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DINIZ, J. V. A. SOROPOSITIVO DAS ENFERMIDADES REPRODUTIVAS,
FATORES CLIMATICOS E HORMONAIS EM RECEPTORAS BOVINAS.
[POSITIVE SERUM OF REPRODUCTIVE DISEASES, CLIMATIC FACTORS
AND HORMONE RECEPTOR IN BOVINE]. 2013. 83f. Dissertacdo (Mestrado
em Biotecnologia Animal) — Universidade Estadual de Sao Paulo, Botucatu,
2013.

O desempenho reprodutivo bovino pode sofrer interferéncia de diversos
fatores, dentre os quais os relacionados a fisiologia, a patologia, a genética, a
nutricdo e ao manejo zootécnico-sanitario dos rebanhos, os quais, direta ou
indiretamente podem comprometer o embrido, o feto e o trato reprodutivo das
fémeas. O propoésito desse estudo foi estabelecer em receptoras de embrides
(n=235), se e em qual proporcdo a resposta aos protocolos de sincronizacao
hormonal, as taxas de prenhez e de perda embrionéaria foram, negativamente,
afetadas devido a constatagdo de soropositividade para enfermidades
reprodutivas, das concentracbes plasmaticas de cortisol e de P4, das
temperaturas ambiente, retal e umidade relativa do ar. Avaliou-se, ainda, o
volume do CL e sua relacdo com a producdo de P4. As taxas de
soropositividade para brucelose, leptospirose, diarreia viral bovina (BVD),
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) e neosporose foram 2,89% (n=7), 54,47%
(n=128), 43,83% (n=98), 74,04% (n=174) e 63,82% (n=150), respectivamente.
Com respeito as enfermidades, as diferencas entre as taxas de receptoras
reagentes e nao reagentes mostraram-se estatisticamente significantes
(p<0,05) para as associacoes da leptospirose e da neosporose, com a taxa de
aproveitamento e da brucelose e IBR com a taxa de perda embrionaria. Nas
avaliacbes sobre cortisol e P4, observou-se que as diferencas entre suas
respectivas concentracdes plasméaticas nao diferiram estatisticamente (p>0,05)
entre as receptoras que resultaram prenhas (17,24+7,59; 13,5816,41) e as néo
prenhas (17,78+5,54; 14,15+7,16), mas apresentaram correlacdo positiva
(p<0,05) Desse modo, essas concentracbes plasmaticas de cortisol
observadas, presumivelmente, ndo interferiram com a capacidade de resposta
das receptoras aos protocolos, mas, nos grupos de animais "Resp.P." e
"N.Resp.P." suas concentracdes diferiram estatisticamente (p<0,05). Em
relacéo ao VCL e a concentracdo de P4, ndo se constatou diferenca estatistica
significante (p>0,05) entre os seus valores médios. Para todas as situacdes

analisadas, observou-se apenas correlacao entre o volume do CL e a producédo
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de P4 (p<0,05) no grupo “pequeno”. Em relacdo as temperaturas em ambiente,
retal e a umidade relativa do ar, os valores, em médias, foram 30.07°C,
39,38°C e 69,23, respectivamente. Observou-se que 0s grupos "protocolo”,
"Resp.P.", "Res.PNE." e "Nresp.P." identificaram correlacdo negativa entre a
concentracdo de cortisol e a temperatura ambiente (p<0,05). A umidade do ar
foi a varidvel que ndo se correlacionou com a concentragdo de cortisol para
nenhum dos grupos de desempenho reprodutivo analisado (p>0,05). Sobre a
TEMPR e a concentragdo de cortisol, verificou-se que ndo existiu diferenca
significativa entre os grupos “Resp.P.” e o “Nresp.P.” em relagdo a TEMPR
(p>0,05), e em relacdo a concentracdo de cortisol a diferenca foi significativa
(p<0,05).

Palavras - chave: Inquérito Imunosoroldgico, cortisol, progesterona, Influéncia

Térmica, embrido e receptoras.
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DINIZ, J.V.A. POSITIVE SERUM OF REPRODUCTIVE DISEASES, CLIMATIC
FACTORS AND HORMONE RECEPTOR IN BOVINE. [SOROPOSITIVO DAS
ENFERMIDADES REPRODUTIVAS, FATORES CLIMATICOS E HORMONAIS
EM RECEPTORAS BOVINAS]. 2013. 83f. Dissertagcdo (Mestrado em
Biotecnologia Animal) — Universidade Estadual de Sado Paulo, Botucatu, 2013.

Beef catle reproductive performance is under the interference of several factors
among which those related to physiology , pathology , genetics , nutrition and
management of health - livestock herds , which directly or indirectly may affect
the embryo , fetus and reproductive tract of females . The purpose of this study
was to establish in recipient embryos (n=235), if and in some extent, the
response to synchronization protocols hormone, pregnancy and embryonic loss
rates were negatively affected due to the finding of reproductive diseases
serumpositivity, of cortisol and P4 serum levels and of ambient and rectal
temperatures and air relative humidity; it was also evaluated the CL volume and
its relation to P4 production. Brucellosis, leptospirosis, bovine viral diarrhea
(BVD), infectious bovine rhinotracheitis (IBR) and neosporosis seropositivity
rates were 2.89% (n=7), 54.47% (n=128), 43.83% (n=98), 74.04% (n=174) and
63.82% (n=150), respectively. Correlations of leptospirosis and neosporosis
with responsive cows to protocols and of brucelosis and IBR with embryonic
loss rate were all statistically significant (p<0.05). Pregnant and non- pregnant
recipient cows cortisol and P4  respective serum levels (17.24+7.59,
13.58+6.41; 17.78+5.54, 14.15+7.16) did not differ statistically (p>0,05), but
were positively correlated (p<0,05), thus this cortisol serum level, presumably,
did not interfere with recipient cows responsiveness to the protocols, but in
groups "Resp.P." and "N.Resp.P." their concentrations differed significantly
(p<0,05). Regarding the VCL and the concentration of P4 , no difference was
found statistically significant (p>0,05) between the mean values. For all cases
studied, only correlation was observed between the amount of CL and P4
production (p < 0,05) in group "small". In relation to environmental
temperatures, rectal and relative humidity values in averages were 30.07°C ,
39.38°C and 69.23, respectively. Was observed for the groups "protocol”,
"Resp.P.", "Res.PNE." and "Nresp.P." found a negative correlation between
cortisol concentration and temperature (p<0,05). The humidity was the variable

that is not correlated with the concentration of cortisol for any of the groups
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analyzed reproductive performance (p>0,05). About TEMPR and -cortisol
concentration, it was found that there was no significant difference between
groups "Resp.P." and "Nresp.P.". About TEMPR (p>0,05) and in relation to the

concentration of cortisol difference was significant (p< 0,05).

Key words: Survey Imunosorologia, cortisol, progesterone, thermal influence,
embryo and recipients.



1. INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva de bovinos, em suas diversas abordagens,
exerce papel preponderante no desempenho da producdo pecuaria
(OLIVEIRA, 2007). Fatores como os relacionados a fisiologia, a patologia, a
genética, a nutricdo, ao ambiente e ao manejo zootécnico-sanitario dos
rebanhos (ROYAL et al., 2000) interferem, diretamente, na cadeia de eventos
fisiologicos responsaveis pela reproducdo e na sanidade do aparelho

reprodutivo (TAKIUCHI et al., 2005).

Doencas como brucelose, leptospirose, diarreia viral bovina (BVD),
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) e neosporose, que afetam ndo s6 o trato
reprodutivo animal (DEL FAVA, 2003; 2007), estdo disseminadas no rebanho
nacional e sdo responsaveis por expressivas perdas econdmicas, aléem de
representarem um problema de saude publica, e que estdo sendo descritas
pela primeira vez e, portanto, associadas aos parametros reprodutivos em

receptoras de embrides.

Cumpre destacar, inicialmente, que foi constatado que de 8 a 10% dos
problemas reprodutivos, respectivamente, em vacas, em geral, estdo
relacionados, principalmente, as doencgas bactérias, virais e aos protozoarios.
(DEL FAVA, 2007)

Insta ressaltar, também, que outra condicdo associada ao desempenho
reprodutivo diz respeito as influéncias exercidas pelo bindmio temperatura
ambiente - umidade relativa do ar. Sabe-se que 50% do rebanho bovino
mundial est4 nos tropicos, e tendo o Brasil a maior parte do seu territorio
situada nessa regido, as suas altas temperaturas e umidade devem ser
consideradas como fatores que podem induzir distlrbios reprodutivos
imputados ao estresse térmico (ET). Em ambientes tropicais, a alta
temperatura do ar, associada a umidade e a radiacdo elevadas, reduz a
eficiéncia da perda de calor, e, com isso, contribui para o aumento do estresse

do animal, limitando o seu desenvolvimento bem como a sua producdo e a



reproducdo, respectivas (VASCONCELOS et al., 2006; TORRES-JUNIOR et
al., 2008).

A capacidade do animal para se ajustar fisiologicamente as alteragbes
bioclimaticas em virtude das altas temperaturas e umidade tem sido avaliada,
também fisiologicamente, por variagfes, principalmente, da temperatura retal
(MORAIS et al., 2008).

O clima tropical e suas consequéncias no desempenho reprodutivo de
bovino tém sido pouco estudados no Brasil, e, em uma situacdo de manejo
especifico, como o observado em programas de transferéncia de embribes
(TE), os fatores climéaticos podem ter impacto ainda maior (VASCONCELOS et
al., 2006).

Os processos reprodutivos em mamiferos sdo muito sensiveis e sujeitos
a interferéncias provocadas pela elevacdo da temperatura dos tropicos, que se
evidenciam pela elevacado da producao de cortisol e queda de concentracao
plasmética de progesterona (P4), que, quando associadas, provocam queda da
fertilidade nas fémeas e aumento da mortalidade embrionaria (HANSEN et al.,
2001; CUNNINGHAM, 2004).

Durante o ciclo estral, os niveis de progesterona (P4) refletem o
crescimento, a manutencdo e a regressao luteal (SPANO & SILVA, 1992), e
sua avaliacdo permite a associacdo das caracteristicas morfologicas do corpo
lateo (CL) ao ultrassom com o seu estado funcional. A concentracdo de
progesterona (P4) circulante depende diretamente de sua producdo, da
liberacdo pelo tecido luteal e da taxa de clearence (VIANA et al., 1999). Ja os
elementos estressores estimulam atividades hipotalamo-hipéfise-adrenal,
causando uma marcante elevacdo nas concentracdes séricas de cortisol
(KOMESAROFFET et al., 1998) e diminui¢do da pulsatilidade de LH. O pico de
LH foi atrasado e de menor intensidade em vacas com niveis plasmaticos de
cortisol elevado, propiciando auséncia de ovulacdo ou ovulacéo tardia, e, por
consequéncia, atraso na formacgédo do CL (DOBSON SMITH, 2001).



A concentracdo plasmatica de progesterona e de cortisol sdo fatores
importantes para obtencéo de éxito na transferéncia de embrides. Em trabalhos
recentes, observaram-se valores médios maiores tanto para cortisol quanto
para P4, em receptoras bovinas avaliadas no décimo sexto dia do protocolo
sincronizacdo hormonal para animais trabalhados nos tropicos. (COSTA e
SILVA et al., 2010).

O presente trabalho tem como objetivo testar a hipdtese de que as
respostas aos protocolos hormonais, empregados para transferéncia de
embrides em tempo fixo (TETF) em receptoras mesticas, podem ter sido
afetadas negativamente em fémeas sororreagentes para uma ou mais das
enfermidades infectocontagiosas, brucelose, leptospirose, DVB, IBR e
neosporose; como também avaliar o perfil hormonal de cortisol e de P4 nas
taxas de aproveitamento de protocolos de sincronizacdo hormonal, de prenhez
e de perdas embrionéarias (desempenhos reprodutivos), que poderéo ter sido

influenciados pelas condi¢des biocliméticas no estado do Acre.



