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Resumo

DA SILVA, Thais Casarin. Avaliagdo do perfil hormonal de vacas leiteiras no
pés-parto e desenvolvimento de uma plataforma farmacéutica de liberacéao
prolongada para hormoénios. 2022. 52f. Tese (Doutora em Ciéncias) — Programa
de Pds-graduacao em Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

Objetivou desenvolver uma plataforma farmacéutica de liberacdo prolongada do
Horménio Foliculo Estimulante (FSH), para superovulacdo (SOV) bovina. Foram
realizados testes in vitro e de aplicabilidade e biodisponibilidade do FSH em vacas
leiteiras. A temperatura de geleificacdo foi de 34°C, com liberagdo do hormdnio por
pelo menos 36 horas (dose unica) e 48 horas (dose dupla, com intervalo de 24
horas). Conclui-se que o veiculo farmacéutico foi capaz de prolongar o tempo de
liberacdo do FSH e possivelmente podera simplificar os protocolos de SOV, através
da redugcdo do numero de aplicagdes. Além disso, objetivou-se determinar a
influéncia dos niveis de Progesterona (P4) e Vitamina D (VitD3) sob o
comportamento alimentar de vacas leiteiras no pds-parto recente. Foram utilizadas
41 vacas da raca Holandés, multiparas, de 2 a 4 lacta¢des. Durante os dias 0 (dia do
parto), 1, 2, 3 e 7 po6s-parto foram mensuradas varidveis que analisam o
comportamento alimentar dos animais, através dos alimentadores (Intergado®) e
coleiras inteligentes (Cowmed Assistant®), além das analises sanguineas, para
avaliar os niveis de VitD3, P4, glicose e acidos graxos livres. A producédo de colostro
foi registrada até 7 dias pos-parto e a producéo de leite foi registrada até 60 dias
pés-parto. Os animais foram categorizados em relacdo aos niveis de VitD3 e P4 no
dia 0. Vacas com niveis de VitD3>60ng/mL constituiram o grupo ALTAD3 e abaixo
deste valor, o MODERADADS3. J4 as vacas com P4>0,70ng/mL foram alocadas no
grupo ALTAP4 e abaixo deste valor, no grupo BAIXAP4. Os grupos foram
analisados separadamente entre ALTAD3 e MODERADAD3 e entre MENORP4 e
MAIORP4. O grupo MENORP4 apresentou maior producéo de colostro (30,03+1,08;
P=0,03) e leite (44,95t 0,40;P=0,02), maior niumero de visitas aos cochos com
consumo (38,17 1,55; P=0,001) e tempo de ruminacdo (619,87+18,49; P=0,001)
em comparacao ao grupo MAIORP4. Ja o grupo ALTAD3 apresentou menor numero
de visitas aos cochos com (31,03+1,72; P=0,001) e sem (18,01+1,73; P=0,001)
consumo do que os animais do grupo MODERADADS3. Conclui-se que os niveis de
VitD3 e P4 no dia do parto, podem ter influéncia sob o comportamento alimentar de
vacas leiteiras, durante a primeira semana pos-parto.

Palavras-chave: superovulacéo; hidrogel; producéo de leite; producdo de colostro;
bovinos.



Abstract

DA SILVA, Thais Casarin. Avaliacao do perfil hormonal de vacas leiteiras no
pos-parto e desenvolvimento de uma plataforma farmacéutica de liberacéo
prolongada para horménios. 2022. 52f. Doctoral dissertation (Doctora of Science)
— Postgraduate Program in Veterinary, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2022.

This thesis aimed to develop a pharmaceutical platform for extended release of
Follicle Stimulating Hormone (FSH) for bovine superovulation (SOV). In vitro and
tests were performed on the applicability and bioavailability of FSH in dairy cows.
The gelation temperature was 34°C, with hormone release for at least 36 hours
(single dose) and 48 hours (double dose, with an interval of 24 hours). It is concluded
that the pharmaceutical vehicle was able to prolong the FSH release time and could
possibly simplify SOV protocols, by reducing the number of applications. In addition,
the objective was to determine the influence of Progesterone (P4) and Vitamin D3
(VitD3) levels on the feeding behavior of dairy cows in the recent postpartum period.
Forty-one Holstein cows, multiparous, from 2 to 4 lactations were used. During days
0 (day of calving), 1, 2, 3 and 7 postpartum, variables that analyze the feeding
behavior of the animals were measured, through the feeders (Intergado®) and smart
collars (Cowmed Assistant®), in addition to the analyzes blood, to assess the levels
of VitD3, P4, glucose and free fatty acids. Colostrum production was recorded up to 7
days postpartum and milk production was recorded up to 60 days postpartum. The
animals were categorized in relation to VitD3 and P4 levels on day 0. Cows with
VitD3 levels >60ng/mL constituted the ALTAD3 group and below this value, the
MODERADAD3.Cows with P4>0.70ng/mL were allocated to the ALTAP4 group and
below this value to the BAIXAP4 group. The groups were analyzed separately
between ALTAD3 and MODERADAD3 and between MENORP4 and MAIORP4. The
MENORP4 group had higher production of colostrum (30.03+£1.08; P=0.03) and milk
(44.95+ 0.40; P=0.02), more visits to troughs with consumption ( 38.17+1.55;
P=0.001) and rumination time (619.87+18.49; P=0.001) compared to the MAIORP4
group. The ALTADS3 group had fewer visits to the troughs with (31.03+£1.72; P=0.001)
and without (18.01+1.73; P=0.001) consumption than the animals in the
MODERADAD3 group. It is concluded that the levels of VitD3 and P4 on the day of
calving can influence parameters of feeding behavior during the first postpartum
week of dairy cows.

