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“Regrets, I've had a few

But then again, too few to mention

| did what | had to do

And saw it through without exemption

I planned each charted course
Each careful step along the byway
And more, much more than this
1did it my way”

My Way,
Claude Francois, 1967
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi testar a viabilidade da utilizacdo da via vaginal em fémeas
bovinas visando aplicacdo de ocitocina a partir de formulacdes especificas. A ocitocina foi
utilizada associada a facilitadores de absorcdo e na forma injetavel (como parametro de
comparacao). Foram produzidas sete formulagdes: ocitocina em agua; ocitocina em alcool
polivinilico 4% P/V; ocitocina em carboxi metil celulose 2% P/V; ocitocina em glicerina 2%
V/V; ocitocina em dimetilsulfoxido 10% V/V; ocitocina em propilenoglicol 25% V/V e
ocitocina em tween80 10% V/V, todas com concentragdo de 5 Ul/mL de ocitocina. O
delineamento experimental foi em quadrado latino 8x8 (oito dias, oito tratamentos e oito
novilhas puberes ciclando). As administracbes de ocitocina foram pela via vaginal e a
ocitocina injetavel comercial pela via endovenosa, todas aplicacdes contendo 10 Ul. Amostras
de sangue (n=7) foram coletadas de cada animal, no tempo 0, anterior a administracdo dos
tratamentos, e de trés em trés minutos até 18 minutos. A ocitocina foi extraida do plasma e
dosada utilizando o kit comercial Oxytocin EIA. Os resultados obtidos foram avaliados por
analise estatistica ndo paramétrica utilizando o teste Kruskal Wallis. Foi observada diferenca
estatistica entre o tempo 0 e o tempo 12 minutos (p<0,05) para a formulacdo ocitocina em
glicerina, indicando que houve absor¢do. Concluiu-se que houve absorcdo através da via
vaginal para esta formulagdo, mas ressalva-se a necessidade de mais estudos para seu

emprego no manejo com as fémeas bovinas de forma efetiva.

Palavras-chave: ocitocina, producéo de leite, ordenha, girolando



ABSTRACT

The aim of this study was to test the feasibility of vaginal route in order to apply oxytocin in
female bovines using specific formulations. The oxytocin was used in both its injectable form
(as a comparison standard) and associated with absorption enhancers. Seven formulations
were produced: oxytocin plus water; oxytocin plus polyvinyl alcohol 4% W/V; oxytocin plus
carboxy methyl cellulose 2% W/V; oxytocin plus glycerin 2% V/V; oxytocin plus dimethyl
sulfoxide 10% V/V; oxytocin plus propylene glycol 25% V/V and oxytocin plus tween80
10% V/V, containing all 5 1U/ml of oxytocin. The experimental design was made in an 8x8
latin square (eight days, eight treatments and eight cycling heifers). The formulations were
delivered in vaginal route and the injectable oxytocin was applied intravenously, all of them
having 10 IU of oxytocin. Blood samples (n=7) were collected from each animal, the first at
time 0, prior to the administration of the treatment, and the following every three minutes
until 18 minutes. Oxytocin was extracted from plasma and measured using the commercial Kit
Oxytocin EIA. The responses were evaluated using the non-parametric statistic test method by
Kruskal Wallis. A statistical difference was observed between times 0 and 12 (p<0,05) for the
oxytocin plus glycerin formulation, showing that absorption did occur. Therefore, the
outcomes revealed that this formulation had been absorbed, even though it does not suppress

the need for further research before it can be effectively used in female bovine management.

Key-words: Oxytocin, milk yield, milking, girolando
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as atividades econémicas vém passando por modificacbes cada
vez mais rapidas. O aumento das tecnologias disponiveis, advindo da incessante
busca por ganhos de produtividade — e consequentemente de lucratividade — tem
como resultado a abertura de campos de estudo cada vez mais especializados. No
caso da pecuéria leiteira, diversos temas passaram a ser explorados pela academia,
no seu papel de prover o setor produtivo de inovagOes capazes de identificar e
resolver problemas, concorrendo para o desenvolvimento deste setor da economia

agraria.

O assunto que se explora neste trabalho é decorréncia tanto do avanco da atividade
leiteira no Brasil quanto da identificagcdo de um gargalo para este avango. O modelo
de producdo era predominantemente baseado em premissas de paises com
condicdes edafoclimaticas diferentes das brasileiras e inadequadas na maior parte
do territorio nacional. A escolha de um modelo de producdo adequado para estas
regibes passa necessariamente pela tropicalizacdo da atividade, que levou os
produtores a uma modificacdo na composic¢do genética dos rebanhos e nas préaticas

de manejo.

Neste contexto, ganhou espaco a utilizacdo de gado mestico (principalmente,
taurino x zebuino), que era antes restrita a pequenos produtores com baixas
producdes e produtividades. AdequacBes no manejo e nas técnicas de selecdo
genética transformaram este modelo, que passou a ser uma alternativa de producao
de leite a pasto como atividade econémica, com custos mais baixos de instalagdes e

manutencdo de animais, além de possibilitar a utilizagdo de terras mais baratas.

Um dos principais entraves a exploracdo intensiva das vacas mesticas, relatado por
técnicos e produtores, esta relacionado a ordenha. Os rebanhos leiteiros baseados

em ragas zebuinas precisam do bezerro para estimular a ejecdo do leite, pratica de
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dificil aplicacdo em propriedades com grande numero de animais mesticos,

principalmente animais F1 e com ordenha mecanizada.

Neste trabalho identificou-se como um campo de estudo que pode trazer ganhos a
atividade leiteira a utilizagdo da ocitocina como forma de superar este problema.
Mais especificamente, pretendeu-se estudar uma forma alternativa de administracéo
desta substancia — a via vaginal — diversa da pratica usual — de aplicacdo
endovenosa —, que pode trazer problemas como a disseminacdo de doencas
(Trypanossomose bovina, leucose, entre outras), muitas vezes desconhecidos ou

subdimensionados pelos produtores.
2. OBJETIVO

O objetivo principal deste trabalho foi testar a via vaginal como uma alternativa
para a administracdo de ocitocina, a partir de formulacdes especificas, com o
proposito de facilitar sua absor¢do por essa via em novilhas mesticas Holandés x
Zebu.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ocitocina

O nome ocitocina (que também se grafa oxitocina) é de origem grega, significando
rapido trabalho de parto. E um hormdnio polipeptideo formado por nove residuos
de aminoacidos (Dukes, 2006). A sequéncia primaria da ocitocina fica assim

representada:

1 1

Cys - Tyr — lle — GIn — Asn — Cys - Pro — Leu — Gly-NH2

A molécula possui uma ligagdo dissulfeto entre os residuos de cisteina além de
ligaghes peptidicas. Esta ligagdo Cys-Cys nas posi¢Ges 1-6 € importante para o

reconhecimento pelo receptor de ocitocina (ROT). E um horménio de natureza



17

hidrossoltvel, o que favorece seu transporte no plasma sanguineo até as células
alvo. Sua formula é Ca3HesN12012S; € sua massa 1007,19g.mol™ (Akers, 2002;
Dukes, 2006; Uvnas-Moberg, 2009).

3.1.1 Histérico

A ocitocina foi identificada em 1906 pelo cientista britanico Henry Dale. Sua
primeira funcdo conhecida a descrevia como substancia que acelera o trabalho de
parto e em seguida que também estimula a lactacdo (Uvnéds-Moberg, 2009). Sua
identificagdo a partir de material organico (fragmentos da neurohipdfisel)
dificultava sua utilizagdo, em virtude da impossibilidade de seu isolamento de
outras substancias, como pequenos polipeptidios com atividade bioldgica ou a
vasopressina (ADH), outro horménio de estrutura quimica semelhante a da
ocitocina e com acdo antidiurética. A diferenca desta para a ocitocina esta em

apenas dois aminocidos.

Foi o primeiro horménio polipeptideo a ser sequenciado e sintetizado, em 1950, por
Vincent du Vigneaud (Sawyer e Manning; 1973; Hadley, 1996; Uvnés-Moberg,
2009).

A ocitocina hoje disponivel comercialmente, de natureza sintética, é fisiologica e
guimicamente semelhante a enddgena (natural), produzindo as mesmas respostas
farmacologicas (Spinosa et al., 2011). Entre os efeitos das diversas aplicacdes
dirigidas a diferentes espécies, incluem-se a inducdo e aceleragcdo do trabalho de
parto e prevencdo a hemorragia pos-parto, o tratamento de autismo, fobia social,
distarbio de erecdo, anorgasmia masculina e atrofia vaginal na menopausa
feminina. Especificamente para a pecuaria leiteira, € indicada como promotor de
ejecdo do leite e no tratamento de seu distdrbio, atuando decisivamente na lactacéo,
funcdo esta que sera primordialmente tratada neste trabalho.

1 Também denominada de glandula pituitaria posterior.
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3.1.2 Biossintese, transporte e armazenamento

A Dbiossintese da ocitocina ocorre principalmente no hipotalamo por células
denominadas neur6nios magnocelulares?, que se encontram nos ndcleos
supradptico e paraventricular (Figura 01). A vasopressina, juntamente com a
ocitocina, é produzida nestes nacleos. Ambas sdo sintetizadas na forma de um
peptideo maior (precursor) que € rapidamente clivado no horménio ativo e sua
proteina transportadora, a neurofisina. O complexo ocitocina-neurofisina | é
sintetizado em maior quantidade no nicleo paraventricular, enquanto o complexo
vasopressina-neurofisina 1l é sintetizado em maior quantidade no nucleo

supradptico (Brunton et al., 2012).

Nucleos Supra-6ptico e
Paraventricular do Hipotalamo

Artéria

Hipoéfise Posterior

Hipofise
Anterior

Figura 01 — A figura ilustra a vascularizagdo e a conex@o neural direta entre hipotadlamo e
hipofise posterior.

Fonte: Adaptada de Frandson et al. (2003).

O transporte destes horménios para a neurohipdfise € axonal através do
infundibulo. A ocitocina é transportada em forma de vesicula e segue, ligada a

neurofisina I, pelos axdnios longos dos neurénios magnocelulares terminados em

2 Principal local de expressdo do gene da ocitocina segundo Gimpl e Fahrenholz (2001).
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juncbes neurohematicas no lobo posterior da hipofise dos mamiferos (Hadley,
1996; Akers, 2002; Spinosa et al., 2011).

A ocitocina também pode ser encontrada no liquido cefalorraquidiano. O transporte
deste horménio é feito pelos neurbnios ocitocinérgicos que se projetam do
hipotdlamo para regides do tronco encefalico e da medula espinhal (Brunton et al.,
2012).

A Neurohipofise é composta por células do tipo glial ou pituicitos, que néo
sintetizam hormonios. S6 armazenam horménios hipofisarios como ocitocina,
vasopressina e suas respectivas neurofisinas sob a forma de granulos (Spinosa et
al., 2011; Brunton et al., 2012).

Estudos mostram que existe sintese de ocitocina em outros tecidos, por exemplo, no
utero, na placenta, no &mnio, no corpo luteo, nos testiculos e no coragdo (Gimpl e
Fahrenholz, 2001). Os ROT também apresentam ampla distribuicdo, estando
presentes em diversos locais além da glandula mamaria. Diferente do que se
pensava a ocitocina ndo € um hormdnio estritamente feminino que desempenha

somente papel importante no trabalho de parto e na lactagéo.

3.1.3 Papéis fisiologicos da ocitocina

Na area da ciéncia comportamental, a ocitocina é conhecida como horménio da
ligacdo afetiva, da fidelidade e da confianca. Ela interfere no comportamento social
de diversos mamiferos. Segundo Uvnas-Moberg (2009), o contato fisico afetuoso
promove liberacdo de ocitocina em homens e mulheres. Quanto maior a sua
concentracdo na corrente sanguinea, maior serd a sensacdao de tranquilidade e

calma.

A inalacdo de 40 Ul de ocitocina interfere positivamente no julgamento social de
pessoas desconhecidas como, por exemplo, ao fazer julgamentos pela aparéncia.
Administrada pela via intranasal reduz o estresse e aumenta a confianca
(Theodoridou et al., 2009).
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E liberada durante o ato sexual e quando ocorre orgasmo em ambos 0s sexos, 0 que
favorece o comportamento monogamico. Parceiros satisfeitos tém concentracéo de

ocitocina mais alta (Uvnas-Moberg et. al., 2001).

A ocitocina reduz a liberagdo do hormonio adrenocorticotrofico® (ACTH) da
hip6fise anterior, interferindo consequentemente na sintese de cortisol pela glandula
adrenal. A relacdo entre a ocitocina e o cortisol ainda ndo foi completamente
esclarecida. No entanto, estudos revelaram que a ocitocina desempenha um papel
na regulacdo de respostas ao estresse (Windle et al., 1997; Devarajan e Rusak,
2004; Theodoridou et al., 2009) e que a aplicacdo de cortisol promove aumento da

concentracdo plasmatica de ocitocina (Tops et al., 2012).

A ocitocina exerce efeito moderador sobre a fisiologia do estresse e tem acéo
ansiolitica em ratos (Windle et al., 1997; Uvnds-Moberg, 1998). Também pode
diminuir a pressao arterial, podendo esta acdo ser notada mais nitidamente apos
cinco dias de tratamento em ratos (Petersson et al., 1996; Uvnés-Moberg, 1998).
Segundo esta Ultima autora, a aplicagdo didria de ocitocina reduziu as

concentragOes de cortisol e aumentou a taxa de cicatrizagéo de feridas.

Entre os papéis fisioldgicos da ocitocina merece atengdo especial sua participagdo
nos diversos processos envolvidos na reproducdo. Este hormbnio atua no
comportamento e nos tratos genitais feminino e masculino, no acasalamento, no

ciclo estral, na concepcdo, na gestacdo, no parto, no pés-parto e na lactacao.

O estrogeno é responsavel pelo aumento da expressdo dos ROT no endométrio e
promove a liberacdo de ocitocina pela neurohipéfise (Spencer e Bazer, 1996),
viabilizando sua acdo no estro e no parto. Os ROT no endomeétrio de vacas ciclando
e no inicio da gestacao apresentam uma correlacdo negativa com a concentragéo de
progesterona plasmatica circulante, sugerindo que este horménio modula a atuagédo
da ocitocina (Fuchs et al., 1990). A progesterona antagoniza o efeito estimulador da
ocitocina in vitro, e a refratariedade a progesterona no final da gestacdo pode

contribuir para o inicio do parto normal humano (Brunton et al., 2012). O

3 Fator liberador de cortisol.
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interferon-tau, molécula produzida pelo concepto e responsavel pelo
reconhecimento materno da gestacdo, interfere na expressdo dos receptores de
estrogeno e de ocitocina no endométrio de pequenos ruminantes, impedindo o
aumento do numero destes receptores e também a liberagdo de prostaglandina F2a
(PGF2a) (Spencer et al., 1995).

