimulo nocivo ou
condicdo adversa do meio ambiente (MAZIERO et al., 2012). Esta resposta envolve
a ativacdo do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (H-H-A) e do Sistema Nervoso
Simpatico (SNS). Os fatores liberados nesse mecanismo (CRH, B-endorfina, AVP,
ACTH, progesterona, catecolaminas e glicocorticoides) agem diretamente sobre o
eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (H-H-G), suprimindo a reproducdo em diversos
niveis. Dentre estes fatores, o cortisol, principal glicocorticoide na maioria dos

mamiferos, merece destaque. Ja foi mostrado que este atua no hipotalamo, hipofise
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e ovarios, inibindo a reproducdo em mamiferos. (KAWATE, INABA e MORI, 1993;
SAPOLSKY, ROMERO e MUNCK, 2000).

Os hormonios liberados em resposta ao estresse atuam basicamente inibindo
a secrecao de GnRH, LH e estradiol (SMITH e DOBSON, 2002; RUSSI et al., 2011).
Assim, uma das principais consequéncias do estresse € a interrup¢do ou adiamento
da ovulagéo, pois para que esta aconteca como o esperado, todos os hormonios
reprodutivos envolvidos devem ser liberados com a concentragdo, frequéncia e no
momento correto.

Diversos estudos verificaram o efeito do estresse na reproducdo de bovinos
(ECHTERNKAMP, 1984; EDWARDS et al, 1987; NANDA, DOBSON, WARD, 1990;
MACEDO et al, 2011; ROCHA et al.,, 2012). Entretanto, até o presente momento,
nao foram realizados trabalhos evidenciando a relacdo direta entre os agentes
estressores aos quais 0s animais sdo submetidos em um protocolo de IATF e as
taxas de prenhez ao final deste protocolo.

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram: a) correlacionar o horéario de
coleta do sangue com o0s niveis séricos de cortisol; b) determinar a presenca de
estresse nos animais por conta do manejo realizado no D10; c) verificar o efeito de
agentes estressores presentes no manejo da IATF sobre a taxa de prenhez em
fémeas Bos indicus e; d) verificar o efeito do aumento nos niveis séricos de cortisol

sobre a taxa de prenhez em fémeas Bos indicus.

MATERIAL E METODOS

Esse experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal do
Setor de Ciéncias Agrarias (CEUA-SCA) da Universidade Federal do Parana,
numero do protocolo 018/2015.

LOCAL E PERIODO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado em 3 fazendas que trabalhavam em sistema de
cria comercial localizadas no Mato Grosso do Sul nos meses de dezembro, janeiro e
fevereiro durante a estacdo de monta. O clima da regido é classificado como Aw -

tropical com estacdo seca, segundo a classificacdo de Kdpper-Geiger. O bioma, a
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altitude, a pluviosidade mensal, a temperatura média minima e a temperatura média

méaxima estdo descritos na TABELA 1.

TABELA 1. CARACTERISTICAS GEOGRAFICAS E METEOROLOGICAS DAS FAZENDAS ONDE
FOI REALIZADO O EXPERIMENTO

FAZENDA ODA CL SC
Municipio Aquidauana-MS Ribas do Rio Pardo-MS Agquidauana-MS

Bioma Pantanal Cerrado Cerrado

Altitude (m) 80-200 200-250 200-250
Pluviosidade mensal* (mm) 90-100 80-90 90-100
Dezembro 20-24 16-20 20-24
Temperatura média minima (°C) Janeiro 20-24 20-24 20-24
Fevereiro 20-24 16-20 20-24
Dezembro 32-36 32-36 32-36
Temperatura média maxima (°C) Janeiro 36-40 36-40 36-40
Fevereiro 32-36 32-36 32-36

FONTE: ALTITUDE (ZAVATTINI, 2009); BIOMA (MARCUZZO, 2012); PLUVIOSIDADE MENSAL,
TEMPERATURA MEDIA MINIMA E TEMPERATURA MEDIA MAXJMA (INMET, 2016)
NOTA: A PLUVIOSIDADE MENSAL FOI A MESMA PARA OS TRES MESES DO EXPERIMENTO

As fazendas trabalhavam com sistema de pastejo em Brachiaria sp. e
ofertavam suplementacdo com sal mineral e agua ad libitum. As instalacdes das
proporcionavam boas condi¢cdes de manejo e a equipe de capatazes oferecia um
manejo racional. Os profissionais estavam habituados a trabalhar com aqueles
animais especificamente e ndo houve mudanca de profissionais no manejo dos trés
lotes de cada fazenda.