2. OBJETIVOS:

2. 1. Geral:

Estabelecer correlacdes entre taxas de aproveitamento de protocolos de
sincronizacdo hormonal, de prenhez e de perdas embrionarias (desempenho
reprodutivos) com a condicdo de as receptoras de embrides bovinos serem ou
nao sororreagentes para as enfermidades da reproducéao citadas e determinar
se as correlacdes sobre o perfil hormonal de cortisol e de P4 no desempenho
reprodutivo foram influenciadas pelas condi¢cdes bioclimaticas no estado do
Acre.

2.2. Especificos:

- Estabelecer um protocolo eficiente, de sincronizacdo, com dois dias de
manejo para tratamento hormonal e com a utilizacdo de eCG no D(8), de
prenhez e de taxa reduzida de perda embrionaria em receptoras bovinas
trabalhadas no Acre (Amazonia Ocidental).

- Determinar o primeiro inquérito imunossorologico para as enfermidades
reprodutivas brucelose, leptospirose, DVB, IBR e neosporose, em receptoras

bovinas trabalhadas no Acre.

- Determinar, em que proporcdo, a condicdo de as receptoras de
embrides bovinos serem ou ndo sororreagentes para as doencas citadas

afetard os desempenhos reprodutivos.

- Determinar se a correlacdo entre a concentragcdo plasmatica de Cortisol
e de P4 afetara a condicdo de a receptora responder ou ndo ao protocolo de

sincronizagdo hormonal.

- Determinar o tamanho do volume do corpo lateo no dia da transferéncia
do embrido através da ultrassonografia, correlacionando-o com a concentracao
plasmatica de P4.



- Determinar a correlacdo da temperatura ambiental, umidade relativa e
temperatura retal com a concentracdo plasmética de cortisol relativa ao

momento da transferéncia do embriao.



3. DOENCAS INFECTOCONTAGIOSAS E PARASITARIAS:

Nos rebanhos bovinos do Brasil, doencas como brucelose, leptospirose,
IBR, BVD e neosporose sao responsaveis por 30% das mortes embrionarias e,
por sua ocorréncia endémica, representam as principais causas com impacto
negativo na eficiéncia reprodutiva (DEL FAVA et al., 2003; 2007).

Dentre as citadas acima, cumpre destacar que a brucelose é uma das
mais importantes doencas infectocontagiosas do aparelho reprodutor de
bovinos (DEL FAVA et al.,, 2007). A Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE) a classifica como uma doenca transmissivel, de importancia
socioecondbmica e/ou de saude publica, com consequéncias significativas e
restritivas para o comércio internacional de animais e de seus produtos (OIE,
2008), por estar distribuida, mundialmente, nas populacdes animal e humana,
respectivamente. Excetuam-se 0s paises que, apds programas rigorosos,
conseguiram erradica-la ou, pelo menos, reduzir, significativamente, sua taxa
de prevaléncia, e que, ainda, constitui-se em um problema a ser solucionado,

sobretudo, nos paises mais pobres (MATHIAS et al., 2007).

A doenca é causada por microrganismos do género Brucella, constituido
por sete espécies: Brucella melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae,
B.maris e B. abortus, sendo esta quase sempre a responséavel por infeccdes
nos bovinos e associados, frequentemente a problemas reprodutivos
(RADOSTITS, 2002).

Sao bactérias Gram-negativas, com formato de cocobacilos pequenos,
gue medem 0,5-0,7 X 0,6-1,5 uym, imoveis, aerdbicos estritos, ndo esporulados,
parasita intracelular facultativo, multiplicando-se em macrofagos e neutrofilos
em seus hospedeiros, bastante resistentes, quando sdo encontrados em
produtos de origem animal e em determinados ambientes, onde sobrevivem
por periodos prolongados, sob circunstancias favoraveis como umidade, abrigo
da luz solar e pH neutro (NICOLETTI, 1998).Tais bactérias penetram no
organismo pelas mucosas oro-naso-faringeas, conjuntivais, pela mucosa
genital ou pelo contato direto com a pele, e sdo levadas aos lifonodos

regionais, onde proliferam no interior das células reticulo - endoteliais (JONES



et al.,, 2000; RIET-CORREA et al., 2007) disseminando-se, dai, para outros
tecidos linféides como o baco e os linfonodos mamarios e iliacos (RADOSTITS
et al., 2002). O estabelecimento da infeccdo depende do inéculo, da viruléncia
da bactéria e da resisténcia do hospedeiro, que é determinada por mecanismos

imunoldégicos inatos e especificos (KREUTZ et al., 2004).

A bactéria tem predilecdo pelo utero prenhe, Ubere, testiculo, glandulas
sexuais masculinas acessorias, linfonodos, capsulas articulares e membranas
sinoviais (BEER, 1988). A afinidade das bactérias pela placenta e feto, em
particular pelos trofoblastos corioalantéicos, foi correlacionada a presenca de
eritritol nesses tecidos (JONES et al., 2000). Entretanto, placentas de diversos
roedores de laboratério, que carecem de eritritol detectavel, ainda sustentam a
replicacdo da bactéria (SMITH, 2006). Eritritol € um alcool polihidrico que age

como fator de crescimento (QUINN et al., 2005).

Nos tecidos invadidos, sua localizacdo intracelular constitui-se em um dos
mecanismos de evasao frente ao sistema imune porque ficam protegidas da
acado do complemento e de anticorpos especificos. Quando internalizada por
fagocitos, pode tanto ser destruida no interior de fagolisossomos como
sobreviver nestes compartimentos, ou, ainda, multiplicar-se em sitios

intracelulares de replicacdo (GORVEL et al., 2006).

O periodo de incubacédo tem uma duragdo variavel, geralmente situado
entre 14 e 180 dias ou entre 193 a 251 dias (BEER, 1988). Os achados clinicos
dependem do estado imune do animal. A maior incidéncia é em fémeas
primiparas, e no gado prenhe ndo vacinado, altamente susceptivel, o
abortamento apos o quinto més de gestacdo € uma caracteristica da doenca
nos bovinos. Nas gestacfes subsequentes, o feto normalmente é gerado a
termo, embora um segundo ou até um terceiro abortamento possa ocorrer na
mesma vaca, além de nascimento de animais mortos ou fracos (RADOSTITS
et al., 2002; RIET-CORREA et al., 2007).

No que concerne as complicagbes da doenca, € importante registrar que
as caracteristicas ocorrentes sdo a retencdo de placenta, metrite e,
ocasionalmente, subfertilidade e/ou esterilidade permanente (FUCK &
MORAES, 2005; RIET-CORREA et al., 2007).



O principal reservatério do agente continua sendo o bovino infectado, que
elimina o agente por meio de fetos abortados, anexos fetais, secrecfes
vaginais, fezes, urina. A bactéria é também eliminada pelo leite e pelo colostro,
importante via de contaminacéo para bezerros que néo se infectaram pela via
transplacentaria. Além do contato direto com materiais infectados, a
transmissdo pode se dar indiretamente, também através da agua, pastagem e
fobmites contaminados bem como pelo sémen. Na monta natural, 0 sémen é
depositado na vagina, onde existem defesas inespecificas que dificultam o
processo de infeccdo. Entretanto, na inseminacdo artificial, o sémen é
introduzido diretamente no Utero, possibilitando a ocorréncia da infeccdo, ainda

gue com pequenas quantidades se o material for contaminado.

A transferéncia de embrides, realizada segundo o0s protocolos,
internacionalmente preconizados, de lavagem e tratamento para a reducao de
agentes infecciosos, ndo apresenta risco de transmissdo de brucelose entre

doadoras infectadas e receptoras livres da doenca (BRASIL, 2006).

Nos Estados Unidos, onde a doenca esta bem controlada na maioria dos
estados, reservatorios silvestres desempenham importante papel na cadeia de
transmissdo daquela, reintroduzindo-a em rebanho livres. Essa via de
disseminacdo da doenca, provavelmente, assuma carater relevante,
principalmente, na regido amazénica, pela proximidade da fauna silvestre com
os rebanhos (BRASIL, 2006).

O diagndstico da brucelose é uma das bases de um programa de controle
ou vigilancia epidemioldgica da brucelose bovina. Pode ser feito indiretamente
através da detecgdo de anticorpos contra a B. abortus por métodos sorologicos
ou pela identificacdo do agente por meios diretos como isolamento da bactéria,

imuno-histoquimica, PCR (Poester, 2005).

Embora um diagnostico definitivo e incontestavel de brucelose possa ser
obtido com o isolamento do agente etiolégico, esse procedimento €
dispendioso, demorado e exige recursos laboratoriais nem sempre disponiveis,
0 que inviabiliza o seu uso em larga escala, como requer um programa de
controle da enfermidade (MATHIAS et al.,, 2007). Em decorréncia de maior

praticidade, menor custo e menor tempo para obtencdo do diagnéstico, a
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pesquisa de anticorpos € o procedimento de escolha para a rotina do
diagnéstico (RIET-CORREA et al., 2007).

O diagnastico indireto da brucelose pode ser realizado por meio de varios
testes; dentre eles, o de rosa de bengala, prova de soroaglutinacdo lenta com
2-mercaptoetanol (SAL-2ME), teste presuntivo rdpido automatizado (rap test),
ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA), ensaio homogéneo de
fluorescéncia polarizada (FPA) e a fixacdo de complemento (FC) (ALMEIDA et
al., 2004).

No Brasil, 0 Programa Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) definiu como oficiais os testes do Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT), Teste do Anel em Leite (TAL), 2-Mercaptoetanol (2-ME) e
Fixacdo de Complemento (FC). Os dois primeiros como testes de triagem, 0s
dois ultimos como confirmatorios. Células inteiras da amostra de B. abortus
1119-3 sdo utilizadas como antigenos na preparacdo de vacinas, 0 mais
eficiente método de controle da doenca (BRASIL, 2006).

Outra doenca bacteriana prevalente, que acomete 0s bovinos, € a
leptospirose, doenca infecciosa aguda, de carater zoonético, sendo 0os animais
0s hospedeiros primarios, essenciais para a persisténcia dos focos de infeccao,
enquanto os seres humanos sdo hospedeiros acidentais, terminais, pouco

eficientes na perpetuacgéo dos referidos focos.

A leptospirose distribui-se mundialmente e afeta mais de 160 espécies de
animais domeésticos e silvestres, com maior inicidéncia em locais de clima
guente, condicdo favoravel para aquela doencga, encontrada, principalmente,
nas regides tropicais e subtropicais (ZUNINO & PIZARRO, 2007).

Causada por espiroquetas do género Leptospira, a Leptospirose,
classicamente, compreendia duas espécies: Leptospira interrogans e
Leptospira biflexa, sendo a primeira patogénica e a segunda saprofita.
(SEGHAL, 2006; ZUNINO & PIZARRO, 2007).

Estudos recentes de DNA estabelecem algumas mudancas taxondmicas
em relacdo a sua classificagdo, de modo que o género Leptospira compreende

trés espécies nao-patogénicas. Quais sejam: a Leptospira biflexa, a Leptospira
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meyerii, a Leptospira wolbachii e sete espécies patogénicas; a saber, portanto:
a Leptospira borgpetersenii, a Leptospira inadai, a Leptospira interrogans, a
Leptospira kirschneri, a Leptospira noguchii, a Leptospira santarosai e a
Leptospira weili, distribuidas em 24 sorogrupos e 237 sorovares. (SEGHAL,
2006; ZUNINO & PIZARRO, 2007).

As leptospiras sdo bactérias helicoidais, flexiveis, delgadas e
filamentosas, com 0,1 a 0,2 cm de largura por 6 a 12 cm de comprimento e
extremidades em forma de anzol. S&o aerbbicas obrigatdrias, méveis, possuem
ainda dois flagelos periplasmicos, que conferem intense motibilidade, fazendo
movimentos e flexdes enquanto rotaciona em seu eixo (ZUNINO & PIZARRO,
2007).