Durante a gestagdo a ocitocinase* é encontrada no plasma, na placenta e no Gtero
(Brunton et al., 2012). A atividade enzimatica da ocitocinase € uma forma comum
de degradacgdo da ocitocina, por meio da quebra das ligagdes entre 0s aminoacidos
que formam a molécula. A taxa de eliminacdo metabdlica da ocitocina foi 1,4 vezes
maior nas fémeas de babuinos que estavam no terco final da gestacdo do que nas
que estavam no periodo pos-parto (Kowalski et al., 1998). No final da gestacéo,
este catabolismo em tecidos intrauterinos reduz-se, favorecendo o aumento da

concentracéo local de ocitocina (Mitchell et al., 1997).

Um teste diagndstico precoce de gestacdo utilizando a ocitocina luteal foi avaliado
e aprovado quanto a precisdo por Grizelj et al. (2010). Vinte dias apds a
inseminagdo, uma dose ndo luteolitica de PGF2a promoveu liberagao de ocitocina
luteal, que pode ser percebida por meio da liberacéo do leite alveolar em vacas com

o teto canulado, em caso de corpo lateo funcional (animal gestante).

A ocitocina estimulou as células do corpo luteo a produzirem progesterona in vitro
(Sakumoto et al., 1996). Por outro lado, quando ndo ha a concepcéo, a ocitocina
produzida nestas células possui acdo luteolitica. Age no endométrio induzindo a
liberacdo de PGF2a quando ligada ao seu receptor, o que promove a regressdao do

corpo luteo (Hafez e Hafez, 2004).

Outros locais de sintese de ocitocina incluem o endométrio e a placenta fetal
(Brunton et al., 2012). Trata-se provavelmente de controles paracrinos que sdo

regulados de formas diferentes durante a gestacdo. Os ROT no endométrio e na

4 Enzima secretada pela placenta na corrente sanguinea.
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placenta aumentam em quantidade de forma acentuada pouco antes do inicio do
trabalho de parto (Fuchs et al., 1992).

O nuimero de ROT na cérvice (colo do utero) varia durante o ciclo estral. Durante a
fase estral foram observadas altas concentracdes de receptores na mucosa do colo
uterino, j& na fase luteal foram observadas drasticas reducfes (Fuchs et al., 1996).
Segundo o autor, a funcdo pode ser de dilatar a cérvice facilitando o transporte do
esperma no momento da ovulacdo. J& o musculo da cérvice parece ser menos
importante neste processo, devido ao menor nimero de ROT observados neste

tecido.

Entre os fatores que estimulam a secrecdo da ocitocina figuram o estradiol, a dor, a
desidratacdo, a hemorragia e a hipovolemia. Embora as a¢Ges da ocitocina ndo
parecam desempenhar papel decisivo em resposta a estes trés ultimos, ela possui
uma atividade antidiurética intrinseca fraca similar a vasopressina, que pode
participar na regulagdo central da pressdo arterial. Ja o etanol e a relaxina® inibem a
sua liberacdo. Este efeito inibitdrio parece ocorrer por acdo mediada por opidides

enddgenos (Brunton et al., 2012).

A liberacdo da ocitocina durante o trabalho de parto se intensifica quando o feto
entra no canal pélvico dilatando a cérvice (reflexo de Ferguson). A capacidade de
resposta do Gtero a ocitocina aumenta com a proximidade do parto sob a acdo do
estrogeno, que aumenta a expressdo dos ROT nas células do endométrio. A
ocitocina age estimulando a frequéncia e a forga das contracfes uterinas (Frandson
et al., 2003).

Alguns autores acreditavam que a falta de contratilidade uterina poderia ser a
principal causa da retencdo de placenta, e indicavam a utilizagdo da ocitocina
imediatamente apds o parto como protocolo de tratamento preventivo para a
retencdo de placenta. Mollo et al. (1997) observaram resultado favoravel com
aplicacdo de 40 Ul de ocitocina imediatamente apds o parto seguida de outra dose

apos 2 a 4 horas, em vacas da raca Holandés. Palomares et al. (2010) repetiram o

5 E um polipeptideo ovariano.
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mesmo modelo experimental do estudo citado anteriormente com vacas cruzadas
com Zebu em condigbes tropicais, ndo encontrando resultado favoravel a esta
pratica. As pesquisas sugerem que a principal causa da retencdo de placenta pode
ser a nao degradacdo dos pontos de adesdo entre caruncula-cotilédone (Laven e
Peters, 1996; Davies et al., 2004; Martins et al., 2004), mas ndo refutam a
existéncia de vantagens em aplicar ocitocina neste momento, também para o

controle e prevencdo de hemorragia pos-parto.

O plasma seminal, importante para protecdo e transporte do espermatozoide no
trato genital feminino, contém ocitocina e prostaglandinas (Watson et al., 1999).
Ambas sdo potentes estimuladores de contracGes uterinas em equinos. Também a
ocitocina liberada pela neurohipofise da égua durante o contato visual, ritual e
acasalamento com o garanhdo foram associadas com inicio de contracbes do
miométrio (Madill et al., 2000). Estas contracfes sdo vitais para o transporte do

espermatozoide no Utero até o oviduto.

A acdo da ocitocina na glandula mamaria no momento da ordenha é fundamental
para a manutencdo da lactacdo. O processo de involugdo da glandula mamaria pode
ser desencadeado pela falha da remocéo do leite (Neville et. al., 2002).

Para os mamiferos a falha em aleitar representa a falha em reproduzir. No entanto, a
importancia da lactacdo transcende a funcdo nutritiva, uma vez que a ocitocina
liberada durante a amamentacdo aumenta o vinculo afetivo entre mée e filho
(Uvnés-Moberg et al., 2001; Carter, 1992; Bartels e Zeki, 2004). Nesse periodo
ocorre uma interacdo comportamental e social fundamental para a sobrevivéncia

dos mamiferos na natureza (Uvnas-Moberg, 2009).

3.2 A Glandula mamaria

A glandula maméaria ¢ uma glandula multicelular epitelial (Akers, 2002) cuja
funcdo primordial é a transferéncia de nutrientes e imunidade para o neonato. A
breve descri¢do de sua anatomia tem por objetivo apresentar suas estruturas, o local

de atuacéo da ocitocina e da importancia desta na ejecéao do leite.
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O Ubere da vaca é formado por tecido conjuntivo (estroma) e tecido glandular
(parénquima). S&o quatro quartos funcionalmente separados compostos por
glandulas mamérias distintas, drenadas por seus respectivos tetos, totalmente
independentes. O parénquima é representado pelos alvéolos mamarios, os quais
possuem todas as estruturas necessarias para sintese e secrecdo do leite. Cada
conjunto de alvéolos é circundado por tecido conjuntivo, formando um lébulo, o
qual € drenado para um unico ducto menor. O agrupamento de varios I6bulos forma
um lobo, drenado por um ducto maior que se comunica com a cisterna da glandula
(Figura 02) (Santos e Fonseca, 2007).

Células de secrecdo de leite Limen
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Figura 02 — Organizagao histolégica do tecido maméario glandular.
Fonte: Adaptado de http://www.delaval.com.br, acessado em 03.03.20009.

O alvéolo ¢é formado por uma camada de células epiteliais secretoras de leite que
estdo ligadas umas as outras por um complexo juncional, localizado préximo ao
apice da célula, que impede, em circunstancias normais, a passagem de substancias
entre 0 sangue e o interior do alvéolo. As células epiteliais secretoras sao altamente

especializadas em sintetizar gordura, proteina e lactose. Elas captam os precursores


http://www.delaval.com.br/
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no sangue através das membranas basal e lateral e secretam o leite via membrana
apical para o lumen do alvéolo. Em bovinos, cerca de 80% do leite secretado fica
armazenado dentro do alvéolo, que é circundado por células mioepiteliais (Figura
03). Estas celulas formam estruturas musculares lisas que envolvem também os
ductos maiores e possuem ROT. Estes receptores sdo compostos por sete dominios
transmembranicos, na forma de a-hélice, acoplados a uma proteina ligada ao

nucleotideo guanina, denominada proteina Gq (Gimpl e Fahrenholz, 2001).

Os ROT sdo acoplados a proteina Ggq e ao serem ativados liberam o célcio
intracelular, promovendo a contragdo das células mioepiteliais. Os alvéolos se
contraem e o leite alveolar é expulso para os ductos maiores, e, dai, para as
cisternas (Schams et al.1984, Hafez e Hafez, 2004; Santos e Fonseca, 2007).
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Figura 03 — Esquema histoldgico do alvéolo mamério e da célula alveolar ativa.
Fonte: Adaptado de http://tecnicoanatomia.blogspot.com.br/2012/03/glandula-maméaria.html,
acessado em 13.11.2014.
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3.2.1 A lactacéo

Toda lactacdo € necessariamente precedida pela lactogénese (Figura 03). O
processo de lactogénese é usualmente descrito em dois estadios. O primeiro
consiste na diferenciagdo estrutural e funcional do epitélio mamério durante o
terceiro trimestre da gestacdo (diferenciacdo citoldgica e enzimatica das células
alveolares). O segundo compreende a concluséo desta diferenciacéo, a proliferacao
das células secretoras alveolares, a ativagcdo do gene da a-lactoalbumina e sua
producdo apds o parto para estabelecimento da sintese e secrecdo lactea (Akers,
2002).

A continuidade da lactacdo (galactopoiese) exige estimulos da amamentacdo ou
ordenha. Se a remocéo regular do leite ndo ocorrer, a lactacdo é impedida. Uma vez
estabelecida a lactacdo, ocorre a interacdo entre o sistema endocrino e o sistema
nervoso para continuar a sintese, a secrecdo e a remocgao do leite (Akers, 2002).
Aumentar ou diminuir a frequéncia de ordenhas promove impactos no
funcionamento da glandula mamaria, podendo estimular, reduzir ou até cessar a

sintese do leite (Stelwagen, 2001).

3.2.2 A ocitocina na lactacéo

A ocitocina tem influéncia na liberacdo de hormdnios gastrointestinais como
gastrina, secretina e colecistocina (CCK), interferindo assim no processo digestivo
(Bjorkstrand et al., 1996a). Também age estimulando a liberacéo de glucagon pelo
pancreas, 0 que promove mobilizacdo de glicose para a sintese do leite (Bjorkstrand
et al., 1996b; Uvnéds-Moberg et. al, 2001). No entanto, ela s6 influencia
aumentando a producdo de leite quando promove a completa retirada do leite
residual. A aplicacdo de ocitocina sem a remocdo do leite alveolar nédo interfere
positivamente na producdo de leite (Lollivier e Marnet; 2005).

Este efeito ocorre porque a presenca de leite residual na glandula mamaria deixa as
células secretoras expostas ao Fator Inibidor da Lactacdo (FIL). O FIL é uma

glicoproteina produzida e secretada no leite pelas células epiteliais alveolares. Nos
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alvéolos, o FIL se liga a receptores na membrana apical das celulas, retornando ao
interior destas, promovendo reducdo na taxa de secrecdo de proteinas pela
destruicdo das vesiculas de caseina durante sua passagem pelo Complexo de Golgi
(Figura 04) (Knight et al., 1998).
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/‘Cé]ala epitelial secretoria
T )
: Ducto menor
I
el

Leite no limen alveolar

FIL e zen \

receptor
Proteina i '—Q
secretede ——————— =

Proteimana
vesicula

FIL inibindo __
passagem

da protemnz

no Complexe

de Golzi

Membrsnz -
Basal

Figura 04 - Alvéolo e célula secretora alveolar sob acéo do Fator Inibidor da lactacdo (FIL)
Fonte: Adaptado de Knight et al. (1998).

O efeito positivo sobre a producdo de leite em resposta da acdo da ocitocina
enddgena ou exdgena tem sido demonstrado em varios trabalhos (Nostrand et al.,
1991; Negrdo e Marnet, 2002; Bruckmaier, 2003). Também a administracdo de
horménio do crescimento (GH) (Bauman, 1992) ou de combinacdo de GH e
prolactina (PRL) (Flint e Knight, 1997) estdo associadas a maior producéo de leite.
Portanto, diferentes praticas de manejo de ordenha (como ordenha com ou sem
bezerro ou aumento da frequéncia de ordenhas) podem interferir na produgédo de
leite, uma vez que influenciam na quantidade de ocitocina, GH e PRL liberadas
pelo estimulo da glandula mamaria (Negrdo e Marnet, 2002; Bar-Peled et al.,
1995).
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A ocitocina interfere na liberacdo de GH em ratos. Segundo Bjorkstrand et al.
(1997) ela pode influenciar aumentando ou diminuindo a secrecdo de GH,
dependendo da dose aplicada. Também é considerada como importante fator de
liberacdo de PRL em ratos e porcos (Morit et al., 1990).

3.2.3 Mecanismo de ejecao do leite

A ejecdo do leite ndo esta sob o controle consciente do animal. E um reflexo
neuroendocrino. Apds estimulos sensoriais, auditivos, tateis, olfatério e/ou visuais,
impulsos nervosos aferentes desencadeados pelos receptores sensiveis a pressao da
pele e do teto percorrem a medula espinhal até os nulcleos supradptico e
paraventricular no hipotadlamo promovendo um estimulo sincronizado intermitente
(Molina, 2014).

Este estimulo provoca a despolarizacdo da membrana nervosa que se propaga para
a parte terminal do axénio. Assim, do hipotalamo o estimulo segue via neur6nios
ocitocinérgicos até a neurohipofise. O influxo de célcio promove a fusdo dos
granulos e a exocitose dos contetidos granulares, promovendo a liberacdo pulsatil
da ocitocina e sua neurofisina no leito capilar. A ocitocina é encontrada sob a forma
livre ou ligada a proteinas plasméticas. Dissocia-se rapidamente da neurofisina, ndo
sendo conhecida a funcdo desta Ultima apds a separacdo do horménio (Norman e
Jitnack, 1997; Hafez e Hafez, 2004; Spinosa et al., 2011).

Na glandula mamaria, a ocitocina atua promovendo a ejecdo do leite alveolar em
aproximadamente 20 segundos ap0s sua secrecdo pela neurohipéfise. A ocitocina
liga-se aos receptores nas células mioepiteliais, promovendo sua contracdo e a
expulsdo do leite para os ductos e a para a cisterna da glandula, expandindo e
aumentando a pressdo da cavidade cisternal (Norman e Jitnack, 1997; Hafez e
Hafez, 2004).
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Figura 05 — Mecanismo do reflexo de ejecdo do leite
Fonte: Adaptado de http://www.reagro.com.br, acessado em 25.09.2011.