Keywords: superovulation; hydrogel; milk production; colostrum production; cattle.
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1 Introducéo

Durante a primeira semana poés-parto, a vaca leiteira passa por diversas
alteracdes endodcrinas e hormonais que afetam seu comportamento alimentar e
social. Ocorre alta demanda de glicose (Bicalho et al., 2017) e micronutrientes, como
a 25-hidroxivitamina D/25(0OH)D (VitD3) (Horst, 2003) e queda subita de
Progesterona (P4) (Villa-Godoy, A et al., 1988). Geralmente ocorre reducdo dos
niveis de glicose sanguinea devido a resisténcia a insulina nos tecidos periféricos,
com intuito de potencializar a producdo de leite através do redirecionamento da
glicose a glandula mamaria.

Em humanos, o metabolismo da insulina e glicose pode ser influenciado pelos
niveis de VitD3 (Chiu et al., 2004). Acredita-se que a VitD3 tem relagdo inversa com
resisténcia a insulina (Nyomba et al., 1984) e a sua deficiéncia pode causar
intolerancia a glicose e é um fator de risco para o desenvolvimento de diabetes tipol
(Holick, 2002). Além disso, altas concentracbes da VitD3 podem evitar o
desenvolvimento da diabetes tipo 2 (Alvarez, Jessica A. e Ashraf, Ambika, 2010).
Portanto, em bovinos, é relevante manter os niveis de VitD3 adequados,
principalmente durante a primeira semana poés-parto, para que o metabolismo da
glicose nédo seja prejudicado, nem mesmo o do célcio e fésforo, ja que essa vitamina
também é essencial para a homeostase destes minerais (Nelson et al., 2016).

Além da resisténcia a insulina, a vaca leiteira também mobiliza triglicerideos
(TAG), armazenados no tecido adiposo, para formacao de glicerol e acidos graxos
livres (AGL), com intuito de manter o equilibrio energético e a producdo de leite
(Weschenfelder, 2013). Entretanto, a mobilizagdo exacerbada do tecido adiposo é
prejudicial ao organismo, resultando na formacdo demasiada de corpos cetdnicos
(CC), que podem afetar negativamente a producéo de leite, IMS (Adewuyi et al.,

2005) e a eficiéncia reprodutiva (Butler et al., 1981).
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Em relacdo a eficiéncia reprodutiva, normalmente, os niveis plasmaticos de
P4, no pos-parto imediato, sofrem uma queda brusca e voltam a aumentar durante
0s primeiros dois ou trés ciclos ovulatorios pos-parto (Butler, W., 2003). Porém,
segundo Villa-Godoy, A et al. (1988), vacas que passaram por um balanco
energético negativo (BEN) durante os primeiros 9 dias pos-parto, tem diminuicdo das
concentracdes de P4 no sangue durante o terceiro ciclo estral, ou seja, no inicio do
periodo reprodutivo.

Ainda, acredita-se que os niveis de P4 podem ser influenciados pela VitD3.
No trabalho in vitro de Merhi et al. (2014), foi relatado que o tratamento com VitD3
em células da granulosa humana, aumentou a producdo de P4 na presenca do
substrato alopregnanolona. De forma semelhante, a VitD3 aumentou os niveis de P4
em células ovarianas humanas (Parikh et al., 2010). Ainda, estudos em animais,
demonstraram que a VitD3 € essencial para sintese de estrogénio em fémeas e
machos através da regulacao direta da expressao do gene da aromatase, bem como
através de uma acdo mediada pela manutencdo das concentracdes de calcio
(Wojtusik et al., 2012; Anagnostis et al., 2013). Contudo, fica clara a importancia de
manter a nutricdo dos animais adequada, principalmente durante o pés-parto, ja que
alteracdes nos niveis de VitD3, podem influenciar a saude, producéo e eficiéncia
reprodutiva dos animais (EDER, GRUNDMANN, 2022).