A temperatura ambiente, que favorece um Otimo ambiente para a
sobrevivéncia e a replicagdo da leptospira esta entre 28° - 30°C,
respectivamente, e, no solo, a condicdo ideal é de pH neutro ou levemente
alcalino. As leptospiras resistem por longos periodos em solos Umidos e agua
parada, onde apresentam uma viabilidade de até seis meses. No leite, onde
sdo encontradas, durante a fase de leptospiremia, resistem por poucas horas e
na urina de ruminantes, onde o pH é geralmente alcalino, sobrevivem por
varias horas (ADLER et al., 2009).

A invasao do organismo pelas leptospiras ocorre pelas mucosas ocular,
nasal, genital e, principalmente, pela oral e pela pele, mesmo integra. Uma vez
na circulacdo sanguinea, multiplicam-se ativamente e, por volta do 4° dia, apés
a infeccdo, ocorre uma leptospiremia, e, por conseguinte, mondcitos liberam
guantidades expressivas de Fator de Necrose Tumoral (FNT), que provocam,
por sua vez, danos vasculares generalizados, comprometendo as funcdes
renais e hepaticas, além de causar disturbios respiratorios e de coagulacao
sanguinea. Em decorréncia das lesdes hepéticas e da hemdlise intravascular,
o animal pode apresentar ictericia. Nesta fase, pode ocorrer a morte do animal
(RIET-CORREA et al., 2007).

Logo apds a fase de letpospiremia, inicia-se, entre 0 5° e o 7° dias, a
producdo de anticorpos. A partir deste periodo, portanto, as leptospiras

instalam-se em sitios livres da a¢do dos anticorpos como, por exemplo, nos
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rins, onde se multiplicam e passam a ser eliminadas na urina por periodos
variaveis, fase denominada de leptospiraria. Animais em lactacdo podem
eliminar espiroquetas pelo leite durante a fase aguda da doenca. (ACHA &
SZYFRES, 2006; RIET- CORREA et al., 2007).

A leptospirose consiste, basicamente, em um quadro de polivasculite
associado a transtornos embolicos, provocados por émbolos de leptospiras
presentes nos capilares terminais. Acredita-se, ainda, no envolvimento de
reacao de hipersensibilidade produzida pela deposi¢cédo de imune-complexos no
endotelio vascular no figado, rins, pulmdes e sistema nervoso central (RIET-
CORREA et al., 2007).

O abortamento é a principal manifestacao clinica da leptospirose crénica
e, frequentemente, constitui-se no Unico sinal observado no rebanho, podendo
ser observado no decorrer do quarto més de gestacao, ap0s a infec¢cdo com
L.hardjo e esta sorovar, também; o que pode ocasionar comprometimento no
desempenho reprodutivo como subfertilidade e esterilidade em detrimento das
lesGes gonadais (ACHA & SZYFRES, 2006).

As taxas de abortamento provocadas pela L.Hardjobovis sdo da ordem de
10% enquanto que pela L. Hardjoprajitno atingem a 30%. A sorovar Hardjo,
também encontrado no trato genito urinario de fémeas prenhas ou vazias,
sugere a possibilidade de transmissdo horizontal sexual da infeccdo. O
abortamento pode ocorrer mais de uma vez no mesmo animal (ANDREWS et
al., 2004; ACHA & SZYFRES, 2006).

Ja o sorogrupo Serjoe € responsabilizado pela “sindrome da queda do
leite”, caracterizada por Ubere flacido, abortamento ou nascimento de bezerros
fracos. A doenga em bezerros, geralmente, manifesta-se com maior morbidade
em animais adultos, as vezes em até 100% e com letalidade variando entre 5 e
15%, sendo caracterizada por anorexia, apatia, hipertermia, hemoglobindria,

anemia e ictericia.

Bovinos adultos raramente apresentam outros sinais clinicos, que nao
sejam as disfunc¢des reprodutivas e, eventualmente, a ocorréncia de mamites
hemorragicas (ARDUINO et al., 2004). Alguns animais apresentam certo grau

de imunidade devido a presenca de anticorpos séricos em niveis
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intermediarios. Assim, a leptospiremia que se instala € a de menor amplitude e,
consequentemente, as lesbes sdo mais brandas, e com a infecgdo ocorrendo
de forma subclinica (ARAUJO et al., 2005).

Os reservatérios sdo 0s animais sinantréticos, doméstico e silvestre,
sendo estes essenciais para a persisténcia dos focos de infeccdo. Dentre as
espécies silvestres, que podem funcionar como reservatérios de leptospiras
para os animais domésticos e os seres humanos, os murideos sinantropicos
(ratos, ratazanas e camundongos) sao de grande importancia. Os seres
humanos s&o hospedeiros acidentais terminais na cadeia de transmissao
(BRASIL, 2005).

A infeccdo em bovinos tem sido classificada em dois grupos principais: o
primeiro consistindo de cepas adaptadas aos bovinos como Hardjo,
independente da regido e pluviometria, e o segundo, por infec¢cdo acidental,
produzida por cepas introduzidas por outros animais domeésticos e/ou animais
silvestres de vida livre. Sabe-se que muitos outras sorovares, como Canicol,
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Pomona e Wolffi, podem infectar bovinos.
Este fato ocorre devido a proximidade da convivéncia entre animais silvestres e
domeésticos, situacdo ja apontada como prevalente, na regido amazobnica
(LANGONI et al., 2000; FARIA et al., 2008).

Na cadeia de transmissdo das leptospiras, nas diversas espécies
susceptiveis, frequentemente, verifica-se um elo hidrico entre o reservatorio e o
animal susceptivel. Relata-se, ainda, a possibilidade de transmissao pelo
sémen. Touros contaminados podem apresentar as leptospiras nos testiculos,
nas glandulas anexas do sistema reprodutor ou as albergam na uretra distal,
parte comum ao sistema reprodutivo e urinario, eliminando o agente pelo
sémen. A ocorréncia de touros infectados em centrais de inseminacao artificial
pode contribuir consideravelmente para a disseminagdo da doenca entre
rebanhos distantes (ANDREWS et al., 2004; ACHA & SZYFRES, 2006).

Técnicas sorologicas como fixacdo de complemento, imunofluorescéncia
indireta, hemaglutinacdo, imuno-histoquimica, testes de aglutinacdo e teste
ELISA podem ser empregadas para o diagnostico e monitoramento da

leptospirose no rebanho. Os testes soroldgicos apresentam a vantagem do
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custo reduzido e a possibilidade de massificacdo, tendo limitacdo na fase
aguda da doeng, quando o0s anticorpos estdo ausentes ou em baixas
concentracdes séricas (GENOVEZ, 2006).

Em se tratando de doencas virais, o herpes virus bovino tipo 1 (BoHV-1) e
o0 virus da diarreia viral bovina (BVDV) sdo importantes patdégenos que
acometem o0s bovinos, estando amplamente disseminados no mundo e
responsaveis por problemas sanitarios, perdas produtivas para produtores e
empresas que comercializam animais, sémen ou embrides, principalmente em
ambito internacional (DIAS & SAMARA, 2003; KATHOLM & HOUE, 2006).

O BoHV-1 pode causar doencga respiratoria, conhecida como rinotraqueite
infecciosa bovina (IBR), além de conjuntivite, vulvovaginite pustular infecciosa
(IPV), balanopostite pustular infecciosa (IPB), reabsorcdo embrionaria, aborto,
infertilidade temporaria, nascimento de animais fracos e infec¢gbes sistémicas,
gue podem resultar em meningoencefalite (CERQUEIRA et al., 2000; VIEIRA
et al., 2003). A doenca pode, ainda, ser caracterizada por repeticoes de estros

em intervalos regulares / irregulares (RUFINO et al. 2006).

7

O herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5) € o0 agente etiologico de
meningoencefalite, enfermidade de curso, geralmente fatal, que atinge,
principalmente, animais jovens (GOMES et al., 2002). Ocasionalmente, o BHV-
5 pode estar relacionado, também, com doenca respiratoria. (SALVADOR et
al., 1998).

O BHV-1 e o0 BHV-5 sdo semelhantes entre si nos aspectos morfolégicos,
biolégicos e moleculares, porém sdo antigenicamente relacionados, o que pode
ser demonstrado por testes de neutralizacdo cruzada e por reatividade, com
uma variedade de anticorpos monoclonais (VOGEL et al., 2002; KUNRATH et
al., 2004). Desta forma, técnicas soroldgicas ou imunoldgicas de rotina séo
incapazes de distinguir o BHV-1 do BHV-5. Essa relagéo sorolégica entre os
dois herpes virus bovino reflete-se, também, em protecéo cruzada in vivo e tem
sido responsabilizada, em parte, pela baixa ocorréncia da enfermidade
neuroldgica pelo BHV-5 em regibes, onde a infeccdo pelo BHV-1 é endémica;
e/ou utiliza-se vacinacdo (CASCIO et al., 1999; KUNRATH et al., 2004).
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No Brasil, varios trabalhos regionalizados ja sugeriam uma ampla
distribuicdo do BoHV-1 pelos plantéis bovinos, quer seja pelo isolamento do
agente, quer sejam por inquéritos soroldgicos, uma vez que ja foram realizados
isolamentos do BHV em diversas regides. (KUNRATH et al., 2004). Em
trabalhos recentes, desenvolvidos por Junqueira (2006), observaram-se taxas
de soropositividades de 68,3% para BoHV-1 de um total de 1.331 fémeas

trabalhadas.

O BoHV-1 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae
e género Varicellovirus. Os virus dessa subfamilia apresentam um espectro
amplo de hospedeiros, ciclo replicativo curto (de 9 a 11 horas) e se
disseminam, rapidamente, em células de cultivo, resultando em lise celular.
Outra caracteristica relevante desta subfamilia € a capacidade de estabelecer
infeccOes latentes, que podem ser reativadas, periodicamente, com a liberacao
de particulas virais. Os sitios principais de laténcia sdo os nucleos dos
neurbnios dos ganglios sensoriais e autonémicos, sendo esta caracteristica

vital para a perpetuacéo desses virus na natureza (ICTV, 2000).

Os membros da familia Herpesviridae caracterizam-se pela arquitetura do
virion, que possui peso molecular de 95-150x106 (Da) Daltons (FENNER et al.
1993), constituindo-se em um nudcleo, que contém DNA linear de cadeia dupla
(PEDRAZA & ALESSI, 2004).

Os herpes virus séo sensiveis aos solventes lipidicos (ANDREWES et al.,
1978) e algumas enzimas proteoliticas, citado por (QUINCOZES, 2007).
Relataram que os herpes virus séo relativamente termoldbeis (ANDREWES et
al. 1978) e sensiveis a choques osmoéticos e extremos de pH, citado por
(QUINCOZES, 2007). O BoHV-1 é estavel a uma faixa de pH entre 6.0-
9.0(GUSTAFSON, 1981), mas labil a pH 4.5-5.0 citado por (QUINCOZES,
2007).

A disseminacdo perpetua-se na populagdo bovina pelo contato direto
entre animais infectados e suscetiveis por infecgbes subclinicas e infecgbes
latentes que, ocasionalmente, sdo reativadas, acompanhadas de eliminagéo de
virus. Apos infeccdo natural e/ou uso de vacina atenuada, o virus pode

permanecer de forma latente, indefinidamente (KAHRS, 1978).
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A porta de entrada do BoHV-1 no bovino é representada, normalmente,
pelas mucosas respiratéria, ocular ou genital, e esta, também, associada a
inseminacédo artificial com material contaminado. (CALDERON et al., 2003). A
infeccdo viral pode comprometer ndo somente o feto em qualquer estagio do
seu desenvolvimento como, também, odcitos e, portanto, embrides produzidos
in vitro ou in vivo (MAKAREVICH et al. 2007).