ANIMAIS

Foram utilizadas 261 vacas Bos indicus, multiparas, saudaveis, lactantes
paridas (30 a 45 dias poOs-parto). Todas as matrizes eram vacinadas contra
brucelose e febre aftosa. Possuiam idade média de 6,6 (+ 1,45) anos e estavam ha
faixa de escore de condicdo corporal (ECC) entre 2,5 e 3 (ha escala de 1 a 5, em
gue 1= muito magra e 5= muito gorda). A padronizacdo por ECC visou garantir que
todos os animais estivessem com a mesma condicdo corporal. As vacas estavam
sendo submetidas pela primeira vez a IATF na estacdo de monta em questdo. A
distribuicdo dos animais nos lotes, fazendas e meses de inseminacdo esta descrita
na TABELA 2.
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TABELA 2. DISTRIBUIGAO DOS ANIMAIS NOS LOTES, FAZENDAS E MESES DO EXPERIMENTO

MES / FAZENDA CL* SC* ODA*
Dezembro 28 31 27
Janeiro 29 30 31
Fevereiro 25 30 30
Total de animais por fazenda 82 91 88

FONTE: A AUTORA (2016) .
NOTA: *CL, SC E ODA CORRESPONDEM AS ABREVIATURAS DOS NOMES DAS FAZENDAS
ONDE O EXPERIMENTO FOI REALIZADO

MANEJO EXPERIMENTAL

O mesmo manejo foi realizado em todos os lotes do experimento. No primeiro
dia do protocolo de IATF (DO0), foram administrados 2 mg de benzoato de estradiol
(BE) e introduzido um dispositivo intravaginal de liberacdo de progesterona. Apés
oito dias (D8) o dispositivo foi retirado e os animais receberam 0,5 mg de cipionato
de estradiol (CE), 225 ug de D-cloprostenol (analogo da prostaglandina F2a) e 300
Ul de gonadotrofina coribnica equina (eCG). A inseminacéao foi realizada 48 horas

depois (D10). O protocolo utilizado esta esquematizado na FIGURA 11.

0,5 mg de CE + 300 Ul de eCG +
225 ug de D-cloprostenol + IATF
retirada do dispositivo

2 mg BE +
Dispositivo de progesterona

v v l
P4 48h
t f =
DO D8 D10

FIGURA 11. PROTOCOLO DE IATF UTILIZADO PARA A SINCRONIZACAO DO CICLO ESTRAL
DAS VACAS DURANTE O EXPERIMENTO

FONTE: A AUTORA (2016)

NOTAS: BE= BENZOATO DE ESTRADIOL (BENZOATO HC® - HERTAPE CALIER); P4= PROGESTERONA NA

FORMA DE DISPOSITIVO INTRAVAGINAL MONODOSE (750 MG; PROCICLAR® - HERTAPE CALIER); CE=

CIPIONATO DE ESTRADIOL (CIPIONATO HC® - HERTAPE CALIER); ECG - GONADROTOFINA CORIONICA

EQUINA (NOVORMON® — ZOOETIS); D-CLOPROSTENOL (VETEGLAN®- HERTAPE CALIER).

No D10 as vacas foram retiradas de suas invernadas e levadas até o curral.
Os bezerros foram apartados e as matrizes conduzidas para passar no brete e no
tronco de contencéo, onde foi realizada a inseminagéo artificial e a coleta de sangue.

Ao final do manejo os bezerros retornaram para suas maes e todo o lote foi
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encaminhado para a invernada em que estavam ou para outra, dependendo da
organizagao de cada fazenda.