Além do cuidado com a dieta, a eficiéncia reprodutiva do rebanho pode ser
aprimorada através da utilizacao de biotécnias aplicas a reproducéo, como: a técnica
de SOV utilizada em programas de transferéncia de embrides (TE) ou producéo de
embrides in vitro (PIV). A técnica de SOV é amplamente utilizada para estimular o
crescimento e maturagdo de um maior numero de foliculos antrais, através da
administracdo de gonadotrofinas, que resultara em multiplas ovulagdes,
possibilitando a formagdo de um maior numero de embrides transferiveis (Naranjo
Chacon et al., 2020) ou no caso da PIV, através da puncao folicular, obter maior
numero de odcitos coletados.

Atualmente, a gonadotrofina padréo utilizada mundialmente em bovinos € o
Horménio Foliculo Estimulante (FSH) extraido da pituitaria suina (Naranjo Chacén et
al., 2020; KELLY et al., 1966). Uma glicoproteina, com meia-vida muito curta, de
aproximadamente 5 horas, necessitando sua administracéo via intramuscular de 12

em 12 horas em doses decrescentes, por 4 dias. Um dos
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farmacos mais utilizados atualmente no Brasil, € o Folltropin-V® (Vetoquinol)
(Kimura et al., 2007; B6 e Mapletoft, 2014).

Uma das alternativas para minimizar estes entraves e simplificar os protocolos
€ a utilizagao de veiculos projetados para prolongar a absorg¢ao do principio ativo, ou
seja, do FSH, como matrizes poliméricas biodegradaveis de liberacdo lenta
(Villanova et al., 2010). Como € o caso dos polimeros da classe de polaxameros
caracterizados pela facil preparacdo e propriedades de geleificagdo reversivel,
otimos para liberagéo controlada de farmacos (Fakhari et al., 2017).

Atualmente, o mercado necessita de um produto que estimule a SOV através
do FSH, entretanto, sem a necessidade de multiplas aplicagdes. Com isso, neste
estudo, sera apresentada uma patente de um novo produto para liberagao
prolongada de FSH que sugere a SOV bovina com apenas duas doses, em intervalo
de 24h. E, além disso, um artigo que relaciona os niveis de P4, VitD3 e o

comportamento alimentar de vacas leiteiras durante a primeira semana pos-parto.
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1.2 Objetivo

Desenvolver uma nova formulacdo farmacéutica de liberacdo prolongada de
FSH e determinar a influéncia da VitD3 e P4 sob o comportamento alimentar, em

vacas leiteiras durante a primeira semana pés-parto.

1.2.1 Objetivos especificos:

-Desenvolver uma nova matriz polimérica injetavel atdxica para a administracédo
sustentada de FSH,;

-Realizar estudos in vitro e in vivo da nova formulacao;

-Analisar se os niveis de P4 e VitD3 interferem no comportamento alimentar de
bovinos leiteiros, durante a primeira semana pés-parto;

-Analisar se o0os niveis de P4 e VitD3, durante a primeira semana pos-parto,

interferem na produgé&o de colostro e leite de bovinos leiteiros.
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Avaliacédo dos niveis de Vitamina D3 e Progesterona sob o comportamento
alimentar de vacas leiteiras no pds-parto recente

Evaluation of Vitamin D3 and Progesterone levels under the feeding behavior of
dairy cows in the recent postpartum period

