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RESUMO

PEREIRA, Rita de Cassia Gomes. Aspectos reprodutivos de vacas com encefalopatia
hereditaria (Doenca de Ecoporanga). 2011. 77p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
\eterinaria). Instituto de \eterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2011.

No intuito de maximizar a capacidade reprodutiva, promover superovulagdes e futuros cru-
zamentos consanguineos, com o objetivo de verificar como se efetua a passa-
gem/transmissao do(s) gen(es) defeituosos de animais afetados por uma enfermidade neuro-
l6gica hereditaria (DE) que ocorreu no Municipio de Ecoporanga, Nordeste do Estado do
Espirito Santo, foram avaliados o comportamento sexual, a dindmica folicular, os parame-
tros hormonais e a citologia vaginal de trés vacas afetadas pela doenga e uma descendente
direta. Essa condicdo, descrita inicialmente como Encefalopatia Atréfico-Hipoplasica Mul-
tissistémica, ocorreu exclusivamente em fémeas, todas descendentes diretas ou netas de um
unico touro que sofreu mutacéo. Essa primeira fase do estudo teve por finalidade dar base a
estudos sobre a transmissdo genética, com vistas a estabelecer futuramente, se a DE pode
servir de modelo para investigacOes relativas a Sindrome de Rett, enfermidade neuroldgica
hereditaria de humanos que afeta quase que exclusivamente meninas nos primeiros anos de
vida. Detectaram-se modificacdes no comportamento sexual, sobretudo no estro, bem como
resposta reprodutiva satisfatoria quanto a aplicacdo da prostaglandina. Ha alguma possibili-
dade de animais afetados de forma mais branda pela DE cruzarem e, por conseqléncia, pas-
sarem o0 gene mutante.

Palavras-chave: Doenca Ecoporanga, comportamento sexual, dinamica folicular.



ABSTRACT

PEREIRA, Rita de Cassia Gomes. Reproductive profile of cows with a bovine atrophic,
hypoplastic encephalopaty hereditary multisystemic of the bovine. Seropédica: UFRRJ,
2011. 77p. (Dissertation, Master Science in Medicine Veterinary). Instituto de \eterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Three cows were diagnosed with a hereditary neurological disease in the city of Ecoporanga,
Northeast of Espirito Santo state, Brazil. The sexual behavior, follicular dynamics, hormonal
and vaginal cytology profiles of these three cows and one direct descendant were evaluated
with the aim of maximizing the reproductive capacity and promoting superovulation for fu-
ture inbreeding in order to assess how the inheritance of defected gene(s) occurs. This dis-
ease, initially described as multisystemic atrophic-hypoplastic encephalopathy, was ob-
served exclusively in females which were all direct descendants or granddaughters of a sin-
gle bull in which a mutation occurred. This first phase of the study aimed to provide a basis
for other studies on genetic inheritance and establish if this disease can serve as an experi-
mental model of Rett Syndrome, a hereditary neurological disease in humans which affects
almost exclusively girls in their first years of life. Sexual behavior changes were detected,
especially in estrus, as well as satisfactory reproductive response to administration of pros-
taglandin. There is a possibility that animals mildly affected by this neurological disease can
breed and, consequently, pass on the mutant gene.

Key words: hereditary encephalopathy, comportment, follicular dynamic.
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1 INTRODUCAO

No municipio de Ecoporanga, Regido Norte do Estado do Espirito Santo, foi
identificada uma doenca neuroldgica hereditéria, inicialmente denominada Encefalopatia
Atrofica/Hipoplasica Bovina ou Doenga de Ecoporanga (DE), na qual fémeas oriundas do
cruzamento de um touro Nelore PO com vacas mesticas Nelore X Chianina apresentavam
distarbios caracterizados por alteracbes na postura, deambula¢do, succdo e mastigacao,
enquanto os machos, filhos do mesmo touro ndo manifestam sintomas clinicos (PEIXOTO;
FRANCA, 2002). Fémeas com DE também apresentavam um desenvolvimento reprodutivo
deficitario (MELO, 2006).

Essa enfermidade apresenta semelhancas epidemioldgicas e clinico-patoldgicas com a
Sindrome de Rett, uma doenca que afeta humanos do sexo feminino nos primeiros meses de
vida, e também cursa com anormalidades posturais e desvio da coluna vertebral.

O estudo do padrdo reprodutivo associado a DE se justifica pela importancia de
maximizar as possibilidades de reproduzir, de forma consanguinea, animais enfermos com a
finalidade de estudar a transmissdo genética do disturbio, e, eventualmente, estabelecer um
modelo experimental para enfermidades correlatas em humanos. Portanto, caracterizar as
particularidades morfoldgicas e fisiologicas da funcdo reprodutiva através da dindmica
folicular, perfil hormonal e comportamento sexual de vacas com DE assume um papel
relevante neste contexto.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca de Ecoporanga (DE)

A Doenca de Ecoporanga (DE) é uma enfermidade neuroldgica hereditaria de bovinos
observada a partir de 2002, no Norte do Estado do Espirito Santo, a qual parece ter sido
originada de uma mutacgdo genética espontanea sofrida por um touro Nelore PO, que passou a
imprimir em todas as suas filhas as caracteristicas fenotipicas do disturbio (PEIXOTO;
FRANCA, 2002). As manifestacOes relacionadas ao sistema nervoso central (SNC) eram
variaveis em intensidade, de animal para animal. Alguns recém-nascidos demoravam até
cinco dias para levantar-se (mediante auxilio), enquanto outros ndo conseguiam sugar o leite.

Essa enfermidade apresenta uma evolucdo crénica e tem uma alta mortalidade por
causas secundarias, como inanicdo e acidentes (afogamento, quedas em valas, enforcamentos)
ou pela total incapacidade de se alimentarem sozinhos (MELO, 2006). Nos periodos precoces
da doenca verifica-se dificuldade de mamar que evolui para dificuldade de apreensdo e
mastigacdo, com acumulo de alimentos na cavidade oral e salivacdo excessiva. Outros
sintomas observados foram incoordenacdo motora, instabilidade, perda de equilibrio, andar
em circulo, estacdo com os membros afastados, abertura lateral de um dos membros
anteriores, sustentacdo do corpo em diagonal com curvatura da medula espinhal, desvio da
cauda e dificuldade para se levantar. Adicionalmente os animais apresentam atrofia dos
musculos quadriceps da coxa, semi-tendinoso, semi-membranoso, da musculatura da garupa e
escapula, acompanhada por reducdo na amplitude das respostas dos reflexos dos boletos, de
tropeco e dos tenddes, verificados sob acdo estimulatoria, o que contribui para a dificuldade
na deambulacdo e perpetuacdo da postura erratica. Um agravamento do quadro clinico ocorre
quando 0s animais sdo excitados ou movimentados. Geralmente, os sintomas persistem
embora em alguns casos, 0s animais podem se adaptar parcialmente (MELO, 2006).

Os achados epidemioldgicos indicaram que a enfermidade encontra-se diretamente
ligada ao cromossomo X, com penetrancia completa e expressividade variavel. As novilhas
enfermas tém histérico de crescimento, ganho de peso e desenvolvimento reprodutivo
deficitarios (MELO, 2006).

Macroscopicamente, verificou-se um “excesso de meninges” na porgao dorsal e dorso-
lateral dos hemisférios cerebrais dos animais afetados pela DE, ap0s a remocéo da aboboda
craniana. Com a retirada das meninges, lesdes caracterizadas por assimetria em areas do
cortex encefélico e cerebelar tornam-se facilmente visualizadas, estas dado o processo
atréfico envolvendo essas estruturas (MELO, 2006).

Em relagdo ao telencéfalo, observou-se uma variancia morfoldgica nas partes afetadas,
ora com o hemisfério esquerdo maior que o direito e ora o superior em volume em relacdo a
sua parte oposta. Nos lobos cerebrais frontal, parietal, temporal e occipital, uma marcada
reducdo na altura dos giros (circunvolugbes cerebrais) com consequente reducdo na
profundidade de sulcos adjacentes foi evidenciada. Assimetrias atroficas bilaterais das
circunvolucgdes cerebrais foram notadas, sobretudo, nos lobos frontais, e também no vermis
(porcéo tuber e pirdmide), lobos e folhas cerebelares. No hemisfério cerebelar esquerdo essas
lesbes eram pronunciadas, embora variassem de intensidade de animal para animal (MELO,
2006). Ainda nao foram encontradas descri¢des de doencas similares a DE em bovinos.

2.2 Sindrome de Rett (SR)

A Sindrome de Rett € uma encefalopatia infantil cronica e progressiva que afeta quase
exclusivamente crian¢as do sexo feminino. Atualmente, é uma enfermidade neuroldgica
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considerada como desordem do desenvolvimento precoce, e guarda semelhancas com a
doenca de Ecoporanga. Nos casos classicos, as manifestaces clinicas sdo observadas por
volta dos seis meses de idade com comprometimento motor progressivo, embora outros
sintomas possam regredir espontaneamente. As meninas nascidas de gestacbes normais
apresentam um desenvolvimento padrdo nos primeiros seis a doze meses de idade, antes que
se verifigue um atraso e dissociacdo no desenvolvimento psicomotor acompanhado por
alteracGes do tébnus muscular, comportamentais, posturais e nos padrdes de locomocdo. A
habilidade de engatinhar e deambular ndo é adquirida por quase todas as meninas com
sindrome de Rett. As que conseguem engatinhar, o fazem com posturas anémalas, e nas que
adquirem marcha, verifica-se apraxia e ataxia com grande alargamento da base de
sustentacdo. Adicionalmente, nesta fase da moléstia, observa-se uma desaceleracdo do
crescimento da circunferéncia encefalica (microcefalia adquirida, com areas do cortex frontal
e nlcleo caudato mais afetados), aparecimento de uma 6bvia deficiéncia mental, perda da
capacidade de comunicacdo, realizacdo de movimentos esteriotipados com as maos,
posicionamento em “S” da coluna vertebral (escoliose do tipo neurogénica), retardo do
crescimento, disfuncbes respiratorias e vasomotoras, e ataques convulsivos. Alguns destes
sintomas, como os ataques epileptiformes, regrida espontaneamente ao atingir a idade adulta.
As manifestacdes de ordem motora, porém, persistem e, em um percentual expressivo de
enfermos, a capacidade deambulatéria é completamente perdida (MOOG et al., 2003;
CASTRO et al., 2004)

A SR foi identificada em 1966 por Andréas Rett; a descricdo original enfatiza a
deterioracdo neuromotora, a predomindncia em mulheres, sinais clinicos particulares, bem
como a hiperamonemia, tendo sido denominada “Atrofia Cerebral Associada a
Hiperamonemia”. Somente ap6s o trabalho de Hagberg et al. (1983), a enfermidade tornou-se
mais conhecida, e neste foi proposto o epbnimo sindrome de Rett, visto que a hiperamonemia
nao € um achado usual. A prevaléncia estimada de SR varia entre 1:10.000 e 1:15.000 em
meninas (HAGBERG et al., 1983). O diagndstico clinico baseia-se nos critérios propostos
pelo The Rett Syndrome Diagnostic Criteria Work Group (1988) ou pelo que foram definidos
pelo DSM-1V-R (MERCADANTE et al., 2006).

2.2.1 Manifestagoes clinicas da SR

A SR pode ser dividida em quatro etapas. A primeira, € denominada estagnacgéo
precoce, comeca entre 0s seis e 0s 18 meses e caracteriza-se pela parada do desenvolvimento,
desaceleragcdo do crescimento do perimetro cefélico e tendéncia ao isolamento social. Esse
estagio dura alguns meses. A segunda etapa, denominada rapidamente destrutiva, comeca
entre o primeiro e terceiro ano de vida e dura de semanas a meses. Nessa fase, uma clara
regressdo psicomotora é observada, da mesma forma que choro imotivado, irritabilidade,
perda da fala adquirida, comportamento autista e movimentos estereotipados das méos, com a
perda de sua funcdo préaxica. Distarbios respiratorios (apnéia durante periodo de vigilia e
episodios de hiperventilagdo, entre outras) e epilepsia podem estar presentes. A etapa
subsequiente, denominada pseudo-estacionaria, ocorre entre os dois e dez anos de idade e
caracteriza-se por certa melhora em alguns dos sinais e sintomas, particularmente no que diz
respeito ao contato social. Do ponto de vista motor, ataxia e apraxia, espasticidade, escoliose e
bruxismo estdo presentes. Episddios de perda de folego, aerofagia, expulsdo forcada de ar e
saliva ocorrem muito frequentemente. A quarta etapa é conhecida como a da deterioracéo
motora tardia, comega ao redor dos dez anos e se caracteriza por uma lenta progresséo de
prejuizos motores, pela ocorréncia de escoliose e desvio cognitivo grave. Coreo-atetose,
distonia e distdrbios dos neur6nios motores periféricos podem ocorrer. Meninas capazes de
caminhar independentemente apresentardo progressiva dificuldade de deambulagdo e,
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geralmente, necessitardo de uma cadeira de rodas (HAGBERG; WITT-ENGERSTROM,
1986).

A ocorréncia de epilepsia é freqliente e pode se apresentar sob varios tipos de
convulsdes, que podem ser bem resistentes a medicacdo. O eletroencefalograma apresenta
registros normais nas fases iniciais da enfermidade, tornando-se mais lentificado a medida
que a condigdo progride. Ondas agudas podem aparecer nas regides centro-parietais. Na
terceira fase, descargas em espicula-onda podem ocorrer, sendo mais facilmente observadas
durante o sono. Na Ultima etapa, o eletroencefalograma pode evidenciar uma melhora,
caracterizada por uma reducdo dos elementos epileptiformes. A sobrevida na SR pode ser
reduzida e a morte ocorre, em geral, como resultado de causas infecciosas e complicacdes
respiratorias, possivelmente relacionadas a escoliose grave ou durante 0 sono (morte subita)
(MERCADANTE et al., 2006).

2.2.2 Aspectos genéticos da SR

Geralmente os casos de SR sdo isolados e esporadicos, com rara ocorréncia na familia.
Inicialmente, o transtorno era considerado uma doenca dominante ligada ao cromossomo X,
letal para os homens, sendo exclusivamente observada entre mulheres. Recentemente, alguns
casos entre homens foram relatados, ainda que com sinais atipicos e parciais da sindrome
(SCHWARTZMAN, 2003).

Schwartzman et al. (1998) descreveram um caso de um menino com dois anos e nove
meses que tinha um fenotipo tipico de SR e um caridtipo XXY. Essa associa¢do de SR com a
sindrome Klinefelter tem uma ocorréncia um a cada 10/15 milhdes de nascimentos.

Amir et al. (1999) descreveram mutacdes do gene MECP2, o qual codifica a proteina
MECP2 que opera como um repressor global da transcricdo, em pacientes com SR. Essa
proteina atua em diferentes sites e as mutagdes ja identificadas poderiam ser responsaveis
pelos varios padrdes fenotipicos que tém sido observados (MERCADANTE et al., 2006).
Cerca de 75,0% a 80,0% dos pacientes com a forma classica de SR apresentam mutacdes
nesse gene (SCHWARTZMAN, 2003).

Atualmente, sabe-se que os homens podem ser afetados por essa condi¢cdo em algumas
circunstancias: meninos que possuem comorbidade com a sindrome de Klinefelter
(SCHWARTZMAN et al., 2001), meninos que apresentam uma grave encefalopatia e em
irmdos de meninas afetadas que nasceram com prejuizos neuroldgicos graves, nesses casos
tendo geralmente morte precoce (SCHWARTZMAN, 2003).

2.2.3 Patogenia da SR

Apesar da identificacdo do gene envolvido na SR ter sido realizada, os mecanismos de
desenvolvimento da doenca ainda sdo desconhecidos. Reducdes significativas no lobo frontal,
no nucleo caudato e no mesencéfalo tém sido descritas e ha evidéncias de que pode haver uma
deficiéncia pds-natal no desenvolvimento sinaptico (BELICHENKO et al., 1997).
2.3 Principais Enfermidades que Causam Malformacdes no SNC de Bovinos
2.3.1 Doengas virais

Dentre 0s agentes virais responsaveis por mal formagdes encefalicas em ruminantes,

estdo os virus da Febre do Vale Rift e a Doenca de Wesselsbron, diarréia viral bovina (BVD),
da lingua azul e a Doenca de Akabane (de LAHUNTA, 1977).



2.3.1.1 Diarréia Viral Bovina (BVD)

Diversas anomalias congénitas do SNC de bezerros recém-nascidos, filhos de fémeas
infectadas por cepas ndo-citopaticas do virus da BVD, podem ser observadas. Fetos, nos
primeiros 100 dias de vida, sdo susceptiveis a infec¢do letal, com aborto ou mumificacdo. Os
efeitos teratogénicos ocorrem entre 100 a 170 dias de gestacdo e sdo determinados pela acdo
virica.