Foram utilizados 3 inseminadores, como mostra a Tabela 3, e sémen de um
Unico touro, proveniente de uma central de reproducdo certificada, que garante a
gualidade de seu produto. O sémen estava devidamente armazenado em botijdes
com no minimo 30 cm de nitrogénio liquido e foi descongelado com a utilizacdo de

um descongelador eletronico, na temperatura de 36 °C a 37 °C por 30 segundos.

TABELA 3. ALOCAGAO DOS INSEMINADORES ENTRE OS LOTES DO EXPERIMENTO

MES / FAZENDA CL* SC* ODA*
Dezembro 1 1 1
Janeiro 1 2 2
Fevereiro 1 2 3

FONTE: A AUTORA (2016)

NOTA: *CL, SC E ODA CORRESPONDEM AS ABREVIATURAS DOS NOMES DAS FAZENDAS
ONDE O EXPERIMENTO FOI REALIZADO. OS NUMEROS “1”, “2” E “3” CORRESPONDEM AOS
INSEMINADORES UTILIZADOS

O diagnostico de gestacao foi realizado de 28 a 32 dias apds a inseminacao,
com a utilizacdo de ultrassom transretal. As vacas foram classificadas em gestante e
nao gestante.

O manejo experimental ndo diferiu do manejo realizado pelas fazendas em
sua rotina (com excec¢ao da coleta de sangue). Assim, os resultados obtidos seréo

compativeis com a realidade de sistemas de cria comerciais.

AGENTES ESTRESSORES

Os agentes estressores foram mensurados no D10 do protocolo de IATF.
Foram considerados agentes estressores: Tempo no Brete, Tempo no Tronco,
Tempo Total, Distancia Invernada Curral, Distancia Curral Invernada, Distancia Total
Percorrida, Tempo Sem Bezerro e Tempo no Curral. A forma de coleta (individual
ou por lote), bem como a maneira de mensuracdo das variaveis consideradas

agentes estressores estao descritas na TABELA 3.
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TABELA 3. UNIDADE, FORMA DE COLETA E MENSURAGAO DAS VARIAVEIS CONSIDERADAS
AGENTES ESTRESSORES

Agente estressor Unidade Formade coleta Mensuragéo
Tempo no Brete Segundos individual Diferenga entre o horério de entrada e saida do brete
Tempo no Tronco Segundos individual Diferenga entre o horério de entrada e saida do tronco
Tempo Total Segundos individual Somado TBe TR
Distancia Invernada Curral * Km por lote Distancia percorrida pelos animais da invernada ao curral
Distancia Curral Invernada * Km por lote Distancia percorrida pelos animais do curral a invernada
Distancia Total Percorrida Km por lote Soma da DIC e DCI
Tempo Sem Bezerro Minutos por lote Tempo permanecido sem o bezerro durante a realizagdo do protocolo de IATF
Tempo no Curral Minutos por lote Tempo permanecido no curral para o manejo do D10 do protocolo de IATF

FONTE: A AUTORA (2016)

NOTA: *AS MEDIDAS FORAM CALCULADAS COM O AUXILIO DOS SOFTWARES GOOGLE EARTH® OU
NIKE RUNNING®. AS VARIAVEIS MEDIDAS EM SEGUNDOS FORAM POSTERIORMENTE
TRANSFORMADAS EM MINUTOS PARA A REALIZAGAO DAS ANALISES ESTATISTICAS.

COLETA DE SANGUE E ANALISES LABORATORIAIS

A coleta foi realizada no momento em que 0s animais estavam contidos no
tronco para a inseminacao artificial, através da puncéo da veia coccigea caudal, com
a utilizacdo de tubos a vacuo contendo ativador de coagulo. Em seguida, o material
foi centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos. O soro foi separado em ependorfs
devidamente identificados com auxilio de pipetas de Pasteur descartaveis. Os
ependorfs foram congelados a -20°C até o momento das analises laboratoriais.