A ordenha deve ser iniciada em aproximadamente 60 segundos ap6s a estimulacao
sensorial para otimizar a acdo da ocitocina. A demora aumenta o leite residual e,
consequentemente, diminui a producdo de leite em sistema de ordenha mecanica.
Rasmussen et al. (1992) demonstraram que tempo maior que 3 minutos entre inicio
da estimulacdo dos tetos e inicio da ordenha mecénica resultaram em menor
producdo de leite (11,3 kg para 1 minuto e 10,7 kg para 3 minutos ou mais) e
aumento do leite residual (2,03 kg e 2,19 kg para 1 minuto e 3 minutos,

respectivamente).

Um minuto ap6s a aplicagdo de 0,2 Ul de ocitocina, Bruckmaier et al. (1994c)
verificaram a concentracdo plasmatica de 9 - 15 pg/mL em vacas primiparas com
distlrbio de ejecdo do leite®, concentracdo essa suficiente para ordenha segundo
Schams et al. (1984). Bruckmaier et al. (1994c) verificaram tambem que apos

comecarem a ordenha 3 minutos apos a aplicagdo de ocitocina, as concentracdes ja

6 Valor original em ng/L que equivale a pg/mL.
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estavam proximas as concentracOes basais e apenas 50% do leite tinha sido

ordenhado.

A ejecdo do leite é um processo dindmico. Enquanto o leite é drenado da cisterna
pela ordenha, o espaco criado vai sendo preenchido pelo leite alveolar, que é
bombeado para esta cavidade pela contracdo das células mioepiteliais do alvéolo e
dos ductos. Para obter a remocdo completa do leite alveolar, € necessario que a

ocitocina seja liberada durante todo o tempo de ordenha (Bruckmaier et al.; 1994b).

A meia vida plasmaética da ocitocina é classificada como curta. Entretanto, o tempo
atribuido a esta meia vida varia consideravelmente na literatura. Seria de
aproximadamente 3,5 minutos segundo Fjellestad-Paulsen e Lundin (1996); menor
que 3 minutos segundo Bruckmaier et al. (1994c); de 12 a 15 minutos segundo
Brunton et al. (2012); e, segundo Spinosa et al. (2011), varia de 1 a 20 minutos,
dependendo da espécie animal. A ocitocina é eliminada da corrente sanguinea
principalmente pelo metabolismo hepéatico — 0 horménio é metabolizado no figado
pela quebra da ligacdo Cys-Cys. Nos rins 0 hormdnio sofre a protedlise da ligacéo
8-Leucina e 9-Glicina, liberando o grupo glicinamida (Fjellestad-Paulsen e Lundin,
1996; Santos e Fonseca, 2007; Spinosa et al., 2011). Em menor grau, € eliminada
pela glandula mamaria, pela acdo enzimatica da ocitocinase e pela excre¢do renal

direta sem metabolismo (Brunton et al., 2012).

Kowalski et al. (1998) relatam, diferentemente, que, apds a aplicacdo endovenosa
de 500 mU (1 mU = 2 pmol) de ocitocina, foi verificado que a meia vida plasmética
da ocitocina foi mais curta na fase inicial de sua distribuicdo (1 min) seguida por

uma eliminacdo terminal mais prolongada (10 min).

Mesmo quando a ordenha mecénica é realizada de forma adequada, é comum que
parte do leite permaneca dentro do alvéolo ap6s a ordenha. Essa porcdo é
denominada leite residual e normalmente representa cerca de 10 a 20% do leite
total no Ubere da vaca (Santos e Fonseca, 2007). Na ordenha mecanica, em
experimento com vacas bos taurus taurus, a falta do estimulo tatil que ocorre na

ordenha manual ou do estimulo da amamentacdo para liberagdo continua de
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ocitocina enddgena durante a ordenha resultou na permanéncia de uma fracdo de 10

a 30% de leite residual na glandula mamaria (Bruckmaier et al.,1994c).

Segundo Schams et al. (1984), a concentracdo basal de ocitocina verificada em
estudo com vacas da raca Pardo Suico foi de 1,5 £ 0,6 pmol/l de plasma. Trinta
segundos apos o inicio da estimulacdo a concentracéo foi de 14,2 + 13,8 pmol/l de
plasma. Aos sessenta segundos apos o inicio da estimulacdo a concentracdo foi de
19,8 £ 15 pmol/l de plasma. Entretanto, os autores relatam que um aumento de 3 a
5 pmol/l no plasma foi suficiente para obter a maxima eje¢do de leite, e que, mais
importante do que a quantidade de ocitocina liberada na corrente sanguinea é a

relacdo temporal entre o pico da liberacéo e o inicio da ordenha.

3.2.4 Distdrbios de ejecdo do leite

Alguns estimulos estressantes podem interferir na ejecdo do leite e aumentar o
volume de leite residual acima do aceitavel (Santos e Fonseca, 2007). A inibicdo da
ejecdo do leite pode ser induzida na glandula mamaria (Bruckmaier e Blum, 1998)
ou no sistema nervoso central. Segundo os autores, a inibicdo neste segundo nivel é
a mais observada em vacas leiteiras. Os neurdnios secretores dos nucleos
supraopticos e paraventriculares no hipotalamo estdo em contato sinaptico com os
neurdnios das vias aferentes, podendo receber tanto impulsos aferentes

(colinérgicos) quanto inibidores (noradrenérgicos) (Hadley, 1996).

A inibicdo periférica é caracterizada pela auséncia do efeito da ocitocina na
glandula mamaria, embora a liberacdo tenha ocorrido pela neurohipofise. Este
efeito inibitdrio ocorre em resposta as catecolaminas, principalmente a adrenalina
(Bruckmaier e Blum, 1998; Santos e Fonseca, 2007). Estas promovem disturbio de
ejecdo do leite mediadas pelos receptores a-adrenérgicos, que causam contracao no
teto, nos ductos e na cisterna da glandula (Bruckmaier et al., 1991; Bruckmaier et
al., 1997). Estas contragdes ndo reduzem o fluxo da ordenha enquanto houver leite

cisternal, mas inibem a passagem do leite pelos ductos entre o alvéolo e a cisterna.
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Também a vasoconstricdo periférica provocada pela adrenalina poderia interferir
negativamente na chegada da ocitocina nas células mioepiteliais. No entanto, o
fluxo sanguineo nunca cessa completamente e, mesmo sob doses elevadas de
ocitocina aplicadas via endovenosa, ndo houve ejecdo de leite apds aplicacdo

endovenosa de catecolaminas (Bruckmaier et al.,1997).

A inibicdo do reflexo de ejecdo do leite por acdo central, quando ndo ha suficiente
liberacdo de ocitocina, tem sido observada em vacas ordenhadas em ambiente
desconhecido (Bruckmaier et al., 1993), em primiparas logo ap6s o parto
(Bruckmaier et al., 1992), em vacas no cio (Bruckmaier e Blum, 1998) e em vacas
Girolando F1 ordenhadas sem a presenca da cria (Alvarez et al., 1980). Quando isto
ocorre, a administracdo de dose fisioldgica de ocitocina pode restabelecer a ejecédo
do leite (Bruckmaier e Blum, 1998).

As inibicdes periférica e central da ejecdo do leite foram simuladas e comparadas
separadamente em um experimento de Bruckmaier et. al. (1997). ROT e receptores
a-adrenérgicos foram bloqueados utilizando Atosiban’ e Cloridrato de Fenilefrina®,
respectivamente, simulando a inibicdo periférica. A simulacdo do blogueio central
foi realizada ordenhando as vacas em ambiente desconhecido. Cada grupo foi
comparado com seu respectivo grupo controle. Como era previsto, a inibicao
central resultou em distarbio de ejecdo do leite por deficiéncia de ocitocina e
apenas o leite presente na cisterna da glandula foi removido. A aplicagdo de dose
fisioldgica de ocitocina foi suficiente para obter o leite alveolar. J& os animais com
inibicdo periférica da ejecdo do leite tiveram liberacdo normal de ocitocina, mas
durante a ordenha, apenas o leite cisternal foi removido. Estes resultados
demonstram que a inibi¢do periférica promovida pela ativacdo dos receptores o-

adrenérgicos pode bloguear o fluxo de leite para a cisterna.

Em um experimento acerca do disturbio de ejecdo de leite em vacas (Simental x

Holandés Vermelho e Pardo Suico) foram avaliadas as concentragdes sanguineas de

7 Peptidio sintético, antagonista competitivo pelo receptor da ocitocina.
8 Agente simpatomimeético sintético, com acéo direta sobre os receptores alfa-adrenérgicos.
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ocitocina, prolactina, cortisol e p-endorfina durante ordenha em ambiente
desconhecido (Bruckmaier et al.,1993). A concentracdo basal de ocitocina foi
similar entre os dois grupos (1,5 + 0,3 pg/mL de plasma)®. Um minuto apds o inicio
da ordenha, a concentracdo de ocitocina do grupo ordenhado em ambiente
desconhecido foi menor que a do grupo ordenhado em seu proprio ambiente (2,1 +
0,4 pg/ml de plasma e 20,9 + 0,5 pg/ml de plasma, respectivamente). O grupo que
estava sendo ordenhado em ambiente desconhecido ndo obteve concentracdes de
ocitocina suficientes para a ejecdo do leite alveolar e apenas o leite cisternal foi
obtido. J& no outro grupo, a ordenha resultou na extracdo de, em média, 79,23% do
total de leite dos animais. A concentracdo de prolactina aumentou em ambos 0s
grupos, mas de forma mais pronunciada no grupo ordenhado em seu proprio
ambiente. Elevadas concentragdes de cortisol ¢ B-endorfina foram verificadas nas

vacas ordenhadas em ambientes estranhos.

O ACTH e a P-endorfina derivam do mesmo precursor na hipdfise, a pro-
opiomelanocortina (POMC) (Eipper et al., 1980; Brunton et al., 2012). Segundo
Guillemin et al. (1977) ambos, ACTH e p-endorfina, foram liberados

concomitantemente em ratos estressados.

Segundo Bruckmaier e Blum (1998), a ligacéo entre elevadas concentragdes de B-
endorfina, de cortisol e de distarbios de ejecdo do leite ainda ndo foi totalmente
esclarecida, mas estd relacionada com estresse emocional por isolamento,

transporte, adaptacdo e ordenha em ambientes novos.

A aplicacdo exdgena de cortisol ndo resultou em distdrbio de ejecdo do leite (Mayer
e Lefcourt, 1987), no entanto a ejecdo do leite pode ser inibida pela aplicacdo de
morfina (Wright, 1985), pela B-endorfina induzida por ordenha em ambiente
desconhecido (Bruckmaier et al., 1993) e induzida pela aplicagdo de Naloxona®®,
que estimula a liberacdo de ocitocina durante a ordenha em condi¢Ges normais
(Tancin et al., 2006).

9 Valor original em ng/L que equivale a pg/mL.
10 A Naloxona é uma droga antagonista de receptores de opidides criada pela famacéutica Sankyo
nos anos 60.
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3.2.5 Ocitocina endogena

Diversas praticas com o objetivo de conseguir 0 apojo na hora da ordenha em vacas
mestigas tém sido aplicadas. Uma delas consiste em alimentar as vacas durante a
ordenha, outra é utilizar o bezerro. Desta forma, a ejecdo do leite é obtida por meio
de ocitocina endogena, isto é, pela ocitocina liberada pela neurohipéfise na hora da

ordenha.

Estudos verificaram que a alimentacdo durante a ordenha pode influenciar
positivamente na producdo de leite e na secrecdo de hormonios como ocitocina,
prolactina e somastatina! (Johansson et al., 1999). Segundo Uvnias-Moberg et al.
(2001) dois mecanismos podem estar envolvidos na liberacdo de ocitocina durante
a alimentacdo: a ativacdo de nervos sensoriais na mucosa oral relatado em trabalho
de Verbalis et al. (1986) e a estimulagdo do nervo aferente vagal, comprovada por
estimulacéo elétrica em pesquisa de Stock e Uvnés-Moberg (1998).

A prética de ordenhar vacas mesticas com bezerro ao pé era adotada por mais de
80% dos produtores entrevistados em pesquisa realizada em Minas Gerais, embora
as orientacdes técnicas fossem voltadas para o aleitamento artificial (Madalena et
al. 1997). Isto se justificava porque a estimulacdo da ordenha manual ou da
amamentacao resultava na liberacdo continua da ocitocina na corrente sanguinea
pela neurohipdfise. Este processo ocorreria em resposta a um arco reflexo
neuroenddcrino que promoveria a liberacdo também continua do leite alveolar para

as cisternas, tornando-o disponivel ao longo da ordenha (Bruckmaier et al.,1994c).

Em trabalho realizado para comparar modelos de ordenha com e sem bezerro, a
producdo foi 21% maior no volume de leite produzido por vacas Girolando F1 no
sistema de ordenha com bezerro (Junqueira et al., 2004). Outros autores
encontraram resultados semelhantes, com producdo maior em sistema de ordenha
de vacas mesticas Bos taurus x Bos indicus com bezerro, comparado com ordenha

sem bezerro (Campos et al., 1993; Negrdo e Marnet, 2002; Combellas et al., 2003).

11 Hormo6nio gastrointestinal.
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A duracéo da lactacdo também foi maior no sistema de ordenha com bezerro ao pé
(Junqgueira et al., 2004). Os autores concluiram que um dos motivos gque levaram a
este resultado foi o fato de 9,4% (5/53) das vacas no sistema de ordenha sem
bezerro terem tido a lactacdo inferior a 60 dias. Caldas e Madalena (2001)
concluiram, baseados em revis&o de literatura sobre ordenhar com ou sem bezerro,
que o metodo de amamentacao restrita nos dois ou trés primeiros meses da lactacédo
de vacas Girolando F1 tem apresentado maior producdo de leite comercializavel

que o método de ordenha sem bezerro.

Também a estimulacdo vaginal, segundo Bruckmaier et al. (1992) promoveu
liberacdo de ocitocina enddgena suficiente para ordenhar o leite alveolar de vacas
primiparas com distarbio de ejecdo. Em outro experimento, Bruckmaier et al.
(1993) mediram a concentracdo plasmatica de ocitocina em vacas multiparas sem e
com disturbio de ejecdo induzido por ambiente desconhecido. As vacas foram
submetidas a estimulacdo vaginal por 2 minutos. As concentracdes plasmaticas
foram medidas um minuto depois. Aquelas que ndo apresentavam distdrbio
aumentaram a concentragao de ocitocina de 20,9 + 5,1° para 26,3 + 10,6° pg/mL'? e
as com disturbio tiveram um aumento de 2,16 + 0,4% para 3,7 + 07 2 pg/mL.

