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RESUMO

Na seleg@o de vacas leiteiras, a fertilidade ¢ um dos aspectos mais relevantes
para a manutengdo de indices produtivos apropriados. A resisténcia a
infeccdes e qualidade do leite sdo igualmente importantes devendo ser
selecionadas conjuntamente com fertilidade. O objetivo foi avaliar as
relacdes entre contagem folicular antral (CFA), concentragdes de hormonio
anti-Miilleriano (AMH), mastite e fertilidade em ragas leiteiras taurinas e
zebuinas. No experimento 1, realizado em Raleigh, NC-EUA, foram
utilizadas 79 vacas das ragas Jersey (n = 22) e Holandés (n = 57) em
lactacdo. O experimento 2 foi realizado com 80 vacas Girolando e o terceiro
com 39 vacas Gir da EPAMIG. Vacas em lactagdo, com pelo menos 20 dias
pés-parto ¢ no maximo 28 dias de gestacdo, foram submetidas a
ultrassonografia transvaginal para CFA, medida da largura vulvar e
amostragens de sangue para AMH. Os dados reprodutivos, e de contagem de
células somaticas (CCS) foram obtidos do DHIA no experimento 1 e nos
demais da EPAMIG. Os dados foram analisados por procedimentos do
SAS®, sendo normalizados quando necessario. Foram criadas classes de
largura vulvar, CFA ¢ de AMH para avaliar, via procedimentos GLIMMIX,
seus efeitos sobre fertilidade e CCS. Foram realizadas analises de regressao
simples (PROCREQG), andlise de regressao generalizada para testar efeitos de
classes de AMH, CFA, paridade e idade sobre varidveis reprodutivas,
produtivas e de CCS. No experimento 1, as concentracdes de AMH e CFA
foram positivamente correlacionadas nas ragas Holandés (r = 0,66; P <
0,0001) e Jersey (r = 0,68; P = 0,0005), respectivamente. Considerando-se
ambas as racgas, houve correlacdes positivas entre CFA e largura vulvar (r =
0,26; P = 0,02) e entre CFA ¢ AMH (r = 0,62; P < 0,0001). O intervalo de
parto (IDP) foi menor (P < 0,0001) na classe de AMH alto (352,68 + 4,13
dias) comparada com a de AMH baixo (379,69 + 5,38 dias), e também foi
menor (P < 0,05) na classe largura vulvar maior (372,47 + 4,85 dias)

comparada com a menor (359,52 + 4,57 dias). A CCS ¢ o nimero de



servigos por concepgdo nao foram influenciados pelas classes estudadas. No
experimento 2, o IDP ndo foi influenciado pela classe de AMH, mas foi
menor (P < 0,05) na classe de largura vulvar menor (418,96 + 3,17 dias)
comparada a maior (444,10 £+ 4,58 dias). A CCS (células/mL de leite) foi
maior (P < 0,05) para a classe de AMH baixo (187.813,00 £ 94,16 vs
409.951,00 + 117,57) e de largura vulvar menor (352.726,00 + 111,05 vs
218.284,00 £ 98,59). Houve correlagdo positiva (r = 0,53; P < 0,0001) entre
CFA e largura vulvar. No experimento 3 houve correlagdo (r = 0,51; P <
0,04) entre AMH e CFA na raga Gir. Em conclusdo, foram encontradas
relacdes entre as classes de AMH, CFA e de largura vulvar com
caracteristicas reprodutivas e saide da glandula mamaria, o que permite
considerar seu uso na selecdo de vacas de leite, apos mais estudos com

nameros maiores de animais.

Palavras chave: Vacas de leite. Contagem de células somaticas. Contagem

folicular antral. Genitalia externa.



ABSTRACT

In the selection of dairy cows, fertility is one of the most relevant aspects.
Resistance to infections and milk quality must be included with fertility in
selection programs. The objective was to evaluate the relations among antral
follicle count (AFC), anti-Miillerian hormone (AMH), mastitis and fertility
in taurine and zebu cows. In trial 1, carried out in Raleigh, NC-EUA, Jersey
(n = 22) and Holstein (n = 57) lactating cows were used. In experiments 2
and 3, 80 Girolando, and 39 Gir cows from EPAMIG were used. All cows,
with at least 20 days post-partum and a maximum of 28 days into gestation,
were ultrasounded to assess AFC, measured for vulvar width and blood
sampled for AMH. Reproductive and somatic cell count (SCC) were
obtained from DHIA and EPAMIG. Data were analyzed using SAS® (Cary,
NC- EUA) which were normalized when necessary. The effects of vulvar
width, AFC and AMH classes on fertility and mastitis-related (SCC) data
were evaluated through the GLIMMIX procedure with the proper pre-
defined distributions and transformations required. Simple (PROCREG) and
multivariate (JMP-SAS®, Cary, NC-EUA) procedures were used to
investigate relations among the variables. A generalized regression model
(JMP-SAS®, Cary, NC-EUA) was used to test the effects of AMH, AFC,
parity and age classes on reproductive and mastitis-related variables. In
experiment 1, AMH concentrations and AFC were positively correlated in
the Holstein (r = 0.66; P < 0.0001) and Jersey (r = 0.68; P = 0.0005) breeds,
respectively. Considering both breeds (n = 79) there were positive
correlations between AFC and vulvar width (r = 0.26; P = 0.02) and between
AFC and AMH (r = 0.62; P < 0.0001). Post-partum interval (PPI) was
shorter (P < 0.0001) in the high AMH class (352.68 + 4.13 days) compared
to the low AMH class (379.69 £ 5.38 days), and it was also longer (P < 0.05)
in the large (372.47 £+ 4.85 days) compared to the small (359.52 + 4.57 days)
vulvar width class. The classes studied in experiment 1 did not influence

SCC and the number of services per conception. In experiment 2, the calving



interval was not influenced by AMH class, but was shorter (P < 0.05) in the
small (418.96 + 3.17 days) compared to the large (444.10 £+ 4.58 days) vulva
class. Milk somatic cell count (cells/mL) was higher (P < 0.05) in the low
AMH class (187,813.00 = 94.16 vs 409,951.00 = 117.57) and in the small
vulva class (352,726.00 = 111.05 vs 218,284.00 + 98.59). There was a
positive correlation (r = 0.53; P < 0.0001) between CFA and vulva width. In
experiment 3 AMH and CFA were positively correlated (r = 0.51; P < 0.04).
In conclusion, some relationships among AMH, AFC and vulva width were
indicative of fertility and udder health, which sets grounds for possible
consideration in selection for dairy cows fertility, as long as, studies with

larger numbers of cows are done.

Key words: Dairy cows. Somatic cell counts. Antral follicle count. External

genitalia.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva ¢ essencial para os sistemas de producdo de
leite. Ao longo dos anos, vacas de leite tém sido alvo de melhoramento genético
para producdo, porém, muitas vezes, essa busca pela alta produtividade traz
consigo efeitos negativos na reprodugao.

A selegdo genética de gado de leite ndo foi direcionada para fenotipos
diretamente ligados a reproducdo. Como caracteristicas de funcionalidade
ovariana estdo ligadas a eficiéncia reprodutiva, a selecdo exacerbou a producao
de leite em detrimento da reprodugdo. Nesse sentido, a populagdo folicular antral
¢ um fendtipo de facil acesso estando caracterizado desde as fases iniciais de
desenvolvimento das fémeas de reposi¢do. Isso facilita a selecdo precoce de
fémeas com indicativo de fertilidade mais alta. E importante ressalvar que o
ideal seria que essas fémeas também fossem de alta produtividade. Desta forma,
o estabelecimento de relagdes positivas entre a produtividade e fertilidade é um
passo adicional importante para um direcionamento mais equilibrado do
melhoramento genético, com reflexos benéficos na lucratividade da exploracdo
leiteira.