Com relacéo a sorologia para a detecgédo de anticorpos, as técnicas mais
utilizadas incluem a soroneutralizacéo e o ELISA (RIET-CORREA et al. 1996).
O diagnastico viroldgico, principalmente para diferenciar infecgbes por BHV-1 e
BHV-5,é a deteccédo do tipo do agente especifico, que se baseia no isolamento
viral através de técnicas usuais (ROEHE, 1997).Também relacionado a
transtornos reprodutivos em bovinos, bastante comum na maioria dos paises e

de grande importancia econdmica, destaca-se a DVB (BROWNLIE, 2005).

A DVB, também conhecida como doenca das mucosas, é produzida por
um agente viral, que apresenta predilecdo por infectar, primeiramente,
ruminantes, portanto um dos principais causadores de doenca nos bovinos
(VOGEL et al.,, 2001; DIAS & SAMARA, 2003; NORONHA et al., 2003).
Atualmente, sdo reconhecidas quatro espécies do género Pestivirus: CSFV,
BDV, BVDV 1 e BVDV 2 (ICTV, 2007), pertencentes a familia Flaviviridae, e
sdo classificados junto com Flavivirus humanos e o virus da hepatite C
(NETTLETON & ENTRICAN, 1995). E um virus RNA, com dimensdes de 40 a
60 nm, esférico, e possui um envoltorio lipoproteico derivado das membranas
das células hospedeiras. O nucleocapsideo tem como genoma uma fita Unica
em uma molécula de, aproximadamente, 12,3 kb, com predisposi¢cdo a altas
taxas de mutacdo (RIDPATH, 2005). Essas mutacbes levam a
heterogeneidade do BVDV, que propicia a evasao do sistema imunoldgico do
hospedeiro (KELLING, 2004).

O virion € resistente as variacoes de pH de 5,7 a 9,3, ao contrario dos
demais virus da familia Flaviviridae, e consegue sobreviver no meio ambiente
até duas semanas, mas sdo rapidamente inativados pelo calor por solventes
organicos, detergentes e desinfetantes comuns como fendis e clorexidine
(RIDPATH, 2005).
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A infeccdo pelo BVDV provoca um complexo de sindromes (DEREGT,
2005), que assumem trés formas: a de infeccdo adquirida durante a vida
(diarreia viral bovina), a de infeccao fetal (animal persistentemente infectado) e
a de doenca das mucosas, que resultam em grande variabilidade de sinais
clinicos, e que incluem doenca reprodutiva, respiratoria ou digestiva (VOGEL
et al., 2001; DIAS & SAMARA, 2003).

O consenso atual € de que o agente causador das enfermidades é similar,
e a diferenca entre elas esta na forma pela qual o bovino entra em contato com
0 virus. Assim, estabeleceu-se que a sindrome que ocorre nos bovinos, que
foram infectados durante sua vida, apdés o nascimento, devera ser chamada de
DVB, e que apresenta expressiva morbidade e letalidade variavel. A forma que
surge devido as infec¢Bes durante a vida uterina estabelece-se como infeccdo
persistente, com morbidade de carater esporadico, mas com altissima
letalidade, e que, portanto, deverd ser chamada de doenca das mucosas
(VOGEL et al., 2001; DIAS & SAMARA, 2003).

Em termos gerais, a infeccdo transplacentaria é particularmente
prejudicial durante os primeiros 180 dias de gestacdo, e pode resultar em
morte e reabsor¢cdo embriondria, morte e mumificacdo fetal, abortamento,

deformidades congénitas, imunotolerancia (GROOMS, 2004).

A disseminacdo do agente da BVD/DM pode ser dividida em duas
situacdes: o bovino pode ser infectado durante sua vida fetal ou pode ser
infectado ap6s o nascimento. Na primeira hip6tese, podera ser originado um
produto persistentemente infectado, dependendo da idade gestacional em que
ocorreu a infeccdo enquanto que na segunda possibilidade, podera originar
trés fatos: A amostra viral envolvida ser pouco patogénica e/ou o bovino ser
muito resistente (0 animal apenas soroconverte sem apresentar sintomas),
amostra viral ser muito patogénica e/ou o bovino pouco resistente (acarretando
a morte do animal) ou no caso da amostra viral ser muito patogénica e o animal
apresentar alguma resisténcia, desenvolve-se os sintomas da DVB, mas ocorre
recuperacao e apenas soroconversao (FLORES et al., 2000; DEL FAVA et al.,
2007).
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A porta de entrada da DVB no organismo, por vias direta ou indireta sao
as mucosas oral, nasal e genital a partir de material de animais infectados
(NISKANEN & LINDBERG, 2003; MOEN et al., 2005) ou de medicamentos
contaminados (KATHOLM & HOUE, 2006). A disseminagcdo pelo organismo
ocorre pelas células linfoides presentes na corrente circulatéria (THURMOND,
2005; GARD et al., 2007).

O virus pode ser transmitido, também, através do soro fetal bovino
contaminado, comumente utilizado nas bioténicas reprodutivas como na
fertilizacdo in vitro e na transferéncia de embrides; além disso, os embrides
oriundos de doadoras infectadas podem transmitir o virus para as receptoras
(GIVENS & WALDROP, 2004; GARD et al., 2007).

Os métodos de diagndsticos empregados para a deteccdo da DVB séo
baseados em sorologia, que incluem teste imunoenzimatico, virus
neutralizacdo e ELISA, principalmente (RIET-CORREA et al. 1996; NORONHA
et al., 2003). Na deteccdo de antigenos virais e na caracterizacdo de
fragmentos de genoma especificos do virus em amostras, € empregado o
isolamento viral. (ROEHE, 1997; RIDPATH, 2005).

Dentre as varias enfermidades causadas por protozoarios, destaca-se a
neosporose. De ocorréncia mundial, essa protozoose est4d associada a
prejuizos substanciais na exploragdo pecuaria devido aos abortamentos que

provoca, seu principal impacto negativo (BARR et al., 1995).

Nos Estados Unidos, 20% a 43%, e na Nova Zelandia, 17% a 30% dos
abortamentos estédo diretamente relacionados a infec¢gdes produzidas por esse
agente, provocando prejuizos estimados em 35 milhdes de dodlares. Na
Austrdlia, estima-se que a neosporose cause um prejuizo anual de 85 milhdes
de dolares a industria de leite (ANDERSON et al, 2000).

No Brasil, encontra-se, também, amplamente distribuida (OLIVEIRA,
2007). Bjorkman et al. (2000) realizou um estudo, envolvendo 565 vacas
Holandesas e descreveu taxa de 3 a 4% de decréscimo da producéo de leite,
levando-se em consideracdo 305 dias de lactacdo, e que aquele percentual
representa uma perda aproximada de 128 délares por vaca. Portanto, a doenca

gera perdas econ6micas diretas como também despesas e custos indiretos,
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associadas a consultorias veterinarias para o diagnostico, repeticdo de
inseminacdo artificial ou monta, aumento do intervalo entre partos e custos

com a reposicao dos animais descartados (RAGOZZO et al., 2007).

O parasita pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, ordem
Coccida, familia Sarcocystidae, género Neospora e espécie Neospora
caninum. Apresenta um ciclo de vida semelhante ao do Toxoplasma gondii,
sendo causa de abortamentos em bovinos em todos os continentes (DUBEY,
2003; VALENZUELA, 2005).

O ciclo de vida de N. caninum é dividido em trés estagios infectantes:
taquizoitos, bradizoitos, e esporozoitos. O primeiro corresponde ao estagio de
proliferacdo lenta durante o qual os parasitos formam cistos teciduais,
principalmente no sistema nervoso central. Sob certas circunstancias, como
prenhez e imunodeficiéncia, os bradizoitos podem converter-se em taquizoitos,
gue proliferam assexuadamente, promovendo infeccdo fetal ou causando
lesbes nestes animais imunossuprimidos. Os estagios de taquizoitos e cistos
teciduais sao intracelulares, onde formam vacuolos parasitofagos em células
como neurdnios, macréfagos, fibroblastos, miécitos de animais hospedeiros
intermediarios (DITTRICH, 2002). Os bradizoitos sdo as formas encontradas
em tecidos de bovinos e caes naturalmente infectados, mas nao foram
descritos em caes infectados experimentalmente (DITTRICH, 2002). Os
oocistos de N. caninum esporulam fora de seu hospedeiro e sdo sua forma
infectante  (URQUHAT et al.,, 1998; FORTES, 2004). Seus hospedeiros
definitivos sdo o cdo e o coiote (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004), e os
intermediarios sado o0s bovinos, eqlinos, caprinos, ovinos e cervos;
camundongos, ratos, cées, raposas, caprinos, gatos, ovinos, suinos, gerbils e
coelhos, que se infectam da mesma forma que os definitivos, ingerindo
alimentos contaminados por fezes contendo oocistos esporulados
(ANDERSON et al., 2000; AGUIAR et al., 2006).

Além de ser diagnosticado no coiote, um animal silvestre, inquéritos
sorolégicos apontam que o parasita esta disseminado, também, em muitos
outros representantes da fauna: alpacas (Vicugna pacos), lhamas (Lama

glama), gamba (Didelphis marsupialis), lobo-guara (Chysocyon brachyurus),
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cachorro do mato/raposa/graxaim (Cerdocyon thous) e graxaim do campo
(Lycalopex gymnocercus). O papel dessas espécies na epidemiologia do N.
caninum precisa ser investigado, pois elas podem estar contribuindo para a
transmissdo do parasita para animais de producdo e de companhia
(ANDERSON et al., 2000; JESUS, 2003; AGUIAR et al., 2006).

Em bovinos, os dois mecanismos de transmissdo conhecidos s&o a
transmissdo vertical ou congénita (transferéncia do parasito da mae para o
feto), e transmissao horizontal ou infeccdo pods-natal (ingestdo de oocistos
eliminados com as fezes de cées ou de coiote (Canis latrans) (GONDIM et al.,
2004). O papel do oocisto na epidemiologia natural de N. caninum ainda é
incerto, pois a infeccdo mantém-se no rebanho por varias geracdes por meio
da transmisséo vertical (DITTRICH, 2002).

Os sinais clinicos sdo abortamentos que ocorrem, principalmente, na
metade do periodo da gestacdo, infertiidade, nascimento de bezerros
natimortos ou doentes (ANDERSON et al., 2000, DITTRICH, 2002).

O aborto associado a neosporose segue dois modelos. Um, o epidémico,
menos comum, caracterizando-se por varias ocorréncias em um periodo de
tempo curto (um a trés meses). Geralmente, 80% ou mais, das vacas que
abortam, sdo sorologicamente positivas (ANDERSON et al., 2000). O outro,
endémico, ocorre na maioria dos rebanhos, com vacas infectadas
congenitamente, caracterizado por uma taxa elevada de abortos, que persiste
durante anos. Em alguns rebanhos, podem ocorrer os dois modelos, nos quais,
em periodos mais curtos, ocorrem Varios abortos, e em outros periodos 0s

casos de abortos sdo mais esporadicos (DITTRICH 2002).

Embora a patogenia da neosporose bovina ndo esteja totalmente
elucidada, tem-se avancado substancialmente no que tange ao conhecimento
dos mecanismos envolvidos na morte fetal e na transmisséo vertical do N.
caninum. Na parasitemia originada da reativacdo de um cisto tecidual em
laténcia ou resultado de uma infeccdo oral, os taquizoitos ndo somente
atravessam a placenta, provocando necrose e inflamagdo como, ainda,

atingem o tecido fetal por via sanguinea, onde provocam lesbGes
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histopatol6gicas ou formam cistos teciduais capazes de persistir durante a vida
do animal (AGUIAR et al., 2006).