A desvantagem € que as praticas que promovem a libera¢do enddgena de ocitocina
sdo, em sua maioria, de dificil adaptacdo ao manejo de propriedades com grandes
producdes, com ordenha mecanizada e que buscam por ganhos de produtividade e
lucratividade. A prética de alimentar as vacas na sala de ordenha vai contra o0s
principios descritos como fundamentais para o controle de sanidade da glandula
mamaria (Ruegg, 2006). Em rebanhos comerciais, com um grande nimero de
animais em lactacéo, a alimentagéo e/ou a presenca de bezerros na sala de ordenha
tornam o manejo ainda mais complicado, principalmente quando estes ficam

maiores.

Na reproducdo o efeito da amamentagdo sobre a condi¢do anovulatoria na vaca é

um grande problema (Short et al., 1990). Trabalhos mostraram que dependendo do

12 Valor original em ng/L que equivale a pg/mL.
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escore corporal da vaca, somente a presenca fisica do bezerro foi capaz de
influenciar negativamente no intervalo de partos, pelo aumento do periodo

anovulatério (Mukasa-Mugerwa et al., 1991; Viker et al., 1993).

Também na criagdo das bezerras de reposi¢do, 0 modelo de amamentacdo natural é
muito desfavoravel. Os indices de mortalidade e morbidade de bezerros foram
elevados no experimento de Campos et al. (1993). A baixa resisténcia dos animais
as enfermidades e parasitas € um fator de frustracdo na exploracao leiteira, como
consequéncia de deficiéncias na alimentagdo e no controle sanitario (animais de

varias idades juntos em grandes concentracfes pelo menos por duas vezes ao dia).

3.2.6 Distribuicdo e disponibilidade do leite na glandula mamaria

Entre as espécies de mamiferos, existem diferencas na proporcdo de leite
armazenado no Ubere dentro dos alvéolos e das cisternas. Distingue-se o leite
alveolar, aquela porcdo que depende da ocitocina para ser ordenhada, do leite
disponivel, que é aquele presente na cisterna da glandula (Santos e Fonseca, 2007).
O mecanismo da ejecdo do leite alveolar pela contracdo das células mioepiteliais
sob acdo da ocitocina ocorre na maioria das espécies estudadas. Entretanto, as
diferengas anatbmicas entre as espécies alteram a necessidade e/ou o grau de
liberacdo de ocitocina durante a ordenha. O reflexo de ejecdo do leite pode ndo ser
essencial para a ordenha de animais que armazenam a maior parte do leite nas

cisternas glandulares (Akers, 2002).

Os pequenos ruminantes possuem cisternas da glandula maiores. O percentual de
leite disponivel varia de 40 a 80% do total armazenado no Ubere (Marnet e
McKusick, 2001), o que faz com que o reflexo de ejecdo no momento da ordenha
seja menos importante em comparacdo com vacas leiteiras (Bruckmaier et al.,
1994c).

Pesquisas a respeito da dindmica de ordenha em bufalas relatam problemas
relacionados ao reflexo de ejecdo na ordenha mecénica. A area média da cisterna da

glandula na bafala é de 13,1+1,1 cm?, menor do que em vacas (Thomas et al.,
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2004). Segundos os autores, a area de cisterna € maior em animais no inicio de
lactacdo, diminuindo no meio e final da lactacdo. Os animais mais velhos

apresentam maior area que 0s mais jovens, com menor nimero de partos.

Também em bovinos, a fracdo de leite cisternal depende da ordem, da fase da
lactacdo e da raca. O tamanho da cisterna € maior no pico da lactacdo e em vacas
com maior numero de partos (Bruckmaier et al., 1994a) e nas vacas da raca
Holandés quando comparadas as vacas Girolando (Porcionato et al., 2009). A area
da cisterna da glandula maméria encontrada em vacas da raca Holandés foi de
20,31 cm?+2,02% e a das vacas Girolando foi de 13,72 cm?+1,34°,

3.2.7 Ocitocina exdgena

A prética de aplicar ocitocina exdgena se fundamenta pelo papel fundamental deste
hormbnio na lactacdo. Sua acdo otimizada proporciona uma ordenha rapida e
completa, interferindo positivamente na producéo de leite. Vacas da raca Holandés,
submetidas a injecdes de ocitocina durante toda a lactacdo, produziram 11,6% mais

leite que as que ndo receberam (Nostrand et al., 1991).

Quando vacas Girolando F1 sdo ordenhadas sem bezerro, tendem a apresentar
disturbios de ejecdo do leite e a reter grandes volumes de leite residual, o que
contribui para a reducdo tanto da producdo de leite como da duracdo da lactacao
(Alvarez et al., 1980). A aplicacdo de ocitocina exdgena tem sido utilizada antes da
ordenha a fim de obter maior retirada do leite, tratando, assim, a ejecdo incompleta
de leite (Bruckmaier, 2003).

Em experimento com vacas Girolando F1, Oliveira (2010) avaliou a aplicacdo de
ocitocina ou a presenca do bezerro no momento da ordenha sobre 0s parametros
produtivos e reprodutivos. O grupo experimental era ordenhado na auséncia da cria
e submetido a aplicacdo de 2 Ul de ocitocina endovenosa imediatamente antes do
inicio da ordenha. O grupo controle era ordenhado na presenga da cria e
amamentava apos a ordenha durante 30 minutos. Nao foram observadas diferencas

(p>0,05) entre as médias ajustadas para producédo de leite, mas as vacas submetidas
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a aplicacdo de ocitocina apresentaram menor taxa de reducdo da producdo de leite
ao longo da lactacdo. Além disso, apresentaram melhor desempenho reprodutivo. A
autora concluiu recomendando a aplicacdo de ocitocina como alternativa de manejo

em rebanhos com vacas Girolando F1, em substitui¢do a ordenha com bezerro.

Araujo et al. (2012) compararam a producéo de leite de vacas Girolando F1 com ou
sem bezerro, com e sem aplicacdo de ocitocina. As vacas ordenhadas com seus
bezerros e as com aplicacdo de ocitocina obtiveram maior producdo de leite diaria
(+2,58 litros) em relagdo aos seus respectivos tratamentos controle (p<0,05). Os
autores concluiram que tanto a administragdo de ocitocina exdgena quanto a
utilizacdo do bezerro durante a ordenha estimularam a producdo de leite nestas

vacas.

A aplicacdo de ocitocina exdgena tem sido utilizada em altas dosagens, segundo
Bruckmaier (2003), para tratar a ejecdo incompleta de leite. No Brasil as indicagdes
das bulas de ocitocina divergem entre laboratérios, mas sempre com indicacdo de

elevada dosagem como se Vvé no quadro abaixo:

Quadro 01 — Dosagens de ocitocina indicadas para tratar distarbio de ejecdo do leite
em vacas em produtos disponiveis no comércio.

) VIA DE APLICACAO
NOME LABORATORIO
IM! ou SC? Vv
4 x 2ad4 mL
Placentex Agener Unido (20 2.40 UI) -
. . la2mL la2mL
5
Ocitovet Vetecia Lab. Prod. Vet. LTDA. (10 220 UI) (10 2 20 UI)
Ocitocina Forte 2a5mL
uce® UCBVET (20 a 50 UI) i
Ocitocina A . 2a5mL 15a4mL
Vitalfarma? Lab. Farmacéutico Vitalfarma (20 2 50 UI) (15 2 40 Ul)

Notas:
Lintramuscular; 2-subcutanea; 3-intravenosa, “Placentex (1983), *Ocitovet (2004), ®Ocitocina Forte
UCB (1978), "Ocitocina Vitalfarma (1996).
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Em entrevista com fazendeiros na Suica, Belo e Bruckmaier (2010) verificaram que
altas dosagens de ocitocina eram utilizadas (7 = 2 Ul pela via endovenosa e 23 + 2
Ul pela via intramuscular). Estas dosagens, segundo os autores, especialmente
quando as aplicagfes sdo intramusculares, provocam elevadas concentracfes de
ocitocina durante varias horas. Elevadas dosagens de ocitocina utilizadas de forma
continua reduzem sua liberacdo enddgena espontanea para ejecdo do leite quando o
tratamento € interrompido, mostrando que esta pratica torna dependentes 0s animais

a ela submetidos (Bruckmaier, 2003; Macuhova et al., 2004).

Ribeiro et al. (2004) testaram diferentes doses de ocitocina aplicadas via
intramuscular para medir a producéo de leite de ovelhas ordenhadas sem suas crias.
Ndo foram encontradas diferencas entre doses de 1 a 5 Ul de ocitocina para
ordenhar ovelhas sem a presenca da cria. J& a utilizacdo de ocitocina em bovinos foi
testada por Gorewit e Sagi (1984), medindo a porcao de leite residual em vacas da
raca Holandés. Cinco doses de ocitocina (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 Ul) foram aplicadas
na veia mamaria um minuto apds a ordenha mecanica. Ap6s 15 minutos mais 10 Ul
de ocitocina foram aplicadas para verificar se a dose utilizada anteriormente tinha
sido suficiente para a extracdo do leite residual. Os autores observaram diferencas
entre a ndo aplicacdo (sem ocitocina) e as demais doses. Também observaram que a
administracdo de 2 ou 3 Ul de ocitocina foi suficiente para se obter a ordenha

completa de vacas com distdrbio de ejecao.

Belo e Bruckmaier (2010) testaram a aplicacdo endovenosa 0,2 e 0,5 Ul de
ocitocina para tratar distarbio de ejecdo. Segundo os autores, o0 tempo de ejecdo do
leite aumentou com a dosagem de ocitocina aplicada. Portanto, a quantidade do
leite ordenhado também aumentou com a dosagem de ocitocina aplicada. Os
autores concluiram que a aplicacdo de ocitocina deveria ser reduzida para o
minimo, e que a dose pode ser calculada com base no tempo necessario para uma

ordenha completa, de acordo com a necessidade do animal.

A ocitocina, em baixa concentragdo, atua promovendo contracdo da musculatura

lisa do atero de forma ritmica em pulsos. Em concentracfes elevadas promove a
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diminuicdo do potencial de repouso da membrana, levando a aumento da
excitabilidade (pela soma de potencial de acdo repetitivos) resultando em paralisia
(Spinosa et al., 2011).

Em doses elevadas e repetidas, a ocitocina ativa os receptores V2 de vasopressina e
exerce efeitos antidiuréticos (por causa de sua semelhanca com a vasopressina).
Acdes vasodilatadoras também foram observadas, podendo causar taquicardia

reflexa e hipotenséo e intoxicacao hidrica (Brunton et al., 2012).

3.3 Administragédo de Ocitocina e seus inconvenientes

A aplicacdo de ocitocina na pecuaria nacional é feita por meio de injecOes pelas
vias endovenosa ou intramuscular. Este mecanismo é frequentemente utilizado para
tratar a ejecdo incompleta de leite (Bruckmaier, 2003), tendo como vantagem a
rdpida acdo do farmaco. No entanto, problemas de transmissdo de doengas
infecciosas tém sido frequentemente relacionados com esta pratica, como, por

exemplo, a tripanossomiase bovina (EV-UFMG, 2014).

Em junho de 2014, um surto de Trypanossomose bovina atingiu cidades como
Abaeté, Martinho Campos, Itamarandiba, Biquinhas, Maravilhas e Pompéu,
levando a muitas mortes de vacas e prejuizo para os produtores (EV-UFMG, 2014).
A disseminacdo desta doenca ocorre normalmente de animal para animal, pela
picada da mosca-de-estdbulo (Stomoxys calcitrans), que pica o animal infectado e
em sequéncia pica outro animal, transmitindo o parasito pelo sangue. Fez-se uma
coleta de dados, minuciosa anamnese, exames clinicos e do ambiente. Os indicios
sugeriram, entretanto, que este surto ocorreu pelo uso indevido da agulha na
aplicacdo de ocitocina. Verificou-se nestas fazendas que somente vacas em lactacao
apresentavam sinais clinicos da doenca. Também, que o liquido da ocitocina, que é
transparente, se tornava avermelhado apds a aplicacdo nas vacas, devido a
contaminagdo pelo sangue. “A agulha se tornou mais eficiente do que a mosca”,

conforme afirmacéo do prof. Anténio Ultimo de Carvalho na noticia citada.
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Outra doenca que apresenta risco potencial é a Leucose. O virus desta doenca
apresenta distribuicdo mundial com prevaléncia alta na América do Sul e do Norte,
sendo que a transmissdo horizontal é a principal forma de contaminacgdo (Galinari,
2014). A aplicagéo de vacinas ou de ocitocina em massa sem trocas de agulhas ou
utilizacdo de medicamentos contaminados € contraria a postura moderna de buscar
o0 controle epidemioldgico, que consiste em reduzir as oportunidades de
disseminacédo de doencas (Gay, 2009). Para desencadear um surto em um grupo de

animais basta a existéncia de um caso subclinico ndo diagnosticado.

Além disso, a aplicacdo endovenosa ou intramuscular de ocitocina para obter ejecao
de leite requer no minimo duas injecGes diarias em cada animal, 0 que representa
pelo menos 610 agulhadas em uma lactacdo de 305 dias. O risco de flebites por
contaminacdo e de ocorréncias de surto é grande, ainda mais quando se espera pelo
menos trés lactacdes para cada vaca, representando no minimo 1.830 injecdes na
veia mamaria ao longo de sua vida produtiva. Ademais, além de todos os problemas

apresentados, a pratica causa estresse de forma continuada nos animais.

3.3.1 Administrag&o via transmucosa

A via mucosa nasal tem sido usada como rota alternativa na medicina humana para
a disponibilidade sisttmica de farmacos resultando em répida absorcdo (Turker et
al., 2004). Mulheres com dificuldade de amamentar ou extrair o leite recebem
indicacdo de utilizar medicamento comercial na forma de spray de ocitocina
sintética, tendo éxito na estimulacdo da ejecdo e no tratamento de ingurgitamento
(Syntocinon®, 2015). Segundo o laboratério Novartis, 0 medicamento € absorvido
de forma rapida e suficiente a partir da mucosa nasal, e o efeito ocorre em menos de

5 minutos.

Em experimento com primatas (Macaca mulatta), a concentracdo de ocitocina no
liquido cefalorraquidiano foi medida antes e 40 minutos apds a aplicacdo de um
placebo (solucdo salina) e de ocitocina na via nasal, usando um spray intranasal e

um nebulizador. Ambas as aplicacdes de ocitocina usando o spray ou nebulizador
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resultaram em elevacdo na concentracdo de ocitocina em comparacdo com a
aplicacdo do placebo. Ndo houve diferenca entre os métodos de aplicacdo (Dal
Monte et al., 2014).