As analises laboratoriais foram feitas no Laboratério de Fisiologia Enddécrina e
Reproducdo Animal da Universidade Federal do Parana. Os niveis de cortisol foram
obtidos em ng/ml através do kit ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
validado para as amostras de soro bovino, de acordo com o método descrito por
BROWN et al. (2004). As dosagens foram realizadas em duplicata. O coeficiente de

variacao inter-ensaio foi inferior a 10%.
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ANALISE ESTATISTICA

Para constatar se houve correlacdo entre o horario de coleta e os niveis de
cortisol foi realizada a correlacdo de Sperman. Para determinar a presenca de
estresse nos animais por conta do manejo realizado no D10, procurou-se verificar se
0s niveis de cortisol medidos no experimento sdo superiores aos resultados
encontrados na literatura. Para aferir o efeito dos agentes estressores sobre a
probabilidade de gestacao, foi realizada a analise de regresséo logistica, utilizando o
software R, versdo 3.2.1 (R Core Team, 2015). Foram incluidas no modelo a
variaveis: Tempo no Tronco, Tempo no Brete, Distancia Invernada Curral, Distancia
Curral Invernada, Distancia Total Percorrida, Tempo no Curral e Tempo Sem
Bezerro. Como as variaveis inseminador, fazenda e més tiveram efeito significativo
sobre a taxa de prenhez através do teste qui-quadrado (p<0,05), estas foram
também adicionadas ao modelo de regressédo, consideradas como efeito do meio.
Para estimar o efeito dos niveis de cortisol sobre a gestacdo foi realizado o teste
Mann-Whitney. Para verificar se os dados seguiam uma distribuicdo normal foi feito
o teste de Shapiro Wilk. Adotou-se o nivel de significancia de 5% para todas as

analises

RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de prenhez obtida nesse experimento foi de 55,64%. De acordo com
Sales et al. (2012), este resultado é satisfatorio e esta proximo a média da taxa de
gestacédo atingida em protocolos a base de estradiol, progesterona e prostraglandina
F2a, que € de aproximadamente 50%.

A andlise descritiva dos agentes estressores e niveis séricos de cortisol para
as vacas gestantes e ndo gestantes estéo descritos na

TABELA 4 e na TABELA 5. Para a maioria das variaveis o desvio padrao foi
alto (CV>30%), mostrando que os dados apresentam alta dispersao (PIMENTEL-
GOMES e GARCIA, 2002). Dessa forma, a média ndo € uma boa medida para
representar esses dados. Entdo, para melhor compreensdo da distribuicdo dos

dados, foi realizada a analise descritiva por meio de quartis.
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TABELA 4. ANALISE DESCRITIVA DAS VARIAVEIS CONSIDERADAS AGENTES ESTRESSORES
E DOS NIVEIS SERICOS DE CORTISOL (NG/ML) PARA AS VACAS GESTANTES

VARIAVEL GESTANTE
MédiatDP CV (%) 1° Quartil 2° Quartil 3° Quartil
Tempo no Brete (min) 3,99+3,55 88,97 1,74 3,03 5,27
Tempo no Tronco (min) 1,48+0,5 33,78 1,13 1,34 1,74
Tempo Total (min) 5,47+3,64 66,54 3,13 4,48 6,95
Distancia Invernada Curral (Km) 1,73+1,22 70,52 0,65 1,53 2,50
Disténcia Curral Invernada (Km) 1,9+1,17 61,58 0,70 1,88 2,50
Distancia Total Percorrida (Km) 3,63+2,33 64,19 1,40 3,10 5,00
Tempo sem Bezerro (min) 180,7+33,82 18,72 162 183 190
Tempo no Curral (min) 205,91+45,05 21,88 171 190 264
Niveis séricos de cortisol (ng/ml)  50,76+31,31 61,68 32,50 45,16 62,83

FONTE: A AUTORA (2016)
NOTA: DP=DESVIO PADRAQ; CV= COEFICIENTE DE VARIACAO

TABELA 5. ANALISE DESCRITIVA DAS VARIAVEIS CONSIDERADAS AGENTES ESTRESSORES
E DOS NIVEIS SERICOS DE CORTISOL (NG/ML) PARA AS VACAS NAO GESTANTES