Resumo

O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia da 25-hidroxivitamina D (VitD3) e
Progesterona (P4) plasmaética sob o comportamento alimentar de vacas leiteiras durante a
primeira semana pos-parto. Foram utilizadas 41 vacas da ragca Holandés, multiparas, ECC de
3,0 a 3,5, de 2 a 4 lactagBes. Durante os dias 0 (dia do parto), 1, 2, 3 e 7 p0Os-parto foram
mensurados 0 consumo, tempo de consumo, ndmero de visitas ao cocho com e sem consumo,
através dos alimentadores automaticos (Intergado®) e o tempo de ruminacéo, atividade e écio
a partir das coleiras inteligentes do tipo “C-TECH” (Cowmed Assistant®). Além disso, foram
realizadas coletas sanguineas nos mesmos dias para analise de VitD3, P4, glicose e acidos
graxos livres. A producdo de colostro foi registrada até 7 dias pos-parto e a producao de leite
foi registrada até 60 dias pds-parto através do software (DELPRO® Windows, DeLaval, MG,
Brasil). No dia 0, os animais foram categorizados a partir dos niveis de VitD3, sendo que 0s
animais que apresentaram niveis de VitD3 > 60ng/mL, foram alocados no grupo ALTAD3
(n=18), abaixo deste valor, foram direcionadas para o grupo MODERADAD?3 (35 e 60ng/mL;
n= 23). Os mesmos animais também foram categorizados em relacdo aos niveis de P4, sendo
0S que apresentaram concentracfes de P4 > 0,70ng/mL foram alocados no grupo MAIORP4
(n=24) e abaixo deste valor (0,20 e 0,70ng/mL; n=17), no grupo MENORP4. Os grupos foram
analisados separadamente entre ALTAD3 e MODERADAD3 e entre MENORP4 e
MAIORP4. O grupo MENORP4 apresentou maior producdo de colostro (30,03 £ 1,08; P =
0,03) e leite (44,95 + 0,40; P = 0,02), maior numero de visitas aos cochos com consumo
(38,17 £ 1,55; P = 0,001) e tempo de ruminagéo (619,87 = 18,49 ; P = 0,001) em comparacéo
ao grupo MAIORP4. Além disso, o grupo ALTAD3 apresentou menor namero de visitas aos
cochos com (31,03 + 1,72; P = 0,001) e sem (18,01 + 1,73; P = 0,001) consumo do que 0s
animais do grupo MODERADAD3. Houve correlagdo negativa entre os niveis de P4 e o
tempo de ruminacdo nos grupos MENORP4 (r = -0,71; P = 0,01), ALTAD3 (r = -0,55; P =
0,03) e MODERADADS3 (r = -0,38; P = 0,01). A partir deste estudo, foi possivel concluir, que
os animais do grupo MENORP4 apresentaram maior producdo de colostro e leite, nUmero de
visitas aos cochos com consumo e tempo de ruminacdo do que vacas do grupo MAIORP4. Ja

o0s animais do grupo ALTADS3 apresentaram menor nimero de visitas aos cochos com e sem
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consumo do que os animais do grupo MODERADADS3. Analisar os niveis P4 e VitD3, no dia
do parto de vacas leiteiras, pode auxiliar no aperfeicoamento do manejo das propriedades,

pois, podem ter influéncia sob o comportamento alimentar e producdo dos animais.

Palavras-chave: pés-parto, horménios, producdo de colostro, producdo de leite, coleiras

automaticas, alimentadores automaticos.

Abstract

The aim of this study was to investigate the influence between plasma progesterone (P4) and
25-hydroxyvitamin D (VitD3) on the feeding behavior of dairy cows during the first
postpartum week. Forty-one Holstein cows, multiparous, ECC from 3.0 to 3.5, from 2 to 4
lactations were used. During days 0 (day of calving), 1, 2, 3 and 7 postpartum, consumption,
consumption time, number of visits to the trough with and without consumption were
measured through the feeders (Intergado®) and rumination, activity and leisure time from
smart collars of the “C-TECH” type (Cowmed Assistant®). In addition, blood samples were
collected on the same days for analysis of VitD3, P4, glucose and free fatty acids. Colostrum
production was recorded up to 7 days postpartum and milk production was recorded up to 60
days postpartum using the software (DELPRO® Windows, DeLaval, MG, Brazil). On day 0,
the animals were categorized based on their VitD3 levels, and the animals that had VitD3
levels > 60ng/mL were allocated to the ALTAD3 group (n=18), below this value, they were
assigned to the MODERADAD3 group. (35 and 60ng/mL; n=23). The same animals were
also categorized in relation to P4 levels, and those with P4 concentrations > 0.70ng/mL were
allocated to the MAIORP4 group (n=24) and below this value (0.20 and 0.70ng/mL; n=17), in
the MENORP4 group. The groups were analyzed separately between ALTAD3 and
MODERADAD3 and between MENORP4 and MAIORP4. The MENORP4 group had higher
production of colostrum (30.03 £ 1.08; P = 0.03) and milk (44.95 + 0.40; P = 0.02), greater
number of visits to troughs with Consumption ( 38.17 + 1.55; P = 0.001) and rumination time
(619.87 + 18.49; P = 0.001) compared to the MAIORP4 group. In addition, the ALTAD3
group had fewer visits to the troughs with (31.03 £ 1.72; P = 0.001) and without (18.01 +
1.73; P = 0.001) consumption than the animals in the MODERADAD3 group. There was a
negative correlation between P4 levels and rumination time in the MENORP4 (r = -0.71; P =
0.01), ALTADS (r = -0.55; P = 0.03) and MODERATEDS3 (r = -0.38; P = 0.01). From this
study, it was possible to conclude that the animals of the MENORP4 group had higher



69
70
71
72
73
74
75
76
77

78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

19

colostrum and milk production, number of visits to the troughs with consumption and
rumination time than cows of the MAIORP4 group. On the other hand, the animals in the
ALTAD3 group had a lower number of visits to the troughs with and without consumption
than the animals in the MODERADAD3 group. Analyzing the P4 and VitD3 levels on the day
of calving of dairy cows can help improve the management of the properties, as they can
influence the feeding behavior and production of the animals.