A alteracdo morfologica mais frequente € hipoplasia cerebelar; desenvolvem-se
necrose no cortex com extensiva inflamagdo ndo-supurativa, hemorragias, edema do félio e
substancia branca cerebelar. Animais severamente afetados pelas lesdes cerebelares séo
incapazes de se levantar; clinicamente estdo alerta e se alimentam bem, escoiceiam
vigorosamente, mas sdo incapazes de coordenar seus movimentos para se manterem em
estacdo. Também apresentam movimentos incoordenados com a cabeca, ocasionalmente
permanecendo em opistotono. Animais em estacdo permanecem com os membros afastados,
oscilam em todas as direcdes e, quando deambulam, evidenciam hipermetria e dismetria
marcadas. Tremores da cabega e nistagmo séo incomuns.

Os bezerros neonatos apresentam moderada a acentuada hipomielinizacdo (DONE et
al., 1980), que manifesta-se clinicamente por tremores em todo corpo, associados a qualquer
atividade muscular voluntaria. Algumas vezes, os animais ndo podem levantar-se, outros
marcham com graus variaveis de ataxia, por vezes, camuflada pelos tremores musculares. Em
alguns casos, 0s animais afetados também podem apresentar lesdes erosivas no trato digestivo
superior e no abomaso, semelhantes as observadas em animais adultos Braquignatismo
mandibular pode estar presente. Geralmente, lesdes oculares como displasia e atrofia da
retina, catarata, neurite Optica, microftalmia e membrana pupilar persistente acompanham os
defeitos cerebelares. Alteracdes regressivas do timo e de outros tecidos linféides estdo
associadas ao efeito imunossupressor do virus (JUBB; HUXTABLE, 1993). Porencefalia,
hidranencefalia, microcefalia, hidrocefalia, septo pelicido fenestrado e desmielinizagdo séo
vistos com menor freqiéncia (JUBB; HUXTABLE, 1993), e podem acompanhar a hipoplasia
cerebelar (WASHBURN; STREETER, 2004). No exame post-mortem, o cerebelo pode estar
menor do que o normal. O grau de hipoplasia cerebelar pode ser quantificada por pesagem em
todo o cérebro (com o cerebelo em anexo), removendo o cerebelo e pesando-o separadamente,
e entdo expressar 0 peso do cerebelo em percentagem do peso total do cérebro, normalmente,
o cerebelo representa 9,7% a 11,8% do peso total do cérebro (SCOTT et al., 1973).

Sorologia pré-colostral ou isolamento do virus pode ser de grande auxilio no
diagnostico; estudos evidenciaram que titulos soroldgicos pre-colostrais para BVD podem
variar de 1:32 a 1:256 em bezerros com lesBes cerebrais ou cerebelares, e o virus pode ser
isolado de tecidos desses animais (BADMAN et al., 1981). Técnicas de imuno-histoquimica
também podem ser usadas para identificar antigeno viral BVD nos tecidos dos bezerros
afetados (TRAUTWEIN, 1986). E importante reconhecer que devido ao tempo de infeccéo,
durante a gestacdo, necessario para produzir defeitos em relagdo aos eventos do
desenvolvimento fetal, os bezerros mais defeituosos sdo negativos por isolamento viral e
imunoistoquimica (WASHBURN; STREETER, 2004)

A exposic¢do do feto bovino ao virus da BVD, no periodo de 90-170 dias de gestacéo,
resulta em hipoplasia cerebelar (DONE et al., 1980). A hipoplasia cerebelar foi o defeito mais
comum relatado em 27 bezerros provenientes de rebanhos com uma longo histérico de
BVDYV, bem como em seis bezerros oriundos de maes vacinadas, entre os dias 90 e 118 de
gestagdo, com uma vacina viva de BVD (HEWICKER-TRAUTWEIN et al.,, 1995). Na
maioria destes casos, hidranencefalia, hidrocefalia, microcefalia, ou porencefalia
acompanhava a hipoplasia cerebelar, com sinais clinicos caracteristicos de disfuncao
cerebelar.



Resumidamente, o diagnostico de hipoplasia cerebelar associado a BVD é baseado em
sinais clinicos, na identificacdo de anticorpos virais em amostras de soro, no isolamento do
virus, ou na identificacdo do antigeno viral nos tecidos dos bezerros afetados.
Especificamente, antigeno viral BVD pode ser detectado no baco, rins e ganglios linfaticos de
alguns fetos abortados (OHMANN, 1984).

2.3.1.2 Lingua Azul

A Lingua Azul (LA) é uma doenga infecciosa, ndo contagiosa, que acomete
ruminantes, sendo de notificacdo obrigatoria, segundo a Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE, 2006). Em geral, a infeccdo ocorre de forma ndo aparente, com excecdo dos
ovinos, que podem manifestar sinais evidentes, como diminui¢cdo na producdo e mortalidade
elevada (LOBATO, 1999).

Problemas reprodutivos podem ocorrer tanto em ovinos como em bovinos, e estdo
relacionados a abortamentos e quadros de alteracbes teratogénicas, principalmente
relacionados a formacéo cerebral do feto (MACLACHLAN et al., 1985). Em ovelhas, o
aborto pode ocorrer em qualquer fase de gestacdo. A infeccdo congénita ocorre por via
transplacentaria e o periodo da gestacdo em que a infeccdo se da é que determinara a evolucao
das lesOes. Fetos infectados aos 40 a 80 dias de gestacdo, geralmente apresentam
malformacdes como consequéncia (ALFIERI et al., 2007; OSBURN, 2007). Quando a
infeccdo ocorre durante a organogénese, além de mal formacdes congénitas, podem ocorrer
mortalidade fetal, com abortamento ou reabsor¢do (OSBURN, 1985).

Fetos infectados pelo virus da lingua azul sdo suscetiveis ao desenvolvimento de
hidranencefalia; os sorotipos 11 e 17 mais comumente isolados em bezerros e cordeiros. O
feto bovino é particularmente suscetivel por aproximadamente 125 dias de gestacdo. Outras
alteracbes podem acompanhar a hidranencefalia, tais como artrogripose, prognatia,
bragnatismo e tecido gengival excessivo. Alguns bezerros sobreviventes a infecgdo uterina
podem permanecer persistentemente infectados (LUEDKE et al., 1977).

Hidranencefalia (CORDY; SCHULTZ, 1961) e porencefalia (SUMMERS et al., 1995),
bem como defeitos cerebelares (YOUNG; CORDY, 1964), displasia da retina, encefalopatia
necrotizante e meningoencefalite (depende do periodo da infeccdo) com incoordenacdo e
dificuldade de caminhar, podem ocorrer em bezerros nascidos de vacas que receberam
vacinas atenuadas ou contrairam a Lingua Azul durante a prenhez (BARNARD; PIENAAR,
1976).

2.3.1.3 Doenca de Akabane

Os hospedeiros do virus da doenca de Akabane incluem ovinos, bovinos e caprinos. O
virus é transmitido para a vaca através de diferentes espécies de Culicoides. Bezerros e
cordeiros infectados experimentalmente desenvolveram hidranencefalia quando expostos ao
virus de Akabane nos dias 62 e 96 e nos dias 30-36 de gestacao, respectivamente (KUROGI et
al., 1977).

Fetos que ndo morrem de infeccdo no Utero geralmente nascem com artrogripose. O
virus de Akabane pode causar hidranencefalia, além de outros defeitos, como artrogripose, no
desenvolvimento do feto de caprinos apds a infeccdo da fémea (INABA et al., 1975). Esse
virus é um dos mais potentes agentes teratogénicos de animais domésticos, porém a infec¢do
em adultos é assintomética. Apds infeccdo materna em estagio critico da gestacdo, este agente
produz anormalidades predominantemente neurais em bezerros, embora 0 seja mais
conhecido por causar surtos de artrogripose, como resultado da desnervacdo e falha no
desenvolvimento muscular devidas a perda dos corpos celulares dos neurénios das colunas
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ventrais das intumescéncias da medula espinhal; hidranencefalia e microcefalia em bezerros,
bem como hipoplasia cerebelar e deformidades espinhais também podem ser observadas
(JUBB; HUXTABLE, 1993).

2.3.1.4 Febre do Vale Rift e a Doenca de Wesselsbron

A Febre do Vale Rift e a Doenca de Wesselsbron séo doencas viricas transmitidas por
artropodes e tendem a ocorrer juntas, na Africa. Ambas sdo primariamente hepatotropicas,
porém algumas cepas podem provocar doenca neuroldgica congénita em bovinos,
caracterizada por aplasia segmentar da medula espinhal, do cerebelo e anencefalia; com
menor frequiéncia essas enfermidades cursam com braquignatia, hidranencefalia ou
porencefalia, hipoplasia cerebelar e do corddo espinhal e artrogripose (COETZER;
BARNARD, 1977).

Alteragdes neuroldgicas congénitas observadas em ovinos infectados pelos virus da
Febre do Vale Rift e a Doenga de Wesselsbron também correspondem as descritas para 0s
bovinos (COETZER; BARNARD, 1977).

2.3.2 Doencas Nutricionais
2.3.2.1 Deficiéncia de Cobre (Swayback)

Swayback (ataxia enzodtica) € uma condigdo em ovinos e caprinos recém-nascidos
causada por deficiéncia dietética de cobre durante a gestacdo. O cobre € necessario para a
formacdo de mielina normal; os sinais clinicos incluem depressdo, tremores, movimentos
verticais de cabeca persistentes, ataxia, dificuldade de levantar e morte em poucos dias
(SMITH; SHERMAN, 1994). As formas mais marcadas dessa deficiéncia em ovinos, podem
cursar, eventualmente, com outros defeitos congénitos, tais como hidranencefalia ou
porencefalia (JUBB; HUXTABLE, 1993). O diagndstico é baseado em sinais clinicos e lesdes
histopatoldgicas caracteristicas da degeneracdo da mielina.

A deficiéncia de cobre em bezerros pode determinar severa hipomielinogénese e
cursar com ataxia progressiva, cegueira, andar em circulos, paralisia seguida de decubito,
coma terminal e morte. Em estdgios precoces (mais ou menos trinta dias de vida) podem
ocorrer tremores musculares, opistétono, convulsdo e nistagmo. (JONES; HUNT, 1997;
RADOSTITS et al., 2000; SCHILD, 2000).

2.3.2.2 Deficiéncia de Vitamina A

A deficiéncia de vitamina A em bezerros, observada em circunstancias naturais, pode
causar anormalidades no modelamento de 0ssos membranosos (em especial no 0sso
temporal), que redundam em obstrucéo do fluxo (MAYHEW, 1989) ou queda na reabsor¢éo
do liquido céfalo-raquidiano, em consequiéncia a lesGes nos vilos aracnéideos (SUMMERS,
1995). Pode haver aumento da presséo intra-craniana, hidrocefalia e cegueira ao nascimento
(JUBB; HUXTABLE, 1993).

2.3.2.3 Deficiéncia de lodo
Estudos em ovelhas prenhes demonstram que a marcada deficiéncia de iodo prejudica

a maturacdo dos neurdnios do cérebro do feto, o que resulta em mumificacdo fetal, a
natimortos e nascimento de animais sem pélos (UNDERWOOD; SUTTLE, 1999).



2.3.2.4 Deficiéncia de Manganés

O manganés é um micronutriente essencial e sua deficiéncia causa diminuicdo do
crescimento, anormalidades esqueléticas como condrodistrofias congénitas (JUBB;
HUXTABLE, 1993), depressdo da fungdo reprodutiva e ataxia congénita, em todas as
espécies (UNDERWOOD; SUTTLE, 1999). A sindrome atéxica (JUBB; HUXTABLE,
1993) e secundaria a defeitos esqueléticos que causam modificagbes na funcdo vestibular,
relacionadas a defeitos estruturais no ouvido interno (UNDERWOOD; SUTTLE, 1999).

2.3.3 Plantas toxicas
2.3.3.1 Mimosa tenuiflora

No semi-arido do Nordeste Brasileiro sdo observadas com frequéncia varios tipos de
malformacdes congénitas, incluindo anomalias dsseas craniofaciais, malformac6es oculares e
artrogripose em ovinos, caprinos (MEDEIROS et al., 2005; Nébrega Janior et al., 2005) e
bovinos (RIET-CORREA et al., 2006) criados extensivamente. Foi demonstrado experimen-
talmente que cabras prenhes que ingeriram Mimosa tenuiflora (jurema preta) durante todo o
periodo de gestacdo pariram cabritos com malformacdes semelhantes as observadas em casos
espontaneos (PIMENTEL et al., 2007). Também verificou-se que fetos de ratas que recebe-
ram racdo contendo 10% de sementes de M. tenuiflora durante a gestacéo apresentaram dife-
rentes anomalias congénitas, 0 que demonstra seu potencial teratogénico e sua possivel rela-
cdo com casos de malformacgdes em ruminantes no Nordeste do Brasil (MEDEIROS et al.,
2008). Em outro experimento, dois grupos de cabras que receberam M. tenuiflora de 0- 30 e
de 30-60 dias de gestagdo, respectivamente, apresentaram morte e reabsor¢cdo embrionaria
(DANTAS, 2009).

Dantas et al. (2010) observaram 14 bovinos com anomalias congénitas, a malformacéo
mais frequente, causada pela M. tenuiflora foi artrogripose (6 casos) dos membros toracicos
e/ou pélvicos (Fig.6A), seguida de atresia do colon (2 casos). Nesta espécie, além das mal-
formagdes encontradas em animais necropsiados, também foram observadas malformacdes
oculares, tais como, cegueira, dermoide ocular, microftalmia e opacidade de cornea.

As malformacdes foram a segunda causa mais freqiiente de mortalidade perinatal
(NOBREGA JR et al., 2005). A alta freqiiéncia de malformacdes, em diferentes tipos de cria-
cao e em diferentes racas, sugere que essas malformacdes sdo de origem toxica. Pimentel &
Riet-Correa (2004, dados ndo-publicados) reproduziram malformagdes do 0sso palatino, entre
outras, em cabritos filhos de cabras alimentadas durante toda a gestacdo com Mimosa tenui-
flora (“jurema-preta”), demonstrando o efeito teratogénico dessa planta que €, provavelmente,
a causa da maioria das malformacdes encontradas por Nébrega Jr. et al. (2005). Para diminuir
a freqiéncia dessas malformacGes é necessario evitar a ingestdo de jurema-preta por ovelhas
prenhes, principalmente nos primeiros 60 dias de gestacdo, periodo durante o qual o feto é
mais susceptivel aos agentes teratogénicos.

2.3.3.2 Veratrum californicum

Administracdo experimental da planta toxica Veratrum californicum as vacas prenhes,
por volta do 14° dia de gestacdo, produz ciclopia e outras anormalidades faciais em bezerros
(JUBB; HUXTABLE, 1993). Ao ser absorvido, o alcal6ide esteroidal teratogénico atravessa a
barreira placentaria e inibe a interacdo indutiva entre 0 mesoderma embrionario e endoderma
do intestino primitivo com o prosencéfalo ventral, restringindo o desenvolvimento dos



aspectos ventrais do prosencéfalo, antes do desenvolvimento das vesiculas Opticas (JUBB;
HUXTABLE, 1993).

Hipotricose congénita acompanhada por aplasia/hipoplasia hipofisaria, bem como por
anormalidades esqueléticas sdo descritas em bezerros nascidos de vacas prenhes alimentadas
por Veratrum album (JUBB; HUXTABLE, 1993).

2.3.3.3 Aspidosperma pyricollum

Os surtos de abortos sdo frequentes no semi-arido da Paraiba e numerosas plantas séo
incriminadas como causa de abortos e malformacgdes em ovinos e caprinos. Trabalhos recen-
tes demonstraram o efeito abortivo de Aspidosperma pyrifolium (“pereiro”) em caprinos. A
ingestdo desta planta é uma causa importante de abortos, principalmente em épocas de seca,
quando ap06s uma chuva o pereiro rebrota rapidamente e é consumido pelos ovinos e caprinos
(MEDEIROS et al., 2004).

Para diminuir ou evitar as alteracdes reprodutivas causadas pelo consumo de pereiro é
necessario evitar que cabras prenhes permanecam em areas onde h& pereiro, principalmente
nas épocas de seca com pouca disponibilidade de forragem. No caso d ndo ser possivel que a
suplementacédo alimentar das cabras prenhes evite, pelo menos parcialmente, consumo de pe-
reiro (RIET-CORREA et al., 2003).

2.3.4 Agentes quimicos

N&o encontramos citacdes sobre agentes quimicos capazes de produzir alteracdes
encefélicas semelhantes na espécie bovina.

Porcas expostas, durante a gestacdo, ao organofosforado triclorfon, podem
desenvolver anomalias no sistema nervoso central, principalmente hipoplasia cerebelar
(RADOSTITS et al., 2000).

O parbendazole também pode causar defeitos neurais e extra- neurais, em fetos de
ovelhas, quando estes sdo expostos durante a prenhez (RADOSTITS et al., 2000).

O uso de ciclofosfamida em ratas prenhes tem levado ao desenvolvimento de fetos
portadores de defeitos estruturais como anencefalia ou exencefalia acompanhado por cranio
bifido (PADMANABHAN, 1984).