NAO GESTANTE

VARIAVEL
MédiatDP CV (%) 1° Quartil 2° Quartil 3° Quartil
Tempo no Brete (min) 3,84+3,77 98,18 1,47 2,80 5,00
Tempo no Tronco (min) 1,62+0,81 50,00 1,12 1,40 1,78
Tempo Total (min) 5,46+3,94 72,16 2,92 4,25 6,32
Distancia Invernada Curral (Km) 1,5+1,22 81,33 0,50 0,70 2,50
Distancia Curral Invernada (Km) 1,61+1,25 77,64 0,65 1,18 2,50
Distancia Total Percorrida (Km) 3,19+2,41 75,55 1,30 2,36 5,00
Tempo sem Bezerro (min) 173,48+36,63 21,11 150,00 167,00 190,00
Tempo no Curral (min) 189,5+44,45 23,46 171,00 190,00 200,00
Niveis séricos de cortisol (ng/ml)  51,32+41,03 79,95 27,53 40,69 58,91

FONTE: A AUTORA (2016) -
NOTA: DP=DESVIO PADRAO; CV= COEFICIENTE DE VARIACAO
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Alguns autores constataram que a liberacéo de cortisol nos bovinos ocorre na
forma de ritmo circadiano (FULKERSON, SAWYER e GOW, 1980; LEFCOURT et
al., 1993). Outros autores afirmaram n&o haver ritmo circadiano em bovinos (ABEBE,
SCOTT e ELEY, 1992). De toda forma, para garantir que os niveis séricos de cortisol
ndo fossem influenciados por um possivel ritmo em sua liberacdo, foi realizada a
correlacdo entre o horario de coleta e os niveis de cortisol. Esta correlagdo foi
praticamente nula (rs = —-0,02). Dessa forma, podemos afirmar que os resultados
deste estudo néo foram afetados pelo horario de coleta.

Na aplicacdo do protocolo de IATF, sabe-se que os animais sofrem um
processo de sensibilizacdo e demonstram pior temperamento no ultimo dia,
provavelmente devido aos manejos aversivos (aplicacdo de horménios e colocacao
e retirada do implante intravaginal) realizados no protocolo (RUEDA, 2009, RUEDA
2012). Assim, é provavel que o estresse identificado nesse experimento também
tenha influéncia da sensibilizacdo dos manejos ocorridos no DO e no D8.

O somatério de todos esses fatores justifica claramente o porqué dos altos
niveis de cortisol encontrados neste estudo, valores muito acima dos valores basais
para o horménio em fémeas Bos indicus, apontando que o manejo realizado no D10
causou estresse aos animais.

Os altos niveis de cortisol aferidos neste trabalho indicam uma resposta do
organismo a estimulos estressores, pois 0s valores encontrados estédo
consideravelmente acima dos valores basais, de 10 ng/ml, descritos na literatura
(YOSHIDA e NAKAO, 2005). Fujita et al. (2013), aferiu as concentracbes para
cortisol em vacas Nelore (Bos indicus) nos trés dias de manejo de um protocolo de
IATF. Assim como neste estudo, 0s autores constaram que o manejo no curral
causou estresse as matrizes, obtendo valores médios por vaca (considerando os
trés dias de protocolo) de 93 e 206 ng/ml. No trabalho realizado por Maziero et al.
(2012), com vacas Bos indicus submetidas a um manejo semelhante, porém sem

inseminacao, também foram obtidas concentra¢des acima dos valores basais.
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Como as concentracdes de cortisol levam de 10 (NAKAO et al, 1994) a 20
minutos (SILANIKOVE, 2000) para atingir seu pico, ndo podemos atribui-las ao
manejo no brete ou no tronco, ou mesmo a inseminacdo artificial, uma vez que
ocorreram muito proximos a coleta. Portanto, podemos concluir que os niveis de
cortisol aferidos refletem o estresse decorrido do manejo anterior a entrada no brete
contemplado pela retirada dos animais da invernada, conducdo ao curral, separagéo
dos bezerros e conducdo dos animais até a entrada do brete.

Estudos realizados, que serdo discutidos na sequéncia, forneceram
evidéncias que estdo de acordo com esses resultados obtidos nesse trabalho.
Chambers e Grandin (2001) afirmam que o simples manejo de forgar um animal a
entrar no brete pode deixa-lo acuado e que os animais evitam entrar em instalacdes
com a presenca de urina e saliva de animais estressados, provavelmente porque
sédo alertados através dos horménios do estresse (presentes nas secrecdes) que
aquele ndo é um local agradavel. Ademais, segundo 0os mesmos autores, o ruido
aumenta os niveis de estresse em bovinos. Todas essas situacdes estao presentes
no manejo do curral, causando medo aos animais, e o0 medo € um forte agente
estressor para os bovinos (GRANDIN, 1997).