Outra caracteristica importante ¢ a ligagdo entre a populacdo folicular
antral ¢ a concentragdo de hormonio anti-Miilleriano (AMH). Para fins de
selecdo genética precoce o AMH ¢é de grande valia, pois pode ser dosado em
bezerras. O estabelecimento de possiveis relagdes do AMH com produtividade
também pode adicionar subsidios para o melhoramento genético.

O estudo comparativo de caracteristicas reprodutivas entre Bos indicus e

Bos taurus e de suas possiveis ligagdes com producao € essencial para a selecao
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genética, principalmente para animais zebuinos, cujos estudos relacionados sdo
mais escassos.

O objetivo ¢ identificar possiveis relagdes entre contagem folicular
antral, concentracdes de AMH, morfometria da genitalia externa, mastite e
fertilidade em Bos taurus e Bos indicus.

Hipotetiza-se que contagens altas de foliculos, assim como largura
vulvar maior, sdo positivamente correlacionadas com concentragdes altas de

AMH, fertilidade e baixa ocorréncia de mastite em vacas Bos taurus e Bos

indicus.



17

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Genitéalia externa

A medida da rima vulvar ¢ o comprimento entre as comissuras dorsal e
ventral da fenda vulvar. A distincia entre as bordas laterais da vulva a partir do
ponto médio da rima em um angulo de 90 graus ¢ a largura vulvar (MESQUITA
etal., 2016).

Com o intuito de verificar um fendtipo facil de visualizar, os trabalhos a
seguir foram realizados medindo-se a largura vulvar e/ou rima vulvar de vacas,
tendo a hipoétese inicial desses trabalhos de que animais com vulva maior seriam
mais férteis.

Em animais da raca Tabapua a largura da vulva foi correlacionada
negativamente com intervalo de parto (IDP) e também animais com contagem
folicular antral (CFA) mais alta tiveram IDP mais curto (MACULAN et al.,
2018).

Um trabalho foi realizado com tratos genitais de animais de abatedouro,
sendo esses predominantemente cruzados Zebu/Holandés. A contagem folicular
antral foi menor em animais com largura vulvar grande quando comparada a
largura média e pequena. Em relagdo ao comprimento da rima vulvar ndo houve
diferenca na CFA (MESQUITA et al., 2016).

Diferentemente dos trabalhos acima citados, nos quais mediram-se rima
e largura, Gobikrushanth et al. (2017) tentaram correlacionar a distancia
anogenital (DAG) de vacas com algumas caracteristicas de interesse produtivo.
Foi observado que a DAG diferiu entre as classes de paridade (primeira, segunda
e terceira crias). Esses autores relataram que a distdncia anogenital e gestagdo a

primeira inseminacdo artificial (IA) foram negativamente relacionadas em vacas
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de primeira e segunda crias, ou seja, para cada aumento de uma unidade (mm)
de DAG, as chances de concepgdo a primeira IA caiam 3,4 e 2,4% para primeira
e segunda crias, respectivamente (P < 0,05).

Pode-se notar que poucos trabalhos foram realizados com medidas de
rima ou largura vulvares, sendo, portanto, necessario que mais pesquisas sejam
feitas com o objetivo de mostrar se essas medidas sdo eficientes ou ndo para

apontar animais mais férteis.

2.2 Contagem folicular antral

Foliculos antrais sdo os foliculos que apresentam antro bem definido,
sendo os maiores que um milimetro visiveis a imagem ultrassonografica
transvaginal. A contagem desses foliculos representa a contagem folicular antral
(CFA).

Existe grande variabilidade no numero de foliculos entre animais, porém
dentro do mesmo animal hd grande repetibilidade na contagem folicular
(BURNS et al., 2005; IRELAND et al., 2008).

Silva-Santos et al. (2014b) compararam animais Bos indicus (Nelore) x
Bos indicus-taurus (1/2 Nelore x Angus) e dividiram cada grupo genético em
alta CFA e baixa CFA e observaram apos 5 avaliagdes ultrassonograficas que
havia grande repetibilidade na contagem dos foliculos antrais. O numero de
foliculos pré-antrais das vacas Bos indicus-taurus com CFA alta foi maior (P <
0,05) que das vacas Bos indicus com CFA alta. Porém, esses autores nao
encontraram correlacdo significativa entre as populacdes de foliculos antrais e
pré-antrais.

As médias do numero de Complexos Cumulus Oophorus (CCOs)
recuperados e os odcitos viaveis foram maiores (P < 0,05) em doadoras cruzadas

Bos indicus-taurus (3/8 Nelore x 5/8 Hereford) com CFA alta em relagdo as
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fémeas de CFA baixa, e, consequentemente, essas fémeas de contagem alta
tiveram maiores (P < 0,05) nimeros de embrides totais produzidos (SILVA-
SANTOS et al., 2014a). Similarmente, Santos et al. (2016) relataram que vacas
Nelore com alta producdo de odcitos (que eram os animais considerados com
alta CFA) tiveram maior nimero de embrides viaveis quando comparadas com
as vacas de média e baixa CFA.

Um experimento foi realizado com novilhas Holandés, sendo que esses
animais foram divididos em trés grupos quanto ao nimero de foliculos > 3 mm
de didmetro: baixo (< 15 foliculos), médio (16-24) e alto (> 25). Vacas que
foram classificadas como novilhas do grupo alto tiveram menos (P < 0,02)
lactagdes comegadas e completadas do que as do grupo baixo. Em adi¢do, vacas
do grupo alto tiveram 180 dias a menos (P < 0,01) de vida produtiva no rebanho
comparadas as vacas do grupo baixo. As vacas do grupo alto tiveram 33% a
mais de probabilidade (P = 0,05) de serem descartadas ap6s o primeiro parto do

que vacas do grupo baixo (JIMENEZ-KRASSEL et al., 2017).

2.3 Hormonio anti-Miilleriano

O horménio anti-Miilleriano (AMH), também conhecido como
substancia inibidora Miilleriana ou ainda, antigeno anti-Miilleriano, é uma
glicoproteina que causa a regressdo dos ductos de Miiller no embrido macho. Na
fémea esses ductos dao origem ao sistema genital tubular, formado pelo tutero,
vagina e tubas uterinas (CATE et al., 1986). Nos machos esse hormonio ¢
produzido pelas células de Sertoli (JOSSO, 1973) e nas fémeas, pelas células da
granulosa (VIGIER et al., 1984).

A expressao do AMH em fémeas ocorre somente pelas células da
granulosa de pequenos foliculos em crescimento (pré-antrais e pequenos antrais)

ndo atrésicos em ratas e camundongos fémeas. Sua expressao s6 comega apos 0s
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foliculos primordiais serem recrutados para o pool crescente (BAARENDS et
al., 1995). As células da granulosa de grandes foliculos pré-antrais e pequenos
foliculos antrais sdo as que expressam com maior intensidade o AMH. No
entanto, da fase antral em diante, ha o desaparecimento da expressao de AMH,
havendo auséncia em foliculos pré-ovulatorios e corpo liteo, assim como ha
também o desaparecimento em foliculos atrésicos (GRUIJITERS et al., 2003;
BAARENDS et al., 1995).

McGee & Hsueh (2000) propuseram duas designagdes para explicar o
recrutamento dos foliculos ovarianos: a primeira foi chamada de recrutamento
inicial, no qual alguns foliculos primordiais sdo estimulados por fatores intra-
ovarianos e/ou outros fatores ndo conhecidos a iniciarem o crescimento, sendo
que os demais foliculos continuam quiescentes por meses ou anos. Esse
recrutamento comega apos a formagao do foliculo ja na vida fetal e continua ao
longo da vida; a segunda, denominada recrutamento ciclico, comeca apds o
inicio da puberdade, sendo o aumento do FSH circulante essencial em cada ciclo
reprodutivo para ndo deixar que um grupo de foliculos antrais entre em atresia.