2.3.5 Agentes fisicos e outras causas

Segundo Jubb & Huxtable (1993), expressdes varidveis de defeitos ciclopianos
ocorrem em fetos das racas Jersey e Guernsey, e estdo associados a extrapolagdo do tempo do
periodo gestacional. A hipertermia prolongada pode provocar lise neuronal em fetos
(EDWARDS, 1978); ovelhas prenhes submetidas, experimentalmente, & hipertermia nas fases
finais da gestacdo ddo nascimento a cordeiros com porencefalia (JUBB; HUXTABLE, 1993).

Embora os fetos sejam resistentes a hipdxia, quando esta é prolongada ou profunda, ha
evidéncias de que a mesma possa causar malformagdes como hidranencefalia (JUBB;
HUXTABLE, 1993).

2.3.6 Defeitos morfologicos congénitos de causas desconhecidas

Em bezerros documentou-se anencefalia acompanhada por diversas anomalias em
outros sistemas corporais (HIRAGA; ABE, 1986). Casos esporadicos de duplicacdo
prosencefalica em bovinos recém-nascidos também foram descritos (DE LAHUNTA, 1990).
Adicionalmente aplasia cerebral foi descrita em bezerros (CHO; LEIPOLD, 1978) como
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malformacdo esporadica, sem causa definida, muitas vezes acompanhada de cranio bifido.
Animais nascidos a termo sobrevivem por até poucos dias e sdo capazes de manter-se em
estacdo e deambular caso o tronco encefalico caudal ndo esteja afetado. Clinicamente sdo
profundamente letargicos, permanecem com a cabeca apoiada em obstaculos por muitas horas
e apresentam cegueira cerebral (possuem reflexo pupilar normal) (SUMMERS, 1995).

A sindrome de Arnold-Chiari é bem documentada em bezerros e ocorre de forma
esporadica sem causa definida; caracteriza-se por malformacdes do tronco encefalico caudal,
sobretudo alongamento e extensdo caudal da medula oblonga e dos polos occipitais do
cerebro, bem como cornificagdo do vermis e paravermis cerebelares, que encontram-se
protrusos, adentrando o forame magno. Estas alteracdes podem estar acompanhadas por
espinha bifida e, por vezes, em associacdo com meningomielocele.

Outras alteragcBes morfologicas como lipomeningocele foi descrita em bovinos recém-
nascidos das racas Holstein e Angus (GOPAL; LEIPOLD, 1979). Holoencefalia
acompanhado ou ndo de ciclopia também tem sido descrita em bezerros (CHO et al., 1985).

Enfermidades mielodisplasicas em bezerros foram notificadas em associacdo a
malformacdes de corpos vertebrais. Hidromielia e siringomielia, bem como diplomielia
geralmente estdo presentes. Clinicamente, bovinos recém-nascidos a termo apresentam
incoordenacdo ndo progressiva dos membros pélvicos. Ndo é observada paresia; percepcao
dolorosa e reflexos espinhais permanecem inalterados. Diastematomielia foi verificada em
bezerro da raca Holstein (DE LAHUNTA, 1990).

2.4 Bases Fisioldgicas da Reproduc¢do em Vacas
2.4.1 Comportamento sexual

O estro em bovinos é caracterizado por um conjunto de manifestacGes
comportamentais principais (sinais primarios) que incluem comportamento homossexual,
descarga de muco vaginal, mugidos frequlientes, intensa movimentacao, aumento na frequéncia
de miccdo, descarga de muco vaginal, imobilidade durante a monta, entre outras
caracteristicas (BARUSELLI et al., 2007). Contudo, as intera¢des sociais, habitacdo, manejo,
0 ambiente fisico, idade, estado nutricional e fisiologico, fatores genéticos e a presenca do
touro podem influenciar a manifestagdo comportamental do estro em bovinos (ORIHUELA,
2000).

Muitas vacas ndo aceitam a monta durante todo estro (ROELOFS et al., 2005;
ROELOFS et al., 2008), porém existem outros sinais comportamentais para detec¢do do cio
em vacas. Esses sinais, chamados secundarios, sdo importantes e devem ser considerados para
a deteccdo de cio (ROELOFS et al., 2005; VAN EERDENBURG et al., 1996; WALKER et
al., 2008). Os sinais secundarios de comportamento sexual mais evidentes sdo agitacéo,
cheirar de vulva de outra vaca, reflexo de Flehmen, apoiar o0 queixo sobre o dorso de outra
vaca, montar e ser montada , mas nao permanente (VAN EERDENBURG et al., 1996),
lamber, esfregar e ter comportamento agressivo (KERBRAT; DISENHAUS, 2004)

A intensidade e a duracdo dos sinais de estro sdo altamente variaveis entre 0s
individuos. A duracdo do estro pode variar de duas a 48 h (PLASSE et al., 1970;
ESSLEMONT; BRYANT, 1976, WALKER et al., 1996); a duracdo do estro em Bos taurus
indicus (B. indicus) menor do que em Bos taurus taurus (B. taurus) (GALINA; ARTHUR,
1990, revisado em BO et al., 2003). Em vacas B. taurus, a duracio do estro é de
aproximadamente 14 a 18 horas, enquanto nas B. indicus a duracdo média é de 11 horas
(BARROS et al., 1995). Além disso, mais de 50,0% dos B. indicus iniciam a manifestacédo de
cio no periodo noturno (entre 18:00 h e 6:00 h); e cerca de 30,0% iniciam e encerram 0 estro
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durante a noite (PINHEIRO et al., 1998; MEMBRIVE, 2000), fato que dificulta 0 manejo e a
eficacia na deteccdo de cio.

Em geral, B. indicus exibem comportamentos de estro mais caracteristicos no verdo
(ZAKARI et al., 1981), com redugdo na intensidade do comportamento estral durante o
outono, e inicio tardio no inverno em relacdo aos meses de verdo (SAMBRAUS, 1978), com
ciclos estrais erraticos (HAUSER, 1984)

2.4.2 Ciclo estral

Ciclo estral ¢ o periodo compreendido entre dois episddios de estro. Os bovinos
animais poliéstricos anuais, em fémeas, o ciclo estral completo varia de 17 a 25 dias (SIROIS;
FORTUNE, 1988), com intervalos médios de 20 dias para novilhas e 22 dias para vacas
(MCDONALD, 1989).

De acordo com as modificagGes no trato reprodutor feminino, decorrentes da acdo dos
horménios gonadotréficos e esterdides, o ciclo estral pode ser dividido em quatro fases
distintas: proestro (em torno de dois dias), estro (de 14 a 18 horas), metaestro (cerca de trés
dias) e diestro (de dez a dezoito dias).

O ciclo estral bovino também pode ser dividido em fase luteinica, que vai da ovulacdo
até a lutedlise (por volta do 17°. dia do ciclo), e fase folicular, que compreende o periodo da
lutedlise até a proxima ovulacdo (BAIRD; McNEILLY,1981; HAFEZ ; HAFEZ, 2004).

2.4.3 Aspectos neuroendocrinos e dinamica folicular

Os principais hormdnios envolvidos na neuroendocrinologia da reprodugéo de bovinos
sdo: Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) proveniente do hipotdlamo, Hormonio
Foliculo Estimulante (FSH) e Horménio Luteinizante (LH), produzidos pela adenohipéfise,
17 BEstradiol e Progesterona secretados pelos ovarios e Prostaglandina, produzida pelo utero
(MAPLETOFT; KASTELIC, 1997; HAFEZ ; HAFEZ, 2004).

O GnRH é secretado no hipotadlamo e atinge a adenohipd6fise por meio do sistema
porta-hipotalamico-hipofisario. Este hormdnio é responsavel pela rapida liberacdo de FSH e
LH, cuja freqliéncia é controlada pela retroalimentacdo da progesterona ou do estradiol. A
liberacdo de FSH ndo tem carater pulsétil, e sim constitutiva, na qual a sintese € seguida de
sua liberacdo enquanto que a liberacdo de LH depende da frequéncia de liberacdo de GnRH
(BARUSELLI et al., 2004).

O ciclo estral bovino é caracterizado por duas a trés ondas ou, ocasionalmente, quatro
ondas de crescimento folicular consecutivas (SAVIO et al., 1998; CROWE, 1999; WEBB et
al., 1999a). Cada onda folicular inicia-se pela emergéncia de um grupo de foliculos de 4 mm
de didmetro, que crescem por alguns dias até a classe de foliculos médios (5-9 mm) e,
posteriormente, desse “pool” de foliculos médios, diverge um foliculo que se torna dominante
(selecdo). O foliculo dominante selecionado continua a crescer, enquanto os outros foliculos
do grupo (subordinados) entrardo em atresia. Finalmente, o foliculo dominante também
entrara em atresia, durante a fase luteal, ou, ovulara, quando ocorre a regressao do corpo luteo
(CROWE, 1999; GINTHER, 2000; DRIANCOURT, 2001).

O FSH é o horménio chave na inducdo do recrutamento (DRIANCOURT, 2001;
MIHM; BLEACH, 2003), pois cada onda folicular é precedida, em um ou dois dias, por um
aumento na concentracdo sérica de FSH (ADAMS et al., 1992), momento no qual o FSH
atinge concentragfes maximas (KULICK et al., 1999). Deste momento em diante, as
concentracdes decrescem até alcancarem o nadir proximo a divergéncia, com relatos variando
entre 32 horas antes (KULICK et al., 1999) até 10 horas apds a selecdo folicular (GINTHER
etal., 1999).
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Em bovinos, o FSH é requerido para o crescimento dos foliculos de 4,0 até o diametro
de 9,0 mm. A partir deste didmetro, a dependéncia gonadotropica muda do FSH para o LH,
que é requerido para o crescimento até o diametro maximo do foliculo dominante (FD)
(WEBB et al., 1999; MIHM; BLEACH, 2003). Alguns estudos, contudo, tém demonstrado
que FD necessita de concentracdes basais de FSH para continuar seu desenvolvimento, as
quais sdo inadequadas para foliculos menores (GINTHER, 2000).

Apdbs a mudanca na dependéncia gonadotrofica, LH passa assumir papel fundamental
na fase final de crescimento e maturagdo folicular (GINTHER et al., 1998; GINTER et al.,
1999; DRIANCOURT, 2001). Seu principal efeito é estimular a producdo de andrégenos
pelas células da teca, e permitir a sobrevivéncia do foliculo (WRATHALL; KNIGHT, 1995).
Além disso, o LH estimula a producdo de fatores de crescimento que estdo envolvidos nos
mecanismos de divergéncia folicular (GINTHER et al., 2003).

Postula-se que o mecanismo de divergéncia folicular em bovinos envolve a aquisi¢éo
seletiva de responsividade ao LH pelo FD, devido a um aumento no nimero de receptores de
LH nas células da granulosa (KULICK et al., 1999).

Uma outra hipétese, ¢ a de que: “o foliculo dominante apresenta uma resposta
diferente ao FSH devido a alteracGes, em nivel intrafolicular, de alguns fatores bioquimicos
envolvidos na selecdo e sobrevivéncia do foliculo. A capacidade esteroidogénica aumentada
do foliculo dominante ocorre por um aumento na quantidade de IGF-1 livre, o qual age em
sinergia com o FSH para aumentar a atividade da aromatase. (ARMSTRONG; WEBB, 1997,
MIHM et al., 1997; RIVERA et al., 2001; SPICER et al., 2001; SPICER et al., 2002; MIHM;
BLEACH, 2003). A ativina também parece contribuir para o processo de selecéo, visto que o
futuro foliculo dominante mostra um aumento transitorio de ativina A no fluido folicular
induzido pelo FSH, o que pode ser um marcador inicial da dominéncia folicular (GINTHER
et al., 2002). A ativina também parece exercer um papel local na amplificacdo ou mediacao da
acdo do FSH (GLISTER et al., 2001; KNIGHT; GLISTER, 2003).

Os IGFs atuam na foliculogénese através de regulacdo paracrina-autocrina (WEBB et
al., 1999). Os IGFs funcionam como moduladores da acdo do FSH ao nivel celular e
estimulam a proliferacdo de diferenciacdo das células da granulosa e da teca. A bioatividade
do IGF é controlada por sua associacdo as proteinas ligadoras de fatores de crescimento
semelhantes a insulina (BEG et al, 2002).

As proteinas ligadoras de fatores de crescimento semelhantes a insulina constituem um
grupo de, no minimo, seis proteinas distintas capazes de se ligar ao IGF (ADASHI, 1998),
controlar sua bioatividade e, consequentemente, inibir os efeitos do FSH (WEBB;
ARMSTRONG, 1998). Em bovinos, niveis de IGFBP -2, -4 ou -5 no fluido folicular
diminuem durante o crescimento folicular e aumentam durante a atresia, enquanto 0s niveis
de IGFBP -3 permanecem constantes. Um dos mecanismos para aumentar a
biodisponibilidade do IGF para as células é através da proteolise das proteinas ligadoras de
fatores de crescimento semelhantes a insulina, principalmente as de baixo peso molecular
(SPICER et al., 2001). Em vacas, quantidades reduzidas de ativina, associadas a um aumento
no IGF-1, estimulam a proteolise de IGFBP-4, do que resulta uma maior producédo de IGF-1
nas células da granulosa e de IGF-2 nas células da teca, bem como aumento na producédo de
andrdégenos nas células da teca pela agéo sinérgica de IGFs e LH (VAN DER HURK; ZHAO,
2003).

A divergéncia folicular € definida pela diferenca nas taxas de crescimento entre 0s dois
maiores foliculos, sendo marcada pela continuidade no desenvolvimento do maior foliculo e
declinio ou parada no crescimento dos outros (GIMENES et al., 2005 a ou b? ; SARTORELLI
et al., 2005; CASTILHO et al., 2006).

A queda no suporte de FSH ocorre por uma ac¢do combinada da inibina e do estradiol
produzidos por foliculos com didmetro acima de 5 mm, que atuam por feedback negativo na
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pituitaria (GIBBONS et al., 1997; MIHM et al., 1997; MIHM et al., 2001; MIHM; BLEACH,
2003). O fim da selecdo e alcance da dominancia ocorre neste periodo (CROWE, 1999;
GINTHER et al., 1999; GINTHER, 2000). O foliculo dominante selecionado continua a
crescer e produzir estradiol, mesmo em ambiente de baixo FSH, enquanto os foliculos
subordinados exibem uma reducdo marcada na producdo de estradiol (SUNDERLAND;
CROWE, 1994; BAKER; SPEARS, 1999).

A regressdo luteal (diminuicdo da progesterona) permite ao foliculo dominante da
segunda ou da terceira onda continuar funcional, e ¢ acompanhada por um aumento na
freqiiéncia do padréo de liberacdo pulsatil do LH induzida pelo estradiol, que resulta na onda
de LH, e inicia a maturacéo final do foliculo e do odcito e, que, finalmente permite a ovulacéo
do foliculo dominante (MERTON et al., 2003).

Apos a ovulagdo inicia-se a fase luteinica, a progesterona produzida pelo corpo liteo
(CL) faz com que a freqiiéncia de liberacdo de LH se mantenha baixa (um pulso a cada
quatro/seis horas na fase de platd) e a amplitude alta. Em razdo disso, os foliculos dominantes
que ocorrem nessa fase ndo ovulam, e entram em atresia (BAIRD, 1976; TURNBULL et al.,
1977). No final desta fase, inicia-se uma série de eventos que culminam com a perda da
capacidade de secregdo da progesterona pelo CL (McGUIRE et al., 1994; PATE, 1994). Essa
regressdo depende do aumento de PGF2a, o qual ¢ causado pelo aumento na liberacdo de
PGF2a pelo endométrio, estimulado pela secrecdo de ocitocina pelo corpo lateo (CL). O 17-
B-estradiol estimula a sintese de receptores de ocitocina no endométrio e, consequentemente,
a liberacdo de prostaglandina F2a, responsavel pela lise do CL e pela queda nas concentraces
séricas de P4 (FARIAS, 2004).

Apos a lutedlise, o estradiol-17p ira promover um estimulo de retroalimentagao
positivo sobre a liberacdo de GnRH, com alteracdo da freqiiéncia de pulsos de GnRH e LH
(CAMPBELL et al., 1990; MORAES et al., 2001). Esse aumento na secre¢do de estradiol
também induz o comportamento de estro (SCARAMUZZI, 1975; CAMPBELL et al., 1990;
MORAES etal., 2001).

2.4.3.1 Ondas foliculares

Uma onda de crescimento folicular envolve o desenvolvimento sincronico de um
grupo de foliculos de 4,0 a 5,0 mm, do qual um grande foliculo, chamado foliculo dominante
(FD), se desenvolve em aos demais foliculos chamados de subordinados (FS) (GINTHER et
al., 1989). Durante a fase luteinica, o FD serd anovulatério somente quando os niveis de P4
diminuirem devido a lutedlise, o FD ovulard (GINTHER et al., 1989, 1996, 2003).

Vacas apresentam em meédia duas ou trés ondas foliculares por ciclo estral, mas
ocasionalmente podem apresentar uma ou quatro ondas (GINTHER et al., 1989). Com relagéo
a fertilidade, sabe-se que ndo ha diferenca entre animais que apresentam ciclos de duas ou trés
ondas e que o nimero de ondas parece estar associado com o comprimento do ciclo e a
duracdo da fase luteinica (FORTUNE, 1994).