Além do medo, tanto 0 manejo realizado para levar os animais ao curral,
guanto o que ocorre dentro das instalagcdes, promove uma desorganizacdo das
atividades sociais (quebra do equilibrio da hierarquia e da dominancia) e dificulta a
manutencao do espaco individual, caracteristicas comportamentais importantissimas
para os bovinos (PARANHOS DA COSTA e MORALES, 2011)

Ademais, os animais do estudo séo criados extensivamente e conduzidos ao
curral apenas algumas vezes ao ano. Dessa forma, 0 manejo necessario para a
realizacdo do protocolo de IATF é ainda mais estressante, pois estudos mostraram
gue os animais manejados com menor frequéncia sdo mais reativos ao manejo no
curral (BETANCOURT, 2014).

Conforme as analises de regressao logistica houve efeito do meio
(inseminador, fazenda e més) e do Tempo no Tronco sobre as chances de prenhez
(p<0,05), de maneira que, quanto maior o Tempo no Tronco, menor a chance da
prenhez (coeficiente estimado = —0,54). Esse resultado € atribuido ao estresse pelo

gual os animais passam no tronco de contencgéo.



72

O manejo no tronco causa medo e frustracdo aos animais, deixando-os ainda
mais acuados do que o manejo no curral. Esta situacao € tdo estressante para as
vacas ndo manejadas com frequéncia que os niveis de cortisol resultantes deste
manejo sdo similares aos niveis encontrados na marcacéo a ferro quente (LAY et al,
1992). Além disso, foi mostrado que a presenca e toque de humanos (GRIGNARD et
al, 2001), a inseminacéao artificial (NAKAO et al, 1994), o isolamento e a contencao
(TILBROOK et al.,, 1999) elevam as respostas dos animais ao estresse e todas
essas situacdes estdo presentes durante a conteng¢do no tronco no ultimo dia da
IATF. Esta reacdo do organismo frente a uma ameaca tem como consequéncia a
inibicdo da reproducao.

Diversos estudos mostraram que o0 estresse interfere na pulsatilidade e nos
horarios precisos de liberagédo de LH (NANDA, DOBSON e WARD, 1990; DOBSON
e SMITH, 2000; SMITH e DOBSON, 2002), afetando inclusive a maturacdo dos
oocitos e, consequentemente, dos embrides. (DOBSON e SMITH, 2000). (ROCHA et
al., 2012). O estresse por contencao e isolamento, semelhante ao manejo de tronco
deste estudo, foi capaz de suprimir a liberacdo de LH em ovelhas (TILBROOK et al.,
1999).

Macedo et al. (2011) e Cooke et al. (2012) também verificaram que o estresse
afetou negativamente a reproducdo. Os primeiros autores mostraram que vacas
estressadas ao manejo de curral durante o protocolo de superovulacédo
apresentaram menor taxa de viabilidade embrionaria. Ja os segundos verificaram
gue fémeas com temperamento agressivo tiveram menor sucesso reprodutivo ao
final da estacdo de monta.

Estudos realizados em vacas Bos indicus submetidas a um protocolo de IATF,
similar ao aplicado neste estudo, amparam o resultado do presente experimento.
Nestes trabalhos foi demonstrado que o temperamento excitado das vacas, aferido
no manejo do tronco de contencdo, afetou negativamente a taxa de prenhez
(COOKE et al, 2011; RUEDA, 2012).
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N&o houve efeito de Tempo no Brete, Distancia Invernada Curral, Distancia
Curral Invernada, Distancia Total Percorrida, Tempo no Mangueiro e Tempo sem
Bezerro sobre as chances de prenhez (p>0,05). Mostrando que estes agentes
estressores ndo foram estimulos suficientemente fortes para inibir a reproducéo. Isto
provavelmente ocorreu porque 0s animais nao estavam isolados, contidos ou
sofrendo procedimentos invasivos, como ocorre no manejo do tronco. Além disso,
como 0s bovinos sdo animais gregarios, eles se sentem mais seguros quando estéao
acompanhados por membros do seu grupo (PARANHOS DA COSTA e COSTA E
SILVA, 2007).