A expressdo do AMH em ovarios de ratas e camundongos fémeas se da
logo apos o recrutamento inicial, continuando durante o crescimento do foliculo
até o ponto de recrutamento ciclico, sugerindo entdo um papel relevante do
AMH no desenvolvimento folicular (GRUIJTERS et al., 2003). Esses autores
ainda mostraram, em um estudo com camundongos fémeas, que o AMH inibe o
recrutamento de foliculos primordiais e diminui a sensibilidade ao FSH de
grandes foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais. Esse achado corrobora
o trabalho de Durlinger et al. (1999), no qual os camundongos fémeas com
ovarios nulos de AMH nas fases pré-puberal (25 dias de idade) e idade adulta (4
meses de idade) tinham mais foliculos em crescimento do que suas irmas de
ninhada com ovarios com expressio de AMH normal. Isso implica que mais

foliculos primordiais sdo recrutados no pool de crescimento na auséncia de
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AMH. Porém, foi observado que na idade adulta (4 e 13 meses) existiam menos
foliculos primordiais nas fémeas com auséncia de AMH do que nas fémeas com
AMH normal. Isso leva a crer que o AMH previne a deplecdo precoce do pool
de foliculos ovarianos quando hd a inibicdo do recrutamento inicial
(GRUITERS et al., 2003).

Em rela¢do ao recrutamento ciclico, a inibi¢do provocada pelo AMH
serve para controlar a quantidade de foliculos grandes pré-antrais e foliculos
pequenos antrais que vao crescer e podem se tornar foliculos pré-ovulatorios
(GRUITERS et al., 2003).

Em mulheres, ja foram encontrados resultados divergentes em relacdo as
concentracdes de AMH durante o ciclo ovariano. Hehenkamp et al. (2006) nao
encontraram diferengas durante o ciclo menstrual normal. Por outro lado, as
concentracdes de FSH, LH e estradiol variaram significativamente ao longo do
ciclo estral, como esperado. No entanto, Sowers et al. (2010) observaram
diferengas significativas ao longo do ciclo menstrual.

Em bovinos, sabe-se que nd3o existe variagdo significativa nas
concentracdes de AMH ao longo do ciclo estral, possibilitando entdo trabalhar
com somente uma amostra de sangue de cada animal retirada em qualquer fase
do ciclo (IRELAND et al.,, 2008; RICO et al.,, 2009). Corroborando esses
autores, Ribeiro et al. (2014) coletaram duas amostras de sangue de vacas de
leite, uma no dia 7 do ciclo estral, outra no dia 15, e observaram que as
concentracdes de AMH das duas amostras foram correlacionadas positivamente,
ndo havendo diferenga em relagdo ao dia da coleta.

Souza et al. (2015), em vacas de leite de alta produgdo, constataram que
ndo houve variagdo nas concentragdes de AMH ap6s trés coletas de sangue em

dias diferentes do ciclo estral.
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2.4 Atuagio do AMH em técnicas de reproduciio assistida como

marcador de reserva

O horménio anti-Miilleriano (AMH) ¢ um marcador enddcrino,
relativamente novo, que tem sido estudado, principalmente em mulheres, como
marcador de resposta ovariana, mas jd abrange outras espécies, inclusive
bovinos (VAN ROOIJ et al., 2002; HAZOUT et al., 2004; IRELAND et al.,
2008; RICO et al., 2009).

E de grande importancia ressaltar que, a contagem folicular antral (CFA)
¢ positiva e altamente relacionada a concentragdo de AMH (IRELAND et al.,
2008).

Este hormoénio tem sido associado a técnicas de reprodugdo assistida.
Em um estudo com fertilizagao in vitro (FIV), mulheres (n = 48) foram divididas
em responsivas pobres (< 4 odcitos), normais (entre 4 ¢ 8 06c¢itos), boas (entre 9
e 16 oobcitos) e altas (> 16 oocitos). As concentragdes séricas de AMH foram
significativamente mais baixas para as responsivas pobres e mais altas para as
altas. O grupo de responsivas pobres teve numero de foliculos > 16 mm menor
do que os outros grupos, enquanto que o grupo de responsivas altas foi maior do
que os demais grupos. A quantidade de odcitos também foi baixa para as pobres,
assim como foi alta para as altas. A concentracdo de AMH foi correlacionada
positivamente com a recuperacdo de oocitos. A taxa de gestagdo foi de 12,5%
para as pobres e de 60% para as altas (P < 0,05). Com esses resultados, nota-se
que o AMH ¢ um bom marcador de reserva ovariana, tendo em vista que as
mulheres com maior concentragdo desse horménio tiveram mais foliculos > 16
mm, mais o0citos recuperados e maior taxa de gestacdo (La MARCA et al.,
2007).

Segundo Rico et al. (2009), as concentragdes de AMH no plasma podem

servir como marcador de resposta ovariana em vacas submetidas ao tratamento
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de superovulagdo para produgdo de embrides in vivo. Esses autores relataram
que as vacas que tinham maiores concentragdes desse hormonio tiveram maiores
respostas folicular e ovulatéria ao tratamento, porém as vacas com baixas
concentracdes tiveram pouca resposta. O AMH foi correlacionado positivamente
com o numero de foliculos pequenos (3 - 5 mm) e médios (5 - 7 mm) antes do
tratamento, e com os grandes foliculos (> 7 mm) no momento do estro (quando
ja havia sido feito o tratamento), assim como o niimero de foliculos grandes no
momento do estro foi correlacionado de forma positiva com o nimero de corpos
luteos (CLs) na fase lutea (sete dias apds o estro).

Guerreiro et al. (2014) observaram correlagdo positiva entre a
concentracdo plasmatica de AMH e o numero de foliculos, os complexos
cumulus oocitos (CCOs) totais recuperados, os CCOs viaveis e a producdo in
vitro (PIV) de embrides em vacas Holandés (B. taurus) e Nelore (B. indicus)
doadoras. Como mostrado em humanos, o AMH em bovinos também ¢ sugerido
como marcador endocrino e possivelmente bom preditor para produgdo in vitro
de embrides.

Muitos estudos tém sido realizados nas ultimas décadas na tentativa de
predizer a eficiéncia reprodutiva. Sabe-se que muitos autores ja fizeram estudos
com varios hormonios, como, progesterona, FSH, LH, tentando associa-los de
uma forma precisa a fertilidade, porém alguns autores tém encontrado resultados
promissores com o hormoénio anti-Miilleriano. Nesse contexto, Ribeiro et al.
(2014) encontraram associagdo positiva entre AMH e fertilidade em vacas de
leite. Vacas com menores taxas de gestacdo e maiores perdas gestacionais entre
30 e 65 dias de gestacdo tinham menor concentragdo de AMH no plasma
sanguineo. Ao fim da estagdo de monta, as vacas que falharam em se tornarem
gestantes tinham menor concentragdo de AMH em relagdo as vacas que ficaram

prenhes.
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Medidas da concentragdo de AMH e ultrassonografias em série com o
objetivo de determinar o pico da contagem folicular sdo importantes, pois
representam um método simples para predizer com seguranga o numero relativo
de oo6citos saudéaveis e foliculos nos ovarios de vacas jovens adultas de idades
semelhantes (IRELAND et al., 2008).