Keywords:  postpartum, hormones, colostrum  production, milk  production,

automatic neck colar, automatic feeder.

Introducéo

A vaca leiteira, durante a primeira semana pos-parto, ndo ingere a quantidade de
alimento necessario para suprir a sua alta demanda de energia, podendo entrar em balanco
energético negativo (BEN) (Coppock et al., 1974) e ocorrer queda nos niveis de importantes
metabolitos, como a glicose, insulina e VitD3, que sdo indispensaveis para a salde e producdo
dos animais (Horst et al., 2003; de Koster e Opsomer, 2013). Neste periodo, normalmente,
ocorrem mudancas de dieta e lote (Johnson e Vanjonack, 1976), desmame do bezerro
(Johnsen et al., 2015) e reducéo drastica dos niveis de P4 oriundos da placenta (Villa-Godoy
et al., 1988), que geram estresse aos animais (Lucy, 2019).

O comportamento alimentar de vacas leiteiras, pode ser afetado pelo eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) que é ativado pelo estresse, principalmente no inicio da lactacdo,
aumentando a sintese de cortisol (Digiacomo et al., 2018). Acredita-se, que também ocorra
maior liberacdo de P4 pelo cértex adrenal, neste periodo (Yoshida; Nakao, 2005), para
suprimir as respostas do eixo HPA ao estresse (Biggio et al., 2014), minimizando as
alteragdes metabolicas que desestabilizam o organismo (Lucy, 2019; O’driscoll et al., 2006).
O comportamento alimentar geralmente, € expresso pelo tempo gasto com consumo,
ruminacdo, atividade e Ocio. Esses parametros sdo utilizados para deteccdo precoce de
distdrbios clinicos e subclinicos que interfere na saude e producdo dos animais, resultando em
prejuizos econdmicos ao produtor (Stivanin et al., 2021).

No pds-parto recente, 0 comportamento alimentar e 0 metabolismo de vacas leiteiras,
podem ser afetados por diferentes hormonios. A VitD3 é essencial para manter a homeostase
do célcio, fosforo, producdo de leite, alem de potencializar o sistema imune (Eder e

Grundmann, 2022). Assim como a P4 esta ligada a eficiéncia reprodutiva (Kim et al., 2020) e
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defesa imunoldgica uterina pds-parto (Cui et al., 2020). Entretanto, sabe-se que a acdo destes
hormonios é complexa e interfere em todo metabolismo animal. Segundo Monastra et al.,
(2018), a P4 e a forma ativa da VitD3 possuem fungdes e estruturas semelhantes e alguns
trabalhos sugerem, que um horménio pode influenciar nos niveis do outro (Parikh et al.,
2010a; Merhi et al., 2014; Monastra et al., 2018). Em bovinos, pouco se sabe sobre a relacdo
entre esses dois hormonios e a influéncia deles no comportamento alimentar. Com isso, 0
objetivo deste estudo, foi investigar a influéncia da VitD3 e P4 sob o comportamento

alimentar, em vacas leiteiras durante a primeira semana pds-parto.

Material e Métodos

Animais e Manejo

Todos os procedimentos realizados neste estudo, foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimento Animal da Universidade Federal de Pelotas (55083-2019). O
experimento aconteceu entre junho e outubro de 2020, em uma fazenda leiteira do sul do Rio
Grande do Sul, Brasil (-32.24467, -52.49268). Foram utilizadas 41 vacas da raca Holandés,
com ECC entre 3,0 a 3,5, multiparas, de duas a quatro lactagdes, confinadas em um Sistema
Compost Barn. As vacas eram ordenhadas duas vezes ao dia as 09:00 e 19:00 horas, tendo
agua e racdo totalmente misturada (TMR) a vontade (Tabela 1). A dieta foi formulada para
atender as necessidades nutricionais de vacas da raca Holandés no pos-parto recente (NRC,
2001).
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Tabela 1: Porcentagem dos ingredientes da dieta (%) de vacas leiteiras da raca Holandés durante pés-parto.