A taxa de prenhez também né&o foi afetada pelos niveis séricos de cortisol
(p>0,05), apesar evidéncias mostrarem que o cortisol estd relacionado
negativamente a reproducdo de ruminantes (ECHTERNKAMP, 1984; KAWATE,
INABA e MORI, 1993; MACFARLANE et al., 2000; BREEN et al., 2005). O aumento
da secrecéao de glicocorticoides nem sempre esta associado a diminuicdo da
secrecédo de LH, particularmente em casos de estresse agudo.

Muitos estudos indicam que esses horménios ndo sado os mediadores
predominantes da supressao induzida pelo estresse sobre a secrecdo de LH, mas
atuam amplificando o efeito inibitério do estressor (FERIN, 2006; TILBROOK,
TURNER e CLARKE, 2000). Outros horménios liberados na resposta ao estresse,
nao dosados no experimento, podem ter agido na inibicdo do estresse sobre a
reproducao, como o CRH, a B-endorfina (ROCHA et al., 2012), a AVP (BATTAGLIA
et al., 1998), o ACTH (PHOGAT, SMITH e DOBSON, 1999), a progesterona (KASA-
VUBU et al., 1992) e as catecolaminas (TILBROOK, TURNER e CLARKE, 2000).

Ademais, o cortisol medido neste trabalho ndo refletiu o estresse que os
animais sofreram durante o manejo no tronco, realizado concomitantemente a coleta
de sangue. O cortisol demora de 10 (NAKAO et al, 1994) a 20 minutos
(SILANIKOVE, 2000) para atingir seu pico apds uma situacdo de ameaca. Assim,
como o manejo no tronco foi considerado o agente estressor mais forte e o Unico
gue afetou a taxa de prenhez, é plausivel que, nas condi¢des deste trabalho, o efeito
do cortisol sobre a taxa de prenhez ndo tenha sido significativo, pois o cortisol

resultante do estresse do manejo de tronco nao foi dosado.
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Esses resultados sdo amparados pelos encontrados no experimento de Fujita
(2013), no qual novilhas Bos indicus submetidas a IATF ndo apresentaram diferenca
nos niveis de cortisol entre as gestantes ou ndo gestantes. Maziero et al. (2011)
também obtiveram resultados condizentes aos nossos. Esses autores sincronizaram
a ovulacdo de vacas zebuinas utilizando um protocolo a base de GnRH, D-
cloprostenol e progesterona. Em seguida as submeteram a um procedimento ja
conhecido como estressante, o transporte. Foi verificado que o transporte causou
estresse aos animais, que atingiram niveis altos de cortisol (56 ng/ml), no entanto a

ovulacao nao foi afetada.
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CONCLUSOES

No presente estudo, pode-se verificar que as concentragcdes de cortisol ndo
foram afetadas pelo horério da coleta de sangue. Também se constatou que o0
manejo realizado no D10 do protocolo de IATF, composto pela retirada dos animais
da invernada, conduc¢éo ao curral, separacao dos bezerros e manejo no curral até a
entrada do brete causou estresse aos animais. Houve efeito do meio (inseminador,
fazenda e més) e do Tempo no Tronco sobre as chances de prenhez. Tal resultado
apontou para uma relagao inversa entre estes dois fatores, ou seja, quanto maior o
Tempo no Tronco, menor a chance de prenhez. Isso mostra que o Tempo no Tronco
foi um agente estressor capaz de inibir a reproducédo, afetando a eficiéncia
reprodutiva em vacas Bos indicus submetidas a protocolo de IATF. Por fim,

observou-se que os niveis séricos de cortisol ndo afetaram a taxa de prenhez.
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CONSIDERACOES FINAIS