A mucosa nasal é de dificil acesso em bovinos em lactacdo, pois a contencdo da
cabeca causa estresse e liberacdo de adrenalina, que € um hormdnio antagonista a
ocitocina, interferindo negativamente na ejecdo leite (Bruckmaier e Blum; 1998).
No entanto, a medicina veterinaria ja utiliza a mucosa vaginal em larga escala, com
a aplicacdo de dispositivos intravaginais para programas reprodutivos, por meio de
implantes impregnados com progesterona para a manipulagdo do ciclo estral em
bovinos (Spinosa et al., 2011). N&o foi encontrada na pesquisa bibliografica até
aqui realizada qualquer referéncia a utilizacdo de ocitocina em bovinos por via

mucosa vaginal.

A via vaginal foi redescoberta como via potencial para aplicacdo sistémica de
farmacos. Entretanto, diferentemente de outras vias, a fisiologia da vagina é
altamente dindmica, em razdo das frequentes alteracdes ciclicas reprodutivas e em
funcdo da idade, podendo gerar incertezas quanto a sua utilidade para a finalidade
de aplicagdo de drogas. Mesmo assim, tem sido explorada para aplicacdo de
farmacos de acdo sistémica por sua grande area de superficie, alta vascularizacédo e
permeabilidade a uma vasta gama de compostos, incluindo os de grande peso
molecular como peptideos e proteinas (Choudhury e Kar, 2011; Patel e Patel,
2012).

3.3.2 Anatomia e fisiologia vaginal

A vagina pode ser descrita como parte do trato reprodutivo que se encontra dentro
da pelve, entre o Utero cranialmente e a vulva caudalmente (figura 06). A parede
vaginal é constituida por uma superficie epitelial, uma camada muscular e uma
serosa. A superficie epitelial da vagina possui epitélio escamoso (pavimentado)
estratificado, com células mucosas na sua parte cranial (Frandson et al., 2003). A

por¢do muscular é formada por uma camada interna circular espessa e outra,
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também interna, longitudinal fina. Esta tunica muscular é suprida por vasos
sanguineos, feixes nervosos, grupos de células nervosas e tecido conjuntivo denso e
frouxo (Hafez e Hafez, 2004). A porcdo serosa reveste apenas a parte cranial da
vagina (peritdnio). A parte caudal da vagina é revestida por tecido conjuntivo
(Frandson et al., 2003).

Cornos do Utero

Tuba uterina

Ovario

N  Ligamento
O f}v! Ia‘rgo )

Cérvice

Vagina

Ostio da uretra

Vestibulo

Figura 06 — Trato reprodutivo da vaca.
Fonte: Adaptado de Frandson et al. (2003).

O epitélio vaginal da vaca varia em resposta a influéncia hormonal do ciclo estral.
Sob a influéncia da progesterona, o epitélio na parte cranial possui cerca de trés
camadas de ceélulas, enquanto na parte caudal possui cerca de 10 camadas de
células. No inicio do estro, quando a estrutura estd sob influéncia do estrégeno, as
celulas colunares e caliciformes da parte cranial da vagina ficam cobertas pelo
muco cervical e a espessura do epitélio vaginal na parte caudal aumenta. No
entanto, ndo se observa real gqueratinizacdo. Neste periodo as células superficiais

s&0 mais escamosas, em sequéncia, ocorre a descamacao (Eurell, 2012).

As paredes vaginais sdo umedecidas por fluidos vaginais. S&o transudatos do
epitélio, muco cervical e secre¢cdes endometriais. Ao se aproximar o cio, aumenta a

vascularizagéo local e o fluido fica mais seroso (Hafez e Hafez, 2004).
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A microbiota vaginal é composta por VAarios microrganismos aerobicos,
anaerobicos, facultativos e estritamente anaerobicos. Trata-se de uma mistura
dindmica sendo constantemente introduzidos novos microrganismos. As respostas
imunologicas parecem estar sob controle enddcrino. Células plasméticas maduras e
imaturas, localizadas abaixo do epitélio, aumentam em nudmero durante a fase
luteinica e secretam imunoglobulinas A e G, que parecem prevenir infeccdes
bacterianas (Hafez e Hafez, 2004). Linfécitos e plasmdcitos sdo mais comuns sob a
influéncia da progesterona, ja os neutrdfilos invadem o epitélio vaginal na fase
folicular (Eurell, 2012).

Segundo Khudayer (2007), o pH vaginal de vacas no pro estro, estro e na fase luteal
é alcalino, variando entre 7,0 e 7,95, ndo excedendo a 8,0. Em comparacgéo, o pH
fica mais alcalino no estro que no pro estro. Contudo, durante a gestagdo, o pH
vaginal se torna acido, variando entre 5,9 e 6,1, de acordo com o autor, que utilizou
de forma satisfatoria o pH como forma de identificar a situacdo gestacional dos

animais.

O suprimento sanguineo da parte caudal do Utero, sua cérvice e partes adjacentes da
vagina, é feito por ramos da artéria vaginal e um ramo da artéria pudenda interna
(Frandson et al., 2003). A drenagem é realizada pelas veias vaginais e acessorias.
Sdo bilaterais, localizadas uma de cada lado da vagina. Formam-se a partir de

plexos laterais e drenam para as veias iliacas internas (figura 07).
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Figura 07 — Esquema de suprimento e drenagem sanguinea para o trato reprodutivo da vaca.
Fonte: Adaptado de Dyce et al. (1996).

A veia iliaca interna se une a veia iliaca externa, formando a veia iliaca comum que
desemboca na veia cava inferior, chegando assim ao coracdo. Desta forma, a vagina
se destaca como uma via eficiente de administragdo de medicamentos, permitindo
que a absorcdo seja feita diretamente para a circulagdo sem passar pelo sistema

porta’3, isto é, sem sofrer interferéncia do metabolismo hepatico (Standring, 2010).

Em um estudo sobre a angioarquitetura venosa, Gioso et al. (2005) observaram nas
vacas 0 mecanismo contracorrente devido a anastomoses uterinas com a circulagéo
vulvar e vaginal. O sangue €é drenado da vagina e da cérvice ndo apenas pela veia
vaginal, mas também pela veia Utero-ovariana, possibilitando uma rota local entre

estas estruturas sem passar pela circulacao sistémica.

3.3.3 Absorcdo de farmacos e a via transmucosa

A absorcdo de um farmaco representa a passagem do local de aplicacdo para a
circulacdo sisttmica. Sua atuacdo depende da concentragdo, da area da superficie

13 No sistema porta, o sangue passa pelo figado antes de retornar ao coragéo.
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absorvente, da vascularidade e do transporte através das membranas celulares ou
por entre elas para alcancar o alvo. Em alguns casos, o farmaco precisa atravessar
as membranas plasméticas de varias células, em outros casos o farmaco precisa

transpor apenas uma Unica camada de celulas (Brunton et al., 2012).

Os farmacos atravessam as membranas, na maioria das vezes, por processos
passivos. S&o eles o transporte paracelular e difusdo. No transporte paracelular ou
filtracdo, os farmacos passam por espagos pre-existentes, que variam em diametro
nas varias membranas corporais. E um mecanismo comum para pequenas
substancias hidrossollveis, polares ou apolares. Na difusdo (simples ou passiva), as
moléculas do farmaco atravessam a membrana em funcdo do gradiente de
concentracdo. No entanto, precisam ser apolares e apresentarem peso molecular
compativel com a dupla camada lipidica que pretendem atravessar (Spinosa et al.,
2011).

Alguns farmacos atravessam envolvendo a participacdo ativa de componentes da
membrana, isto é, mediada por carreador (figura 08). Pode ser por difusédo facilitada
ou por transportadores de farmacos. Na difusdo facilitada, o farmaco é transportado
por intermédio de um carreador a favor de um gradiente quimico sem gasto de
energia. Quando o é por transportadores de farmacos, o transporte ativo realiza
movimento contra um gradiente eletroquimico necessitando de energia (figura 08)
(Spinosa et al., 2011).
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Figura 08 — Diversos mecanismos usados pelos farmacos para atravessar as barreiras
celulares.
Fonte: Adaptado de Brunton et al. (2012).

Um parametro para avaliar a absorcdo € a verificacdo da biodisponibilidade. Ela é
descrita como sendo a fracdo do farmaco que consegue alcancar a circulagao
sisttmica a partir de sua via de administracdo. A técnica consiste em avaliar a
disponibilidade sistémica (F), comparando a extensdo da absorcdo da droga de
aplicacdo por via ndo vascular (area sob a curva = ASC via nao vascular) COM a aplicacédo
de doses iguais da droga via vascular para 0s mesmos animais (area sob a curva =
ASC endovenosa). A area sob a curva (ASC) da concentracdo-tempo é estimada pela
soma da éarea de todos os trapézios e triangulos limitados pela curva, e
matematicamente calculada como a integral da curva A aplicacdo endovenosa
representa por definicdo a disponibilidade sistémica total. O célculo pode ser feito
utilizando a seguinte formula: F = ASC vianao vascular / ASC endovenosa (Adams, 2003).

Na vagina, alguns fatores fisiolégicos podem interferir na absorcdo de farmacos,
principalmente por figurar nas duas etapas fundamentais para sua realizacdo: a
diluicdo do farmaco no limen vaginal e a penetracdo deste na membrana. O

aumento do fluido vaginal pode aumentar a absor¢do de drogas pouco soltveis em
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agua, mas também pode reduzir ao facilitar sua expulsdo da cavidade vaginal
(Choudhury e Kar, 2011).

Mudancas ciclicas hormonais interferem na concentracdo de estrégeno e no pH
vaginal (Choudhury e Kar, 2011). A permeabilidade esta relacionada a
concentracdo de estrogeno, podendo influenciar na farmacocinética de drogas de
acao sistémica. Alteracdes no pH podem alterar o grau de ionizacéo e afetar o perfil
de liberacdo de farmacos sensiveis ao pH, interferindo na diluicdo e penetracédo
destes na mucosa (Choudhury e Kar, 2011). Muitos farmacos sdo acidos ou bases
fracas presentes em solugdes sob a forma ionizada ou ndo. As ndo ionizadas sdo,
via de regra, mais lipossollveis que as ionizadas, podem difundir-se mais
facilmente pela membrana celular. Outros fatores também influenciam facilitando
ou ndo o transporte transcelular, como o tamanho da molécula e sua estrutura
quimica. A distribuicdo transcelular é determinada pelo seu pKA e pelo gradiente

de pH através da membrana (Brunton et al., 2012).

A absorcdo vaginal para a maioria das substancias ativas acontece por difuséo.
Quando o farmaco € hidrofébico, a rota de absorcdo é transcelular por difusdo a
favor de um gradiente. Mas quando se trata de substancia hidrofila, a absorcédo é
paracelular, mediada pelos “Tight junctions” ou poros presentes na mucosa vaginal.
A absorcéo vaginal também pode ser mediada por vesicula ou receptor (Choudhury
e Kar, 2011).

No entanto, segundo Attwood e Florence (2011), ndo se deve esperar que regras
tedricas se apliqguem a quaisquer circunstancias complexas e dindmicas, como a
interacdo e a absorcdo de drogas. Segundo os autores, a teoria fornece apenas uma
orientacdo e previsdo provavel do comportamento da droga, que deve ser submetida

a testes para sua avaliagéo.

3.3.4 Incrementadores de Absor¢éo

Pode-se realizar a associagdo de substancias a um farmaco com o objetivo facilitar

sua absor¢do na via utilizada para sua aplicacdo. Trabalhos sobre a permeabilidade
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vaginal indicaram que as drogas elegiveis para a via vaginal devem ter algum grau
de solubilidade aquosa (Choudhury e Kar, 2011).

De acordo com Attwood e Florence (2011), todas as membranas bioldgicas
possuem uma camada de &gua relativamente ndo agitada adjacente a sua superficie.
Desta forma, durante o processo de absorcdo, a droga deve transpor uma camada

aquosa e em seguida uma camada lipidica.

Algumas substancias favorecem a absor¢do, comportando-se como carreadoras de
outras. As membranas celulares sdo relativamente permeéveis & agua, seja por
difusdo ou fluxo resultante dos gradientes hidrostaticos ou osmoticos existentes na
membrana. Devido a esta propriedade, a 4gua pode transportar consigo alguns

farmacos que se encontram nela dissolvidos (Brunton et al., 2012).

Os carreadores, de acordo com Dodla e Velmurugan (2013), deveriam ter como
caracteristicas ideais para transportar drogas via membrana: serem seguros e nao
toxicos, ndo irritantes nem alergénicos; serem farmacologica e quimicamente
inertes; ndo apresentarem atividade farmacoldgica sistémica relevante; e, ndo serem

quimicamente incompativeis com a droga a ser administrada.

Os polimeros mucoadesivos interagem com 0 muco que recobre o epitélio da
mucosa, aumentando a permanéncia, a absorcdo e, consequentemente, a
concentracdo plasmatica do farmaco associado. Essas substancias tém ganhado
maior atencdo nas Ultimas duas décadas porque, além de favorecer a absor¢do de
substancias como proteinas, promovem a manutencdo de uma formulacdo em
contato intimo com local de absorcdo, como mucosas da cavidade nasal, oral, do
olho ou vagina. Podem também ser utilizados como agentes terapéuticos revestindo
tecidos danificados ou agindo como lubrificantes. Precisam ser ndo toxicos, ndo
absorviveis, ter rapida aderéncia em tecidos Umidos e capazes de liberar o farmaco

a ele incorporado (Asijal et al., 2013).

Lista-se abaixo, alguns agentes incrementadores de absorgdo e suas caracteristicas
que, quando associados a farmacos, atuam favorecendo a absorcao de formulagdes

em mucosas (Quadro 02).
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Quadro 02- Agentes incrementadores de absorcdo, forma de acdo e principais

caracteristicas

Agente
Incrementador de
Absorcéo

Acéo

Caracteristicas

Agua

Agente carreador

Transporta consigo farmacos que se encontram
dissolvidos nela. Possui fluxo em funcédo de
equilibrio hidrostatico ou osmatico?.

Alcool Polivinilico
(PVA)

Mucoadesivo

Polimero termoplastico sintético hidrossoltvel e
biodegradavel, formador de pelicula com alto
poder adesivo?.

Carboxi Metil
Celulose (CMC)

Mucoadesivo

Polimero hidrossoltvel que incha em contato com
a 4gua até sua completa dissolugdo?.

Glicerina

Mucoadesivo

Forma uma pelicula no local de sua aplicacio®.
Trata-se de um composto higroscopico

Dimetilsulféxido
(DMSO0)

Agente carreador
aumenta a permeabili-
dade da membrana

Transporta consigo fArmacos que se encontram
dissolvidos nela através das membranas*.
Trata-se de um composto higroscépico com
grande capacidade de penetracdo favorecendo
transporte paracelular®

Propilenoglicol

Mucoadesivo
Agente carreador

Forma uma pelicula no local de sua aplicacéo.
Composto higroscépico. Transporte parecelulars.