Ingredientes, matéria verde Kg/animal/dia
Concentrado 14,00
Silagem de milho 37,00
Pré-secado de azevém 4,00
Agua 2,00
Total 57,00
Nutrientes, matéria seca (MS) Porcentagem (%)
Matéria seca % 49,12
Proteina ajustada % 16,36
Proteina bruta dietética (PB) % MS 31,45
Proteina degradavel % de MS 66,29
Proteina ndo degradavel % de MS 33,71
Histidina g/kg 2,39
Metionina g/kg 2,50
Lisina g/kg 6,90
Fenilalanina g/kg 4,62
Aminoécidos g/kg 55,03
Nutrientes digestiveis totais % 73,48
Fibra de detergente acido % 19,45
Fibra de detergente neutro % 36,20
Vitaminas (MS)
Vitamina D, 1,20 1U/g
Vitamina A 4,80 1U/g
Vitamina E 30,19 1U/kg

Categorizacdo dos animais

Os animais foram acompanhados do dia do parto (dia 0) até sete dias p6s-parto, sendo
categorizados em relacdo aos niveis de VitD3 e P4 no dia 0. Em relacdo aos niveis de VitD3
os animais foram divididos em 2 grupos: ALTAD3 (n= 18), vacas com niveis de VitD3 >
60ng/mL e MODERADAD3 (n= 23), com niveis entre 35 e 60ng/mL. Segundo o NRC,
(2001), recomenda-se que vacas leiteiras mantenham o0s niveis sanguineos entre 20 e
50ng/mL. Portanto, neste estudo, os niveis de VitD3 foram considerados altos > 60ng/mL.

J& em relacdo aos niveis de P4, os mesmos animais foram divididos em 2 grupos:
MAIORP4 (n= 24), niveis de P4 > 0,70ng/mL e MENORP4 (n= 17), niveis
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entre 0,20 e 0,70ng/mL. Foram considerados os resultados do trabalho de Smith et al. (1973),
no qual a média do nivel fisioldgico das vacas era 0,60ng/ml de P4 do dia do parto até nove
dias pds-parto.

Os grupos foram analisados separadamente, entre ALTAD3 e MODERADADS;
MENORP4 e MAIORP4.

Avaliacdo do consumo e comportamento alimentar

Durante os primeiros sete dias pds-parto, por um periodo de 24 horas, de forma
automatica e individualizada, a quantidade de consumo, tempo de consumo (min/dia), visitas
ao cocho com e sem consumo (n°/dia) foram mensurados pela utilizacdo de alimentadores
automaticos (Intergado®). E o tempo de ruminacdo, atividade e écio (min/dia), foram
coletados atraves da utilizacdo de coleiras inteligentes do tipo “C-TECH” (Cowmed
Assistant®).

Coletas e analises

A producdo de colostro foi registrada durante os primeiros 7 dias pds-parto e a
producdo de leite do dia 8 até 60 dias ap0s o parto através do software (DELPRO® Windows,
DelLaval, MG, Brasil). As coletas de sangue foram realizadas no dia do parto (dia 0) e nos
dias 1, 2, 3, e 7 ap6s o parto através de puncdo da veia coccigea, utilizando sistema
Vacutainer (BD diagnostics, SP, Brasil), sempre pela manha, logo apds a ordenha. As
amostras de sangue foram coletadas em dois tubos: um com fluoreto de sodio (4mL
Vacuplast® - Zhejiang, China) para obtencdo de plasma para avaliar os niveis de glicose; e
outro com silica (ativador de coagulo) (10mL Vacuplast® - Shandong, China) para obtencéo
do soro para avaliar P4, acidos graxos livres (AGL) e VitD3 (somente essa nao teve a avalicdo
no dia 7).

Logo apds a coleta, as amostras foram centrifugadas a 1800 x g, durante 15 minutos. O
soro foi transferido para tubos de eppendorf, identificados e armazenados a -20°C até a
realizacdo das analises. A analise de glicose foi realizada através dos reagentes da Labtest
(Labtest®, Lagoa Santa, MG, Brasil) e de AGL através dos reagentes da Randox (Randox
Brasil LTDA®, Brasil) com auxilio de um analisador bioquimico automético Labmax Plenno
(Labtest®, MG, Brasil). As andlises de P4 e VitD3 foram realizadas pelo laboratério Pasin -
Analises Clinicas, de Santa Maria, RS, utilizando a metodologia quimiluminescéncia Cobas
Modular Analytics E17.
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Andlise estatistica

Todos os dados foram analisados no programa estatistico JMP 14 (SAS Institute Inc.,
Cary, EUA, 2016), utilizando PROC MIXED, para avaliar grupo, dia e a interacédo entre eles,
pelo método ANOVA com avaliacdo pos-hoc de Tukey-Krammer (P<0,05), sendo que a
estrutura de covariancia utilizada foi a que obteve menor valor no critério de informacéo
Bayesiano. Todas as variaveis foram analisadas quanto sua normalidade utilizando o método
Shapiro-Wilk e apresentaram distribuicdo normal. Também foi feito analise de CorrelacGes de
Pearson entre as variaveis P4, VitD3, colostro, consumo, tempo de consumo, tempo de
ruminagdo, visitas aos cochos com e sem consumo, atividade, écio, glicose e AGL. Foram

considerados significativos os valores de P<0,05.