Outro ponto importante do AMH ¢ a possibilidade de predizer a vida
produtiva no rebanho. Com o objetivo de indicar se uma medida tinica de AMH
em novilhas leiteiras é preditivo para o desempenho de vida util subsequente,
sobrevivéncia e longevidade no rebanho, o sangue de novilhas Holandés de 11 a
15 meses foi retirado, € os animais que ndo foram descartados do rebanho
tiveram duas lactagdes e iniciaram a terceira lactagdo apds o parto. Os dados de
desempenho e saude dos animais foram registrados durante o tempo do estudo.
Foi observado que o quartil de novilhas com a concentragdo mais baixa de
AMH, teve, em média, vida produtiva mais curta no rebanho, reduzida taxa de
sobrevivéncia apds o nascimento no primeiro parto, menor producdo de leite na
primeira lactagdo, menor percentagem total de vacas prenhes (ao longo de todas
as lactagdes), maior taxa de descarte por reproducdo ruim (primeira lactagdo)
comparado com os animais de mesma idade no rebanho com maior concentracao
de AMH. Sendo assim, pode-se dizer que o0 AMH pode ser util como marcador
para melhorar a longevidade de vacas leiteiras no rebanho e para predizer a

eficiéncia reprodutiva dessas fémeas (JIMENEZ-KRASSEL et al., 2015).

2.5 Saude da glandula mamaria e reproducio

As células somaticas s@o células de defesa que tém origem no sangue e
sdo comumente encontradas no leite de vacas leiteiras. A contagem dessas
células chama-se contagem de células somaticas (CCS) e ¢ realizada

periodicamente nos rebanhos. A infec¢do da glandula mamaria esta relacionada
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com CCS alta (> 200.000 células/mL). O artificio de fazer essa contagem ¢ um
bom marcador para sinalizar mastite nos animais (CARAVIELLO et al., 2005).

Ja foi mostrado em varios estudos que a mastite pode afetar a
reproducdo e a fertilidade dos animais. Vacas com mastite tiveram duas vezes
mais chance de ter o intervalo de estro alterado (ciclo < que 18 dias ou > que 24
dias) em comparacdo as suas companheiras de rebanho que ndo apresentavam
mastite (MOORE et al., 1991).

A mastite clinica no inicio da lactagdo pode provocar impactos negativos
na reproducdo de vacas leiteiras. Vacas em inicio de lactagdo diagnosticadas
com mastite antes da primeira IA podem ter nimero maior (P < 0,01) de dias
para ter a primeira insemina¢do do que vacas diagnosticadas entre a primeira IA
e a gestagdo, vacas diagnosticadas apds a gestagdo ou vacas sem mastite. O
nimero de inseminag¢des também pode ser afetado pela mastite clinica, sendo
que as fémeas com mastite apos a primeira [A tiveram maior nimero de
inseminagdes por concepcdo do que os outros grupos (BARKER et al., 1998).

Corroborando o estudo anterior, a mastite diminui a eficiéncia
reprodutiva de vacas leiteiras, tanto sendo diagnosticada antes da primeira 1A
pos-parto, quanto depois da primeira IA. Taxa de concepcdo diminuida, mais
dias em aberto e maior incidéncia de abortos foram observacdes referentes a
reproducdo nesse estudo como consequéncia da mastite (SANTOS et al., 2004).

Ha ainda poucos estudos sobre a relacdo da mastite com o hormoénio
anti-Miilleriano. Porém, Ireland et al. (2010) realizaram um estudo em novilhas
de 12 meses no qual uma tnica amostra de sangue foi retirada de cada animal.
Adicionalmente, o tamanho dos ovarios e a CFA foram feitas por meio de
ultrassonografia. O tamanho ovariano e a contagem folicular foram altamente
correlacionados com o AMH (P < 0,001). Foi observado que filhas de vacas que
apresentaram de 4 a 5 medidas de contagem de células somaticas acima de

200.000 tiveram destacadamente menores concentra¢cdes de AMH (P < 0,02) do
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que as filhas de vacas que tiveram de 0 a 3 medidas. Também, as vacas de 4 a 5
medidas tenderam a ter menor produgao de leite (P < 0,09) do que as vacas de 0
a 3 medidas e eram 2 anos mais velhas (P < 0,01; 6,1 vs 4,4 anos). Esses autores
mostraram que, apesar de ndo ser algo bem esclarecido ainda, vacas mais velhas
com infec¢cdo mamaria crénica t€m, ndo somente menor producao de leite, como
também tém suas filhas com reserva folicular diminuida e AMH mais baixo,
podendo essas filhas terem desempenho reprodutivo prejudicado.

Portanto, face a esses resultados indicativos de possivel relagdo do
hormoénio anti-Miilleriano com a mastite em vacas, mais estudos sdo necessarios

e justificaveis.
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Relag6es entre contagem folicular antral (CFA), hormonio anti-

Milleriano (AMH), mastite e fertilidade em bovinos

RESUMO

O objetivo foi avaliar relagdes entre CFA, AMH, mastite e
fertilidade em racas leiteiras. No experimento 1, foram utilizadas 79 vacas
Jersey (22) e Holandés (57). Nos experimentos dois e trés, foram
utilizadas 80 vacas Girolando e 39 Gir, respectivamente. Dados
reprodutivos e de mastites foram obtidos do DHIA (Raleigh, NC, EUA)
no experimento 1 e nos demais da empresa EPAMIG-MG, Brasil. Dados
foram analisados por procedimentos do SAS® (Cary, NC, EUA). No
experimento 1 houve correlacbes positivas entre CFA e largura vulvar (r
=0,26; P = 0,02) e entre CFA e AMH (r = 0,62; P < 0,0001). O intervalo
de parto (IDP) foi menor (P < 0,0001) na classe de AMH alto (352,68 +
4,13 d) comparado com a de AMH baixo (379,69 + 5,38 d), e também foi
menor (P < 0,05) na classe de largura vulvar maior (359,52 + 4,57d)
comparada com a menor (372,47 £+ 4,85d). No experimento 2 o IDP foi

menor (P < 0,05) na classe de largura vulvar menor (418,96 + 3,17d)
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comparada a maior (444,10 + 4,58d). A CCS (células/mL) foi maior (P <
0,05) para a classe de AMH baixo (187,813 + 94,16 vs 409,951 + 117,57)
e de largura vulvar menor (352,726 + 111,05 vs 218,284 + 98,59). Houve
correlagéo positiva (r = 0,53; P < 0,0001) entre CFA e largura vulvar. No
experimento 3 houve correlacdo (r = 0,51; P < 0,04) entre AMH e CFA.
Em conclusdo, foram encontradas relacGes entre as classes de AMH, CFA
e de largura vulvar com caracteristicas ligadas a reproducao e salde da
glandula mamaria.

Palavras chave: Bovinos de leite; Contagem folicular antral; Largura

vulvar

1. Introducéo

Ao longo dos anos, vacas de leite tém sido alvo de melhoramento
genético para producdo, trazendo efeitos negativos na reproducdo. O
intervalo de parto é o parametro mais determinante da fertilidade dos
rebanhos.

Existe grande variabilidade no nimero de foliculos entre animais,
porém, dentro do mesmo animal, ha grande repetibilidade (Burns et al.,

2005; Ireland et al., 2008).
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O AMH é uma glicoproteina que causa a regressdao dos ductos de
Muiiller no embrido macho. Na fémea, esses ductos dao origem ao sistema
genital tubular (Cate et al.,, 1986). Nos machos, esse hormonio é
produzido pelas células de Sertoli (Josso, 1973) e nas fémeas, pelas
células da granulosa (Vigier et al., 1984).

A expressdo do AMH nas fémeas ocorre somente pelas células da
granulosa de pequenos foliculos em crescimento (pré-antrais e pequenos
antrais) nao atrésicos em ratas e camundongos fémeas. Sua expressao s
comeca ap6s os foliculos primordiais serem recrutados para o pool
crescente (Baarends et al., 1995). As células da granulosa de grandes
foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais sdo as que expressam
com maior intensidade o0 AMH, no entanto, ha auséncia da expressdo de
AMH em foliculos pré-ovulatérios e corpo luteo, assim como ndo ha
também expressdo em foliculos atrésicos (Gruijters et al., 2003; Baarends
etal., 1995).