Agente surfactante. Age promovendo perturbacdo

Aumenta a dos lipidios intercelulares e da integridade da
Tween 80 permeabilidade da . -
camada proteica e facilitando o transporte
membrana 3
transcelular?.
Notas:

L (Brunton et al., 2012); 2 (Asijal et al., 2013); 3(Dodla e Velmurugan, 2013); *(Rand-Luby et al.

1996).

3.4 Metodologia de analise de concentracgao de ocitocina

A concentracdo de ocitocina pode ser medida no sangue de bovinos pelo método

Radioimunoensaio (RIA — Radio-imuno-assay) (Gorewit, 1979; Schams et al.,

1984; Gorewit e Gassman, 1985; Bruckmaier et al., 1993) ou Enzimoimunoensaio

(ELISA- Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) (Marnet et al., 1998; Porcionato
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et al., 2005; Bochini et al., 2014; Dal Monte et al., 2014; Robinson, 2014). As duas
técnicas, RIA e EIA, foram usadas para detectar uma grande variedade de
anticorpos e antigenos. Os procedimento e principios utilizados na técnica EIA séo
semelhantes aos utilizados pela técnica RIA, mas sua vantagem é que utiliza

enzimas em vez de isétopos radioativos como marcadores (Amado, 2002).

De acordo com Robinson (2014), a maioria dos estudos publicados sobre
concentracdo de ocitocina utilizaram o método EIA. Também segundo o autor, ha
uma grande variedade de protocolos utilizados por pesquisadores (Quadro 03), o
que torna possivel diversas opc¢des para o desenvolvimento dos experimentos.

Quadro 03: Variedade de protocolos em 39 trabalhos publicados sobre
concentracdo de ocitocina no sangue de varias espécies

OCITOCINA ULTILIZOU
EXTRAIDA DO N° ANTICOAGULANTE N° INIBIDOR Ne
PLASMA (APROTININA)
Sim 13 EDTA 12 Sim 7
Nao 17 Heparina 10 Néo 7
Néo relataram ou 9 Nao relataram 17 Nao relataram 25
Usaram soro

Fonte: Adaptado de Robinson (2014).

Na literatura consultada duas op¢bes de anticoagulantes foram encontradas como
validas em diversos experimentos, vacuteiner com heparina ou com EDTA e
aprotinina. Robinson (2014) utilizou a heparina, motivado pelo alto custo da
aprotinina. O manual do Kit Oxytocin EIA (da Enzo) indica a utilizacdo de EDTA e
aprotinina, mas adverte que a atividade do conjugado é afetada por concentracfes
de agentes quelantes (>10nM), tais como EDTA e EGTA.

Relativamente ao tratamento das amostras, verificou-se a existéncia de indicacfes
para analise a partir de plasma sem ou com extracdo de ocitocina, este Gltimo com a
utilizacdo das colunas cromatograficas c-18. O manual do kit (Oxytocin EIA da
Enzo) ndo descreve qual o protocolo deveria ser seguido para a preparacdo das
diversas amostras que poderiam ser utilizadas (soro, plasma, saliva, leite, urina ou

liquido cefalorraquidiano). Apenas explica como deve ser feita a diluicdo para o
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caso de amostras com concentracdo maior que a curva padrdo ou o método de
extracdo, indicado para amostras que ndo podem ser diluidas suficientemente ou

para concentrar amostras.

Robinson (2014) analisou primeiramente o plasma sem extragcdo de ocitocina,
depois repetiu sua analise utilizando o método de extracdo. Segundo o autor, ndo
houve correlagdo entre os resultados obtidos de concentracdo de ocitocina no
plasma com ou sem extracdo de ocitocina, sendo que os do plasma sem extracao

foram muito maiores que os do plasma com extracao.
4. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi dividido em quatro fases: uma fase laboratorial, seguida de duas
experimentais, terminando com outra fase laboratorial. O projeto deste trabalho foi
submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFMG, sob protocolo 116/2013.

4.1 Producdo das formulacdes com ocitocina

A primeira fase laboratorial foi realizada no Departamento de Farmacologia
(ICB/UFMG). Foram produzidas sete formulagbes com ocitocina para aplicacéo
vaginal, todas com concentracdo de 5 Ul/mL (Figura 09).

Figura 09 — Sete formula¢Ges com ocitocina e ocitocina comercial utilizadas neste experimento.
Fonte: Arquivo pessoal.

14 Trabalho desenvolvido pelo professor Dr. Igor Dimitri Gama Duarte.
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Os produtos associados foram selecionados por serem agentes facilitadores para
absorcéo, com objetivo de verificar sua habilidade de conduzir a ocitocina visando
atingir maior concentracdo plasmatica no menor tempo possivel. A ocitocina
injetdvel usada foi uma formulacdo comercial denominada Placentex® do
laboratério Agener Unido. As diversas composi¢cdes dos veiculos utilizados e

caracteristicas estdo descritas abaixo (Quadro 04).

Quadro 04- Caracteristicas das formulagdes utilizadas

Codificacdo Formulagéo Concentracao
A Ocitocina em 4gua ! 5 Ul/mL
B Ocitocina em Alcool Polivinilico (PVA)! 4% P/V? 5 Ul/mL
C Ocitocina em Carboxi Metil Celulose (CMC)* 2% P/V? 5 Ul/mL
D Ocitocina em Glicerina® 2% V/V* 5 Ul/mL
E Ocitocina comercial? 10 Ul/mL
F Ocitocina em Dimetilsulféxido (DMSO)! 10% V/V* 5 Ul/mL
G Ocitocina em Propilenoglicol! 25% V/V* 5 Ul/mL
H Ocitocina em Tween® 80 10% V/V* 5 Ul/mL
Notas:

! Formulagdes produzidas; 2 Formulagdo comercial Placentex® do Laboratdrio Agener Unido; 3%
P/V = porcentagem peso por volume; * % V/V = porcentagem volume por volume.

4.2 Testes Piloto

Sete coletas foram realizadas ao longo experimento, sendo que duas foram
realizadas ap0s a coleta das amostras do experimento propriamente dito. Seis foram
feitas no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG, e uma foi
realizada na Fazenda Experimental Hélio Barbosa, com objetivo de repetir os

mesmos animais do experimento.
As coletas de amostras foram feitas para verificar as seguintes condicdes:

e A utilizagdo do tronco e a forma de conter do animal, visando evitar a

ocorréncia de acidentes;
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e Qual seria a melhor veia a ser puncionada e a forma que seria mais eficiente.
Inicialmente, a veia maméaria seria utilizada para coleta das amostras,
entretanto verificou-se que coletar 0 sangue nesta veia ndo seria viavel no
contexto proposto e que a coleta poderia ser na veia jugular sem maiores

diferencas, reduzindo inclusive o estresse dos animais.

e A utilizacdo de cateter, planejada no projeto inicial também foi descartada
por ndo facilitar o procedimento. Eles entupiram e se deslocaram facilmente
qguando o animal era solto, exigindo manuseio frequente, 0 que causaria
flebite. Ja a coleta com agulha e seringa descartaveis foi realizada de forma
mais préatica e eficiente. A prévia higienizacdo do local puncionado com
algodao embebido em &lcool iodado foi suficiente para ndo provocar flebites

ou edemas;

e Testou-se também o acesso a vagina para administracdo das formulagdes no
local proposto para aplicagédo de ocitocina, no tempo previsto, com o animal
no tronco de contencdo. Verificou-se a necessidade de utilizar uma sonda
mais longa e de ajuda para encaminhar a ponta da sonda pela vagina, com a
mé&o introduzida no reto do animal, garantindo assim que o produto fosse
aplicado no final do saco vaginal e ndo fosse expelido por alguma

contracao;
e Fornecer material para os testes laboratoriais.
Os testes em laboratério foram realizados para verificar:

e A qualidade da amostra em funcdo da forma de coleta, acondicionamento,
transporte, centrifugacdo para separacdo do plasma e transferéncia deste
para tubos epeendorfs. Os testes foram iniciados sempre ao final do
procedimento de coleta. Verificou-se nesta oportunidade que coletar o
sangue formando vacuo, o que ocorre quando é necessario desentupir ou
guando a agulha se desloca da veia, promovia hemolise, deixando a amostra

inadequada para o experimento;
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e Se haveria a necessidade de diluir a amostra de plasma. Verificou-se com
este teste, que para trabalhar com plasma total seria necessario diluir a
amostra na proporcao de 1:16 com Assay Buffer. Ja as amostras submetidas

ao processo de extracdo de ocitocina nao precisaram ser diluidas;

¢ A melhor forma de manusear 0s materiais e equipamentos para utilizacao do
Kit EIA de ocitocing;

e Como tornar possivel preparar o nimero maior de amostras a0 mesmo

tempo, o que foi feito por meio da adaptacdo de equipamento para evaporar

maior nimero de amostras simultaneamente (Figura 10).

Figura 10 — Processo de evaporagdo de amostras de plasma apds processo de extracdo. Evaporagdo
manual unitéria e com a utilizagdo de equipamento adaptado.
Fonte: Arquivo pessoal.

4.3 Experimento (22 fase a campo)

4.3 1 Localizagéo

A coleta das amostras foi realizada na Fazenda Experimental Hélio Barbosa, da
UFMG, localizada na cidade de Igarapé. A duracdo do tempo de coleta foi de oito
dias, no periodo de 01 a 08 de outubro de 2015.
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4.3 2 Animais experimentais

Nesta fase foram submetidas aos tratamentos oito novilhas Girolando 3/4, com
idades entre 15 e 28 meses e pesos entre 310 e 410 kg. Nenhuma acéo de
interferéncia ou identificacdo da fase em que se encontravam no ciclo estral foi

realizada, no entanto ndo foram inseminadas e/ou cobertas e ndo estavam gestantes.

4.3 3 Aplicacéo de ocitocina

O experimento consistiu na aplicacdo endovaginal de 2 mL (10 Ul) das sete
formulacGes de ocitocina e uma aplicacdo endovenosa de 1 mL (10 Ul) de ocitocina
comercial, totalizando 8 tratamentos por dia. Ao longo de oito dias todos os animais

foram submetidos a uma aplicacdo de cada um dos tratamentos.

A formulacdo contendo ocitocina foi introduzida utilizando uma sonda de uso

individual acoplada a uma seringa, e a ocitocina endovenosa pela veia jugular.

4.3.4 Coleta das amostras, processamento e armazenamento

As amostras de sangue (6 mL) foram colhidas da veia jugular utilizando seringas e

agulhas descartaveis (Figura 11).

Figura 11 — Coleta, organizacdo e acondicionamento das amostras a campo.
Fonte: Arquivo pessoal.
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A primeira amostra foi colhida no momento anterior a aplicacdo da ocitocina
(tempo zero) e por mais seis vezes (no minuto 3 e a cada 3 minutos até completar

18 minutos) (Figura 12).

0 3 min 6 min 9 min 12 min 15 min 18min

IS S N SN S SR

Figura 12 — Esquema temporal das coletas de amostras de sangue nos animais experimentais.

As amostras foram colocadas em tubos heparinizados e acondicionadas em caixa

térmica com gelo.

O tempo total para coleta das amostras didrias foi de aproximadamente quatro
horas. A cada hora as amostras foram transferidas para geladeira até que todas as
amostras fossem colhidas. Foram centrifugadas a 3.000 g por 15 minutos para
obtencédo do plasma logo ap6s o fim da coleta de cada dia (Figura 13). O plasma foi
fracionado em duas partes ao ser transferido para os tubos epeendorfs (amostra e
duplicata). As amostras foram armazenadas a - 20°C e as duplicatas foram

armazenadas a -70°C.

 ArmosTRAS 3= DA OBI1I1cl IS
Amionanis S-S

Figura 13 — Amostras para serem centrifugadas e amostras nos tubos epeendorfs contendo plasma.
Fonte: Arquivo pessoal.
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4.4 Dosagem de ocitocina

As analises foram feitas utilizando o kit Elisa comercial da Enzo (Oxytocin EIA).
As primeiras amostras foram analisadas com o plasma total, conforme descrito no
item 4.4.1 (Protocolo de preparo das amostras de plasma sem extracdo). Depois
foram refeitas utilizando as duplicatas e 0 método de extracdo de ocitocina do
plasma utilizando coluna cromatografica C-18 produzidas pela empresa Waters,

conforme descrito no item 4.4.2 (Protocolo para extracdo de ocitocina do plasma).

4.4.1 Protocolo de preparo das amostras de plasma sem extragéo
O preparo foi feito da seguinte forma:

1- As amostras foram expostas a temperatura ambiente (19 a 22°C), com
30 minutos de antecedéncia;

2- A solucdo tampéo para ensaio foi preparada para diluicdo das amostras
imediatamente antes da utilizacdo, diluindo 10 mL de tampédo “Assay
Buffer” em 90 mL de agua deionizada. A por¢cdo ndo utilizada foi
descartada;

3- Foi feita a diluicdo 1:16 das amostras (condi¢do proposta no manual e
verificada no teste Piloto) da seguinte forma:

e Foram pipetados 600uL da solugdo tampao em cada tubo epeendorf;

e Foram pipetados 40uL de cada amostra nos respectivos tubos
epeendorfs;

e As amostras tamponadas foram homogeneizadas utilizando vortex e a

leitura da concentragéo utilizando kit (Oxytocin EIA).

4.4.2 Protocolo para extracao de ocitocina do plasma

As duplicatas das amostras, que estavam armazenadas a -70° C, foram submetidas
ao processo de extracdo de ocitocina. O procedimento foi feito como descrito a

sequir:
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[EEN
1

As amostras foram retiras do freezer e deixadas na temperatura

ambiente, com 30 minutos de antecedéncia;

N
1

A solucdo (TFA 0,1%) foi preparada diluindo 0,5 mL de &cido
tricloroacético em 500 mL de agua deionizada;

w
1

A solucdo (95% ACN + 5% (TFA 0,1%)) foi preparada diluindo 5 mL
de TFA 0,1% em 95 mL de acetonitrile puro;

ESN
1

A diluicdo 1:2 das amostras foi feita da seguinte forma:

e Foram pipetados 750 pL da solucdo TFA 0,1% em cada tubo epeendorf
(previamente identificado);

e Foram pipetados 750 pL de cada amostra nos respectivos tubos

epeendorfs e homogeneizando utilizando o vortex.