A patogénese do aborto ndo € bem compreendida, pois existem vacas
soropositivas que ndo abortam. H& alguns fatores que influenciam no resultado
da infeccdo por N. caninum, como a capacidade de infeccdo do feto, o
momento da parasitemia durante a gestacdo, a intensidade e duracdo da
parasitemia e a eficiéncia da resposta imune maternal (HEMPHILL et al.,
2000).

As vacas infectadas congenitamente apresentam maior numero de
abortos na primeira gestacdo do que as nao infectadas por essa via; e essa
situacdo também aparece nas geracdes subsequentes (DITTRICH, 2002). Nas
infeccdes congénitas, os abortos podem ocorrer em bovinos leiteiros ou de
corte, com maior prevaléncia em rebanhos leiteiros (ANDERSON et al., 2000,
DITTRICH, 2002).

Nas exposicdes ou nas infeccdes primarias de animais adultos nédo
gestantes, provavelmente, ndo ocorre infeccdo permanente, mas pode resultar
em uma resposta imune efetiva, que previne a transmissdo congénita e que
garante uma gestacao futura. (McALLISTER, 2001; AGUIAR et al., 2006).

Os testes sorolégicos, como a reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), teste de aglutinacdo de Neospora (TAN) e, atualmente, varios ELISAS,
foram desenvolvidos para os diagndsticos em cdaes, bovinos e outros animais
potencialmente hospedeiros (OLIVEIRA et al., 2007).
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3.1 - Influéncias biocliméticas

A producdo pecuéria do Brasil tem participacdo relevante no comércio
mundial de alimentos, sendo o pais que detém o segundo maior rebanho
bovino do mundo, atras apenas da india, porém tem o maior rebanho comercial
do mundo (FERRAZ & FELICIO, 2010), em que 80% tem a presenca de
sangue zebuino como seu componente racial (ACNB, 2011). A pecuaria
leiteira, também de fundamental importancia, participa na formacdo da renda
de grande numero de produtores, além de ser responsavel por elevada
absorcéo de méo de obra rural (CAMPOS & PIACENTI, 2007).

Outra particularidade da pecuaria no pais diz respeito ao fato de que dois
tercos de seu territorio estdo situados nessa regido (AZEVEDO et al., 2005),
onde fatores estressantes, como as altas temperatura e umidade, em certos
periodos do ano, a subalimentacdo crdnica, os riscos de doencgas infecciosas e
parasitarias sdo, notavelmente, maiores do que em regides de clima temperado
(HANSEN, 2004; BARROS et al., 2006). Assim, essas condicdes de calor e de
umidade relativa do ar, quase sempre, ficam acima da zona de conforto térmico
para os animais, demandando por parte desses, dispéndio de energia em
termos de mecanismos fisioldégicos termorreguladores como tentativa de
dissipacdo de calor (BAETA & SOUZA, 1997, PIRES et al., 2004). No entanto,
h& ocasifes nas quais a perda de calor corporal torna-se ineficaz, sobrevindo,
entdo, o estresse térmico (ET) do animal (SILVA & GAUDIOSI, 1995) que,
muitas vezes, constitui-se em um fator limitante ao desenvolvimento, a
producéo e a reproducédo (CAMPOS et al., 2002).

Embora ocorram mudancas em quase todos os sistemas do organismo,
frente a condicbes ambientais estressantes, € a coértex da adrenal que
desempenha a fungdo mais importante no mecanismo de resposta e de
adaptacdo por meio da liberacdo de glicocorticoides. (BAGE et al., 2000;
SAPOLSKY et al., 2000).

O agente estressor atua, desencadeando uma sequéncia de eventos com
a participacdo do eixo hipotalamico - hipofisario - adrenal, culminando com a

liberacao do cortisol na circulagdo sanguinea, cujas fungdes, entre outras, sdo
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a de estimular a glicogendlise hepatica e a de reduzir a liberacdo de insulina.
Ambas as ac¢fes visam um maior aporte de energia para ajustes fisioldgicos,
requeridos em situacdes de estresse (RIVIER et al., 1991; CHROUSOS et al;
1998).

Destarte, por ser considerado o horménio do estresse, sua avaliacao,
embora dispendiosa, pelo aparato que necessita para realiza-la, vem se
tornando de grande valia para o estabelecimento da condicdo de bem-estar
animal (BENATTI, 2010). Porém, a maior produgcdo de cortisol causa um
feedback negativo no hipotalamo, diminuindo a sintese de hormdnio liberador
de gonadotrofina (GnRH) e, consequentemente, reduz a liberacdo das
gonadotrofinas FSH e LH, fatos que, ao final, sdo responsaveis pela baixa
producdo dos hormonais gonadais (MENEZES, 2010). A reducdo desses
altimos, por seu turno, provoca menor manifestacdo de estro, baixa taxa de
concepgéo, mortalidade embrionaria e abortos (FERRO et al.,, 2010). Além
disso, os efeitos negativos, provocados pelo estresse, podem inibir o pico pré-
ovulatorio de LH, inibir a ovulagdo e, até mesmo, piorar a qualidade dos
embrides produzidos (MACFARLANE et al., 2000; BREEN et al., 2005). Cabe
destacar que estd bem documentado sobre a exposicdo de fémeas de
mamiferos ao ET, que, por conseguinte, causa o aumento da mortalidade
embrionaria (THATCHER & HANSEN, 1993).

Outros autores relataram que a administragdo de hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH) foi capaz de inibir o estro em vacas devido a
diminuicdo na secrec¢do de estrogeno consequente ao aumento na secrecao de
glicocorticoides. Com isso, o0 pico de LH foi retardado e a ovulagcdo ocorreu
mais tardiamente. Esta baixa concentracédo de estradiol acarretou também uma
diminuicdo na intensidade e ocorréncia de estro (ROELOFS et al.,, 2010).
Também para Reis et al. (2006), em situacdes de ET, o aumento do cortisol
pode agir, negativamente, sobre a funcdo litea, e, consequentemente, nas

concentracdes de P4.

Esse retardo ou auséncia na ovulagéo, influenciadas por niveis elevados
de cortisol, acarretara, principalmente, na ndo luteinizacdo ou formacdo do

(Corpo Luteo) CL, fenbmeno resultante da queda no nivel sérico de horménio
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luteinizante (LH), que foi reduzido por influéncia da diminuicdo da sintese de
GnRH (WILTBANK, 1994; MENEZES, 2010).

E importante ressaltar, também, que em animais zebus, observou-se
maior susceptibilidade ao estresse em condi¢cdes de baixa temperatura, que

induziram aumento de cortisol sanguineo (OLIVEIRA et al., 2010).

Embora o momento da elevagdo de P4 seja essencial para o
desenvolvimento embrionario, a concentracdo desse horménio mostra-se
também indispensavel para prevenir a lutedlise, e, portanto, manter a gestacao.

Mann e Lamming (1999).

Estudos demonstraram, ainda, que a producdo de IFN-T pelo concepto, &
positivamente correlacionada com a concentracdo de P4 plasmética materna
(KERBLER et al., 1997). Desse modo, o embrido tende a secretar menos IFN-1
em vacas, com baixas concentracbes de P4, durante o inicio da gestacao,
tornando menos eficiente 0os mecanismos que bloqueiam a sintese e a
secrecao de prostaglandina (PGF2a). Portanto, € possivel evidenciar a reducéo
na sua concentracao plasmatica, que pode retardar o desenvolvimento e afetar
a sobrevivéncia dos embrides (SREENAN et al., 2001).

Segundo Costa e Silva et al. (2010), em novilhas mesticas, niveis
plasméticos mais elevados de P4, no momento da transferéncia (35,78 + 19,07
ng/ml), resultaram em maior taxa de prenhez nas receptoras gestantes do que
nas nao gestantes (28,59 + 17,55 ng/mL).

Com o foco na maior concentracdo plasmatica de P4, Nogueira et al.
(2004) induziram a formacdo de maior numero de CLs, empregando
gonadotrofina coridnica equina (eCG) em diferentes doses, em seu protocolo
de sincronizagdo de receptoras, porém ndo relataram influéncia na taxa de
prenhez em razdo do aumento da P4 sanguinea. O aumento da P4 se deve a
um estimulo da funcéo luteinica (BARUSELLI et al., 2004), e, também, pela

sua secrecao pelas adrenais, como observado por Willard et al., (2006).

Muito embora seja esperado que o tamanho do CL influencie a secrecao
de P4, sdo poucos os experimentos que fizeram uma avaliacdo critica acerca

dessa possivel relagdo. Em trabalho recente, constatou-se a auséncia de
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correlacdo entre o tamanho do CL com a producdo de progesterona e com a
secrecdo de cortisol (CHACUR et al., 2009). J4, nos trabalhos desenvolvidos
por Leal et al. (2009) e Nogueira et al. (2012), ndo foram relatadas diferengas
significativas na concentracédo plasméatica de P4, no momento da transferéncia,

em receptoras prenhas comparadas com as néo prenhas.

A progesterona exerce um papel fundamental na regulacdo da sintese e
da secrecdo de proteinas especificas do fluido uterino e de fatores de
crescimento, essenciais para o desenvolvimento inicial dos embrides (SILVA et
al., 2002).

Baixas concentracdes circulantes de P4 podem ocorrer, também, devido
ao aumento no seu metabolismo. Assim, mudancas na ingestao de nutrientes,
principalmente, no periodo em que 0s animais estdo em estresse térmico pelo
calor, poderiam influenciar seu metabolismo por meio de, pelo menos, trés
vias: mudanca na massa do parénquima hepético, alteracdo na taxa de fluxo
sanguineo, através do figado, e modificacdes na atividade da oxidase ou
enzimas do P-450 hepatico, que catalisam esteroides (ASHWORTH, 1995).
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4. MATERIAL E METODOS

Para a conducdo do experimento do qual participaram 11 propriedades
rurais, distribuidas em 6 municipios do estado do Acre, foram utilizadas como
receptoras de embridao 235 vacas mesticas (Bos taurus taurus x Bos taurus
indicus), autéctones do Acre, uni ou multiparas, com idades entre 03 e 06
anos, nao lactantes, criadas em regime extensivo, com agua e sal mineral ad
libitum e com escore de condi¢do corporal entre 3 e 4, emuma escalade 1 a5
(FERREIRA & TORRES, 1993). O experimento foi desenvolvido em 15 meses,
entre Agosto de 2011 e Novembro de 2012.

4.1. Coleta de sangue e preparacdo das amostras de soro e de
plasma

Com o objetivo de obter material destinado ao inquérito sorolégico para
enfermidades do aparelho reprodutor e para dosagem hormonal de cada
receptora e somente no dia da realizacdo da transferéncia do embrido, foi
colhida uma amostra de sangue por veno-puncédo da veia coccigea, sendo que,
para obtencdo de soro, em tubos com vacuo, sem anticoagulante e com gel
separador enquanto que, para plasma, em tubos com anticoagulante (EDTA);
apos a coleta, foram mantidos inclinados e a temperatura ambiente por 10
minutos para, entdo, proceder-se a sua centrifugacdo a 900xG por 10 minutos,
precavendo-se, cautelosamente, para manté-los com tampa para evitar, assim,
a evaporacdo, formacdo de aerossoéis e para prevencao contra o risco de
contaminacdo tanto da amostra como do técnico. O soro e o plasma obtidos
foram fracionados em dois microtubos de 1,5 mL, devidamente identificados
com o respectivo nimero dos animais e armazenados a -20°C até que
pudessem ser enviados, acondicionados em caixas térmicas com gelo, aos

laboratorios de destino.
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4.2. Imunossorologia

Para o diagndstico sorologico de brucelose, utilizou-se a técnica de
fixacdo de complemento (FC), uma vez que todas as receptoras trabalhadas
passaram por uma triagem prévia, que foi realizada com antigeno acidificado
tamponado (AAT), tendo como valor minimo de referéncia para reagentes o
titulo = 20Ul para (FC), recomendado pelo Plano Nacional de Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (PNEBT) (BRASIL, 2006).