GINTHER et al. (1989) relataram que animais com duas ondas apresentam periodo
interovulatério e fase luteal significativamente menores (em média de 20 e 16 dias,
respectivamente) que animais com trés ondas (em média de 22 e 19 dias, respectivamente),
estando a emergéncia de trés ondas foliculares associada a uma longa fase luteal. A duracéo
da fase luteal parece ser o fator chave na determinacdo do nimero de ondas de crescimento
folicular; o momento da lutedlise e sua relagdo com surgimento da segunda onda é crucial na
ocorréncia de ciclos com duas ou trés ondas de crescimento folicular (GINTHER et al., 1996).

Em ciclos com duas ondas, a primeira onda parece ter inicio entre os dias DO (dia da
ovulacdo) e D2, e a segunda entre os dias D9 e D11 (GINTHER et al., 1989; KASTELIC,
1994; SIROIS; FORTUNE, 1988). Para o padrdo de trés ondas, a emergéncia das ondas
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ocorre, em média, nos DO ou D2, D9 e D16, sendo as duas primeiras anovulatorias
(KASTELIC, 1994; SIROIS; FORTUNE, 1988). De cinco a dez foliculos sdo recrutados por
onda de crescimento folicular (DRIANCOURT, 2001).

2.4.3.2 Caracteristicas foliculares em vacas zebuinas x taurinas

Animais indianos apresentam um padrdo de crescimento folicular semelhante ao
observado em animais de racas européias, com a dinamica folicular caracterizada pela
ocorréncia de duas a trés ondas de crescimento folicular (SANTOS, 2001). As caracteristicas
morfologicas e funcionais do corpo liteo nessas racas tambeém sdo similares as observadas em
outras racas bovinas (VIANA et al., 1999). Entretanto, fémeas Bos indicus e Bos taurus
diferem em varios aspectos de suas fisiologias reprodutivas. O diametro maximo do foliculo
dominante em animais Bos indicus € menor que em animais Bos taurus (BARROS et al.,
1995; RHODES et al., 1995; FIGUEIREDO et al., 1997; VIANA et al., 2000, GIMENES et
al., 2005a ; REZENDE, 2006), assim como o tamanho do CL (REZENDE, 2006). Reporta-se
que ovarios de novilhas indianas conttm maior nimero de foliculos pequenos (<5 mm) e
menor quantidade de foliculos grandes (>5 mm) comparadas a animais europeus
(SEGERSON et al., 1984). Fémeas B. indicus parecem recrutar um maior namero de foliculos
por onda de crescimento que fémeas B. taurus (CARVALHO et al., 2007). Diferencas
enddcrinas também foram demonstradas por estudos que revelaram menor capacidade para
secrecdo de LH (GRIFFIN; RANDEL, 1978; RHODES et al., 1978), e menores niveis
circulantes de estradiol e progesterona (SEGERSON et al., 1984) em animais indianos em
relacdo a animais europeus. O quadro abaixo (Quadro 1) resume os dados encontrados na
literatura sobre as diferengas entre animais B. indicus e B. taurus.
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Quadro 1 Principais diferencas na fisiologia reprodutiva de fémeas B. taurus e B. indicus

B. indicus Referéncias B. taurus Referéncias
Duragéo do estro (horas) 12,9+2,9 MIZUTA (2003) 16,3+4,8 MIZUTA (2003)
Intervalo inicio do Estro- 27,1+3,3 MIZUTA (2003) 26,1+6,3 MIZUTA (2003)
ovulacdo (horas)
NUmero de ondas de 2a4 RHODES et al. (1995) 2a3 SAVIO et al. (1998)
crescimento folicular FIGUEIREDO et al. (1997) SIROIS; FORTUNE (1988)
SIROIS; FORTUNE (1988) WOLFENSON et al. (2004)

Diametro do FD na 5,4/ 5,9/ 6,2 SARTORELLI et al. (2005) 8,5 GINTHER et al. (1996)
divergéncia (mm) CASTILHO et al. (2006)

GIMENES et al. (2005b)
Diametro do maior FS 5,3/5,9 SARTORELLI et al. (2005) 72 GINTHER et al. (1996)
na divergéncia (mm) CASTILHO et al. (2006)

GIMENES et al. (2005b)
Diametro que adquire a 7,0a85 GIMENES et al. (2005a) 10,0 SARTORI et al. (2001)
capacidade ovulatoria
(mm)
Diametro do foliculo 116a12,1 FIGUEIREDO et al. (1997) 13,9a 16,5 GINTHER et al. (1989)
ovulatério (mm)
Diametro do CL (mm) 17a21 RHODES et al. (1995); 20a 30 GINTHER et al. (1989);

FIGUEIREDO et al. (1997) KASTELIC et al. (1990)

Fonte: BARUSELLI et al., 2007
2.4.3.3 Dosagem hormonal

Na raca Nelore, os niveis de FSH variam entre 0,2 a 11,5ng/mL antes da divergéncia
(GINTHER et al., 1996; GINTHER et al., 1997; GINTHER et al., 2001; GINTHER et al.,
2002) e 0,1 a 8,5ng/mL apds a divergéncia folicular (KULICK et al., 1999; GINTHER, 2000;
GINTHER et al., 1999; GINTHER et al., 1997; GINTHER et al., 2001; GINTHER et al.,
2002). Quanto ao LH, os valores oscilam entre 0,5 a 1,5ng/mL (GINTHER et al., 1999;
KULICK et al., 1999; GINTHER, 2000; GINTHER et al, 2001).

Ja a concentracdo plasmatica de progesterona, normalmente baixa durante o estro
(abaixo de 1 ng/mL), aumenta progressivamente no metaestro, atinge o pico na metade do
diestro e cai abruptamente no periodo em que se observa elevacdo na freqiiéncia e amplitude
dos pulsos de LH pré-ovulatorio (COUTINHO et al, 2007). A concentragdo de progesterona
produzida pelo CL parece ser inferior em zebuinos quando comparadas a dos taurinos
(SEGERSON et al., 1984).

A dosagem dos niveis plasmaticos de FSH e LH, a cada 12 horas a partir da ovulagao
(DO0) até D5, em novilhas Nelore, evidenciou um declinio nas concentragfes plasmaticas de
FSH sem que houvesse uma elevagdo transitdria nas concentragdes de LH proximo ao
momento da divergéncia folicular (GIMENES et al., 2008).

2.4.4 Sincronizacgao de estro

A aplicacdo da PGF-2a ou seus analogos é um dos métodos de sincronizagédo de estro
mais largamente utilizado em bovinos, e a sua eficacia na inducdo da lutedlise depende de
fatores como fase do ciclo estral, doses e via de aplicagdo (JACKSON et al., 1979), com
grande variagdo nos resultados de sincronizagdo (ADAMS, 1994).

A amplitude da manifestacdo do estro varia de um a cinco dias apés a aplicacdo de
PGF2a e isto ndo esta relacionado ao periodo de regressdo luteal, mas a fase do crescimento
folicular em que cada vaca se encontra ao momento da aplicacdo do luteolitico (WILTBANK,
1997). A caracterizacdo da dindmica folicular em vacas e novilhas permitiu uma melhor
compreensdo das fontes de variacdo na sincronizacao de estro (PIERSON; GINTHER, 1987;
FORTUNE et al., 1988; GINTHER et al., 1989).
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O intervalo da lutedlise & manifestacdo de estro parece estar relacionado com o tempo
necessario para que o FD complete o seu desenvolvimento até o tamanho pré-ovulatorio
(QUIRK et al.,, 1986). A presenca de um foliculo de maior didmetro pode reduzir a
variabilidade de resposta e o intervalo para a manifestacdo de estro e ovulagdo apo6s o
tratamento (JACKSON et al., 1979). O aparecimento de ondas de crescimento folicular ao
longo do ciclo estral, associado ao longo intervalo no qual os animais sdo selecionados para a
sincronizacdo, torna imprevisivel o tamanho do FD no momento da lutedlise (VIANA et al.,
1997).

2.4.5 Estrutura basica do epitélio vaginal

As mudancas citolégicas vaginais podem representar um indicador sensivel da fase do
ciclo estral em varias espécies, refletindo, provavelmente, a influéncia do estrogeno e da P4
(PAPANICOLAOU, 1946). Segundo Banks (1991), a citologia vaginal estuda as células
individualmente, requerendo células esfoliadas, sem considerar a arquitetura do tecido ou
orgdo de origem, que proporciona um meio simples, rapido pouco invasivo e de baixo custo,
para o diagndstico das fases do ciclo estral.

Em bovinos, as alteragdes na citologia vaginal durante o ciclo estral ndo séo
consistentes (MIROUND; NOAKES, 1990), mas Kurade et al. (1993) afirmam que a
citologia vaginal pode ser utilizada como ferramenta para diagnosticar as diferentes fases do
ciclo reprodutivo de vacas.

Montalban (1985) sugere que as camadas celulares da vagina sofrem mitoses
induzidas pelo 17 B estradiol. Ja a Ps por sua vez, provoca a diminui¢do no ndmero de
mitoses e a maturacdo funcional do epitélio, pois este é provido de receptores hormonais,
localizados no nucleo das células, que controlam a maturacdo e a diferenciacdo celular
(GOMPEL; KOSS, 1997).

2.4.6 Citologia vaginal

No estudo citoldgico, as células sdo originalmente incolores e precisam ser coradas
para possibilitar sua visualizacdo no microscépio optico. As porcdes de pH acido das células
tendem a combinar com os corantes cationicos e 0 inverso ocorre com 0s corantes anionicos,
no qual os ndcleos celulares tomam as cores basicas, enguanto que o0s elementos
citoplasmaticos se coram pelos corantes acidos e o resultado € uma variacdo de coloracdo com
tonalidades entre 0 azul e o vermelho, o que facilita a identificacdo e a classificacdo dos
elementos corados (ROCHA, 2000). As células superficiais sdo diferentes das células da
camada basal por terem grande afinidade pelos corantes acidos, ou seja, pela eosina (COLE,
1930).

Em vacas, durante todo ciclo estral, varios tipos de células epiteliais sdo encontrados
no esfregagco vaginal. A zona basal € uma camada simples de células cuboides ou colunar
(SANGER et al., 1958). As celulas da camada basal sdo imaturas, pequenas, com pouco
citoplasma e raramente sdo observadas no esfregaco vaginal, exceto em condi¢Ges anormais
(NAIB, 1996).

As células parabasais sdo basofilicas (MIROUND; NOAKES, 1990), com nucleo
grande e pouco citoplasma (SANGER et al., 1958; MIROUND; NOAKES, 1990), formato
esférico ou oval, sendo dispostos em varias camadas (SANGER et al., 1958). As células
intermedidrias sdo maiores que as parabasais, apresentam formato esférico, oval ou
poliédrico, com relacdo nucleo : citoplasma menor (COLE, 1930; SANGER et al., 1958;
MIROUND; NOAKES, 1990). As células superficiais sdo grandes e chatas, de formato
irregular ou poliédrico com citoplasma transparente basofilico e ndcleo denso picnético
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localizado centralmente; algumas s&o anucleadas ou corneificadas (SANGER et al., 1958;
MIROUND; NOAKES, 1990).

Durante o proestro hd queda no nimero total de células epiteliais, e leve aumento no
namero de células parabasais, superficiais nucleadas e corneificadas (SANGER et al., 1958;
MIROUND; NOAKES, 1990). Na fase do estro predominam as células parabasais,
intermedidrias e as superficiais alcangam o seu nimero maximo neste momento (MIROUND;
NOAKES, 1990). Durante o metaestro persistem grande nimero de células intermediarias e
pequeno numero de células superficiais (MIROUND; NOAKES, 1990). No inicio do diestro
encontram-se principalmente células intermediarias e parabasais, depois predomina o tipo
celular intermediario (MIROUND; NOAKES, 1990).

Kurade et al. (1993) relataram que concentracdes altas de progesterona, caracteristicas
do diestro, sdo acompanhadas de alto nimero de células parabasais e intermediarias, jA Rama
Rao et al. (1979) afirmam ndo haver diferenca estatistica na morfologia das células no
metaestro e diestro, provavelmente devido a ambas fases estarem sob influéncia da
progesterona.

Rezende (2006) tracou o perfil citologico vaginal e a dindmica folicular durante o
ciclo estral de dez novilhas Nelore puberes; onde as amostras citologicas foram colhidas da
regido do fundo de saco vaginal. O numero de células superficiais anucleadas variou pouco no
decorrer do ciclo, mas a quantidade de células superficiais nucleadas decresceu até a metade
do ciclo, quando se mostrou novamente elevada. O perfil das células intermediarias jovens e
velhas variou de maneira sincronizada, notando-se tendéncia de elevacdo gradual no nimero
de células parabasais no decorrer do ciclo estral.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

No presente estudo, foram avaliados oito animais, sendo sete fémeas e um touro, que
apresentavam condicdo corporal 3,0, em uma escala de 1 a 5 (SHORT; ADAMS, 1988). Todos
foram submetidos a exames de brucelose e tuberculose, protocolos de vacinacdo contra febre
aftosa e raiva, e controle de parasitoses conforme manejo do rebanho, antes do inicio do
trabalho.

No primeiro periodo de observacdo (Estudo Piloto), foram avaliados trés vacas com
DE a saber: Os Animais 1 e 2, remanescentes, descendentes diretos do cruzamento entre um
touro Nelore PO com vacas mesticas Nelore X Chianina, e uma neta(Animal 3) deste touro
com DE (figura 1 e 2), todos procedentes do municipio de Ecoporanga, ES; uma neta sem a
doenca (Animal 4).

O Normal
. Afetada

Touro Nelore PO Vaca Mestiga Nelore X Quianini

Animal 3

Bezetra

Figura 1 Heredograma dos Animais 1 e 3.
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O Mormal
. Afetada

. Hatithotto

Toura Melare PO Vaca Mestiga Melore X Quianini

Tabapud Mestigo

Animal 4

Figura 2 Heredograma dos Animais 2 e 4.

No segundo periodo, foram estudadas as mesmas trés vacas com DE (Animais 1, 2 e
3), mais uma neta (ndo afetada pela DE - Animal 4), além de trés novilhas azebuadas
(Animais 5, 6 e 7) como controle. Também foi utilizado um touro mestico holandés-zebu para
realizagdo de cruzamentos com essas mesmas vacas (Tabela 1).

Tabela 1 Relagdo dos animais que participaram dos periodos de observacéo.

Identificacdo animal Origem Raca Ano de Grupo
nascimento
Animal 1 ES Nelore x Chianina 1999 DE
Animal 2 ES Nelore x Chianina 2000 DE
Animal 3 ES Nelore x Chianina 2004 DE
Animal 4 RJ Mestica 2008 DE*
Animal 5 RJ Nelore 2005 Controle
Animal 6 RJ Nelore 2006 Controle
Animal 7 MS Nelore 2006 Controle
Touro RJ Mestico 2006 @ ------

*Bezerra, neta sem DE oriunda do cruzamento do Animal 2 x touro mestico Holandés-Zebu.

19



3.2 Instalacbes e Manejo
3.2.1 Local de execugdo

Este trabalho foi realizado nas instalages da Area de Reproducdo do Departamento de
Reproducéo e Avaliagdo Animal — Instituto de Zootecnia — Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Km 47 — Seropedica — RJ.

3.2.2 Alimentacéo

Os animais receberam uma dieta a base de capim picado, suplementados com cevada
(mosto de cervejaria) e farinha de trigo. Receberam também mistura mineral e agua ad
libitum. Durante o segundo periodo de observacdo, pela manhd, receberam uma alimentagéo
mais controlada com base em capim picado, cevada e farinha de trigo e a tarde, receberam
feno de Coast-Cross.

3.3 Periodos de Observacao

Especificamente para esse trabalho, os dados foram colhidos em dois periodos de
observacdo; o primeiro (Estudo-Piloto) de 27 de abril de 2009 a 25 de maio de 2009 e o
segundo periodo de observacdo, de 19 de novembro de 2009 a 18 de fevereiro de 2010.
Todavia, ja anteriormente, desde 2005 os animais deste estudo vinham sendo acompanhados,
de forma n&o sistematica.

3.3.1 Primeiro Periodo de Observacéo
3.3.1.1 Exame ginecoldgico (palpacao retal)

Os animais foram colocados em tronco de contengdo e o exame ginecoldgico foi
realizado por palpacéo retal, nos seguintes dias da semana: segunda-feira, quarta-feira e sexta-
feira. Os dados coletados referentes aos ovarios, Gtero, trompas uterinas, cérvix , vagina e
vulva, foram anotados em uma ficha propria.

3.3.1.2 Dosagem hormonal

Apbs o exame ginecoldgico, 0s animais permaneciam no tronco de conten¢do e o
sangue era coletado, por puncdo da veia jugular, com auxilio de agulhas descartaveis 40x12
mm com tubo com vacuo. Inicialmente as amostras foram colocadas em tubos siliconizados
sem EDTA, identificados. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 600g durante 15
minutos (Centrifuga Sigma 6-15); e o soro foi pipetado, dividido em aliquotas,
acondicionadas em criotubos de 2 mL, previamente identificados, e armazenados em freezer a
-20°C, conforme Gimenes et al. (2008).