5- As amostras foram centrifugadas a 17.000g por 15 minutos a 4 °C;

(@)
1

As colunas c-18 Sep-Pac da Waters foram colocadas no aparelho
Visiprep DL (Disposable Liner) Vacuum Manifold;

7- As colunas c-18 Sep-Pac foram equilibradas com 1mL de acetonitrile;
8- Dando sequéncia, as colunas foram lavadas com 15 mL de TFA 0,1%;

9

Foi pipetado 1 mL do sobrenadante da amostra na coluna c-18 Sep-Pac;

10- As colunas foram novamente lavadas com 15 mL de TFA 0,1% e o
lavado foi descartado;

11- A amostra foi eluida lentamente com 3 mL de (95% ACN + 5% (TFA
0,1%)) e coletada em tubo de ensaio;

12-Depois de recuperada, a amostra foi evaporada utilizando gas

nitrogénio, congelada e armazenada a -20°C por até sete dias, quando

todas as amostras ja estavam devidamente preparadas para serem

utilizadas para leitura da concentracdo de ocitocina.

4.4.3 Preparo dos reagentes para Elisa

Foi utilizado o protocolo descrito a seguir, para preparar os reagentes para a leitura

de ocitocina.
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A solucdo tampdo foi preparada imediatamente antes da utilizacdo,

diluindo 10 mL de “Assay Buffer” em 90 mL de &gua deionizada. A

porcdo ndo utilizada foi descartada;

A ocitocina padrdo (10.000 pg/mL) foi retirada do freezer com 30

minutos de antecedéncia para que descongelasse naturalmente a

temperatura ambiente. A curva padrdo foi formada utilizando 7

diluicbes da ocitocina padrdo (Figura 14), conforme as seguintes

orientagoes:

e Foram identificados sete tubos (epeendof) de 12mm x 75mm
(numerados de 1 a 7);

e Foram pipetados 900uL da solugdo tampdo no tubo 1;

e Foram pipetados 500uL da solucdo tampéo nos tubos numerados de
2aT7;

e Foram adicionados 100uL de ocitocina padrdo (10.000 pg/mL) no
tubo 1 e agitado utilizando o vortex;

e Foram pipetados 500uL do tubo 1, adicionados no tubo 2 e agitados
utilizando o vortex;

e Foram pipetados 500uL do tubo 2, adicionados no tubo 3 e agitados
utilizando o vortex;

e Os procedimentos foram repetidos para os tubos 3 até o 7;

e As concentracfes de ocitocina nos tubos de 1 a 7 foram de 1.000;
500; 250; 125; 62,5; 31,2 e 15,6 pg/mL, respectivamente.

A ocitocina conjugada foi mantida a -20° C e para utiliza-la, a mesma
foi retirada com 30 minutos de antecedéncia e exposta a temperatura

ambiente;

A solucdo de lavagem foi preparada diluindo 5 mL de tampéo de
lavagem “Wash Buffer” em 95% de &4gua deionizada.
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Figura 14 —

DiluicGes de ocitocina padréo.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.4.4 Procedimentos para dosagem de ocitocina

Todos os reagentes e amostras foram retirados do freezer e expostos a temperatura

ambiente com 30 minutos de antecedéncia. As amostras extraidas foram

ressuspendidas com 500 pL de solucdo tampdo. O procedimento de ensaio foi

realizado da seguinte forma:

1-

2-

Foi definido, utilizando a folha de ensaio de leiaute, 0 nUmero de pogos
e a localizacdo das amostras nos po¢os a serem utilizados;

A placa foi retirada do ziploc e organizada de acordo com o leiaute
previsto;

Foram pipetados 100 pL da solucdo tampéo nos pocos de ligacGes ndo
especificas (NSB) e ligacao zero (Bo);

Foram pipetados 100 pL das solu¢des padrdo de 1 a 7 nos pogos a eles
destinados;

Foram pipetados 100 pL de cada amostra de plasma nos pogos
desconhecidos “Unknown”;

Foram pipetados 50 puL de solucdo tampdo nos po¢os NSB;

Foram pipetados 50 pL da ocitocina conjugada em cada pogo, exceto
no TA e no branco “Blank”’;

Foram pipetados 50 pL do anticorpo de cor Amarelo em cada poco

exceto no TA, Blank e NSB. Neste momento todos 0s pocinhos ficaram
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verdes, exceto os NSB, que ficaram azuis e os pocos TA e Blank, que

estdo vazios e incolores (Figura 15);

Figura 15 — Placa de EIA pronta para ser incubada a 4°C por periodo de 18-24 horas.
Fonte: Arquivo pessoal.

9- Foi colocado o adesivo préprio do kit para selar. A placa foi balancada
delicadamente com movimentos circulares para misturar e, em seguida,

colocada para incubar a 4° C por periodo de 18-24 horas;

10- Apds a incubagdo os contetidos de todos 0s pogos foram descartados e
0s pocos lavados adicionando-se 400 pL de solucdo Wash Buffer em
cada um dos pogos. A lavagem foi repetida por mais duas vezes

completando 3 lavagens;

11- Apos as lavagens, os pocinhos foram esvaziados e secos batendo a
placa firmemente no papel toalha sobre a bancada até remover qualquer

residuo da solugdo Wash Buffer;
12- Foram pipetados 5 pL da ocitocina conjugada (azul) nos pocos TA;

13- Foram pipetados 200 pL da solugéo substrato pNpp para cada pogo. Em
seguida a placa foi incubada a temperatura ambiente por uma hora sem

ser agitada;
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14- Foram pipetados 50 pL de solucdo de parada “Stop” em cada poco.

Esta solugéo tem a propriedade de interromper a reacao;

15- A placa foi lida imediatamente utilizando o leitor TP-READER da
Thermo Plate para leitura Elisa (Figura 16). A densidade Optica

utilizada foi de 405 nm.

Figura 16 — Placas de EIA utilizadas para leitura de concentra¢des de ocitocina.
Fonte: Arquivo pessoal.

4.4.5 Célculos dos resultados

Os calculos dos resultados para concentracdo de ocitocina nas amostras foram
feitos utilizando um programa de anélise denominado Enzo Life Science Oxytocin,
disponivel no endereco http://www.myassays.com/. A equagdo de curva utilizada
foi de quatro parametros de curva logistica. Os resultados foram informados na

unidade de picograma por mililitro (pg/mL).

Os valores encontrados foram multiplicados por 0,90 para efeito de calibracdo do
kit Elisa comercial da Enzo (Oxytocin EIA), conforme orientagdo descrita no

manual.
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4.5 Delineamento experimental

Foi utilizando delineamento em quadrado latino (QL 8x8) com oito tratamentos em
oito dias (Quadro 05). As respostas séo de fluxo continuado e foram realizadas em
sete tempos. Os oito animais receberam 0s oito tratamentos, condicdo permitida
segundo Sampaio (2007). O modelo experimental foi realizado conforme o quadro
05.

Quadro 05 — Modelagem de delineamento em QL 8x8 de novilhas Girolando
submetidas a oito formulag¢6es contendo ocitocina sintética.

Dias (colunas)

Animais

(linhas) 1 2 3 4 5 6 7 8
1 A D G H E F C B
2 D A F E H G B C
3 G F A B C D E H
4 B C H G F E D A
5 C B E F G H A D
6 F G D C B A H E
7 E H C D A B G F
8 H E B A D C F G

Notas: (A) Ocitocina em Agua; (B) Ocitocina em PVA; (C) Ocitocina em CMC; (D) Ocitocina em
Glicerina; (E) Ocitocina comercial injetavel; (F) Ocitocina em DMSO. (G) Ocitocina em
Propilenoglicol e (H) Ocitocina em Tween80.
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4.6 Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico InfoState, verséo 2012,
desenvolvido por pesquisadores da Universidade Nacional de Coérdoba, Argentina.
Foi realizada a analise de varidncia ndo paramétrica, utilizando o teste Kruskal
Wallis.

Tal opcdo se deu em virtude de os valores encontrados para concentracao
plasmatica de ocitocina ndo apresentarem distribuicdo normal, com diferentes
coeficientes de variagcdo nos tempos e tratamentos (dados heterocedéasticos). Desta
forma, foi identificada a necessidade de usar o método estatistico ndo paramétrico,

conforme sugere Sampaio (2007).
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras foram analisadas primeiramente a partir do plasma total, em virtude da
suposta viabilidade deste método, conforme verificado na revisdo de literatura, e do
maior custo em usar 0 método de extracdo de ocitocina do plasma. O resultado
desta primeira analise pelo método EIA, relativo a todas as formulacdes, pode ser

visualizado no grafico 01.
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Grafico 01 — Concentragdes plasmatica médias de ocitocina em pg/mL obtidas de amostras de
plasma total (sem extracdo), de todas as formulacGes aplicadas contendo 10 Ul de ocitocina
conforme tempo apo6s aplicagéo.
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As concentracdes plasmaticas médias de ocitocina obtidas com a aplicacdo de
ocitocina endovenosa foram equivalentes as obtidas com as demais aplicactes pela
via vaginal (p>0,05). Isso ndo pareceu correspondente a realidade, j& que a
aplicacdo de ocitocina endovenosa deveria representar a concentracdo maxima e as
demais aplicacdes de ocitocina pela via vaginal valores menores, pela necessidade

de passar por processo de absorcdo até alcancar a corrente sanguinea.

Mesmo que, de acordo com Robinson (2014), 17 em 30 trabalhos (Quadro 03)
tenham sido desenvolvidos com plasma sem extragéo, os resultados obtidos por este
método geraram incertezas e ddvidas quanto a sua precisdo. O valor de
concentracdo plasmatica basal média obtida neste experimento foi de 4.815,16
pg/mL, aproximadamente 1000 vezes maior do que o obtido na maioria dos
trabalhos verificados na literatura sobre concentracdo de ocitocina em bovinos,
divergindo inclusive de Szeto et al. (2011), que ao comparar os métodos de utilizar
ou ndo a extracdo de ocitocina do plasma sanguineo em trabalhos com humanos,
encontrou resultados 100 vezes maiores que 0s obtidos em plasma com extracdo de

ocitocina.

Em trabalhos com bovinos que ndo utilizaram o método de extracdo de ocitocina, a
concentracdo basal encontrada foi de 270,53 e 574,87pg/ml em Gorewit, (1979) e
Gorewit e Gassman, (1985) respectivamente®. Assim, os testes foram refeitos
utilizando as amostras em duplicata e 0 método de extracdo de ocitocina do plasma
pela coluna cromatogréfica C-18 produzida pela empresa Watters.

Os novos resultados verificados foram diferentes daqueles obtidos na primeira
leitura utilizando plasma total. A diferenca entre os métodos existe, segundo
Marnet, (1994), porque a utilizacdo do método de extracdo prévia de ocitocina no
plasma aumenta a sensibilidade do teste EIA de ocitocina.

Foi verificado na segunda leitura das amostras que a aplicagdo de 10 Ul de

ocitocina endovenosa alcancou concentragdes médias muito maiores que as

15 Os valores originais em pU/ml foram transformados para pg/mL multiplicando por 70, dividindo
por 2,07. Segundo Gorewit, (1979), 2,0 pU/ml de ocitocina equivale a 0,07ng/ml.
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verificadas nos tratamentos de aplicacdo da mesma quantidade de ocitocina via
mucosa vaginal (p<0,05). As concentracdes de ocitocina obtidas pelo método EIA
de todas as formulacGes utilizadas neste trabalho, feitas com as amostras com
extracdo da ocitocina do plasma, estdo representadas no Gréafico 02.
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Gréfico 02 — Concentra¢des plasmaticas médias de ocitocina (pg/mL de plasma — com processo de
extracdo) de todas as formulagfes contendo ocitocina conforme tempo ap6s aplicagéo.

A concentracdo plasmatica basal média de ocitocina encontrada foi de 18,33 + 2,18
pg/mL. Este valor foi maior que o encontrado por Schams et al. (1984), 1,51 + 0,6
pg/mL de plasma'® em trabalho com vacas da raca Pardo Suico; por Bruckmaier et
al., (1993) que encontraram a concentracdo média de 1,5 + 0,3 pg/mL'’ em vacas
Simental x Holandés Vermelho e Pardo Suico e por Bruckmaier et al. (1997) com
vacas Simental x Holandés Vermelho e Pardo Suico, que encontraram concentracao
basal média de 6 + 1 e 7 + 1 pg/mL*®. No entanto, a concentracdo basal foi menor
que as encontradas por Porcionato et al. (2005) em vacas da raca Holandés, média
de 20 pg/mL e em vacas mesticas Holandés x Zebu, média de 35 pg/mL.

16 Valores originais em pmol/L foram transformados para pg/mL multiplicando por 1007,19 e
dividindo por 1000.
17 Valor original em ng/L que equivale a pg/mL.
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A concentracdo basal de ocitocina plasmatica depende da liberacdo endogena pela
neurohipofise e/ou da liberacdo de ocitocina lutea. Entretanto, outros fatores
parecem interferir nessa liberagdo. Em experimento com primatas (Macaca
mulatta), Michopoulos et al. (2011) verificaram diferenca na concentragdo basal de
ocitocina dos animais em funcdo da dominancia. Fémeas dominantes tém
concentracdo maior que subordinadas. Uvnds-Moberg et. al. (2001) relataram
diferencas na concentracao basal de ocitocina em funcdo do comportamento sexual
em humanos (monogamia e satisfagdo sexual). Parceiros satisfeitos tem
concentracdo mais elevada. Segundo Marnet et al. (1998) em trabalho realizado na
Franca, observou-se diferenca na concentracdo basal de ocitocina conforme a
estacdo do ano, quando a concentracdo de ocitocina em ovelhas ordenhadas foi

maior no outono que na primavera (27,5 pg/mL e 12 pg/mL, respectivamente).

E provavel que outros fatores capazes de interferir na concentragio plasmatica de
ocitocina ainda ndo tenham sido identificados ou estudados. Por exemplo, com
referéncia a raca e idade. Quanto a raca, Porcionato et al. (2005) encontraram valor
de ocitocina basal maior em vacas mesticas Holandés x Zebu do que em vacas
Holandés (p<0,05). Quanto a idade, nos trabalhos consultados sobre concentragao
plasmatica de ocitocina, todos utilizaram animais adultos, nenhum com novilhas
como foi feito neste experimento. Na fase experimental piloto deste trabalho, em
um teste realizado para verificar os resultados do método de extracdo, foram
medidas as concentragcdes basais de trés animais, sendo duas vacas (uma Jersey,
outra 7/8 Holandés) e uma novilha de 15 meses (mestica Holandés x Zebu). As
concentracdes encontradas foram 8,05; 7,84 e 12,74 pg/mL respectivamente. Um
minuto apos aplicagdo de 10 Ul de ocitocina a concentracdo obtida no plasma da
novilha foi maior que a obtida em vacas, sendo 253,44; 203,76 e 413,19 pg/mL, na

mesma ordem acima.