Para a leptospirose, as amostras de soro foram processadas por exames
laboratoriais distintos para os quais foi considerado o agente patogénico e o
método mais eficaz para o seu diagnéstico. Utilizou-se, portanto, a técnica de
soroaglutinacdo microscépica (SAM) na presenca de, pelo menos, 18
sorovares de leptospiras cultivadas em laboratorio, conforme preconizado por
Faine et al. (1999). Considerou-se como reagente a amostra que apresentou
aglutinacdo de, pelo menos, 50% na diluicdo de 1:100. As amostras reagentes
foram tituladas em diluicbes crescentes, segundo técnica preconizada pela
Fundacédo Nacional da Saude (BRASIL, 1995), tendo como valor de referéncia

reagentes = 1:100.

bY

Em relacdo a pesquisa de anticorpos antivirais, as amostras foram
processadas pela técnica de virus neutralizacdo sendo adotado como ponto de
corte titulo igual ou superior a 10 para DVB e a 2 para IBR, ambos

considerados reagentes.

Para a identificagdo imunossorologica da neosporose, empregou-se o
teste imunoenzimético (ELISAAC) e a imunofluorescéncia indireta (RIFI),

apenas para as receptoras que tiveram perdas embrionarias.

Os diagnosticos sorolégicos foram realizados pelo Centro de P & D de
Sanidade Animal, Laboratério de Doencas Bacterianas da Reproducdo e

Laboratorio de Virose de Bovideos do Instituto Biolégico de Séo Paulo.
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4.3. Dosagem de hormonios

As dosagens plasmaticas de cortisol e de progesterona foram feitas por
radioimunoensaio (RIA) em fase solida, utilizando-se kits comerciais (Coat A —
Count DPC, USA).

O processamento das amostras foi realizado em dois ensaios, sendo 0s
coeficientes de variacédo interensaio 6,31% e 6,50% e intraensaio 9,67% e
7,16% para progesterona e para cortisol, respectivamente. Esses
procedimentos foram realizados pelo Laboratério de Endocrinologia do
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterindria da FMVZ-
UNESP, Campus de Botucatu, SP.

4.4. Transferéncia de embridao em tempo fixo

Os embrides foram obtidos pela técnica de producéo in vitro (PIV), com
oocitos obtidos por aspiragéo folicular de doadoras pertencentes a Estagéo de
Melhoramento e Difusdo de Genética Animal (EMDGA), em cujo laboratério
todos os procedimentos foram efetuados. As doadoras e o sémen dos touros

utilizados na PIV foram da raga Gir leiteira.

No dia da transferéncia do embrido, todas as receptoras foram
submetidas ao mesmo protocolo de indugdo/sincronizacdo de estro, em lotes
com 10 a 12 animais por vez a intervalos adequados a rotina dos
procedimentos, e aquelas que estivessem aptas no dia pré-estabelecido, 16°
dia apds o inicio do protocolo (D16), receberiam um embrido transferido cada
pela técnica transcervical. Foi considerada apta a receptora que apresentava a
presenca do CL e o mesmo veterindrio foi quem realizou todas as

transferéncias.

Com base na simplificacdo do protocolo P36 para TETF (BARROS et al.,
2001), os protocolos desenvolveram-se como se segue: em dia aleatério do
ciclo estral (D0), cada uma das receptoras recebeu 1g de P4 por um dispositivo
intravaginal de liberagcdo de P4 e 2,5 mg de Benzoato de Estradiol (BE)
intramuscular (IM). No D8, retirou-se o dispositivo de P4 e administrou-se por
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via IM 150ug de D-cloprostenol (PGF2a), 400 Ul de eCG e 1mg de BE. No
D16, cada receptora recebeu um embrido transferido (blastocisto, grau 1 ou 2)
apos, previamente, ser diagnosticado por US (Aloka SSD 500, Aloka, Japan)
um CL em um dos ovarios. No D41, fez-se o diagnostico de gestacao (DG),
repetido no D71, ambos por US para confirmagédo da gestacdo ou da perda
embrionaria (figura 1).

DO D8 D16 D41 D71

Figura 1: Protocolo de sincronizacdo de cio, transferéncia de embrido

em tempo fixo e diagnosticos.

4.5. Avaliagdo do volume do corpo lateo

No referido D16 do protocolo, além de identificacdo da ipsilateralidade
para efeitos de transferéncia, estimou-se por US, também, o VCL, com base na
férmula para calculo de volume de uma esfera: (V= 4/3m x (D/2)3), em que D/2
€ o valor obtido pela média entre os dois maiores eixos diametrais (SPELL et
al. 2001). Considerou-se o volume calculado do CL como sendo o volume da
massa luteal. Adotou-se, em relacdo aos tamanhos dos VCL, trés
classificac6es: pequeno (< 200 mm3), médio (entre 201 & 500 mm3) e grande
(=501 mm3).
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Convencionou-se adotar como desempenho reprodutivo as condicdes
“respondeu ao protocolo de sincronizacdo hormonal (Resp. P.)” e “néo
respondeu ao protocolo de sincronizacdo hormonal (N.resp. P.)”, e as taxas de
prenhez e de perda embrionéarias. Ainda, no grupo de receptoras (Resp. P.),
estabeleceram-se as subdivisdes entre “respondeu e ndo emprenhou (Resp.

PNE.)” e “respondeu e emprenhou (Resp. PE.)".

A auséncia de CL ao exame no D16 qualificou a receptora na condi¢ao de

“ndo respondeu ao protocolo de sincroniza¢cado hormonal (N.resp. P)”

4.6. Avaliacao bioclimatica

Previamente a realizagdo da avaliacdo por US no D16, verificou-se a
temperatura retal de cada uma das receptoras submetidas ao protocolo,
utilizando-se um termdmetro clinico digital (G-TECH, modelo: TH-169), e,
também, no referido momento avaliou-se a temperatura ambiente e a umidade
relativa do ar, ambas com auxilio de equipamento digital proprio (Thermo-

Higrometro digital portétil, modelo HT-260, Instrutherm, S&o Paulo, Brasil).

4.7. Analise estatistica

Para a avaliacdo de possiveis relacdes entre animais, com sorologia
reagente para as doencas descritas e as taxas de aproveitamento de protocolo
de sincronizagdo hormonal, de prenhez e de perda embrionédria, foram
utiizados o teste de frequéncia e o teste Qui-Quadrado a um nivel de
significancia de 5% (MAGALHAES & LIMA, 2000) enquanto que para o estudo
da correlacdo entre concentracdo plasmatica de P4 e de cortisol, entre a
concentracdo de P4 com o VCL e entre concentracdo plasmética de cortisol

com a temperatura ambiente, umidade relativa do ar e temperatura retal,
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empregou-se a correlacdo de Pearson a um nivel de significancia de 5%. As
médias foram analisadas por meio de analise de variancia (ANOVA), teste t de
Student, e, nos casos necessarios, o teste de Ducan, para um nivel de
significancia de 5%. Utilizou-se, para analise dos dados, o sistema SAS, versao
9.1 (20009).

4.8. Aspectos éticos e origem do material em estudo

Todos os proprietarios foram esclarecidos quanto aos procedimentos de
estudo e autorizaram a publicacdo dos dados desta investigacdo, assinando o
Termo de Consentimento Livre e Informado. O estudo foi aprovado pela
Comiss&o de Etica no uso de animais da FMVZ — UNESP Campus de Botucatu
(Processo n° 227/2011 — CEUA), estando de acordo com os principios éticos
na experimentagdo animal, estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONSEA) e Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV).



31

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de aproveitamento do protocolo, de Prenhez e de perda
embrionaria foram de 67,23% (158/235), de 34,18% (54/158) e 20,37% (11/54)
respectivamente. Resultados semelhantes para aproveitamento de protocolos
foram relatados por Barreiros et al. (2006) com taxas de 72,9% e por Rodrigues
et al. (2010) com 65% (256/391) sem, e de 59% (232/393) com a utilizacdo de
eCG.

Os resultados para taxa de prenhez, também se mostraram proximos aos
descritos por Baruselli et al. (2010), os quais alcancaram 36,60% (108/295),
utilizando eCG do D8 aos relatados por Nasser et al. (2004), com 40,10%
(61/150) também com eCG no D8, e ao estudo desenvolvido por Basso (2010),
com nascimento de 3 mil bezerras de FIV de doadoras da raga Gir, cuja taxa
aproximou-se de 40% (3.113/7.763).

Com relacao as perdas embrionérias, os resultados assemelharam-se as
taxas obtidas por Freitas et al. (2010), de 20,5% (432/2.109) e por Rodrigues et
al. (2010), de 30,10% (28/93) sem, e de 26,90% (21/78) com a utilizacdo do
eCG no D8.

Segundo Grunert (2005) fatores maternos, sanitarios e ligados ao préprio
embrido, isolados ou em associacdo, também s&do apontados como

responsaveis por essas perdas.

5.1. Imunodiagnadstico

Os resultados dos testes imunossorolégicos para identificagdo de
anticorpos relacionados as cinco doencas pesquisadas em receptoras de

embrides estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1: Resultados de pesquisa de anticorpos relacionados a cinco
enfermidades de acordo com o modo de sororreacdo em 235 receptoras de

embrides. Rio Branco, 2013.

Doencas Reagentes N3o reagentes
Brucelose 7 (2,98%) 228 (97,03%)
Leptospirose 128 (54,47%) 107 (45,53%)
IBR 103 (43,83%) 132 (56,17%)
DVB 174 (74,04%) 61 (25,96%)
Neosporose 150 (63,83%) 85 (36,17%)

Valores absolutos e em percentuais.

Observam-se altos percentuais de soroconverséo para leptospirose, IBR,
DVB e neosporose, contudo, para a brucelose um valor baixo de
soroconversao, em razdo, principalmente, dos critérios de trabalho exigidos
pela EMDGA, isto €é: que todas as receptoras trabalhadas devam,
obrigatoriamente, passar por uma triagem prévia, o que pode explicar a baixa
frequéncia de reagentes quando comparada as outras doencas para as quais

nao foi exigido o citado procedimento.

A taxa de 2,98% de soropositividade para pesquisa de anticorpos anti B.
abortus foi, relativamente, semelhante as descritas nos trabalhos de Poletto et
al. (2004), de 1,22%, e de Mendes et al. (2009), de 0,79%. Ainda que a selecdo
de receptoras tenha passado por uma triagem prévia, a constatacdo de uma
taxa mais elevada, embora em pequena escala, pode ser o reflexo das
peculiaridades existentes, em termos de orientacdo técnica e de logistica, para
o devido cumprimento das exigéncias dos planos de erradicacdo da doenca

nas pequenas propriedades do estado do Acre.

Com relacéo aos resultados obtidos para leptospirose, observou-se que a
taxa de 54,47% de sororrecdo positiva, comparativamente, foi semelhante a
relatada por Mesquita et al. (2010), de 49,9%, os quais, analisando 18.806



33

amostras de soro, durante 11 anos de trabalho, identificaram 9.385 animais

Soropositivos.

Tabela 2: Resultados de pesquisa de sorovares em 128 receptoras de

embrides soropositivas para leptospirose. Rio Branco, 2013.

Tipo de Sorovar 128 receptoras

Hardjo 100/228 (43,82%)

Wolffi 85/228 (37,2%)

Icterohaemorrhagiae 33/228 (14,425)
Pomona 9/228 (3,9%)
Butembo 1/228 (0,426)

Valores absolutos e em percentuais.

Ao analisar os resultados para as diferentes sorovares, observou-se que
hardjo, com 43,86% (100/228) e wolffi, com 37,28% (85/228) foram as mais

prevalentes dentre todos 0s soropositivos.