Em bovinos nédo existe variacdo significativa nas concentracdes de
AMH ao longo do ciclo estral, possibilitando ent&o, trabalhar com
somente uma amostra de sangue de cada animal (Ireland et al., 2008; Rico

et al., 2009).
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As células somaticas sdo células de defesa que tém origem no
sangue e sdo encontradas no leite. A contagem de células somaticas
(CCS) ¢ realizada periodicamente nos rebanhos. A infeccdo da glandula
mamaria esta relacionada com CCS alta (>200.000c¢lulas/mL), sendo bom
marcador para mastite (Caraviello et al., 2005).

Ha& ainda poucos estudos sobre a relacdo da mastite com o AMH.
Porém, Ireland et al. (2010) realizaram estudo em novilhas de 12 meses
em amostra Unica de sangue. O tamanho dos ovéarios e a CFA foram
altamente correlacionados com o AMH (P < 0,001). Filhas de vacas com
4 a 5 medidas de CCS acima de 200.000 tiveram menores concentracdes
de AMH (P < 0,02) do que as filhas de vacas com 0 a 3 medidas.

A medida da rima vulvar é o comprimento entre as comissuras
dorsal e ventral da fenda vulvar. A distancia entre as bordas laterais da
vulva a partir do ponto médio da rima em um angulo de 90 graus é a
largura vulvar (Mesquita et al., 2016).

Com o intuito de verificar um fenotipo facil de visualizar,
trabalhos foram realizados medindo-se a largura vulvar e/ou rima vulvar
de vacas, hipotetizando-se que animais com vulva maior seriam mais

férteis.
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O objetivo é identificar possiveis relagcdes entre contagem folicular
antral, concentracfes de AMH, morfometria da genitalia externa, mastite
e fertilidade em Bos taurus e Bos indicus.

Hipotetiza-se que contagens altas de foliculos, assim como largura
vulvar maior, sdo positivamente correlacionadas com concentracdes altas
de AMH, fertilidade e baixa ocorréncia de mastite em vacas Bos taurus e

Bos indicus.

2. Material e Métodos
2.1. Localizacao

O experimento 1 foi realizado na Unidade Educacional Leiteira da
Universidade Estadual da Carolina do Norte (DEU — NCSU), em Raleigh,
Carolina do Norte, Estados Unidos. Os experimentos 2 e 3 foram
realizados nas Unidades Experimentais da EPAMIG de Prudente de

Morais-MG e de Uberaba-MG, Brasil, respectivamente.

2.2. Animais
No experimento 1 foram utilizadas vacas primiparas e multiparas

em lactacdo das ragas Holandés (n = 57) e Jersey (n = 22) com escore de
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condicdo corporal entre 2,5 e 4,0 (1,0 magra — 5,0 obesa) com idade
média de 3,60 + 0,20 anos (2,0 — 9,0 anos), com producdo média de leite
de 15.559,33 + 773,10 kg (305 dias). As vacas eram mantidas em
freestall, alimentadas uma vez ao dia (TMR) e ordenhadas duas vezes ao
dia. Eventualmente, as vacas eram soltas em piquetes. A alimentacdo
variava ao longo do ano sendo os principais componentes as silagens de
milho e de sorgo, semente e casca de algodao, polpa citrica, soja, gluten
de milho, feno triturado, 4gua, fuba de milho e mistura mineral.

No experimento 2 foram utilizadas vacas cruzadas (n= 80)
Girolando criadas em regime semi-intensivo (pastagem de Brachiaria
com concentrado na hora da ordenha e suplementadas com silagem de
milho na época da seca), sendo ordenhadas 2 vezes ao dia. A producdo
média diaria de leite era de 10,11 + 0,06 kg com idade e condicdo
corporal variando de 2 a 8 anos e 3,0 a 4,5 (1,0 magra — 5,0 obesa),
respectivamente. A paridade média foi de 4,0 + 0,04 partos.

No experimento 3, vacas Gir leiteiro (n = 39) criadas em regime
semi-intensivo com manejo e caracteristicas produtivas semelhantes ao

experimento 2.
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2.3. Procedimentos experimentais
1) Estadio Reprodutivo

Em todos os experimentos os animais foram incluidos no estudo
com no minimo 20 dias pos-parto e no maximo 28 dias de gestacao, assim

como, ndo apresentando sinais de estro e/ou descargas vaginais anormais.

2) Contagem Folicular Antral (CFA)

Em todos os experimentosforam contabilizados os foliculos
ovarianos, em tempo real, com antro visivel ao exame ultrassonografico,
usando a unidade Aloka SSD 500 e transdutor transvaginal convexo de
7,5 MHz, conforme descrito anteriormente (Mesquita et. al., 2016). As
sessOes de ultrassonografia (US) foram realizadas uma vez para cada
animal. A soma da contagem folicular dos dois ovarios foi utilizada para a
determinacdo da CFA total para as analises. Apds a submissdo das
contagens a andlise de distribuicdo de frequéncia (PROCUNIVARIATE),
as seguintes classes foram estabelecidas: no experimento 1: CFA baixa-
<17 e CFA alta- >17 foliculos antrais; no experimento 2: CFA baixa- <25
e CFA alta- >25 foliculos antrais, e no experimento 3: CFA baixa- <33 e

CFA alta- >33 foliculos antrais.
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3) Largura Vulvar

A largura vulvar (LV) dos animais foi medida por um
paquimetro, segundo Mesquita et al. (2016). Para analises foram
estabelecidas as seguintes classes: no experimento 1: LV pequena- <7 cm
e LV grande- >7 cm; no experimento 2: LV pequena- <6,7 cm e LV
grande- >6,7 cm, e no experimento 3: LV pequena- <9,5 cm e LV grande-

>9,5cm.

4) Determinacao do AMH

No experimento 1, o sangue dos animais foi coletado da veia
coccigea para determinacdo do AMH. As amostras foram mantidas
refrigeradas e centrifugadas (3000 x g, 10 min) dentro de 6 horas ap06s
coleta. O soro foi congelado a -20°C em criotubos até 0 momento de
envio para um laboratorio comercial (MOFA, Endocrinology lab.
MountHoreb, WI- EUA) para o ensaio de AMH. No experimento 2 o
AMH néo foi dosado. No experimento 3, as amostras foram obtidas e
preparadas para o envio de maneira semelhante ao experimento 1, tendo

sido encaminhadas para um laborat6rio comercial (Kit DSL, Werner, TX
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EUA; GENESE, Séo Paulo, Brasil). As concentracfes de AMH foram
determinadas por um ensaio de ELISA devidamente validado (Bovine
AMH test Kit 21700/1000). Em apenas um ensaio para cada experimento,
os coeficientes de variacdo intra-ensaio situaram-se entre 1,8 a 2,8% nos
experimentos 1 e 3. Apos submissao das concentracGes de AMH a analise
de distribuicdo de frequéncia (UNIVARIATE), as seguintes classes foram
estabelecidas: No experimentol- AMH baixo- <150 pg/mL e AMH alto-
>150 pg/mL; Experimento3- AMH baixo- <0,3 ng/mL e AMH alto- >0,3

ng/mL.

5) Contagem de Células Somaticas

No experimento 1, apds a remoc¢do dos primeiros jatos, as tetas
foram limpas com swabs descartaveis impregnados em alcool
(Sagroseptwipes; SchulkeandMayr, Sheffield, UK) antes da coleta de uma
amostra do fluxo intermediario de leite transferida para tubos estéreis
universais de 25 mL para cada teto (BibbySterilin, Staffs, UK). As
amostras de leite foram enviadas ao laboratério do DHIA apds
conservadas a 4°C por menos de 24h. Amostras mensais foram

examinadas para CCS usando um contador Coulter (CoulterCounter ZM;
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BeckmanCoulter, Buckinghamshire, UK Mofa Global; MountHoreb,
Wisconsin, EUA). Para as analises estatisticas dos experimentos 1 e 2
foram estabelecidas as seguintes classes de CCS: Baixa- <200.000 e alta-
>200.000 células somaticas/mL de leite.