As concentragdes de ocitocina plasmatica elevadas obtidas com aplicacdo pela via
endovenosa ja eram previstas e pretendidas (Grafico 03). Previstas porque a
ocitocina foi aplicada em dose maior do que a necessaria para ejecao do leite. Além
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disso foi aplicada e medida diretamente no plasma. Pretendida para que a

biodisponibilidade do farmaco aplicado via vaginal pudesse ser estimada.
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Gréfico 03: Concentragdo plasmatica de ocitocina no plasma apos aplicadacdo de 10 Ul pela via
endovenosa

A ASC endovenosa Obtida pela aplicacdo de ocitocina foi de 1.306,30 pg/mL x minuto.
A biodisponibilidade (F) desta via representa 100% por definicdo (Adams, 2003).

A concentracdo basal (tempo 0) obtida nos animais que receberam ocitocina
endovenosa foi menor que nos demais tempos (3, 6, 9, 12 e 18 min) conforme se vé
no Tabela 01 (p<0,05).

As concentracdes de ocitocina plasmatica obtidas com a aplicacdo endovaginal das

sete formulacdes testadas neste trabalho podem ser observadas no grafico 04.
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Gréafico 04 — Concentragles plasmaticas médias de ocitocina ao longo do tempo obtidas com
aplicacfes de 2 ml (10 Ul) das sete formulagdes pela via vaginal
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Os valores na tabela 01 demonstram a concentracdo mediana de ocitocina obtida ao
longo do tempo ap6s aplicacdo das oito formulagdes utilizadas para os calculos

estatisticos.

Tabela 01: Valores descritivos da mediana (em pg/mL), concentracdo de ocitocina

ao longo do tempo (em minutos), valores minimos e maximos obtidos e nimero de

repeticdes
Tempo em minutos
Tratamento 0 3 6 9 12 15 18
Ocitocina com | 17,25 28 20,98 2ABC 18,32 ABC 18,04 8 22,95 2ABCD 18,84 38 17,1348
Ag ua (11,72 - 27,76) (10,80 - 30,75) (7,51- 47,54) (6,42 - 35,15) (11,48 - 62,47) (7,51-37,04) (7,32 - 31,66)
n=7 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
QOcitocina com
A|coo| 20177 aABC 24’44 aABC 15’41 aAB 15’27 aAB 13,86 aAB 16,43 aAB 19’21 aAB
livinili (5,73 - 40,84) (6,24 - 34,51) (11,25 - 37,56) (8,08 - 28,17) (9,50 - 24,60) (3,31-39,72) (4,16 - 33,06)
Polivinilico n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Ocitocina com | 16,26 *® 15,60 28 16,54 A8 13,56 *® 15,67 8 14,11 8 17,25 A8
CMC (10,80 - 20,71) (6,07 - 28,58) (6,95 - 33,53) (7,89 - 38,63) (5,73-24,23) (8,08 - 24,98) (5,24 - 31,20)
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=7
Ocitocina com 15'54 aAB 20,38 abAB 15’25 abAB 16,25 abAB 23’51 bBCDE 15’75 aAB 23'10 abABC
Glicerina (9,71 -27,34) (4,46 - 22,07) (7,51 - 27,76) (10,58 - 32,12) (12,20 - 34,01) (7,14 - 31,66) (10,36 - 30,75)
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Ocitocina 18,77 B 146,66 °F 82,86 °F 71,15 °°F 47,16 °F | 36,55 3°CPF | 36,12 30D
endovenosa (12,44 - 27,34) (119,34 - 216,90) (47,54 - 130,59) (38,09 - 115,92) (27,34-103,14) (14,20 - 76,74) (23,49 - 78,90)
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Ocitocina com | 16,58 *® 16,54 2B 16,68 8 15,83 *8 16,26 *® 21,21 248 16,69 *8
DMSO (10,80 - 29,44) (9,29-39,72) (6,95 - 33,06) (9,71-33553) (8,67 - 24,23) (4,02 - 31,66) (12,20 - 33,06)
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Ocitocina com | 21,04 8¢ 16,59 *AB 22,14 3ABC 17,42 °ABC 21,23 3ABCD | 9 55 34BC 19,40 ABC
Propilenoglicol (9,92 - 31,66) (8,88 - 35,50) (4,31-34,01) (11,95 - 34,51) (11,48 - 40,28) (13,43 - 26,54) (12,68 - 41,41)
n=7 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Ocitocina com 15,85 #* 16,29°48 21,39 #ABC 19,57 A8 18,41 3B 18,33 B 17,26 A8
Tween80 (5,08 - 23,13) (11,03 - 36,00) (10,13 - 25,36) (12,20 - 26,54) (7,32 - 35,50) (9,08 - 26,54) (5,73-27,34)
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Notas:
1 - &b ¢ dnas linhas. Medianas com pelo menos uma letra mindscula em comum sdo equivalente
(p>0,05).

2 - A B CDEFnas colunas. Medianas com pelo menos uma letra mailscula em comum séo
equivalentes (p>0,05).

As concentracbes plasmaticas basais de ocitocina no tempo zero, antes das
aplicacbes de todas as formulacGes, ndo diferiram (p>0,05). Foi observado que
houve absorcdo de ocitocina quando a formulacdo de ocitocina em glicerina foi
aplicada via vaginal, tendo sido verificada diferenga entre os tempos 0 e 12 minutos
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(p<0,05). O gréafico 05 demonstra a concentracdo plasmatica média de ocitocina

obtida com este tratamento ao longo do tempo.
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Gréfico 05 — Concentracdo plasméatica media de ocitocina ao longo do tempo obtida com aplicacdo
vaginal de 2 ml (10 UI) da formulacdo de ocitocina em glicerina.

A concentracdo plasmatica basal média de ocitocina nos animais que receberam as
formulacbes de ocitocina e glicerina foi de 17,24+ 5,96 pg/mL, alcangando no
tempo 12 minutos apos aplicacdo a concentragdo média de 23,21 + 6,74 pg/mL.
Verificou-se desta forma um acréscimo de 5,97 pg/mL na concentracdo média
(p<0,05). Schams et al. (1984) obtiveram méaxima de ejecdo do leite com acréscimo
de 3,02 a 5,03 pg/mL8,

A ASC mucosa Obtida pela aplicacdo de ocitocina em glicerina foi de 332,35 pg/mL x
minuto. Desta forma a biodisponibilidade (F) encontrada nesta formulacédo aplicada

pela via vaginal foi de 25,44%.

A glicerina foi associada a ocitocina na formulagdo sugerida pela empresa Fagron
BR, em informe técnico de formulacdo de spray nasal (Fagron, 2013). Segundo o
informe, com esta associacdo a ocitocina € prontamente absorvida, entrando na

circulacdo sistémica. A glicerina € também um dos compostos utilizados como

18 Valores originais em pmol/L foram transformados para pg/mL multiplicando por 1007,19 e
dividindo por 1000.
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excipiente na formulacdo Syntocinon® spray nasal do Laboratorio Novartis

vendida comercialmente para humanos (Syntocinon®, 2015).

As anélises estatisticas demonstraram também que as concentragdes plasmaéticas de
ocitocina nos tempos 12 minutos foram iguais entre as formulagfes ocitocina em
glicerina absorvida pela mucosa vaginal e a ocitocina endovenosa, que nao passou

pelo processo de absorcao.

As concentracdes plasmaticas obtidas com a aplicagdo vaginal das formulagdes de

ocitocina em propilenoglicol estdo demonstradas no grafico 06.
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Gréfico 06 — Concentracdo plasméatica media de ocitocina ao longo do tempo, obtida com aplicacdo
vaginal de 2 ml (10 UI) da formulagéo de ocitocina em propilenoglicol.

A concentracdo plasmatica basal média foi de 19,86 + 9,11pg/mL no tratamento em
que foi realizada a aplicacdo de ocitocina em propilenoglicol, seguida pela
concentracdo de 18,68 + 10,11 pg/mL no tempo 3 minutos. A aplicacdo desta
formulacédo alcancou valor maximo de 23,06 = 10,93 pg/mL no tempo 12 minutos,
valor bem proximo ao obtido no mesmo tempo pela aplicacdo de ocitocina em
glicerina (23,21 pg/mL). No entanto, ndo houve diferenga entre as concentragoes
médias de ocitocina ao longo do tempo para o tratamento pela aplicagédo de

ocitocina em propilenoglicol (p>0,05).
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O propilenoglicol possui acdo mucoadesiva. Assim como a glicerina, forma uma
pelicula no local de sua aplicacdo (Dodla e Vermurugan, 2013), aumentando o
tempo de contato da ocitocina com a mucosa vaginal. Mais testes com este produto
seriam necessarios para verificar se outras concentra¢cdes ou dosagens poderiam

aumentar a absorcéo de ocitocina desta associacao.

As concentracdes plasmaticas obtidas com a aplicagdo vaginal das formulagdes de

ocitocina em agua estdo demonstradas no grafico 07.
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Grafico 07 — Concentracdo plasmatica média de ocitocina ao longo do tempo, obtida com aplicacao
vaginal de 2 ml (10 UI) da formulagdo de ocitocina em agua.

A concentracdo plasmatica basal média verificada no tratamento em que foi
realizada a aplicacdo de ocitocina em agua foi de 18,56 + 6,45 pg/mL. No tempo 12
minutos, apds aplicacdo desta formulacdo, a concentracdo média alcancou o valor
maximo de 25,94 + 17,94 pg/mL. Entretanto, a elevacdo de 7,38 pg/mL na
concentracdo média de ocitocina comparada a concentracdo basal média ndo

representou diferenca em virtude do elevado coeficiente de variacao (p>0,05).

As concentracdes plasmaticas nos tempos 0, 3, 6 e 9 minutos se parecem com as
concentracdes verificadas nos tratamentos em que foram aplicadas ocitocina em
PVA, CMC, DMSO e Tween 80, em que possivelmente apenas a liberacdo de

ocitocina endogena foi verificada. Mais testes com o tratamento pela aplicacdo de
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ocitocina em agua seriam necessarios para confirmar se ha absorcdo e em caso

positivo, se esta aumentaria com o aumento da dose ou da concentracao.

As concentragbes plasmaéticas obtidas com a aplicagdo vaginal das formulacdes

ocitocina em PVA, CMC, DMSO e Tween 80 estdo demonstradas nos graficos nos

gréfico 08, 09, 10 e 11, respectivamente nesta ordem.
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Gréfico 08 — Concentragdo plasmatica média de ocitocina ao longo do tempo, obtida com aplicacdo
vaginal de 2 ml (10 UI) da formulag&o de ocitocina em PVA.
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Gréfico 09 — Concentracdo plasmatica média de ocitocina ao longo do tempo, obtida com aplicacéo
vaginal de 2 ml (10 UI) de formulag&o de ocitocina em CMC.
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Gréfico 10 — Concentracdo plasméatica média de ocitocina ao longo do tempo obtida com aplicacéo
vaginal de 2 ml (10 Ul) de formulacéo de ocitocina em DMSO.

28

26

20,04 19,79 19,90

20 18,88
17,68 17,71
18

16 14,9

Pg/mL

14
0 3 6 9 12 15 18

Minutos

Gréfico 11 — Concentragdo plasmatica média de ocitocina ao longo do tempo, obtida com aplicagédo
vaginal de 2 ml (10 UI) da formulagéo de ocitocina em Tween 80.

N&do houve diferenca entre as concentracdes plasmaticas médias de ocitocina ao
longo do tempo (p>0,05) nos tratamentos com a aplicacdo vaginal das formulagdes
ocitocina PVA, CMC, DMSO e Tween 80.

A concentragdo plasmatica média maxima foi a basal no tratamento com aplicacdo
de ocitocina em PVA, antes mesmo da aplicacdo da formulagéo. Nos tratamentos

de ocitocina em CMC e DMSO, as concentragdes méximas foram nos tempos 9 e
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15 minutos, com pequenos acréscimos na concentracdo plasmatica média em
comparacdo com a basal. No tratamento de ocitocina em Tween 80, a concentracédo
méaxima foi no tempo 3 minutos. Prazo muito curto para atingir o pico da absor¢do
pela via mucosa vaginal. O acréscimo foi de 5,09 pg/mL neste tratamento, e ndo

representou diferenca estatistica (p>0,05).

No tratamento em que se aplicou ocitocina em DMSO, o comportamento verificado
na curva e os valores observados até o tempo 18 minutos apds aplicacdo sugerem
que esta concentracdo possa ser de origem endogena, de forma semelhante ao que
foi observado nos tempos 0, 3 e 6 e 9 minutos ap6s aplicacdo de ocitocina em &gua

e com a aplicacdo da formulacdo de ocitocina em PVA, CMC e Tween-80.

A ocitocina endogena ¢ liberada em pulsos no leito capilar e eliminada pelo figado
e rins. Seria possivel que, se tivesse sido estabelecido um grupo controle sem
nenhum estimulo de liberacdo enddgena ou aplicacdo exdgena de ocitocina, ter-se-
ia chegado a resultados mais conclusivos com relacdo a estes quatro ultimos

tratamentos.
6. CONCLUSOES

o Os resultados demonstraram que houve absorcdo pela via mucosa vaginal da
formulacdo ocitocina em glicerina. O pico de concentracdo plasmatica de
ocitocina ocorreu 12 minutos apds aplicacéo.

« O aumento da concentracdo plasmatica de ocitocina atingido com a
aplicacdo da formulagédo ocitocina com glicerina, de acordo com a literatura,

seria suficiente para conseguir a ejecdo do leite em vacas.

e Mais testes com aplicacao dos tratamentos de ocitocina em propilenoglicol e
em &gua, com outras concentracdes e dosagens, seriam necessarios para que
se pudesse confirmar sua atuacdo como facilitadores ou ndo de absorcao de

ocitocina pela mucosa vaginal.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Até onde se conseguiu revisar na literatura, este trabalho tratou de um tema ainda
ndo discutido, qual seja, a administracdo de ocitocina pela via mucosa vaginal. Por
ser inédito o tema, trouxe mais perguntas do que respostas. Nas palavras de George
Bernard Shaw, “a ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros

dez”.

Talvez mais importantes do que as conclusdes acima apresentadas, sejam 0s
caminhos apontados para os estudos necessarios a complementagdo das mesmas. A
continuidade destes estudos reforcara a viabilidade do uso da via vaginal como

alternativa para a aplicacao de ocitocina.

Os resultados foram obtidos em animais jovens, ndo lactantes nem gestantes. Novos
testes em animais em lactacdo, com necessidade de aplicagdo de ocitocina exdgena,
por exemplo, confirmariam se o resultado obtido resolve os problemas de eje¢éo de
leite. Mesmo em caso afirmativo, outras concentracfes e dosagens poderiam ser

testadas, com vistas a buscar a solucao ideal.

Assim, pensa-se que sera possivel estabelecer a eficécia e a eficiéncia da utilizagéo
desta alternativa, e dar uma resposta efetiva ao problema que motivou o

desenvolvimento deste trabalho.
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