Esses valores para a sorovar hardjo encontram semelhanca com o0s
resultados de 46,94%, de 39,5%, e de 44,7% relatados pela pesquisa de
Mesquita et al. (2010), de Mineiro et al. (2007) e de Magajevski et al. (2007),
respectivamente. Para Araujo et al., (2005), que também descrevem essa
sorovar, como a de maior prevaléncia, esta constatagdo estd em conformidade

com a maioria dos inquéritos sorolégicos realizados em bovinos.

Entretanto, com relagdo a positividade para a sorovar wolffi, os valores
maiores diferenciaram-se daqueles descritos por Mesquita et al. (2010) e por
Magajevski et al. (2007), que relataram 29,18% e 28,50%, respectivamente.
Essa sorovar, também um achado comum em muitos autores, teve sua
incidéncia reduzida em comparacdo com os resultados obtidos por pesquisas
realizadas entre os anos 60 e 90 quando se observava a variacdo de 23 a
38,3% na incidéncia de sorologia positiva (BROD et al., 1995). O fato tem
explicacdo em trabalho desenvolvido por Castro et al. (2006), que descreveram

21% (711/3.338) de reacgOes cruzadas entre as sorovares hardjo e wolffi, as
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guais, segundo Moreira, (1994) sao devidas a semelhancas antigénica entre
elas. Contudo, essa elevacdo na taxa da sorovare wolffi ndo se deu pela
semelhanca antigénica entre as sorovares hardjo e wolffi, e, sim, devido,
possivelmente, a proximidade dos criatérios de bovinos com o0s animais

silvestres.

Quanto as viroses IBR e BVD, constatou-se que o0s resultados
mantiveram-se de modo semelhante aos relatados por varios autores. Assim,
Barbosa et al. (2005) e Guarino et al. (2008) descreveram 51,90 e 37%,

respectivamente, de animais sororreagentes para anticorpos anti IBR.

Quadro similar foi descrito para BVD por Richtzenhain et al. (1999), os
guais constataram 73,52% de positividade em pesquisa soroldgica, realizada
com material dos Estados de RS, PR, SP, RJ, MG e MS. Outrossim, segundo
relatado por Alfaia et al. (2005) e por Mendes et al. (2009), respectivamente, 64

e 71,42% das analises feitas apresentavam-se positivas para essa virose.

De modo diferente ao encontrado em outros autores, a pesquisa
imunossorologica para neosporose resultou em taxa mais elevada de amostras
positivas do que as relatadas por Melo et al. (2006), por Mendes et al. (2009) e
por Martins et al. (2011) para 0s quais 0S casos positivos descritos atingiram

valores de 27,34, de 26,98 e de 25%, respectivamente.

Tabela 3: Registro de ocorréncia simultdnea de sororreagéo para 2 ou

mais enfermidades em receptoras de embrido. Rio Branco, 2013.

Doengas por receptoras Reagentes (%)
Nenhuma 8 (3,40%)
Uma 38 (16,17%)
Duas 76 (32,34%)
Trés 81 (34,47%)
Quatro 31 (13,19%)
Cinco 1 (0,43%)

Valores absolutos e em percentuais.
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Quando comparados o0s resultados dos imunodiagnésticos para
ocorréncia simultanea das doencas, observou-se que ocorreu apenas um caso
de uma receptora com as 5 doencgas, e que houve maior indice de receptoras

com duas e trés doencas (Tabela 3).

Em relagdo a brucelose, verificou-se a sua associacdo com 03 ou mais
diagnosticos para soropositividade simultanea. J&, para leptospirose, DVB, IBR
€ neosporose, a soropositividade associou-se, em maior porcentagem, a

ocorréncia de 3 sororreagentes, simultaneamente (Tabela 4).

Ao analisar os resultados das 11 perdas embrionarias, observou-se que 5
(5/11) receptoras apresentaram soropositividade para 03 doencas simultaneas,
4 (4/11) para 4 doencas, 1 (1/11) para 02 doencas e 1 (1/11) para 01 doenca.

Tabela 4: Estratificacdo de resultados para ocorréncia simultanea de 1 a

5 soropositivos em receptoras de embrido. Rio Branco, 2013.

Soropositivade 1 2 3 4 5 Total
Brucelose - - 3(1,2%) 3(1,2%) 1(0,4%) 7(2,9%)
Leptospirose 7(2,9%) 32(13,6) 59(25,1%) 28(12,3%) 1(0,4%) 128(54,4%)

DVB 12(5,1%) 59(25,1%)  69(30,2%) 31(13,1%) 1(0,4%) 172(74%)
IBR 8(3,4%) 20(8,5%) 44(18,7%) 30(12,7%) 1(0,4%) 103(43,8%)
Neosporose 11(4,6%) 41(17,4%)  66(28,0%) 31(13,1%) 1(0,4%) 150(63,8%)

Valores absolutos e em percentuais.

5.2. Imunodiagnadstico: doencas bacterianas

De acordo com a Tabela 5 e 6, 0 nUmero de receptoras com “sorologia
reagente” e “ndo reagente” para as doencas pesquisadas esté distribuido em
conformidade com os desempenhos reprodutivos, anteriormente propostos no

estudo.
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Tabela 5: Associacao entre os desempenhos reprodutivos e o modo de
sororreacdo para anticorpos anti-Brucella abortus, em 235 receptoras de

embrides. Rio Branco, 2013.

Brucelose

Desempenho Reprodutivo Total de Animais
Reagentes N3o Reagentes
Protocolos 7 (2,9%) 228 (97%) 235
Resp.P. 3 (1,9%) 155 (98,1%) 158
Nresp.P. 4 (5,2%) 73 (94,8%) 77
Taxa de prenhez 3 (5,5%) 51 (94,4%) 54

Taxa de perda *
embrionaria
Resp.P: Respondeu ao protocolo de sincronizagdo hormonal; Nresp.P: Nd&do respondeu ao
protocolo de sincronizagcdo hormonal; *p<0,05.

2 (18,1%) 9 (81,8%) 11

Dentre as 11 receptoras que tiveram perdas embrionéarias, 2
(2/11) apresentaram titulos positivos para brucelose, apresentando titulacao de
640Ul para cada uma das receptoras. Assim, foram verificadas elevadas
titulacbes para os animais que tiveram perdas embrionarias. Observou-se que
a taxa de perda embrionaria apresentou frequéncias diferentes, logo
dependentes da soropositividade da receptora frente a presenca da Brucella
abortus (p < 0,05) (tabela 5).

Tabela 6: Associacdo entre os desempenhos reprodutivos e o modo de
sororreagao para anticorpos anti-Leptospira sp., em 235 receptoras de

embrides. Rio Branco, 2013.

Leptospirose

Desempenho Reprodutivo Total de Animais
Reagentes N3o Reagentes
Protocolos 128 (54,4%) 107 (45,5%) 235
Resp.P.* 72 (45,5%) 86 (54,4%) 158
Nresp.P. 56 (72,7%) 21 (27,2%) 77
Taxa de prenhez 27 (50%) 27 (50%) 54

Taxa de perda
embrionaria
Resp.P: Respondeu ao protocolo de sincronizagdo hormonal; Nresp.P: NGo respondeu ao
protocolo de sincronizagcdo hormonal; *p<0,05.

3(27,2%) 8 (72,7%) 11
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Ja para leptospirose, 3 (3/11) encontram-se com titulos positivos para os
seguintes sorovares (acompanhados do valor da titulacdo): L.
icterohaemorrhagiae (200), L. wolffi (200) e L .hardjo (400), um animal; L. wolffi
(400) e L. hardjo (400), um animal; L. wolffi (1600) e L. hardjo (1600), um
animal. Portanto, foram verificadas elevadas titulagbes para os animais que

tiveram perdas embrionérias.

Ao teste estatistico, observou-se que a taxa de aproveitamento de
protocolos de sincronizacdo hormonal apresentou variaveis dependentes,
sendo, por este turno, a resposta ao protocolo hormonal, que, por sua vez,
dependeu se a receptora era ou ndo reagente para a presencga de sorovares
para leptospirose (p < 0,05) (Tabela 6).

5.3. Imunodiagndéstico: doencas virais

Constatou-se um alto numero de receptoras reagentes, com elevado titulo

no teste qualitativo para DVB e IBR (Figura 2 e 3).

Figura 2: Titulagdo das amostras receptoras, reagentes no teste
gualitativo pela virus neutralizacdo para DVB. Rio Branco, 2013, (Reagente =
10).
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Tabela 7: Associacdo entre os desempenhos reprodutivos e 0 modo de
sororreacdo para anticorpos anti-DVB em 235 receptoras de embrides. Rio
Branco, 2013.

DVB

Desempenho Reprodutivo Total de Animais
Reagentes N3o Reagentes
Protocolos 174 (74%) 61 (25,9%) 235
Resp.P. 116 (73,4%) 42 (26,5%) 158
Nresp.P. 58 (75,3%) 19 (24,6%) 77
Taxa de prenhez a42 (77,7%) 12 (22,2)% 54

Taxa de perda

embrionaria 9 (81,8%) 2 (18,1%) 11

Resp.P: Respondeu ao protocolo de sincronizagcdo hormonal; Nresp.P: NGo respondeu ao
protocolo de sincronizagcdo hormonal; *p<0,05.

Evidenciaram-se altas concentracfes de anticorpos nessas receptoras,
138 (138/174), que apresentavam titulo entre (80-5120), no caso da DVB
(Figura 2). No entanto, ndo foi observada diferenca estatistica (p>0,05) para
nenhum dos parametros reprodutivos em relacdo sororreagdo para anticorpos
anti-DVB (Tabela 7). Em relacdo as perdas embrionarias a DVB, constatou-se
9 receptoras (81,82%) reagentes, com titulacdo no teste qualitativo pela
virusneutralizacdo, na seguinte proporc¢ao: 2560 (11,11%), 1280 (22,22%), 320
(11,11%), 80 (22,22%), 40 (11,11%) e 10 (22,22%).

Figura 3: Titulacdo das amostras receptoras, reagentes no teste
qualitativo pela virusneutralizacao para IBR. Rio Branco, 2013, (Reagente = 2).
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Tabela 8: Associacao entre os desempenhos reprodutivos e o modo de
sororreacdo para anticorpos anti-IBR em 235 receptoras de embrifes. Rio
Branco, 2013.

IBR

Desempenho Reprodutivo Total de Animais
Reagentes N3o Reagentes
Protocolos 103 (43,8%) 132 (56,1%) 235
Resp.P. 70 (44,3%) 88 (55,7%) 158
Nresp.P. 33 (42,8%) 44 (57,1%) 77
Taxa de prenhez 20 (37%) 34 (62,9%) 54

Taxa de perda *
embrionaria 8 (72,7%) 3 (27,2%) 11

Resp.P: Respondeu ao protocolo de sincronizagcdo hormonal; Nresp.P: NGo respondeu ao
protocolo de sincronizagdo hormonal; *p<0,05.

Ja para IBR, evidenciaram-se altas concentracfes de anticorpos nessas
receptoras, 91 (91/103), que apresentavam titulo entre (16-1024), no caso da
IBR (Figura 3). Ao realizar o teste estatistico para taxa de perda embrionéria,
observou-se que as variaveis eram dependentes. Desse modo, as perdas que
ocorreram dependeram da soropositividade das receptoras para a presenca
de, pelo menos, uma das espécies de virus (p < 0,05), de acordo com a Tabela
8. Ainda para a IBR, observou-se 8 receptoras, que tiveram perdas
embrionarias (72,73%), cujos titulos no teste qualitativo pela virusneutralizacao,
apenas frente ao BoHV-1, foram 1024 (25%), 512 (25%), 256 (37,5%) e 128
(12,5%).