Resultados

Observou-se que no grupo MENORP4 as médias de producdo de colostro (30,03 +
1,08; Figura 1) e leite (44,95 £ 0,40; Figura 2), tempo de ruminacdo (619,87 + 18,49; Figura
3) e numero de visitas aos cochos com consumo (38,17 + 1,55; Figura 4), foram maiores (P =
0,03; P = 0,001; P = 0,001; P = 0,001 respectivamente) do que os animais do grupo
MAIORP4. As demais variaveis: consumo, tempo de consumo, nimero de visitas aos cochos
sem consumo, tempo de 6cio e atividade, niveis de P4, VitD3, glicose e AGL néo
apresentaram diferenca significativa entre estes grupos (Tabela 2).
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Figura 1: Producéo de colostro do dia do parto (dia 0) até 7 dias pds-parto de vacas leiteiras da raga Holandés
que foram categorizadas em relacdo ao nivel de P4 sanguineo no dia 0. Os animais que apresentaram niveis de
P4 >0,70ng/mL constituiram o grupo MAIORP4 (n=24) e entre 0,20 a 0,70ng/mL, o grupo MENORP4 (n=17)
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Figura 2: Producéo de leite do dia 8 ao 60 pds-parto de vacas leiteiras da raga Holandés que foram categorizadas
em relacdo ao nivel de P4 sanguineo no dia do parto (dia 0). Os animais que apresentaram niveis de P4
>0,70ng/mL constituiram o grupo MAIORP4 (n=24) e entre 0,20 a 0,70ng/mL, o grupo MENORP4 (n=17).
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Figura 3: Tempo de ruminagdo (min/dia), no dia do parto (dia 0), 1, 2 ,3 e 7 dias pds-parto de vacas leiteiras da
raca Holandés que foram categorizadas em relagdo ao nivel de P4 sanguineo no dia 0. Os animais que
apresentaram niveis de P4 >0,70ng/mL constituiram o grupo MAIORP4 (n=24) e entre 0,20 e 0,70ng/mL, o
grupo MENORP4 (n=17);

Também se observou que no grupo MODERADAD3 a média do numero de visitas
aos cochos com (36,09 + 1,44) e sem consumo (23,75 + 1,46) foram maiores (P = 0,03; P =
0,01 respectivamente) em relacdo ao grupo ALTAD3 (Figura 4). As demais varidveis ndo

apresentaram diferenca significativa (Figura 5; Tabela 2).
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209 Figura 4: NUmero de visitas aos cochos com e sem consumo no dia do parto (dia 0), 1, 2 ,3 e 7 dias p6s-parto de
210  vacas leiteiras da raca Holandés, que foram categorizadas em relacéo ao nivel de P4 e VitD3 sanguineo no dia 0.
211 A e C) Os animais que apresentaram niveis de P4 >0,70ng/mL constituiram o grupo MAIORP4 (n=24) e entre
212 0,20 e 0,70ng/mL, o grupo MENORP4 (n=17); B e D) Os animais que apresentaram niveis de VitD3 >60ng/mL
213 constituiram o grupo ALTAD3 (n=18) e de 35 a 60ng/mL, o grupo MODERADAD3 (n=23).
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Figura 5: Producéo de leite do dia 8 ao 60 pds-parto de vacas leiteiras da raga Holandés que foram categorizadas
em relacdo ao nivel de VitD3 sanguineo no dia do parto (dia 0). Os animais que apresentaram niveis de VitD3
>60ng/mL constituiram o grupo ALTAD3 (n=18) e de 35 a 60ng/mL, o grupo MODERADAD3 (n=23).

Na tabela 3, é possivel observar as andlises de correlacdo. Os animais do grupo
ALTAD3 apresentaram correlacdo positiva entre os niveis de glicose e P4 (r = 0,89; P =
0,001), niveis de P4 e tempo em 6cio (r = 0,59; P = 0,01), niveis de VitD3 e tempo em écio (r
=0,57; P = 0,02) e correlacdo negativa entre os niveis de P4 e tempo de ruminacdo (r = -0,55;
P = 0,03) e niveis de VitD3 e tempo de ruminagdo (r = -0,55; P= 0,03). J& os animais do
grupo MODERADADZ3, apresentaram correlacdo positiva entre os niveis de glicose e P4 (r =
0,50; P = 0,001), niveis de P4 e tempo em ¢&cio (r = 0,35; P = 0,03) e entre os niveis de P4 e
AGL (r =0,32; P =0,04) e correlacdo negativa entre niveis de P4 e o tempo de ruminacéo (r =
-0,38; P =0,01).