No primeiro periodo de observacdo foram coletadas aliquotas de soro nos seguintes
dias: segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira. Posteriormente, uma parte das amostras foi
transportada sob refrigeracdo para o B.E.T. Laboratories, no municipio do Rio de Janeiro/RJ,
para serem determinadas as concentragcBes plasmaticas de FSH, LH, Progesterona e
Estrogénio por radioimunoensaio (DOUGLAS; BRINGEL, 2010).
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Quadro 2 Valores hormonais para a espécie bovina

Hormonios Valores hormonais (ng/mL) Fase do ciclo estral
FSH 0,2a115 Antes da divergéncia
FSH 0,1a8,5 Ap0s a divergéncia
LH 0,5a15
Progesterona* <10 Anestro

<1,0 Estro
> 3,0 Diestro
> 3,0 Gestagéo

Fonte: BET LABS (USA)*; GINTHER et al., 2002; KULICK et al., 1999; COUTINHO et al, 2007.

3.3.1.3 Diagnastico diferencial para DE

Uma aliquota de soro de todos os animais foi coletada e destinada para o diagnostico
das doencas virais que causam anomalias no SNC. Foram enviados sob refrigeracdo para o
Laboratério de Viroses do Instituto Biologico de Sdo Paulo, em Sdo Paulo/SP. As amostras
foram submetidas aos exames de Virusneutralizacdo para o diagndstico da Diarréia Viral
Bovina, e de Imunodifusdo em gel de agar para doenca da Lingua Azul.

3.3.1.4 Citologia vaginal

No primeiro periodo de observacdo, a citologia vaginal foi realizada nas segundas,
quartas e sextas-feiras.

Os animais foram mantidos nos troncos de contencdo e o esfregaco vaginal foi
realizado seguindo o protocolo: higienizacao da regido vulvar; colheita do material celular da
mucosa vaginal com auxilio de uma escova ginecoldgica, deposicdo do material colhido em
lamina de vidro, fixagdo com metanol e coloracéo pela técnica do Panotico.

As avaliagdes morfoldgica e tintorial das células epiteliais, ao longo do ciclo estral,
foram realizadas através da leitura das laminas em microscopio 6ptico com aumento de 400x.
O padrdo da leitura foi caracterizado pela contagem de 100 células por lamina; para as
laminas que ndo apresentaram numero suficiente de células, contaram-se todas as células
encontradas (REZENDE, 2006).

Na diferenciacdo celular foram considerados o tamanho, a afinidade tintorial e a
relacdo nucleo-citoplasma. As ceélulas esfoliativas foram classificadas segundo Miround &
Noakes (1990) de acordo com o tamanho, em células basais, parabasais, intermediarias e
superficiais nucleadas e anucleadas, seguindo de base para a classificacdo da fase do ciclo
estral o quadro 4.

Quadro 3 Classificagdo da fase do ciclo estral das vacas pela citologia vaginal.

Proestro Predominio de células epiteliais com aumento de células parabasais,
superficiais nucleadas e cornificadas.

Estro Predominio células parabasais e intermedidrias, com aumento células
superficiais anucleada.

Metaestro Grande nimero de células intermedidrias e pequeno de células superficiais.

Diestro Células intermediarias e parabasais, predominio de células intermediarias
devido a alta concentracdo de P4.

Fonte: SANGER et al. (1958); MIROUND; NOAKES (1990); KURADE et al. (1993).
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3.3.2 Segundo Periodo de Observacao
3.3.2.1 Observacgtes comportamentais do estro

As observacgdes de sinais primarios e secundarios de cio das vacas foram realizados
diariamente, nos horarios de 7:00 as 8:00, 13:00 as 14:00 e 17:00 as 18 horas, e os dados
anotados em fichas proprias.

3.3.2.2 Exame ginecoldgico e Ultrassonografia

O exame ginecologico e ultrassonografico comecou a ser realizado no dia 19/11/2009.
Os animais foram colocados em tronco de contencédo e o exame ginecoldgico foi realizado por
palpacdo retal e exame ultrassonografico. Os dados coletados referentes aos ovarios, Utero,
trompas uterinas, cérvix , vagina e vulva, foram anotados em uma ficha prépria.

Para avaliagdo da dindmica folicular, foi considerado DO, quando foram observadas as
caracteristicas de estro, quando ndo foram observados sinais de estro, considerou-se DO como
o0 dia anterior a ovulacéo.

Os exames ultrassonograficos foram realizados utilizando-se um aparelho de
ultrassonografia Sonoace 600, a cada 24 horas, sempre pela manha, durante os dois ciclos
estrais naturais por animal no segundo periodo de observacdo. O transdutor foi introduzido
via retal para a avaliacdo ovariana e mensuracdo dos foliculos maiores ou iguais a 4,0 mm,
bem como o corpo luteo (FIGUEIREDO et al, 1995).

Para melhor caracterizagdo da dindmica folicular, foram utilizados os parametros
demonstrados no quadro abaixo:

Quadro 4 Caracterizacdo da dinamica folicular.

Periodo periodo em dias, entre duas ovulagoes.

interovulatdrio

Dia da emergéncia: dia em que se identifica Foliculo Dominante a partir do diametro

de 4,0 mm.

Comprimento de numero de dias entre o dia da deteccéo do Foliculo Dominante e

onda: maior Foliculo Subordinado até o Gltimo dia de deteccdo, ultima
(dias): mensuragado efetiva (> 4,0 mm).

Diametro maximo: maior didmetro verificado no Foliculo Dominante.
(mm):

Dia inicial da atresia: | dia em que o FD comegou a diminuir progressivamente (0
didmetro menor que o anteriormente medido).

Taxa de atresia: valor obtido pela subtracdo do tamanho méaximo do FD pelo
(mm/dia) tamanho minimo efetivamente mensurado (> 4,0 mm), no final
da fase de atresia ou regressao, dividido pelo nimero de dias

desta fase.

3.3.2.3 Dosagem hormonal

Apl6s 0 exame ginecoldgico, 0s animais permaneciam no tronco de contencdo e o
sangue era coletado, por puncdo da veia jugular, com auxilio de agulhas descartaveis 40x12
mm com tubo com vacuo. Inicialmente as amostras foram colocadas em tubos siliconizados
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sem EDTA, identificados. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 600g durante 15
minutos (Centrifuga Sigma 6-15) ; e o soro foi pipetado, dividido em aliquotas,
acondicionadas em criotubos de 2 mL, previamente identificados, e armazenados em freezer a
-20°C, conforme Gimenes et al. (2008).

No segundo periodo de observacdo foram coletadas aliquotas de soro diariamente, mas
desta foram selecionados os dias do ciclo estral (DO; D7; D14; D21 e/ou ultimo dia do ciclo
estral). Posteriormente, uma parte das amostras foi transportada sob refrigeracéo para o B.E.T.
Laboratories, no municipio do Rio de Janeiro/RJ, para serem determinadas as concentracdes
plasmaticas de FSH, LH, Progesterona e Estrogénio por radioimunoensaio (DOUGLAS;
BRINGEL, 2010).

3.3.2.4 Diagndstico diferencial para DE

Uma aliquota de soro de todos os animais foi coletada e destinada para o diagndstico
das doencas virais que causam anomalias no SNC. Foram enviados sob refrigeracdo para o
Laboratério de Viroses do Instituto Bioldgico de Sdo Paulo, em Sdo Paulo/SP. As amostras
foram submetidas aos exames de Virusneutralizagdo para o diagndstico da Diarréia Viral
Bovina, e de Imunodifusdo em gel de agar para doenca da Lingua Azul.

3.3.2.5 Citologia vaginal

No segundo periodo de observacdo, foi colhido material celular vaginal a partir da
regressdo do corpo luteo e foliculo crescente a partir de oito mm até a ovulacdo (D1) e
também dia 4 (D4).

Os animais foram mantidos nos troncos de contencdo e o esfregaco vaginal foi
realizado seguindo o protocolo: higienizagdo da regido vulvar; colheita do material celular da
mucosa vaginal com auxilio de uma escova ginecoldgica, deposicdo do material colhido em
lamina de vidro, fixacdo com metanol e coloracédo pela técnica do Pandtico.

As avaliacfes morfologica e tintorial das células epiteliais, ao longo do ciclo estral,
foram realizadas através da leitura das laminas em microscopio 6ptico com aumento de 400x.
O padréo da leitura foi caracterizado pela contagem de 100 células por lamina; para as
ldminas que ndo apresentaram numero suficiente de células, contaram-se todas as células
encontradas (REZENDE, 2006).

Na diferenciagdo celular foram considerados o tamanho, a afinidade tintorial e a
relacdo nucleo-citoplasma. As células esfoliativas foram classificadas segundo Miround &
Noakes (1990) de acordo com o tamanho, em células basais, parabasais, intermediarias e
superficiais nucleadas e anucleadas, seguindo de base para a classificacdo da fase do ciclo
estral o quadro 4.

3.3.2.6 Aplicacéao de Prostaglandina

Apos o término do segundo ciclo estral, do segundo periodo de observacdo, foram
administrados, no dia 6 (D6), 5,0 mL de prostaglandina - PGF2a - (Lutalyse®, Pfizer, Brasil)
por via intramuscular. No dia seguinte a aplicacdo, as fémeas foram colocadas no mesmo
curral junto com o touro, para observacdo do comportamento sexual e mantidas com o touro
até o dia seguinte a ovulacdo. Exame ultrassonografico e a citologia vaginal também foram
realizados apos a administragdo da PGF2a.
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3.4 Analise Qualitativa

Comumente empregada nas questdes sociais, mas adaptam-se as condi¢cGes na
medicina veterinaria. Trata-se de um conjunto de técnicas de investigacdo como a observacdo
do que se quer investigar e o esperado, vao sendo desenvolvidas questfes do que ser esperado
e de ocorre na natureza espontaneamente. Permite identificar por comparacdo de
comportamentos distintos entre grupos, e essa comparacdo ocorre por quantificacdo, dando
base para conhecer em maior profundidade esses comportamentos e as diferengas manifestas
no interior de cada um do grupo (NEVES, 1996).

Como a Doenca de Ecoporanga comegou a ser investigada recentemente, e nao
dispomos de um numero de animais que nos permita uma analise quantitativa optou-se por
introduzir esta analise da observacdo comportamental destes animais frente ao grupo controle,
mantidos nas mesmas condi¢cfes de manejo e ambiente. Devido ao pequeno numero de
animais com DE, optou-se por uma analise qualitativa dos dados, comparando o grupo
controle com o grupo de animais portadores desta patologia, segundo metodologia proposta
por Neves (1996).
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4 RESULTADOS

4.1 Primeiro Periodo de Observacao (Abril/Maio de 2009)
4.1.1 Animal 1
4.1.1.1 Historico

O Animal 1 nasceu em 1999 no municipio de Ecoporanga, no Estado do Espirito
Santo, foi trazida em 2005 a UFRRJ para fins de estudo. Apresentou peso médio de 306 Kkg.
Era o animal mais afetado pela DE: apresentava déficit proprioceptivo com postura bem
atipica - apoio de sustentacdo do corpo (em estacdo) centrado nos membros contralaterais
anterior e posterior, direito e esquerdo, respectivamente - e evidente desvio da coluna
vertebral.

Em outubro de 2006 foi submetida a um protocolo de Inseminacdo Artificial em
Tempo Fixo; houve problemas para a realizagdo da técnica de inseminagao pela dificuldade de
localizag&o da cérvix, com repeti¢do do cio, logo em seguida. Em 26/10/2007, durante exame
ginecoldgico, detectou-se a prenhez com aproximadamente cinco meses por monta ndo-
controlada, que culminou com o nascimento, em 03/03/2008, de um bezerro do sexo
masculino, que néo levantou e veio a 6bito no dia seguinte. A Unica alteracdo com relagdo ao
parto foi a retencdo de placenta. Maiores detalhes, nos anexo.

4.1.1.2 Palpacao retal, citologia vaginal e dosagem hormonal

O Animal 1 ndo estava gestante. No D 0 apresentou um foliculo compativel com o
foliculo pré-ovulatério no ovério direito. Pela citologia vaginal foi o dia mais proximo do
estro, pelo aumento no nimero de células superficiais. No D 2 ovulou, apresentou muco
cristalino, porém sem outras manifestacfes de comportamento de cio. Pela citologia vaginal
(Tabela anexo) encontrava-se em metaestro e pela dosagem hormonal (Tabela 04) também,
visto que a concentracdo de progesterona sanguinea foi de 0,01 para 0,07 ng/mL do D 0 ao D
2.

No D 2 pela manhd, ao ser movimentada, subitamente caiu ao solo e passou a fazer
movimentos de pedalagem (provavel crise convulsiva, que durou aproximadamente 15
minutos e depois ndo mais se manifestou). NosD 4, D 7,D 9, D 11, D 14 e D 16 encontrava-
se em diestro (Tabela anexo), pelo exame ginecolégico com a presenca de corpo luteo, e pela
dosagem hormonal, com niveis crescentes de progesterona.

Nos dias D 18 e D 21, ndo havia corpo luteo e apresentou um foliculo compativel com
foliculo pré-ovulatério no ovario esquerdo. Estava em proestro confirmado pela citologia
vaginal. No D 23 ovulou, com muco cristalino, sem outras manifestagdes de comportamento
de cio. A citologia vaginal demonstrou que esse foi o dia mais préximo do estro. Entre D 25 e
D 28, estava em diestro, tinha a presenca de corpo liteo. Portanto verificou-se que o intervalo
entre cios foi de 23 dias.
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Tabela 2 Tipos celulares por fase do ciclo estral na citologia vaginal do Animal 1.

Fase do Ciclo N° de Células da mucosa vaginal
Estral Dias Basal Parabasal Intermediaria Superficial Superficial
Nucleada Anucleada
Proestro 2 0,0 3,0 83,5 10,5 3,0
Estro 2 0,0 0,0 70,0 255 4,5
Metaestro 1 0,0 2,0 70,0 20,0 8,0
Diestro 8 0,0 2,8 84,1 10,8 2,3

Os niveis de progesterona sanguinea foram crescentes entre os D 0 e D 11,
demonstrado na Tabela 4. Os niveis de estrogenos se mantiveram constantes em 0,1 pg/mL.

Tabela 3 Valores hormonais do Animal 1.

Data FSH (ng/mL) LH (ng/mL) Progesterona (ng/mL) Estrogenos (pg/mL)
DO 9,5 * 0,01 0,1
D2 8,9 4,2 0,07 0,1
D4 8,8 * 0,07 0,1
D7 6,0 3,2 3,59 0,1
D9 6,1 * 4,41 0,1
D11 8,1 * 6,04 0,1

*volume insuficiente para realizacdo do exame
4.1.2 Animal 2
4.1.2.1 Historico

O Animal 2 nasceu em 2000 no municipio de Ecoporanga, no Estado do Espirito
Santo, foi trazida em 2005 a UFRRJ para fins de estudo.

Nesse periodo de acompanhamento (2005-2010) apresentou-se em boas condi¢des de
salde, com peso médio de 352 kg. Embora deambulasse com facilidade, apresentava postura
algo atipica, com apoio centrado em membros contralaterais anterior e posterior, direito e
esquerdo, respectivamente, padrdo que pode ser classificado como grau moderado da DE.
Foram observadas alteracbes no comportamento de cio, com rara aceitagdo ou tentativa de
monta. Das trés vacas trabalhadas que apresentaram a DE, essa é a que evidenciava mais
sinais de cio.

Houve a monta natural (08/08/2006) com um touro da raga Tabapud. A gestacdo de
duracdo de 285 dias transcorreu sem alteragfes, culminou com um parto distocico
(20/05/2007) e a morte do neonato do sexo masculino por ser absolutamente grande, mas com
morfologia normal.

Em dezembro de 2007, realizou-se exame ginecoldgico constatando-se que ndo estava
gestante e apresentava corpo luteo. Foi administrada prostaglandina e houve a monta natural
trés dias depois com um touro mestigco. A gestacdo transcorreu sem alteracgdes, teve duragdo
de 285 dias, com nascimento em 20/09/2008 de uma fémea normal (Animal 4). A vaca nao
apresentou leite suficiente para amamentar, por isso a bezerra mamou também em outra vaca,
sem nenhuma interferéncia humana.

4.1.2.2 Palpacéo retal, citologia vaginal e dosagem hormonal

O Animal 2 ndo estava gestante. Ndo foi observada aceitagcdo ou tentativa de monta.
Notou-se interesse pelo macho préximo a ovulagéo.
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Pela citologia vaginal, nos D 0 e D 2 estava em proestro. No D 0 apresentou um
foliculo compativel com o foliculo pré-ovulatorio no ovario e no D 2 ja havia ovulado. O dia
mais proximo do estro, pela citologia vaginal, foi no D4. Apresentava corpo luteo a palpacédo
retal (tabela 5).