A maquina foi calibrada para CCS bovina de acordo com 0s
métodos recomendados pela International Dairy Federation. Em resumo,
as amostras de 10 mL foram fixadas em solucdo de formaldeido a 3,5% e
diluidas a 1:400 em solucdo salina tamponada isotdnica (Lechesol;
Apertech, Bedfordshire, UK), e uma aliquota de 0,5 mL foi
subsequentemente usada para a determinacdo da CCS. Para corrigir em
funcdo da diluicdo da amostra, o0 niumero de CCS/mL foi obtido pela
multiplicacdo por 800 ([(SCC bruta x 400)/500] x 1000).

No experimento 2, as amostras de leite para a contagem de células
somaticas (CCS) foram armazenadas em frascos plasticos com
conservante Bronopol®, devidamente identificados. Em seguida, as
amostras foram colocadas em isopor contendo gelo reciclavel e enviadas
para o Laboratdrio de Qualidade do Leite da EMBRAPA Gado de Leite,
onde a determinacdo da CCS foi realizada pelo método de citometria de

fluxo. O equipamento utilizado foi Somacount 300 da marca Bentley®.
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As contagens de CCS periddicas (minimo de 4 e maximo de 10 por
animal) de 1-5 lactagdes foram utilizadas para o calculo do valor médio
que foi o valor analisado. A definicdo de ocorréncia de mastite clinica foi
de acordo com os valores recomendados pelo DHIA (contagens >

200.000 células somaticas/mL de leite).

6) ldade
No experimento 3 foram estabelecidas duas classes de idade para
avalicdo de seu efeito sobre o intervalo de partos (IDP) e a idade ao

primeiro parto (IPP): Baixa: <8,6 e Alta: >8,6 anos.

7) Manejo reprodutivo

As vacas foram submetidas a procedimentos rotineiros de
reproducdo em cada unidade, tais como inseminacdo artificial (IA) em
tempo fixo ou com estro natural e as seguintes varidveis foram
registradas: intervalo de partos, nimero de servicos por concepcao,
intervalo do primeiro ao ultimo servico, taxa de gestacdo aos 30 e 60 dias
pos 1A e perdas embrionarias de 30 a 60 dias. No experimento 1 os dados

reprodutivos e produtivos foram extraidos do banco de dados do DHIA,
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sendo a base de dados da ABCZ utilizada nos experimentos 2 e 3, assim

como de dados das préprias unidades experimentais.

2.4. Analises estatisticas

Em delineamento totalmente casualizado os animais foram
alocados para as classes de CFA, AMH e largura vulvar de acordo com
suas distribuicdes de frequéncia, sendo os efeitos dessas classes sobre a
reproducdo e CCS avaliados pelo procedimento GLIMMIX do SAS.
Foram também avaliados os efeitos de raca sobre a CFA, CCS, AMH e
largura vulvar.

Todas as analises foram realizadas pelos pacotes estatisticos SAS®
e JMP® (Cary, NC, EUA). Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de distribuicdo pelo procedimento UNIVARIATE e
ajustados para se adequarem as analises especificas. Esse mesmo
procedimento foi utilizado para a criacdo de classes de CFA, largura
vulvar e AMH, que foram estabelecidas para avaliar o desempenho
reprodutivo e status da glandula mamaria dependente da CCS (ocorréncia
de mastite e CCS propriamente dita). O efeito de raca sobre a largura

vulvar e CFA foi submetido a analise de variancia pelo procedimento
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GLM e as médias comparadas pelo teste t de student. O procedimento
REG foi utilizado para analisar a relacdo entre AMH e CFA. Os efeitos
fixos das classes de AMH, CFA e largura vulvar sobre as variaveis IDP,
CCS, ocorréncia de mastite e nimero de servigos por concepcao foram
determinados pelo procedimento GLIMMIIX ap6s a pré-definicdo da
natureza da distribuicdo e/ou transformacdo e normalizacdo da variavel
resposta. O termo de erro foi animal dentro de cada classe. As diferencas
entre as medias foram consideradas significativas com P < 0,05 e

tendéncias com P < 0,10.

3. Resultados e Discusséo
Experimento 1

A largura vulvar foi normalmente distribuida para as racas
Holandés e Jersey, sendo os valores de P no teste de Shapiro-Wilk de
0,14 e de 0,56, respectivamente. A média, mediana, moda e intervalo da
largura vulvar para a raca Holandés foram 6,78, 6,50, 6,00 cm e de 4,00 a
10,00 cm; e para a raga Jersey foram 6,59, 6,75, 7,00 e de 4,5 a 9,0 cm,
respectivamente. Comparados com ragas zebuinas em estudos prévios

(Mesquita et al., 2016), esses valores sdo inferiores, além de indicarem
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menor variabilidade, sendo possivel que indiqguem a consequéncia de
selecdo para tipo muito anterior em racas europeias, levando a populacdes
mais homogéneas quanto a aspectos de morfologia exterior com possiveis
reflexos na genitalia interior. Apesar da diferenca de porte entre as racas
Jersey e Holandés, as medidas médias de largura vulvar nao diferiram (P
= 0,57), em funcdo de coeficientes de variacao igualmente préximos de
20,58 e 17,46% para Holandés (6,78 + 0,18) e Jersey (6,59 + 0,28) para
amostras relativamente reduzidas de 57 e 22 vacas, respectivamente.
Considera-se importante relatar e discutir dados de distribuicdo dessa
variavel uma vez que &, para nosso conhecimento, a primeira descricéo da
mesma nessas racas. A hipdtese é a de que essa medida, de facil execucao
e acesso, reflita o tamanho da genitalia interna, principalmente ovarios, e
com isso estabeleca-se uma relacdo com a funcionalidade dos mesmos,
baseando-se em evidéncias anteriores (Mesquita et al., 2016); embora
nesse estudo, medidas de genitalia interna ndo tenham sido tomadas por
gue demandaria um tempo incompativel com a intervencdo no manejo de
rebanhos em atividades de producao.

As concentracbes de AMH e CFA foram positivamente

correlacionadas nas ragas Holandés (r = 0,66; P < 0,0001) e Jersey (r =
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0,68; P = 0,0005), respectivamente (Figuras 1 e 2). Sabe-se que em
bovinos a CFA e concentragdo de AMH tém correlacdo positiva (Ireland
et al., 2008). Corroborando os resultados acima, Baldrighi et al. (2014)
também encontraram correlagdo positiva para a raca Holandés. Esses
achados reforcam os dados revisados quanto a ligacdo clara entre as
concentracdes de AMH e uma caracteristica indicativa de superioridade
reprodutiva via funcionalidade ovariana, sendo essa relacdo ligeiramente
mais alta na raca Jersey, cujo efeito de heterose com a raca Holandés

melhora a fertilidade em relacdo a essa Gltima (Buckley et al., 2014).
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Figura 1. Relacdo entre concentragdo sérica de antigeno anti-Mdlleriano
(AMH-pg/mL) e contagem folicular antral (CFA) para a raca Holandés
(n=57).
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Figura 2. Relacdo entre concentracdo sérica de antigeno anti-Mdlleriano
(AMH-pg/mL) e contagem folicular antral (CFA) para a raga Jersey
(n=22).