A revisdo de literatura contida nesse trabalho e os resultados obtidos no
experimento revelaram que o estresse atinge a reproducdo em diversos niveis.
Assim, melhorias no manejo e nas instalagdes podem colaborar para o bem-estar
dos animais e trazer ganhos econémicos ao produtor, beneficiando ambas as partes.
Sabe-se que na maior parte das propriedades do Brasil ndo ha o conceito de manejo
racional e preocupacéo com questdes de bem-estar. Os pecuaristas acreditam que a
capacitacdo de seus funcionarios sdo custos dispensaveis e que nao € necessario
se preocupar com a manutencdo das instalacbes ou com a troca destas para
versdes mais modernas (com menos ruido, que facilitem o manejo dos animais e
gue sejam adaptadas para atender as particularidades do comportamento dos
bovinos). A partir do momento que esses custos forem entendidos como
investimentos, a atividade melhorara como um todo.

Outra questao preocupante € o reconhecimento dos trabalhadores do campo.
E evidente que se ndo valorizados, se nio for dada a devida importancia ao seu
trabalho, ndo o fardo com satisfacdo e a Ultima coisa em que se preocupardo sera
tratar bem os animais. Os capatazes sao a base de toda a cadeia e a valorizacdo de
sua atividade ndo deve ser s6 financeira, mas também deve vir como um
reconhecimento profissional, trazendo satisfacdo pessoal. Nas fazendas onde foi
realizado esse estudo os trabalhadores eram valorizados e isso era refletido em

Seus servicos.

Como ja abordado no trabalho, a IATF é uma biotécnica promissora que traz
inimeros beneficios aos produtores. Assim, mais trabalhos deveriam ser feitos nesta
area, buscando estabelecer maneiras de realiza-la com o menor estresse possivel e
mostrando quais praticas sdo mais ou menos estressantes aos animais durante a
aplicacdo do protocolo. Dessa forma, os produtores saberiam exatamente como
devem proceder. Neste estudo descobriu-se que o0 maior tempo no tronco afetou
negativamente a gestacao dos animais. Portanto, os produtores devem providenciar
maneiras de diminui-lo. O mesmo poderia ser feito em outros aspectos, como por
exemplo a distancia que os animais caminham antes e depois do manejo no curral

no dia da inseminacdo artificial. O conhecimento empirico afirma que nédo é

recomendado que os animais caminhassem muito neste dia. Mas quanto? Qual é a
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maxima distancia que pode ser percorrida sem prejudicar a reproducdo? Varia
conforme climas ou terrenos diferentes? Quando perguntas como  essas
comecarem a ser respondidas, medidas para melhor aplicagdo dos protocolos

poderdo ser tomadas, trazendo beneficios aos produtores e também aos animais.

Como dificuldades para a realizacdo deste estudo podemos citar a obtencéo
de ajuda financeira e as andlises laboratoriais. A empresa patrocinadora Beckhauser
demonstrou interesse desde o inicio em incentivar o projeto. No entanto, 0 processo
para que o patrocinio chegasse ao projeto, através da Universidade e trazendo
beneficios fiscais a empresa, seria muito demorado. Portanto, providenciamos
outras vias para o0 recebimento do patrocinio, por meio da compra de materiais.
Contudo, a empresa ndo obteve beneficios fiscais. Assim, formas mais rapidas e
menos burocréaticas de transferéncias de recursos poderiam ser oferecidas pela
Universidade futuramente. Dessa forma, acredito que haveria maior parceria entre

projetos e empresas privadas, trazendo ganhos para a pesquisa e educacgao.

Em relacdo as analises laboratoriais, houve uma dificuldade em obter as
concentracfes de progesterona, estradiol e testosterona através do ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay). Mesmo tentando bloquear a placa utilizando leite
desnatado (5%) ou fazendo o "coating" da placa com proteina A (com o anticorpo e
0os dois antigenos livres em solucdo), ocorreu reagao cruzada do anticorpo com
outros elementos do soro. Dessa maneira, para obter as concentracdes dos
hormbnios seria necessario realizar a extracdo dos esteroides do soro. Isto néao foi
realizado por falta de tempo e recursos. Por esses motivos, ndo pudemos aproveitar
os resultados das andlises desses hormonios. Dessa forma, pesquisas poderiam ser
feitas nessa area visando o aprimoramento de ensaios para dosagens de esteroides

sexuais no soro bovino.