Entre 0 D 7 e D 18, pela citologia vaginal, estava em diestro, com grandes variagdes
dos tipos celulares. A partir do D 9 houve uma diminui¢cdo do tamanho do corpo lUteo,
sugerindo uma lutedlise precoce.

No D 21 apresentava um foliculo compativel com foliculo pré-ovulatério no ovario,
estava em estro sem aceitacdo da monta, confirmado pela citologia vaginal. No D 23 ja havia
ovulado e no D 23 e D 25, pela citologia vaginal, estava em metaestro. No D 28, pela
citologia vaginal estava em diestro. Portanto, apresentou duas ovula¢Bes no periodo, com
intervalo entre cios aproximado de 21 dias.

Tabela 4 Tipos celulares por fase do ciclo estral na citologia vaginal do Animal 2.

Fase do Ciclo N° de Células da mucosa vaginal
Estral Dias Basal Parabasa Intermediaria Superficial Superficial
| Nucleada Anucleada
Proestro 3 0,0 2,0 61,3 26,0 10,7
Estro 2 0,0 0,5 26,5 445 28,5
Metaestro 1 0,0 0,0 78,0 21,0 1,0
Diestro 7 0,0 3,3 79,0 13,9 39

Os niveis de progesterona sanguinea foram crescentes entre 0 D 0 e D 4 e diminuiram
nos dias posteriores como pode ser observado na Tabela 6. Os niveis de estrégenos se
mantiveram constantes em 0,1 pg/mL.

Tabela 5 Valores hormonais do Animal 2.

Data FSH (ng/mL) LH (ng/mL) Progesterona (ng/mL) Estrégenos (pg/mL)
DO 9,0 * 9,23 0,1
D2 6,0 * 9,05 0,1
D4 4,0 * 13,49 0,1
D7 8,2 * 0,05 0,1
D9 8,2 * 0,01 0,1
D11 12,2 * 0,01 0,1

*volume insuficiente para realizagdo deste exame.
4.1.3 Animal 3
4.1.3.1 Historico

O Animal 3 nasceu em 2004 no municipio de Ecoporanga, no Estado do Espirito
Santo, foi trazida em 2005 a UFRRJ para fins de estudo, juntamente com os Animais 1 e 2.
Era filha do Animal 1.

Nesse periodo de acompanhamento (2005-2010) apresentou-se em boas condi¢des de
salde, peso médio de 321 kg apds atingir a maturidade sexual, e foram observadas alteracfes
no comportamento de cio, com raras observacfes de aceitacdo ou tentativa de monta. Esse
animal sempre teve o desenvolvimento aquém do normal, mantendo escore corporal 3;
apresentava leve déficit locomotor, eventualmente arrastando a pinga do casco direito com
ocasional leve oscilagdo do trem posterior. Tinha certa dificuldade na apreensdo e mastigacao
do alimento.

No ano de 2007 comegou a apresentar sinais de cio e em 2008 ficou gestante apds
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cruzamento com um touro mestico. O parto ocorreu em 2009, sem alteracdes.
4.1.3.2 Palpacao retal, citologia vaginal e dosagem hormonal

Ao exame ginecoldgico, o Animal 3 apresentou ovarios pequenos, duros e lisos,
(anestro lactacional ). Pela citologia vaginal, notou-se uma estabilidade dos tipos celulares.
Poucas alteracbes no numero de celulas foram encontradas em decorréncia das variagdes
hormonais (tabelas 7).

Tabela 6 Tipos celulares por fase do ciclo estral na citologia vaginal do Animal 3.

Fase do Ciclo N° de Células da mucosa vaginal
Estral Di —— — —
stra 18 Basal Parabasa Intermediaria Superficial Superficial
| Nucleada Anucleada
Anestro 13 0,0 0,8 86,4 9,4 34

Através da citologia vaginal e com os dados do exame ginecoldgico e de
comportamento sexual observou-se que o animal estava em anestro. Quanto aos niveis de
progesterona foi de 0,01 ng/mL durante todo o periodo, ja o de estrogeno foi de 0,1pg/mL,
com excecdo do dia 04/05/09 que teve um aumento para 1,16 pg/mL, mas sem manifestacoes
de cio (tabela 8).

Tabela 7 Valores hormonais do Animal 3.

Data FSH (ng/mL) LH (ng/mL) Progesterona (ng/mL) Estrégenos (pg/mL)
DO 91 * 0,01 0,1
D2 9,2 * 0,01 0,1
D4 12,5 15 0,01 0,1
D7 9,4 * 0,01 1,16
D9 12,0 * 0,01 0,1
D11 8,4 3 0,01 0,1

*volume insuficiente para realizacéo deste exame.

4.1.4 Animal 4
4.1.4.1 Histérico

O Animal 4 é descendente direto do Animal 2. Nascido na UFRRJ, no municipio de
Seropédica, RJ em 2008. Foi amamentada pela mée e por outras vacas, inclusive no Animal 3,
sem nenhuma interferéncia humana.

Como essa neste periodo tinha 7 meses de idade, ndo realizou-se a palpagdo retal.
Entdo realizou-se a citologia vaginal e a dosagem hormonal, com o0s seguintes resultados:

Aos 11 meses apresentou comportamento de cio, jA pesava mais de 300 Kg.
Desmamou aos 14 meses.

Tabela 8 Tipos celulares por fase do ciclo estral na citologia vaginal do Animal 4.

Fase do Ciclo N° de Células da mucosa vaginal
Estral Dias — — —
! Basal Parabasal Intermediaria Superficial Superficial
Nucleada Anucleada
Anestro 13 0,2 2,8 87,0 6,9 3,2
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O animal estava em anestro pela citologia vaginal (Tabela 9). Notou-se uma
estabilidade dos tipos celulares. As alteracdes no nimero de células foram em decorréncia das
variacfes hormonais, como pode ser visto na Tabela 10. Os niveis de estrdgenos mantiveram
em 0,1 pg/mL durante todo o periodo de observagéo.

Tabela 9 Valores hormonais do Animal 4.

Data FSH (ng/mL) LH (ng/mL) Progesterona (ng/mL) Estrégenos (pg/mL)
DO 9,0 * 0,01 0,1
D2 9,4 * 0,01 0,1
D4 8,2 6,9 0,08 0,1
D7 8,4 * 0,01 0,1
D9 9,3 * 0,01 0,1
D11 10,0 7 0,04 0,1

*volume insuficiente para realizacéo deste exame.
4.1.5 Diagnosticos diferenciais com DE

O Animal 1 foi o unico reagente para BVD. Os animais foram reagentes para IBR,
variando a titulacdo de 32 a 512, justificando a vulvovaginite encontrada. Apenas o Animal 4,
ndo foi reagente, provavelmente devido a faixa etaria da mesma que estava no periodo pré-
pubere, nunca ocorreram coberturas ou IA.

Tabela 10 Resultados sorolégicos das doencas que causam transtornos reprodutivos e
neurologicos em neonatos e bezerros, na primeira fase de observacao.

Animal Data da coleta IBR BVD Lingua Azul
Animal 1 (DE) 01/05/2009 32 20 NR
Animal 2 (DE) 04/05/2009 128 NR NR
Animal 3 (DE) 01/05/2009 512 NR NR
Animal 4 (DE) 27/04/2009 NR NR NR

NR= Néo reagente
4.2 Segundo Periodo de Observacéo (Novembro/2009 a Fevereiro/2010)
4.2.1 Comportamento sexual

Os Animais 1, 2 e 3 apresentaram as seguintes caracteristicas comportamentais de cio
descarga de muco vaginal, mugidos fregiientes, intensa movimentagdo, aumento na freqiiéncia
de miccdo; ndo apresentaram imobilidade durante a monta e 0 comportamento homossexual
somente foi visualizado no Animal 2. Com relacdo aos sinais secundarios de cio, 0s Animais
1, 2 e 3 ndo apresentaram agitacdo, cheirar a vulva de outra vaca, reflexo de Flehmen, apoio
do queixo sobre o dorso de outra vaca, lamber, esfregar, comportamento agressivo como
cabecadas. Somente 0 Animal 2 aceitou a monta e foi montada, mas ndo durante todo o estro
e somente nesse foi observada a presenca da hemorragia do metaestro. Os Animais 5 e 6
apresentaram todas as caracteristicas comportamentais de cio.

Os Animais 4 e 7 apesar de manifestarem alguns sinais de cio, apresentavam mesmo
quando ndo estavam em cio e ndo havia intensificacdo dos mesmos quando em cio.

As manifestagbes comportamentais em todos 0os animais eram mais evidentes ao
anoitecer e nas primeiras horas da manhd. Os animais 1, 2, 3 e 4, quando em cio,
apresentavam também as patas posteriores mais abertas e maior permanéncia em decubito
esternal, o que ndo foi observado com os animais 5, 6 e 7. Somente os animais 1 e 7 ndo
apresentaram interesse pelo macho.
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O Animal 1 estava clinicamente saudavel, antes do periodo D -9, estava em diestro e
teve um quadro de salivagdo intensa, engasgos, mioclonias (crise convulsiva) durante 15

minutos e recuperou-se rapidamente, sem tratamento.

Tabela 11 Comportamento sexual no segundo periodo de observacéo.

Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7

Manifestacdes comportamentais caracterizadas por (BARUSELLI et al., 2007):

Comportamento homossexual
Descarga de muco vaginal
Mugidos frequentes

Intensa movimentagéo
Aumento na frequéncia de micgao

Imobilidade durante a monta

+

+

+

+

Sinais secundérios (VAN EERDENBURG et al., 1996; KERBRAT; DISENHAUS, 2004).

Agitagdo - + + +
Cheirar a vulva de outra vaca - + + +
Flehmen - + + +
Apdia o queixo sobre o dorso de outra
vaca - + + +
Monta e é montada, mas nao
permanente + + + +
Lambe - - + +
Esfrega - - + +
comportamento agressivo, como
cabecadas - + + +
Outros Sinais
Maior manifestacdo de cio a noite e nas
primeiras horas do dia + + + +
Patas posteriores mais abertas + + - -
Maior permanéncia em decubito
esternal + + - -
Interesse pelo macho + + + +

30



Figura 4 Animal 1, dia 18/11/2009 (17:00), com sinais de cio, patas posteriores mais abertas.
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Figura 5 Animal 1, dia 19/11/2009 (8:30), com as patas mais abertas, cauda elevada e
lateralizada.

Figura 6 Animal 1, dia 19/11/2009 (11:00), sem sinais de cio.
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Figura 7 Animal 3, patas posteriores mais abertas e cauda elevada e lateralizada,
caracteristicas de cio.

Figura 8 Animal 3, Final de cio com cauda erguida e com as patas posteriores hormais.

4.2.2 Dindmica folicular

Os animais tiveram intervalo interovulatério variando entre 16 e 28 dias, nimero de
ondas variou entre 2 e 5 ondas de crescimento folicular. O tamanho do foliculo ovulatorio foi
de 8,0 até 14,5 mm. O tamanho do corpo luteo foi de 9,0mm até 16,5 mm. O animal 6
apresentou manutencdo do corpo liteo e ovulacdo da primeira onda de crescimento folicular
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com a formagdo de um segundo corpo luteo, na véspera de cada ovulacdo foi observado o
animal em cio com aceitagdo da monta, entre outros sinais de cio também observados.

No Animal 1, o tamanho do foliculo ovulatério 1 e 2 foi, respectivamente, 11,5 e 8,0
mm. Os diametros maximos dos corpos luteos foram de 14,0 e 11,5mm. A dindmica folicular
foi realizada em apenas um ciclo estral completo, pois no segundo ciclo estral, a partir do dia
10/01/10 (D12), comegou o espessamento da parede folicular; nos dias 11, 12, 13 e 14/01/10,
formando um cisto confirmado pelo ultrassom como cisto luteinico (Figura 10). Este estava
localizado no ovario direito e tinha 17 mm de didmetro. Para lisar o cisto luteinico aplicou-se
prostaglandina no dia 14/01/10, saindo do protocolo inicial.

Figura 9 Dia 11/01/10, imagem ultrassonografica do cisto luteinico, do Animal 1.

No Animal 2, os tamanhos dos foliculos ovulatérios mediram, 11,0; 12,0 e 12,5mm.
Os didmetros maximos dos corpos luteos foram 14,5 mm, alcangado no D6, e de 15,0 mm, no
Do.

No Animal 3, os tamanhos dos foliculos ovulatdrios, mediram respectivamente, 9,0;
11,5 e 12,0 mm. O diametro méximo do corpo luteo do primeiro ciclo estral (CL 1) foi de
14,5 mm alcancado no D 7 e do segundo ciclo estral (CL 2), foi de 14,5 mm no D6.

No Animal 4, os tamanhos dos foliculos ovulatérios mediram, 8,5; 14,0 e 10,5 mm.O
didametro maximo do corpo luteo do primeiro ciclo (CL 1) foi de 13,0 mm alcancado no D 8 e
do segundo ciclo (CL 2), foi de 12,5 mm no D7.

No Animal 5, os tamanhos dos foliculos ovulatérios mediram, 14,5; 13,5e 11,5 mm. O
didametro maximo do corpo lateo do primeiro ciclo estral (CL 1) foi de 15,0 mm, alcancado no
D 4, e do segundo ciclo estral (CL 2), foi de 15,0 mm no D6, ambos no ovario direito.

No Animal 6, os tamanhos dos foliculos ovulatérios mediram, 9,5; 9,5; 10,0; 10,0 e
10,5 mm. Os didmetros maximos dos corpos luteos do primeiro ciclo estral foram de 14,5 mm
(CL 1) alcangado no D 5 e de 9,0 mm (CL 2) no D 10.

No Animal 7, os tamanhos dos foliculos ovulatorios mediram, 12,0; 12,0 € 13,0 mm. O
didmetro maximo do corpo luteo do primeiro ciclo (CL 1) foi del2,5 mm, alcangado em D 4 e
do segundo ciclo (CL 2), foi de 12,5 mm em D1, ambos no ovario direito.
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Tabela 12 Intervalo interovulatorio, nUmero de ondas de crescimento folicular, tamanhos dos
foliculos ovulatérios e dos corpos luteos.

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7
Intervalo interovulatério (dias)
1°, Ciclo 21 20 19 17 23 28 16
2°.Ciclo - 19 22 17 20 21 21
N° de ondas
1°, Ciclo 5 5 3 3 3 3 2
2°.Ciclo - 3 3 2 3 3 4
Foliculo Ovulatério
Fov 1 11,5 11,0 9,0 8,5 14,5 9,5 12,0
Fov 2 8,0 12,0 115 14,0 13,5 9,5 12,0
Fov 3 12,5 12,0 10,5 11,5 10,0 13,0
Fov 4 10,0
Fov 5 10,5
Corpo Luteo
CL1 14,0 145 14,5 13,0 15,0 145 12,5
CL2 11,5 15,0 145 125 15,0 9,0 125
CL3 16,5
CL4 10,5

Nos animais os tamanhos dos foliculos dominantes variaram de 7,5 a 14,0 mm. Ja o0s
tamanhos dos foliculos subordinados variaram de 4,5 a 8,5 mm.

Tabela 13 Tamanhos dos foliculos dominantes e subordinados

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7
Tamanho méaximo do FD

Fov 1 11,5 11,0 9,0 8,5 14,5 9,5 12,0
FD1 7,5 8,0 9,0 9,5 12,5 9,5 13,5
FD2 10,0 9,5 10,0 13,0 12,0 8,0 12,0
FD3 7,5 9,0 11,5 14,0 13,5 10,0 9,5
FD 4 8,0 8,0 10,0 11,5 11,5 10,0 11,0
FD5 8,0 12,0 9,5 10,5 10,0 8,0 10,5
FD6 10,5 12,0 11,5 10,5 13,0
FD7 8,0

FD 8 12,5

Tamanho maximo do FS

FS1 6,5 55 55 5,5 7,0 4,5 5,5
FS2 4,5 5,5 7,0 7,5 6,5 5,0 5,5
FS3 5,5 6,5 5,0 6,0 6,5 5,5 6,5
FS4 5,0 7,0 6,0 7,5 8,5 4,5 7,0
FS5 7,0 5,0 55 7,5 7,5 6,5 6,5
FS6 7,0 5,0 6,0 4,5 5,0
FS7 5,5

FS8 7,0

Na observacdo das caracteristicas foliculares, o dia de emergéncia, dia de atresia,
comprimento de ondas, taxa de crescimento e taxa de atresia foram diferentes entre os animais
e também entre os ciclos do mesmo animal.
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Tabela 14 Caracteristicas foliculares.