Houve diferenga significativa (P< 0,02) na média de concentracdo
de AMH entre os dois grupos genéticos, sendo que para a raca Jersey
(0,24 = 0,03 ng/ml) foi maior que para a raca Holandés (0,16 = 0,02
ng/ml). Em outro estudo vacas Jersey também tiveram concentracdes de
AMH maiores (P <0,05) do que Holandés (Ribeiro et al., 2014).

Considerando as vacas de ambas as ragas (n = 79), foi encontrada

correlagéo positiva entre CFA e largura vulvar (r = 0,26; P = 0,02) e entre
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CFA e AMH (r = 0,62; P < 0,0001). Quando foram observadas as racgas
separadamente, houve uma tendéncia (r = 0,25; P < 0,06) entre CFA e
largura vulvar para Holandés, porém para Jersey ndo houve correlacdo. O
motivo pelo qual ndo houve correlacdo para Jersey pode ser ligado ao
nimero baixo de observacBes para essa raca (n = 22), pois, conforme
relatado anteriormente nesse estudo, a natureza de distribuicdo e de
valores das medidas amostradas das duas ragas sdo bastante semelhantes,
em que pese a diferenca de porte. Mesquita et al. (2016) encontraram, na
raca Tabapud, correlacdo positiva entre CFA e largura de vulva relativa,
ou seja, animais com maior contagem tinham também maior largura. A
diferenca, é que no trabalho citado foi realizada medida relativa, na qual a
largura vulvar foi dividida pelo peso corporal do animal, como uma
compensacdo pela variabilidade no porte dos animais daquela raca. Fica
notavel, entdo, que é possivel que a raca Holandés apresente uma relacéo
mais direta entre tamanho vulvar e da genitalia interna, principalmente
ovarios.

Em relagdo a reproducdo, o intervalo de parto (IDP) foi menor nas
classes de AMH alto e largura vulvar alta em relagdo as baixas (Tabela 1).

Quanto as ragas, ndo houve diferenca no IDP. O IDP foi mais alto na
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classe de CFA alta. O numero de servicos por concepcdo foi semelhante
entre as caracteristicas estudadas (Tabela 1). Corroborando com esse
achado de IDP como medida de fertilidade, Ribeiro et al. (2014) também
encontraram diferenca para o0 AMH baixo em vacas lactantes, sendo que
esses animais tiveram maiores perdas gestacionais entre 30 e 65 dias,
assim como as vacas que ndo ficaram prenhes ao fim da estacdo de monta
também tinham AMH mais baixo quando comparadas as vacas que
ficaram gestantes. Ainda, novilhas com AMH mais baixo tiveram menor
vida produtiva no rebanho do que novilhas com AMH mais alto, sendo
essas fémeas com AMH menor, consideradas menos férteis (Jimenez-
Krassel et al., 2015). Essa € a segunda vez que foi relatado efeito positivo
entre IDP e largura vulvar. Maculan et al. (2018), em fémeas zebuinas de
corte, encontraram correlacdo negativa entre largura vulvar e IDP, isto €,
animais com maior largura tinham IDP menor. Os achados desses autores
ajudam a suportar a hipétese do presente trabalho, ligando largura vulvar
a animais com melhor eficiéncia reprodutiva. Contrariamente aos achados
na literatura (Oliveira et al., 2002) em que o efeito de CFA foi positivo

para IDP, ou seja, as vacas com maior nimero de foliculos tinham IDP
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menor, no presente experimento o efeito de CFA foi negativo para IDP,
esperava-se que animais com IDP menor tivessem CFA mais alta.

Em relacdo a saude da glandula mamaria, tanto para contagem de
células somaticas (CCS) quanto para mastite, ndo foram encontradas
diferencas entre as classes de AMH, raca, CFA e largura vulvar. Esses
resultados contestam a hipotese proposta de que as medidas de AMH,
raca, CFA e largura vulvar estejam relacionadas com mastite, e que
seriam uma forma de estabelecer uma ligacdo entre reproducdo e
infeccdes intra-mamarias. Diferentemente do presente experimento, no
qual o IDP como medida direta de fertilidade ndo foi diferente entre as
racas Holandés e Jersey, e também ndo houve diferenca entre essas racas
para casos de mastite, Washburn et al. (2002) encontraram, como medida
de fertilidade, maiores taxas de concepc¢do e maior porcentagem de vacas
gestantes em 75 dias (periodo correspondente a estacdo de monta naquela
fazenda) nas vacas Jersey. Também, as vacas da raca Holandés tiveram o
dobro de casos de mastite clinica do que as Jersey. Alguns estudos que
estabeleceram ligacOes entre reproducdo e infecgdes intra-mamaérias sao
relativas a viabilidade de ovdcitos e embrides produzidos in vitro

(Rahman et al., 2012; Roth et al., 2013). Além disso, em um estudo foram
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utilizadas infecgdes produzidas artificialmente, resultando em aumento da
PGF2a, que potencialmente pode piorar indices reprodutivos, tais como
taxa de concepcdo e morte embrionaria (Hockett et al., 2000). No
presente, a mastite analisada foi de ocorréncia natural. Portanto, a
auséncia de resultados significativos que permitiriam a ligacdo entre

reproducdo e mastite pode ser justificada por essa diferenca.

Experimento 2

O IDP foi semelhante entre as classes de CFA, sendo que, para a
classe de largura vulvar baixa foi menor (Tabela 2). Apesar de o IDP,
como caracteristica de fertilidade, ter sido semelhante entre as classes de
CFA, em estudo prévio (Ireland et al., 2008), para CFA baixa 0s numeros
totais de foliculos atrésicos e saudaveis, e numeros de foliculos
primordiais,  transitérios,  primarios,  secundarios e  antrais
morfologicamente saudaveis foram menores, comparados a CFA alta.
Porém, os parametros desses autores sao medidas indiretas de fertilidade.
No entanto, assim como no estudo realizado, outros pesquisadores
encontraram como medida direta de fertilidade que o intervalo do parto a

concepgdo por IA foi menor em vacas com contagem alta de foliculos (P
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< 0,05) e também uma porcentagem maior de vacas ficaram gestantes a
primeira 1A na categoria de CFA alta (Martinez et al., 2016). O que pode
explicar a diferenca desse trabalho para o presente experimento é que
aqueles autores trabalharam com maior nimero de animais.

O intervalo de parto foi menor na classe de largura vulvar baixa
(Tabela 2), o que contradiz a hip6tese de que animais com largura vulvar
maior s&o mais férteis. Esse achado é diferente do achado dos animais dos
EUA, no qual o IDP foi menor para os animais com largura vulvar maior.
Isso pode ter acontecido pelo fato de as racas trabalhadas serem diferentes
nos dois locais, sendo Holandés e Jersey nos EUA e Girolando no
presente local, ou se o percentual das racas fundadoras possa estar
influenciando os resultados.

Apesar dos casos de mastite terem sido similares entre as classes
de CFA (Tabela 2), a CCS foi diferente (P < 0,05), sendo a CCS maior
para CFA baixa. Aparentemente, ndo existe outro estudo mostrando
relacdo direta entre CCS e CFA. Porém, Lavon et al. (2011) fizeram um
experimento induzindo 4 ciclos de 7 dias e injetaram na glandula
mamaria, uma vez somente nesse periodo (ciclo 1), Salina (grupo

controle) ou E. coli LPS ou S. aureus ex. para induzir mastite. Eles
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observaram que animais que receberam S. aureus ex. tiveram aumento da
CCS e esse tratamento causou um decréscimo no numero de foliculos
desenvolvidos, porém, a infusdo de E. coli LPS néo causou diferenca para
CCS, tampouco para numero de foliculos. Esses resultados indicam uma
possivel relacdo de contagem folicular com mastite, ao contrario do que
foi observado no presente estudo, embora, tenha sido mastite induzida e
ndo de ocorréncia natural.