Foram evidenciadas nessas receptoras altas concentracdes de
anticorpos, para DVB e para IBR, significando alta carga viral, supostamente

responsavel pelas perdas embrionéarias no caso da IBR (Tabela 8).
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5.4. Imunodiagndstico: doenca parasitaria

As 5 receptoras, que tiveram perdas embrionarias (5/11), foram reagentes
para neosporose nos testes de ELISA e de imunofluorescéncia indireta, com
titulos acima de 400, e, dentre as quais, uma apresentou titulo de 3200, sendo
considerado alto e sugestivo de infeccdo ativa. Os altos titulos de anticorpos
podem estar associados a uma reativacao de infeccao latente, fato que pode
ter ocorrido na vaca, com titulo de anticorpos igual a 3200. Ao teste estatistico,
observou-se que a taxa de aproveitamento de protocolos de sincronizacdo
hormonal apresentou variaveis dependentes, sendo, portanto, a resposta ao
protocolo hormonal, que dependeu da soropositividade da receptora para a

presenca do anticorpo anti-N. caninum (p < 0,05) (Tabela 9).

Tabela 9: Associacdo entre os desempenhos reprodutivos e o modo de
sororreagdo para anticorpos anti-Neospora sp., em 235 receptoras de

embrides. Rio Branco, 2013.

Neosporose
Desempenho Reprodutivo Total de Animais
Reagentes N3o Reagentes

Protocolos 150 (63,82%) 85 (36,17%) 235

Resp.P.> 93 (58,86%) 65 (41,14%) 158

Nresp.P. 57 (74,03%) 20 (25,97%) 77

Taxa de prenhez 32 (59,26%) 22 (40,74%) 54
Taxa de perda

embrionaria 5 (45,45%) 6 (54,55%) 11

Resp.P: Respondeu ao protocolo de sincronizagcdo hormonal; Nresp.P: NGo respondeu ao
protocolo de sincroniza¢éo hormonal; *p<0,05.
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5.5. Cortisol e P4 e desempenho reprodutivos

Figura 4. Teste de médias entre as concentracfes plasmaticas de

cortisol e de P4 nos desempenhos reprodutivos.
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Tabela 10 - Correlacéo entre as concentracdes plasméticas de cortisol e

P4 (media + desvio padréo), nos desempenhos reprodutivos. Rio Branco 2013.

Hormonios Protocolos Resp.P. Resp.PNE. Resp.PE. Nresp.P.
Cortisol (ng/mL) (16,95+7,05) (17,59+46,90)@ (17,7845,54)@ (17,24+ 7,59)@ (15,63 + 7,23)®)
P4 (ng/mL) (10,88+7,65) (13,95 + 6,90)@ (14.15%7,16)@ (13,58+6,41)@ (4,58 + 4,67)®)

Correlagdo de
Pearson entre P4
e Cortisol

(r=0,35; p<0,05) (r=0,37; p<0,05) (r=0,39; p<0,05) (r=0,33; p<0,05) P>0,05

Resp.P: Respondeu ao protocolo de TETF; Resp.PNE: Respondeu ao protocolo de TETF e ndo emprenhou; Resp.PE:
Respondeu ao protocolo de TETF e emprenhou; Nresp.P: Ndo respondeu ao protocolo de TETF. Letras diversas na mesma
linha indicam diferengas significativa pelo teste t de student em nivel de 5% de siginificdncia.

A concentracdo plasmatica de cortisol, acima de 10ng/mL para racas
zebuinas, foi semelhante aos relatos de Yoshida et al. (2005). Entretanto, a P4

no grupo "Resp.P." apresentou valor de concentracdo inferior ao descrito por
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Costa e Silva et al. (2010), que encontraram valores de 35,78ng/mL e de
28,59ng/m para o grupo prenhas e ndo prenhas. Nesse mesmo grupo, as
respectivas concentracdes plasmaticas de cortisol e de P4 nao diferiram
estatisticamente (p>0,05) entre as receptoras, que resultaram prenhas e/ou
ndo prenhas, mas apresentaram correlacdo positiva (p<0,05) entre elas, dados
gue estavam de acordo com as descri¢coes de Bage et al. (2000), Yoshida et al.
(2005) e Buckham Sporer et al. (2008).

Como era esperado para o grupo "N.Resp.P.", obviamente, em razdo da
inexisténcia de CL, a concentracdo plasmatica de P4 diferiu estatisticamente
(p<0,05) da do grupo "Resp.P.", ocorrendo, de forma similar, em relagdo ao
comportamento do cortisol, que manteve a diferenca entre as suas medias
(p<0,05). Em contrapartida, a concentracdo plasméatica de cortisol nédo foi
estatisticamente diferente (p>0,05) entre as receptoras prenhas e as néo
prenhas e, desse modo, essas concentracdes plasmaticas de cortisol,
observadas presumivelmente, néo interferiram com a capacidade de resposta

das receptoras aos protocolos.

5.6. Volume do CL e concentracdo plasmatica de P4

Nas 158 receptoras, que responderam ao protocolo de sincronizacao
hormonal, observou-se a ocorréncia de 60% de ovulagdes no ovario direito,
fato que esteve em concordancia com as descricdes de Jainudeen & Hafez
(2004), Hasler et al. (1987), Demczuk et al. (1998), Viana et al. (1999) e Spell
et al. (2001).

Em relacdo ao VCL e a concentracdo de P4, ndo se constatou diferenca
estatistica significante (p>0,05) entre os seus valores médios. Para todas as
situacdes analisadas, observou-se apenas correlacdo entre o volume do CL e a
producao de P4 (p<0,05) no grupo “pequeno”. Verificou-se, entdo, auséncia de

correlacdo nos dois outros grupos “médio e grande” (p>0,05).
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A correlacdo entre o VCL e a P4 existiu somente até um determinado
tamanho. Isto é: & medida que aumentou o VCL, as concentragfes de P4 néo

acompanharam esse aumento.

Alguns autores tém encontrado correlacdo positiva entre a area do corpo
liteo e sua capacidade de produzir P4. Neste trabalho verificou-se correlacao
positiva entre o volume do corpo lateo e a concentracao plasmatica de P4, no
valor de (r=0,36; P<0,05), apenas no grupo “pequeno”, como também

verificado por Siqueira et al. (2009).

Em trabalho desenvolvido por Chacur et al (2009), foi observado auséncia
de correlacéo entre o tamanho do CL, com a producéo de P4, semelhante ao

encontrado nos grupos “médio” e “grande” (p>0,05).

Tabela 11 - Teste de médias e de correlacédo entre o tamanho do VCL e
a concentragcfes plasméticas de P4 em receptoras de embrides. Rio Branco
2013

VCL Pequeno Médio Grande
Frequéncia 38 90 30
Média de VCL 125,13mm3 318,38mm?3 733, 30mm3
P4 11,83ng/mL( 14,69ng/mL@) 14,41ng/mL@)
Correlacdo de Pearson entre (r=0,36; p<0,05) P>0,05 P>0,05

VCLe P4

Pequeno: pequeno < 200 mm?3 Médio: entre 201 4 500 mm?3; Grande: = 501 mm3; VCL: Volume do corpo luteo. Letras diversas na
mesma linha indicam diferencas significativa pelo teste de Ducan em nivel de 5% de siginificdncia.

5.7. Cortisol e temperatura ambiente, umidade relativa e

temperatura retal.

Os resultados em relacdo a temperatura ambiente, umidade relativa do ar
e retal, registrada durante os 15 meses da pesquisa, foram, em médias

30.07°C, 69,23 e 39,38°C, respectivamente. O valor da média da temperatura
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retal registrado foi atestado como mais elevado do que o maximo de 39,1°C,
citado por Dukes (1996).

Tabela 12 - Correlacéo entre as concentracdes plasmaticas de cortisol e

os fatores bioclimaticos em receptoras de embriées. Rio Branco 2013.

Desempenho

Reprodutivo Cortisol (ng/mL) TEMPA. Umidade TEMPR.
Protocolos 16,9 (r=-0,26; p<0,05) P>0,05 (r=0,40; p<0,05)
Resp.P. 17,59 (r=-0,20; p<0,05) P>0,05 (r=0,51; p<0,05)@
Resp.PNE. 17,78 (r=-0,20; p<0,05) P>0,05 (r=0,54; p<0,05)
Resp.PE. 17,24 P>0,05 P>0,05 (r= 0,47; p<0,05)
Nresp.P. 15,63() (r=-0,34; p<0,05) P>0,05 P>0,05()

Resp.P: Respondeu ao protocolo de TETF; Resp.PNE: Respondeu ao protocolo de TETF e né&do
emprenhou; Resp.PE: Respondeu ao protocolo de TETF e emprenhou,;, Nresp.P: Ndo respondeu ao
protocolo de TETF; TEMPA: Temperatura ambiente;, TEMR: Temperatura retal. Letras diversas na
mesma coluna indicam diferencas significativa pelo teste t de student em nivel de 5% de
siginificGncia.

Para o0s grupos "protocolo”, "Resp.P.", "Res.PNE." e "Nresp.P."
identificaram correlacdo negativa entre a concentracdo de cortisol e a
temperatura ambiente (p<0,05). Entretanto, nos pequenos ruminantes e em
regido tropical, Starling et al. (2005) descreveram uma correlacéo positiva entre

cortisol e temperatura ambiente.

A umidade do ar foi a variavel que ndo se correlacionou com a
concentracao de cortisol para nenhum dos grupos de desempenho reprodutivo

analisado (p>0,05).

A correlagdo observada entre a concentragdo plasmatica de cortisol e a
temperatura retal teve apoio nos relatos de Pocay et al. (2001) e Katayama et
al. (2004). Portanto, a resposta dos grupos "protocolo”, "Resp.P.","Res.PNE." e
"Resp.PE.", foi influenciada por essa varidvel (p<0,05). Esses resultados
diferiram daqueles relatados por Filho et al. (2008), segundo os quais nao
houve efeito interativo entre a temperatura retal e a concentracdo plasmatica

de cortisol em vacas doadoras de embrides.

Em relacé@o as receptoras "Resp.PE.", ndo se registrou correlacao entre a
concentracao de cortisol e a temperatura ambiente, e, tampouco para cortisol e

umidade relativa do ar.
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Ao analisar a TEMPR, verificou-se que ndo existiu diferenca significativa
entre 0 Resp.P. e 0 Nresp.P.; e em relacdo a concentracdo de cortisol, a
diferenca foi significativa (p<0,05). Resultados semelhantes foram descritos por
Costa e Silva et al. (2010) e Katayama et al. (2004), para os quais a média da
temperatura retal entre o grupo prenhe e ndo prenhe nao diferiram

estatisticamente (p>0,05).
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6. CONCLUSOES

- O protocolo mostrou-se eficiente para o processo de sincronizagao
hormonal, para taxa prenhez e na promocdo da taxa reduzida de perda
embrionaria compativel com os parametros de eficiéncia reprodutiva de outros

protocolos, desenvolvidos em outros Estados da Federagéo.

- Altas taxas de soropositividade para leptospirose, DVB, IBR e
neosporose confirmam a disseminacdo dessas enfermidades, também nos

rebanhos do estado do Acre.

- Nas receptoras sororreagentes, observou-se a influéncia da leptospirose
e da neosporose, na taxa de aproveitamento de protocolo e da brucelose e IBR

na taxa de perdas embrionarias.

- Constatou-se correlacdo entre cortisol e P4 para os animais que
responderam ao protocolo, a qual se manteve nos grupos Resp.PNE. e
Resp.PE.

- A concentracdo plasmatica de P4 mostrou-se dependente do VCL
apenas no grupo “pequeno”. A medida que o tamanho do VCL aumentou,
perdeu-se a correlagcdo com as concentracfes de P4 nos grupos “meédio” e

“grande”.

- Dentre as variaveis bioclimaticas, a temperatura retal foi a que mais se

correlacionou com o cortisol.
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