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7

Onda Dia de Emergéncia
1 D1 D3 D1 D1 DO D5 D7
2 D4 D5 D9 D5 D6 D12 D11
3 D11 D7 D 16 D12 D18 D22 D2
4 D15 D11 D2 D1 DO D2 D8
5 D19 D15 D13 D12 D8 D10 D12
6 D2 D 15 D12 D 17 D14
7 D10
8 D15

Onda Comprimento de onda (dias)
1 6 1 11 7 9 3 9
2 10 5 9 9 7 9 5
3 6 4 3 5 5 6 10
4 9 5 11 13 9 4 3
5 2 5 7 5 11 11 4
6 11 7 8 4 7
7 6
8 4

Onda Taxa de crescimento (mm/dia)
1 0,75 3,50 0,80 1,17 1,00 4,00 2,25
2 1,50 2,50 1,50 1,70 2,67 1,00 1,60
3 0,63 1,67 2,00 1,90 1,70 1,00 1,38
4 2,00 1,17 1,50 0,68 1,40 1,50 3,00
5 1,75 2,00 1,13 1,30 2,00 0,50 4,50
6 1,10 1,14 0,94 1,63 1,70
7 0,50
8 2,83

Onda Taxa de atresia (mm/dia)
1 1,50 1,00 0,58 1,38 3,75 - 1,50
2 0,92 1,33 1,20 2,00 1,88 0,67 -
3 1,50 4,50 - - - - 0,92
4 0,57 1,00 0,86 3,50 1,75 - 2,00
5 - - 1,50 - 0,75 1,00 1,67
6 1,08 - - - -
7 1,00
8 -

Onda Dia inicial de atresia
1 D6 D6 D7 D5 D8 - D12
2 D10 D8 D14 D11 D10 D17 -
3 D16 D11 - - - - D8
4 D18 D15 D7 D13 D6 - D11
5 - - D 18 - D12 D 18 D15
6 D8 - - - -
7 D14
8 -

4.2.3 Dosagem hormonal
4.2.3.1 No primeiro ciclo estral

Nos Animais 1, 2, 4, 5 e 6, 0s niveis de progesterona sanguinea foram crescentes entre

DO e D14, decaindo no D 20 no Animal 1, no D19 no Animal 2, no D 16 no Animal 4, no D
21 no Animal 5 e 6.

No Animal 3, os niveis de progesterona sanguinea foram crescentes entre o0s D 1 e D 7,
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decaindo até o D 0 do ciclo posterior. No Animal 7, os niveis de progesterona

estiveram inferiores 0,12 ng/mL.

Tabela 15 Dosagem de progesterona sanguinea

sanguinea

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7
Dia Progesterona (ng/mL)
DO 0,07 0,27 - 0,03 0,1 <0,01 0,05
D1 - - <0,01 - - - -
D7 1,67 1,25 1,92 0,16 2,71 0,03 0,04
D8 - - - - - 0,16 -
D 14 3,61 4,5 1,31 0,24 4,26 2,65 0,02
D 15 - - - - - - <0,01
D 16 - - - 0,06 - - -
D18 - - 0,24 - - - -
D19 - 0,21 - - - - -
D 20 0,71 - - - - - -
D21 - - - - 0,26 2,22 -
D22 - - - - 0,13 - -
D 27 - - - - - 0,05 -

Os niveis de estrogenos em todos os animais se mantiveram inferiores a 2,0 pg/mL,
exceto no Animal 2 no D 7, que alcangou 5,7 pg/mL (Tabela 17).

Tabela 16 Dosagem de estrogenos sanguineos

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7

Dia Estrdgenos (pg/mL)

DO <20 <20 - <20 <20 <2,0 <20
D1 - - <20 - - - -
D7 <20 57 <20 <20 <20 <2,0 <20
D8 - - - - - <2,0 -
D14 <2,0 <20 <20 <20 <20 <20 <2,0
D15 - - - - - - <20
D 16 - - - <20 - - -
D 18 - - <20 - - - -
D19 - <20 - - - - -
D 20 <20 <20 - - - - -
D21 - - - - <20 <20 -
D 22 - - - - <20 - -
D 27 - - - - - <2,0 -

4.2.3.2 No segundo ciclo estral

Nos Animais 1, 2, 3 e 6, 0s niveis de progesterona sanguinea foram crescentes entre
DO e D14, decaindo no D 18 no Animal 2, no D 20 no Animal 3, no D 20 no Animal 6. Sendo
que no Animal 1 foi observado a presenca do cisto luteinico. O animal 6 apresentou uma
ovulacdo na primeira onda folicular, depois dessa ovulagdo nota-se o aumento dos niveis de

progesterona.

No Animal 4, os niveis de progesterona sanguinea se mantiveram com diferengas
minimas entre os D 0, D 7, D 14, alcancando valor inferior 0,01 ng/mL no D 16. No D 0 a
concentragédo tornou a aumentar.

No Animal 5, 0s niveis de progesterona sanguinea foram crescentes entre D 0 e D 19,
exceto em D 14 que teve uma queda na concentracdo. No D 0 seguinte apresentava uma
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concentracdo de progesterona sanguinea de 3,30 ng/mL.
No Animal 7, os niveis de progesterona sanguinea estiveram inferiores 0,12 ng/mL.

Tabela 17 Dosagem de progesterona sanguinea, no segundo ciclo estral observado.

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7
Dia Progesterona (ng/mL)
DO 0,39 0,13 0,09 0,01 <0,02 0,13 0,04
D6 - - - - - 0,77 -
D7 0,35 6,89 1,46 0,03 2,83 1,51 0,03
D 14 2,83 7,34 2,49 0,02 1,48 5,98 <0,01
D 16 - - - <0,01 - - -
D 18 - 0,28 - - - - -
D19 - - - - 3,24 - -
D 20 - - 0,39 - - 0,21 0,07
DO - 0,36 0,09 0,11 3,3 0,02 0,12

Os niveis de estrdgenos em todos os animais se mantiveram inferiores a 2,0 pg/mL.

Tabela 18 Dosagem de estrogenos sanguineos, no segundo ciclo estral observado.

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7
Dia Estrogenos (pg/mL)
DO <2,0 <20 <20 <20 <20 <20 <20
D6 - - - - - <20
D7 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
D14 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
D 16 - - - <20 - - -
D18 - <20 - - - - -
D19 - - - - <20 - -
D 20 - - <20 - - <20 <20
DO - <20 <20 <20 <20 <20 <20

4.2.4 Resposta a prostaglandina e sinais de cobertura

Apos a aplicacdo de prostaglandina somente os Animais 1 e 3 apresentaram reacdo ao
produto com alteracdo de comportamento. No Animal 1, ap0s cinco minutos da administracdo
de PGF2a, foram observadas mudancas acentuadas no comportamento, como inquietacéo,
respiragdo profunda, mugir frequente, cauda elevada, contracdo do abdomen, salivacéo,
defecacdo constante, investidas contra a cerca, comportamento de macho. Este
comportamento agitado e de macho permaneceu por 12 horas. Ja no Animal 3, 30 minutos
depois da aplicacdo do produto foram observadas mudancas acentuadas no comportamento,
como agitacdo, mugir freqliente, comportamento de macho e agressividade.
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Tabela 19 Resposta a prostaglandina e sinais de cobertura.

Dias decorridos entre aplicacdo de  Tamanho do Fov (mm) Reacdo a Sinais de cobertura
PGF 20 e a ovulagio prostaglandina

Animal 1 5 11,5 Presente Positivo
Animal 2 4 13,0 Ausente Negativo

3 12,0 Ausente Positivo
Animal 3 3 10,5 Presente Positivo
Animal 4 3 13,0 Ausente Negativo
Animal 5 4 14,5 Ausente Positivo
Animal 6 5 12,5 Ausente Positivo
Animal 7 4 14,5 Ausente Negativo

O tempo decorrido entre a aplicacéo de prostaglandina e a ovulacdo variou entre 3 e 5
dias e o tamanho do foliculo ovulatério variou entre 10,5 e 14,5 mm.

O Animal 1, no D 1, a tarde, apresentou as patas posteriores mais abertas. No DO
demonstrou cio, com descarga de muco vaginal, cauda flacida, miccdo frequente, agitacéo,
sem reflexo de Flehmen e sem agressividade. Além disso, apresentou patas posteriores mais
abertas, mas ndo aceitou a monta durante todo o estro. Pelo exame de ultrassonografia
detectou-se o tamanho do foliculo ovulatério (Fov) - 11,5mm (D 0), e no D1 a fémea havia
ovulado e com sinais de cobertura na garupa, o que foi confirmado pela citologia vaginal.

No Animal 2, apds a aplicagdo de PGF2a, no D 0 (cio), detectou-se descarga de muco
vaginal, intensa movimentacdo, aumento na frequéncia de micc¢do, maior permanéncia em
decubito esternal, comportamento de se aproximar do macho. Ndo houve aceitacdo ou
tentativa de monta e nem o animal apresentou 0 comportamento caracteristico observado nos
estros anteriores de patas posteriores mais abertas. As manifestacbes comportamentais eram
mais evidentes ao anoitecer e nas primeiras horas da manha. O tamanho do foliculo ovulatorio
foi de 13,0 mm. Neste periodo foi utilizado um touro como rufido ( 7:00, 13:00 e 17:00
horas), para detectar o cio com posterior tentativa de cobertura. No segundo protocolo de
prostaglandina, ja no D O estava em cio; detectaram-se descarga de muco vaginal, intensa
movimentacdo, aumento na frequéncia de micgdo, maior permanéncia em decubito esternal,
comportamento de se aproximar do macho, sem comportamento homossexual. N&o aceitou a
monta durante todo o estro. N&o apresentou o comportamento caracteristico observado nos
estros anteriores, de patas posteriores mais abertas. As manifestagdes comportamentais eram
mais evidentes ao anoitecer e nas primeiras horas da manh&. O tamanho do foliculo ovulatorio
foi de 12,0 mm.

No Animal 3, durante o cio, detectaram-se descarga de muco vaginal, intensa
movimentacdo, aumento na freqiiéncia de miccdo, maior permanéncia em decubito esternal,
as patas posteriores mais abertas, comportamento de se aproximar do macho, aceitagéo da
monta e cruzamento durante o dia. O tamanho do foliculo ovulatério foi de 10,5 mm.

No Animal 4, apds a aplicacdo de prostaglandina, ndo houve sinais de cio; verificou-se
edema vulvar acentuado e o diametro do foliculo ovulatorio de 13,0mm.

No Animal 5, ap6s a aplicacdo de prostaglandina, detectaram-se, durante o cio,
descarga de muco vaginal, mugidos fregiientes, intensa movimentagdo, aumento na freqiiéncia
de miccdo, comportamento de se aproximar do macho, interesse do macho, imobilidade
durante a monta, comportamento homossexual, agitacdo, o cheirar a vulva de outra vaca,
reflexo de Flehmen, apoio do queixo sobre o dorso de outra vaca, lamber e esfregar da vulva,
e apresentou comportamento agressivo. As manifestacbes comportamentais eram mais
evidentes ao anoitecer e nas primeiras horas da manha, durante a noite houve o cruzamento
com sinais de cobertura pela manhd, também foi notado que ndo aceitou a monta durante todo

estro. O tamanho do foliculo ovulatorio foi de 14,5 mm no D 0.
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No Animal 6, ap6s a aplicacdo de prostaglandina, foi observado o cio no D 0.
Detectaram-se descarga de muco vaginal, mugidos frequentes, intensa movimentagéo,
aumento na freqiiéncia de micgdo, comportamento de se aproximar do macho, imobilidade
durante a monta, comportamento homossexual, agitagdo, o cheirar a vulva de outra vaca,
reflexo de Flehmen, apoio do queixo sobre o dorso de outra vaca, lamber e esfregar da vulva,
também apresentou comportamento agressivo e de macho. As manifestagdes comportamentais
foram mais evidentes ao anoitecer e nas primeiras horas da manha; também foi notado que
esse animal ndo aceitou a monta durante todo estro. O tamanho do foliculo ovulatério foi de
12,5 mm.

No Animal 7, foi feita a aplicacdo de prostaglandina no D 6, ap6s a qual nenhuma
alteracdo foi observada. Trés dias apds aplicacdo de PGF2a esse animal apresentou cio com
comportamento usual, semelhante ao descrito anteriormente. O tamanho do foliculo
ovulatorio foi de 14,5 mm.

4.2.5 Citologia vaginal
Os tipos celulares envolvidos em cada fase do ciclo estral por animal estdo

demonstrado na tabela 21. Os animais tiveram um numero elevado de bactérias e neutréfilos
durante todo o periodo na citologia vaginal devido ao quadro clinico de vulvovaginite.
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Tabela 20 Tipos celulares por fase do ciclo estral na citologia vaginal, durante o segundo
periodo de observacdo, com e sem administracdo de Prostaglandina.

Fase do Ciclo N° de Basal Parabasal Intermediéria Superficial Superficial
Estral Dias Nucleada Anucleada
Animal 1
Proestro 5 0,0 54 72,4 19,4 2,8
Estro 5 0,0 1,2 37,6 44,8 18,4
Metaestro 3 0,0 1,3 78,7 16,3 3,7
Diestro 7 0,0 8,1 78,6 11,1 2,1
Animal 2
Proestro 3 0,0 1,8 46,8 46,4 50
Estro 6 0,0 1,4 34,7 42,4 21,4
Metaestro 6 0,0 0,9 68,0 25,1 6,0
Diestro 12 0,0 5,3 77,4 13,1 43
Animal 3
Proestro 6 0,0 1,8 69,0 23,2 6,0
Estro 5 0,0 5,0 57,8 25,6 11,6
Metaestro 6 0,0 4,7 77,6 13,8 3,6
Diestro 9 0,0 1,8 71,8 17,5 8,9
Animal 4
Proestro 18 0,0 2,7 57,9 30,0 9,4
Estro 6 0,0 2,0 422 26,5 29,3
Metaestro 5 0,0 1,8 71,8 21,4 50
Diestro 4 0,0 3,0 83,0 10,8 3,3
Animal 5
Proestro 7 0,0 0,6 40,5 36,3 22,6
Estro 7 0,0 0,0 29,1 37,6 33,3
Metaestro 4 0,0 3,0 60,3 20,0 16,8
Diestro 12 0,0 0,7 54,3 29,4 15,7
Animal 6
Proestro 17 0,0 3,2 65,6 24,3 7,0
Estro 6 0,0 0,3 23,7 21,3 54,7
Metaestro 3 0,0 1,2 65,5 24,0 9,3
Diestro 18 0,0 2,9 72,8 19,5 48
Animal 7
Proestro 8 0,0 11 64,6 244 9,8
Estro 5 0,0 1,8 43,8 28,8 25,6
Metaestro 4 0,0 1,3 82,0 15,0 1,8
Diestro 7 0,0 2,4 70,1 22,3 51

4.2.6 Diagnostico de gestacao

O diagnostico de gestacdo foi realizado através da palpacao retal e com o auxilio do
exame de ultrassonografia (Tabela 21, Figura 10 e 11).

Tabela 21 Sinais de cobertura e diagndstico de gestacao.

Sinais de cobertura

Diagnostico de Gestacdo

Animal 1

Animal 2

Animal 3
Animal 4

Animal 5

Animal 6
Animal 7

Positivo
Positivo
Positivo

Negativo
Positivo

Positivo

Negativo

Positivo
Positivo
Positivo

Negativo
Positivo

Positivo

Negativo
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Figura 11 Animal 3 - Imagem ultrassonografica do embrido com 59 dias de gestacéo.

4.2.7 Parto

No Animal 2, apds 290 dias de gestagdo, ocorreu um parto distocico, que culminou
com a morte fetal da bezerra de aproximadamente 40 kg (Figura 12). Ocorreu retencdo de
placenta, com posterior anorexia e hipertermia. Na necropsia da bezerra observou-se
macroscopicamente assimetria cerebelar.
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Figura 12 Foto do natimorto oriundo de um parto distocico do Animal 2.

No Animal 3, ap6s 294 dias de gestacdo, ocorreu 0 parto normal, nasceu uma bezerra
de tamanho normal, pesando aproximadamente 30 kg (Figura 13).

Figura 13 Animal 3 — Imagem da vaca e da bezerra pds-parto.
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O Animal 5, ap6s 288 dias de gestacdo, deu a luz, ap6s parto normal, um bezerro de
tamanho normal, pesando aproximadamente 35 kg (Figura 14).

Figura 14 Animal 5 e o bezerro logo apos o parto.

No Animal 6, apds 293 dias de gestacdo, ocorreu um parto normal, que culminou com
0 nascimento de um bezerro de tamanho normal, pesando aproximadamente 30 kg (Figura
15).

Figura 15 Animal 6 e seu bezerro logo apds o parto.
4.2.8 Obito do Animal 1

A vaca veio a 6bito no dia 18/05/2010 pela manhd; na observacéao diéria, por volta das
17:30 h do dia anterior, ndo foi registrada nenhuma anormalidade. Os achados macroscopicos
da necropsia foram atrofia assimétrica moderada do hemisfério cerebral esquerdo inclusive
cerebelo moderadamente hipoplasico, sobretudo no lado esquerdo, sem outras alteragcdes nos
demais 6rgdos. Nao foi possivel estabelecer, com base, no exame macroscopico, a “causa
mortis”.

Quanto ao trato reprodutivo se observou agenesia de anéis cervicais (Figura 16). O
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tamanho de 26,5 cm, era compativel com o de um feto normal de quatro meses, sem
alteracbes macroscopicas, exceto no cerebelo, que também apresentava areas de defeccéo e
assimetria.