A porcentagem de animais com mastite ndo foi diferente entre as
classes de largura vulvar (Tabela 2), entretanto, os animais com CCS mais
alta foram os animais com largura vulvar menor. Esse é o primeiro relato
que relaciona CCS e largura vulvar.

Houve correlagdo positiva (r = 0,53; P < 0,0001) entre CFA e
largura vulvar para os animais Girolando (Figura 3). O Unico trabalho,
segundo a literatura disponivel, no qual a CFA e a largura vulvar foram
avaliadas, ¢ de Mesquita et al. (2016), que trabalharam com a raca
Tabapud e observaram, como no presente trabalho, correlacdo positiva
entre CFA e largura de vulva relativa. Deve-se considerar, no entanto, que
largura relativa ndo é a medida direta da largura, pois leva em conta a

largura vulvar em relagdo ao peso do animal. No presente estudo néo foi
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realizada andlise em relacdo ao peso por razGes de logistica do
experimento. Este achado com a raca Girolando estd de acordo com o
achado do experimento 1 considerando as racas Holandés e Jersey em
conjunto. Mais estudos s@o necessarios para poder predizer com mais

exatidao a relacdo entre essas duas medidas.
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Figura 3. Relagéo entre contagem folicular antral (CFA) e largura vulvar

(cm) para a raga Girolando (n=80).
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Experimento 3

O AMH médio foi 0,58 + 0,06 ng/mL (mediana — 0,45 ng/mL;
moda — 0,07 ng/mL; e intervalo 0,026 — 2,262 ng/mL).

A largura vulvar média foi 9,5 £0,3 cm (mediana — 9,5 cm; a
moda — 10,0 cm; e intervalo 5,0 — 13,6 cm).

A contagem folicular antral média foi 33,95 + 4,13 foliculos
(mediana — 28 foliculos; moda — 36 foliculos; e intervalo 09 — 145
foliculos).

O intervalo de parto médio foi 14,66 + 0,37 meses (mediana — 14
meses; moda — 13 meses; e intervalo 09 — 21 meses).

A idade ao primeiro parto (IPP) média foi 3,86 + 0,07 anos
(mediana — 04 anos; moda — 04 anos; e intervalo 03 — 05 anos).

O intervalo de parto (IDP) ndo foi diferente entre as classes de
AMH, idade, CFA e largura vulvar (Tabela 3). Em relacdo a CFA, esse
achado esta de acordo com o experimento 2, no qual também ndo houve
diferenca, porém contesta o achado do experimento 1, no qual a classe de
CFA baixa teve IDP menor. Essas diferencas podem estar relacionadas a
raca, sendo em cada experimento uma raca diferente, ressaltando que no

presente estudo, a raca € Gir. Em relacdo a largura vulvar esse resultado
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contrasta com os outros dois experimentos, onde no primeiro foi
encontrado que a classe de largura vulvar baixa teve IDP maior, e no
segundo experimento a classe de largura vulvar baixa teve IDP menor.

A idade ao primeiro parto (IPP) ndo foi diferente entre as classes
de AMH, idade, CFA e largura vulvar (Tabela 3).

Houve correlacdo (r = 0,51; P < 0,04) entre AMH e CFA na raca
Gir (Figura 4). Esse achado corrobora ndo somente com os achados do
experimento 1, mas também confirma o achado para animais mesticos
(Hereford X Angus X Charolais), Holandés, Jersey e mesticos (Holandés-
Jersey) e Gir em outros estudos de outros autores (Ireland et al., 2008;

Ribeiro et al., 2014; Baldrighi et al., 2014).
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Figura 4. Relacdo entre concentragdo sérica de antigeno anti-Mdlleriano
(AMH-ng/mL) e contagem folicular antral (CFA) para raga Gir (n=39).

A largura vulvar ndo foi correlacionada com a CFA. Esse
resultado contesta o resultado encontrado no experimento 1, quando
foram analisadas as duas ragas em conjunto (Holandés e Jersey), o
resultado do experimento 2 (Girolando), assim como o achado de
Mesquita et al. (2016). Portanto, mais estudos sdo necessarios para
relacionar largura vulvar e CFA, pois os achados até 0 momento sdo
parcialmente significativos, sendo um possivel motivo, a variagdo das

racas estudadas em todos os trabalhos citados acima.
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4. Concluséo

Foram encontradas relagdes entre as classes de AMH, CFA e de
largura vulvar com caracteristicas ligadas a reproducdo e salde da
glandula maméria, o que remete a possibilidade de utilizar esses
parametros na selecdo para reproducdo, tanto de ragas taurinas como

zebuinas, ap6s mais estudos com nimeros maiores de animais.
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Tabela 1. Efeito de hormonio anti-Mulleriano (AMH), raca, contagem folicular antral (CFA) e largura vulvar sobre parametros de

salde da glandula mamaria e reproducéo nas racas Holandés e Jersey

Parametro AMH Raca CFA Largura vulvar

Baixo Alto Holandés Jersey Baixa Alta Menor Maior

(n=57) (n=22)

IDP! 379,69+5,38™  352,68+4,13  361,60+3,50 370,33+6,17 357,95+5,29° 374,10+4,39  372,47+4,85"  359,52+4,57
CCSs? 2,41+0,29 2,18+0,25 2,03£0,20 2,5940,36 2,19+0,26 2,40£0,31 2,16+0,25 2,44+0,28
Mastite 48,72 45,00 41,03 52,50 41,03 52,50 40,00 53,85
(%) (19/39) (18/40) (16/39) (21/40) (16/39) (21/40) (16/40) (21/39)
Neservico  2,48+0,31 2,01+0,24 2,4740,21 1,91+0,30 2,13+0,25 2,22+0,27 2,07+0,26 2,2740,26

**Diferenca significativa de P < 0,0001

* Diferenca significativa P < 0,05

'IDP- intervalo de partos (dias)

2CCS- contagem de células somaticas

AMH (baixo- <150 e alto- >150 pg/mL); CFA baixa- <17 e alta- > 17 foliculos antrais e largura vulvar menor- <7 e maior- >7 cm
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Tabela 2. Efeito das classes de CFA e largura vulvar sobre parametros de salde da glandula mamaria e reproducdo em vacas

Girolando
Parametro CFA Largura vulvar
(Foliculos antrais) (cm)

Baixa (<25) Alta (=25) Menor (<6,7) Maior (=6,7)
IDP dias! 429,14+3,15 433,57+4,65 418,96+3,17" 444,10+4,58
CCS 409951+117,57" 187813+94,16 352726+111,05 218284+98,59
Células/mL de leite?
Mastite (%)* 36,36 (12/33) 21,43 (6/28) 34,38 (11/32) 24,14 (7/29)

* Diferenga significativa P < 0,05

'IDP- intervalo de partos

2CCS- contagem de células somaticas

3Proporgdo de vacas com contagem média ultrapassando 200.000 células/mL de leite
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Tabela 3. Efeito do hormonio anti-Mulleriano (AMH), idade, contagem folicular antral (CFA) e largura vulvar sobre intervalo de parto

(meses) e idade ao primeiro parto (anos) na raga Gir

Parametro AMH Idade CFA Largura vulvar
(ng/mL) (Foliculos antrais) (cm)
Baixo Alto Baixa Alta Baixa Alta Menor Maior
(<0,3) (>0,3) (<8,6) (>8,6) (<33) (>33) (<9,5) (>9.5)
IDP! 16,23+1,52 14,48+1,32 15,43+0,81 15,22+2,19 15,28+1,30 15,38+1,63 15,07+1,41 15,60+1,55
IPP? 3,86+0,20 3,78+0,19 3,89+0,10 3,74+0,32 3,73+0,19 3,91+0,23 3,90+0,18 3,74+0,22

L IDP- intervalo de partos (meses)
2IPP- idade ao primeiro parto (anos)