Figura 16 Agenesia de anéis cervicais do Animal 1.
4.3 Diagnéstico Diferencial

Os resultados referentes as doencas virais que deveriam ser consideradas no
diagnostico diferencial com a DE encontram-se na Tabela 22. O animal 1 foi o Unico reagente
para Diarréia Viral Bovina, ainda assim concebeu e gestou, mas veio a 6Obito sem causa
aparente, e o feto ndo apresentou malformacéo congénita.

Os Animais 4 e 7 foram reagentes para Doenca da Lingua Azul, tendo o primeiro
apresentado linfonodos aumentados detectados durante a palpacdo retal e diarréia fétida
persistente. Todos os animais foram reagentes ao IBR, com titulos altos, o que significa
atividade virica no rebanho. Nenhuma dessas condicdes, todavia apresenta aspectos
epidemioldgicos e clinico-patoldgicos comparéveis aos verificados em animais com DE. O
mesmo pode ser dito de eventuais intoxicagdes por plantas ou em relagdo as deficiéncias
minerais e vitaminicas. Além disso, o fato da doenca restringir-se a fémeas, filhas de um
mesmo touro, por si so, define que trata-se de uma doenca hereditéria.
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Tabela 22 Dados referentes as doencas que compdem o diagndstico diferencial com DE.

Animal Data IBR BVD Lingua Azul
Animal 1 09/12/2009 256 20 NR
30/12/2009 64 40 NR
13/01/2010 128 40 NR
Animal 2 30/11/2009 64 NR NR
19/12/2009 128 NR NR
05/01/2010 32 NR NR
Animal 3 13/12/2009 64 NR NR
31/12/2009 256 NR NR
18/01/2010 512 NR NR
Animal 4 20/12/2009 16 NR Reagente
06/01/2010 64 NR Reagente
20/01/2010 64 NR Reagente
Animal 5 03/12/2009 128 NR NR
28/12/2009 128 NR NR
12/01/2010 1024 NR NR
Animal 6 21/12/2009 128 NR NR
30/12/2009 256 NR NR
05/02/2010 128 NR NR
Animal 7 08/12/2009 NR NR Reagente
28/12/2009 128 NR Reagente
11/01/2010 128 NR Reagente
Touro 21/06/2010 NR NR NR

NR= Nd&o Reagente
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5 DISCUSSAO

No que se refere ao comportamento sexual as vacas de Ecoporanga, verificou-se que
ha algumas diferencas do que se observa em vacas normais no periodo de cio. Dentro dos
chamados sinais primarios do estro (BARUSELLI et al., 2007), chamou especial atencdo o
fato de que as vacas com DE ndo permaneciam imoveis durante a monta. Adicionalmente, 0s
Animais 1 e 3 ndo apresentavam naturalmente (sem inducdo) o comportamento homossexual,
que normalmente ocorre em vacas no periodo de estro. Porém, esses mesmos Animais (1 e 3)
evidenciaram comportamento de macho logo ap6s (30 minutos) a aplicacdo de
prostaglandina. Além disso, constataram-se, ap6s a indugdo, claros sinais de cio como
evidente interesse pelo macho (perseguicao).

Em relacdo aos sinais secundarios de estro (KERBRAT; DISENHAUS, 2004) nenhum
dos animais afetados pela DE evidenciou agitacdo, cheirar de vulva de outra vaca, reflexo de
Flehmen, apoio do queixo sobre o dorso de outra vaca, lamber, esfregar e comportamento
agressivo. Apenas o Animal 2 aceitou a monta e foi montado e, mesmo assim, ndo o fez
durante todo o estro. Dessa forma, fica claro que ha& evidentes modificacbes no
comportamento sexual das vacas com DE, que inclusive, dificultam a identificacdo do cio.

Outro aspecto peculiar, mas ndo relacionada a reproducdo, foi a observacdo de que,
em todos os trés animais afetados, houve marcada reacdo (caracterizada por imobilidade de
inicio, pelos ericados, salivacdo excessiva e nistagmo), entre 15 e 30 minutos ap0s a aplicacéo
da vacina contra febre aftosa. O Animal 3, inclusive, sofreu quedas ap6s deambulacéo
compulsiva, com certo grau de agressividade, logo apos a aplicacdo. O Animal 1 desenvolveu
uma espécie de crise convulsiva com gueda e movimentos de pedalagem. Reacdo semelhante
também foi observada nos Animas 1 e 3 logo apds aplicagdo de ivermectina. Ndo sabemos
exatamente a que atribuir esses episddios, mas é possivel que haja relacdo com as
malformacdes do SNC.

No que se refere ao riso de disseminacdo da DE, pode-se dizer que animais muito
afetados ndo estariam aptos a reproduzir, porém ha alguma possibilidade de animais que
apresentem uma forma mais branda cruzarem e, por consequiéncia, passarem o gen mutante.
De qualquer forma, esses animais permanecem confinados, sob estrita vigilancia para evitar
que, ainda hoje, exista qualquer possibilidade de dispersdo dos gens mutantes. N&o é possivel,
contudo, ter certeza que ndo houve passagem do gen mutante, através de animais pouco
afetados clinicamente, ainda na fazenda onde surgiu a DE. Pelo menos de acordo com o
proprietario e com o veterinario da fazenda, os animais afetados teriam morrido
espontaneamente ou foram abatidos.

A avaliagdo detalhada da dinamica folicular, por meio da dosagem de progesterona e
de estrogénio plasmatico e do exame ultrassonografico ndo revelou diferencas em relacdo do
que normalmente tem sido descrito para vacas normais.

Através do estudo dos perfis celulares relacionados as diferentes fases do ciclo estral
também ndo identificaram-se alteracbes na morfologia das células, nem nos tipos celulares
presentes no epitélio vaginal.

O o6bito do Animal 1, ap6s o segundo periodo de observagdo, enquanto ainda gestante,
confirmou a natureza atrofica ou hipoplasica da enfermidade ja descrita por Melo (2006),
uma vez que, a necropsia, havia evidente assimetria entre os hemisférios cerebrais e no
cerebelo. Adicionalmente observou-se agenesia de anéis cervicais. Nao se sabe se ha alguma
relacdo entre essa alteracdo uterina e a DE, de vez que, embora diversos animais com DE
tenham sido necropsiados (Melo, 2006), ndo houve preocupacdo em checar esse aspecto. Esse
tipo de alteracdo, porém, tém sido associada a alteragdes genéticas e a consanguinidade.
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Os exames relativos a deteccdo de anticorpos virais s6é foram feitos como um
complemento, para enriquecer a dissertacdo. Ja ndo havia evidéncias epidemiologicas e
clinico-patolégicas de que as alteracdes fisico-comportamentais das vacas com DE, guardasse
maior semelhanga com doengas virais como BVD e outras. Na verdade, pode-se descartar, de
forma definitiva, a possibilidade de as alteracdes morfoldgicas observadas nos animais com
DE serem determinadas por agentes virais, por plantas toxicas e outros agentes tdxicos ou,
mesmo, por deficiéncia nutricional, pelo simples fato de ser impossivel que essas condi¢fes
se restringissem apenas as fémeas, todas elas filhas do mesmo touro.

De qualquer maneira, é desejavel a manutencdo controlada em confinamento e a
promocdo de cruzamentos consanglineos entre animais afetados e/ou portadores do gen
mutante responsavel pela DE, com o objetivo de verificar como se transmite esse gen, o que
sO sera possivel por meio do estudo de um maior nimero de descendentes. De qualquer
forma, s6 com base nesses resultados futuros, se poderad saber se a DE pode, ou ndo, servir
como modelo experimental para estudo da Sindrome de Rett.
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6 CONCLUSOES

Em relacdo aos pardmetros normais da espécie bovina, ndo foram observadas
alteracOes relativas a dindmica folicular, a dosagem hormonal e a citologia vaginal em
animais afetados pela Doenca de Ecoporanga.

Detectaram-se modificacbes no comportamento sexual, sobretudo no estro, bem como
reacdo atipica a vacinacdo e a aplicacdo de prostaglandina em animais com DE.

Ha alguma possibilidade de animais afetados de forma mais branda pela DE cruzarem
e, por consequéncia, passarem o gen mutante.

E ainda necesséria a promocao de cruzamentos consangiiineos entre animais afetados
e/ou portadores do gen mutante responsavel pela DE, com o objetivo de verificar como se
transmite esse gen. O estudo das caracteristicas genéticas da DE parece promissor, todavia, s6
com base em um maior nimero de cruzamentos, se podera saber, com certeza, se a DE pode,
ou nao, servir como modelo experimental para estudo da Sindrome de Rett.
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Anexos

Animal 1 (Pelagem Marrom)

O animal 1 nasceu em 1999 no municipio de Ecoporanga, no Estado do Espirito Santo,
foi trazida para UFRRJ para fins de estudo em 2005. Apresentou claro déficit proprioceptivo
com postura anormal.

Nesse periodo de acompanhamento (2005-2010) apresentou-se em boas condicGes de
salde, com peso médio de 306 kg. As Unicas alteragdes observadas foram varios quadros
clinicos de acidose ruminal decorrentes de ocasional excesso de carboidratos na dieta e apds a
vacinacao de febre aftosa (05/12/09) apresentou um quadro de reacéo alérgica.

Em outubro em 2006 foi realizado um protocolo de Inseminagédo Artificial em Tempo
Fixo; houve problemas para a realizacdo da técnica de inseminacdo dada a dificuldade de
localizagdo da cérvix e repeticdo do cio, logo em seguida. Em 26/10/2007 durante exame
ginecoldgico detectou-se a prenhez com aproximadamente cinco meses, de monta ndo-
controlada, que culminou com o nascimento, em 03/03/2008, de um bezerro do sexo
masculino que tinha hiperextensibilidade dos tenddes, ndo levantou e veio a ébito no dia
seguinte. A Unica alteracdo com relacdo ao parto observada foi de retengdo de placenta.

No dia 18/01/2010, durante o segundo periodo de observacdo, apds aplicacdo de
prostaglandina, apresentou cio e foi coberta por um Touro mestico holandés-zebu (Josemar).
A vaca veio a 0bito dia 18 de maio de 2010 pela manha quando estava gestante de quatro
meses; até o dia anterior, as 17:30 hs aparentemente estava bem, comendo feno. Os achados
de necropsia foram atrofia assimétrica moderada do hemisfério cerebral esquerdo inclusive
cerebelo ++ (cerebelo hipoplasico ++ lado esquerdo); havia presenca de corpo lateo, a cérvix
apresentava agenesia de anéis cervicais, com tampdo mucoso no local. O tamanho do feto era
26,5 cm, pela formula x(x+2)=cm, 4(4+2)= 24cm, aparentemente sem defeitos

macroscopicos.

Animal 2 (Pelagem Cinza-Branca)

Nasceu em 2000 no municipio de Ecoporanga, no Estado do Espirito Santo, foi trazida
para UFRRJ para fins de estudo em 2005.

Nesse periodo de acompanhamento (2005-2010) apresentou-se em boas condicGes de
salde, com peso médio de 352 kg; foram observadas alteragdes no comportamento de cio,
com raras observacdes de aceitacdo de monta ou tentativa de monta. A deteccdo de cio deste
animal baseou-se na presenca de muco, patas posteriores abertas, vulva edemaciada e mucosa

vaginal hiperémica, bem como aproximacdo do macho. Das trés vacas que apresentam a
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encefalopatia, essa € a que apresenta mais sinais de cio.

Houve a monta natural (08/08/2006) com um touro da raca Tabapud (Tubardo). A
gestacdo de duracdo de 285 dias transcorreu sem alteracdes, culminou com um parto distocico
(20/05/2007) e a morte do neonato de sexo masculino, animal absolutamente grande, mas
morfologicamente normal.

Em dezembro de 2007, realizou-se exame ginecoldgico constatando-se que nao se
encontrava gestante e apresentava corpo luteo; foi administrada prostaglandina e houve a
monta natural trés dias depois, por um touro mestico holandés-zebu (Pinga-Fogo). A gestacao
transcorreu sem alteracOes, teve duracdo de 285 dias, com nascimento em 20/09/2008 de uma
fémea normal (Luciana PP). Essa vaca ndo tinha leite suficiente para amamentar, por isso a
bezerra mamou nela e em outra vaca, sem nenhuma interferéncia humana. A vaca secou
sozinha trés meses depois do parto.

No segundo periodo de observacdo, apoOs aplicacdo de prostaglandina, no dia
24/01/2010 apresentou cio e foi coberta por um touro holandés-zebu (Josemar). Apo6s 290
dias de gestacdo ocorreu um parto distocico, que culminou com a morte fetal de uma fémea de
aproximadamente 40 kg. Realizaram-se manobras obstétricas para retirada do natimorto, a
vaca teve ap0s o parto um quadro de retencdo de placenta, anorexia e hipertermia, foi

devidamente medicada. Na necropsia desse feto observou-se assimetria cerebelar.

Animal 3 (Pelagem Preta)

Nesse periodo de acompanhamento (2005-2010) apresentou-se em boas condicGes de
saude; foram observadas alteraces no comportamento de cio, com raras observacdes de
aceitacdo de monta ou tentativa de monta. Para deteccdo de cio dela é importante ver a
presenca de muco, as patas posteriores abertas, vulva edemaciada e mucosa vaginal
hiperémica, se aproxima do macho.

No periodo de 2006 ainda ndo havia apresentado cio, no periodo de 2007-2008
ciclando, foram observadas alteracbes no comportamento de cio, com raras aceitaces de
monta ou tentativas de monta, o que poderia significar que ela ndo estava ciclando. Como sé
coloca 0 macho quando observa aceitacdo da monta, foram feitas poucas coberturas, no
entanto com boa resposta.

No ano de 2008, ficou gestante de um touro mestico (Josemar). O parto ocorreu em
15/01/2009, sem alteragOes, nasceu uma bezerra fémea com um corddo umbilical calibroso
(3-4cm); esse animal ndo levantou, forneceu-se colostro através de sonda oro-gastrica. S6

levantou no dia seguinte, houve dificuldade para encontrar o Ubere, teve que ser ajudado,
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reservando-se um quarto da mama (teto) e segurava a bezerra de forma que encontra-se o teto.
Mamava por aproximadamente 15 segundos, soltava e voltava a mamar, a quantidade de leite
da maée era suficiente para as suas necessidades.

Trata-se de um animal fraco, desde 0 nascimento apresentava mucosas esbranquicadas
e movimentos constantes da cabeca (sacudir). Aos 7 e 14 dias recebeu injecdo de ferro e aos
13 dias recebeu injecdo de cobre. Apresentou histérico de anemia procedendo uma transfusdo
sanguinea com 13 dias; houve uma melhora de condicéo fisica do animal e com posterior
piora sendo realizada uma segunda transfusdo com 63 dias, que culminou com a morte da
bezerra com 64 dias, estava ictérica. Pesava aos 33 dias 45 kg.

A vaca apresentou anestro lactacional apos a morte da bezerra em 20009.

No segundo periodo de observacédo, apds o aplicacdo de prostaglandina foi coberta por
um touro mesti¢o (Josemar) no dia 29/01/2010. Apos 294 dias de gestacdo ocorreu um parto
normal, que culminou com o nascimento no dia 19/11/10 de uma fémea de tamanho normal,
pesando aproximadamente 30 kg, pelagem Preta e Branca (Carol). Apés 30 minutos do

nascimento, ja havia levantado e estava tentando mamar.

Animal 4

O animal 4 é descendente direta do animal 2, nasceu em 20/09/2008, a gestacdo
transcorreu sem alteragOes, teve duragéo de 285 dias, sem problemas durante o parto, UFRRJ,
no municipio de Seropédica, RJ.

Nesse periodo de acompanhamento (2008-2010) estava em crescimento e mesmo com
endoparasitas e ectoparasitas controlados, apresentou varios quadros de diarreia acinzentada,
odor fétido e linfonodos aumentados nesses episddios, provavelmente de origem bacteriana,
pois respondia a antibioticoterapia e sulfa.

Detectou-se a presenca de hérnia umbilical, realizou-se a cirurgia corretiva com 39 dias
de vida obtendo-se sucesso. Em 06/03/2009 (167° dia) comecou a mamar também no Animal
3, que foi entdo separado dela; dia 10/03/2009 (171° dia) separou-se da outra vaca. Apos a
morte da bezerra do Animal 3, tornou-se a juntar as vacas no mesmo curral e o Animal 4
voltou a mamar no Animal 3. Desmamou sozinha do Animal 2, no entanto houve vérias
tentativas de desmamar do Animal 3; ela mamava através da cerca e vaca aceitava, embora
pesasse mais do que o Animal 3.

Dia 17/08/09 (11 meses) apresentou cio, estava aceitando a monta, ja apresentava-se
com mais de 300 Kg. Dia 17/11/2009 (14 meses) colocou-se um desmamador com regulagem

na bezerra para evitar que ela mamasse; pesava em torno de 400Kg.
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No dia 24 de novembro de 2010 apresentou cio, houve 0 cruzamento com um touro

mesti¢o (Josemar) no dia 24/11/2010. Encontra-se prenhe de oito meses de gestagao.

66