Os animais do grupo MAIORP4 apresentaram correlacdo positiva entre niveis de P4 e
VitD3 (r = 0,36; P = 0,04), niveis de P4 e glicose (r = 0,80; P = 0,001). J& os animais do grupo
MENORP4 apresentaram correlagdo positiva entre niveis de P4 e glicose (r = 0,64; P = 0,01),
niveis de P4 e tempo em écio (r = 0,79; P = 0,001) e negativa entre niveis de P4 e o tempo de
ruminacéo (r = -0,71; P = 0,01) e niveis de VitD3 e numero de visitas ao cocho com consumo
(r=-0,48; P =0,02).

Nossos estudos sdo preliminares, mais estudos devem ser realizados para a melhor
compreensdo desses metabolitos e sua influéncia no metabolismo, produgdo e comportamento

alimentar dos animais.
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Tabela 2: Analise de variancia: Médias e + (erro médio padrdo) dos niveis de vitamina D3, progesterona, producdo de colostro, leite, glicose, AGL e varidveis comportamento alimentar

Variavel Grupo (Média+EP) Valor de P Grupo (Média+EP) Valor de P
ariave
MAIORP4 MENORP4 Dia Grupo  Dia*Grupo ALTAD3 MODERADAD3  Dia Grupo  Dia*Grupo
Consumo de

alimento (kg/dia) 33,65 (x1,47) 3559 (+1,76) 0,08 0,53 0,46 32,86 (+1,91) 33,15 (+1,63) 0,38 0,99 0,34

Tempo de consumo
to&, (min/dia) 118,88 (+6,71) 116,08 (+7,64) 0,001 0,93 0,99 112,74 (£8,97) 114,89 (+7,49) 0,001 0,81 0,30

V'S'tas(ﬁl‘f%i;‘;”sumo 20,69 (+1,35) 38,17 (x155) 0001 0,001 0,63 31,03(x1,72) 36,09 (+1,44) 0,001 0,03 0,27

V's'tas(;eo%gnsumo 19,04 (+1,33) 21,34 (+1,54) 0,001 0,19 0,42 18,01 (x1,73) 23,75 (1,46) 0,001 0,01 0,79

Tempo de
ruminagao 542,72 (+16,32) 619,87 (+18,49) 0,001 0,001 0,83 582,77 (+26,43) 553,63 (+18,73) 0,12 0,20 0,64
(min/dia)

Temp(?n?ﬁ /Zti:i‘g'dade 162,13 (+11,99) 131,90 (+13.71) 0,06 0,14 0,99 151,00 (+16,08) 131,56 (+11,29) 0,89 0,26 0,95
Te;”nf’icr’]/‘é‘?{sc'o 727,09 (+18,33) 686,87 (+20,64) 0,001 0,11 0,45 704,94 (+31,94) 763,23 (+2223) 0,09 0,09 0,76
N"éﬁﬁﬂ%ﬁ /ﬁf'- 0,54 (0,02) 0,60 (0,03) 0,21 0,64 0,77 0,64 (£0,03) 0,52 (0,03) 0,01 0,78 0,79
N'Ve('fng/e dgL';COSG 82,84 (+256) 7593 (¢303) 0,001 0,06 0,77 83,44 (+3,66) 84,41 (+3,22) 0,001 0,71 0,83
Niveis de VitD3

(ngimL) 58,07 (£1,19) 58,51 (+1,40) 0,81 0,87 0,87 - - - - -

Niveis de P4 (ng/mL) - - - - - 0,54 (+0,02) 0,48 (+0,02) 0,001 0,09 0,81
Colostro (L) 26,96 (+0,93) 30,03 (+1,08) 0,001 0,03 0,46 28,36 (£1,22) (25,62+1,06) 0,001 0,09 0,39

Producdo de leite (L) 43,17 (£0,33) 44,95 (0,40) 0,001 0,001 0,80 43,22 (+0,39) 44,19 (+0,35) 0,001 0,06 0,83

de vacas leiteiras, da raca Holandés, durante os primeiros sete dias pés-parto.

P4-Progesterona; VitD3 — 25-hidroxivitamina D; AGL- Acidos graxos livres
Foram considerados significativos os valores de P<0,05.
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Tabela 3: Andlise de CorrelacGes de Pearson entre as variaveis: consumo de alimento (kg/dia), visitas com e sem consumo
(n°/dia), tempo de ruminagao, atividade e 6cio (min/dia), niveis de AGL (mmol/L), glicose (mg/dL), VitD3 (ng/mL) e P4 (ng/mL)
e produgdo de colostro (L), dentro de cada grupo (MAIORP4, MENORP4, ALTAD3 e MODERADADS3), em relagdo aos niveis
de P4 e VitD3.

L MAIORP4 MENORP4 ALTAD3 MODERADAD3
Variaveis Correlagdes ] . ] .
P4 VitD3 P4 VitD3 P4 VitD3 P4 VitD3
Consumode  Correlacdo de Pearson 0,01 -0,02 0,22 0,16 -0,22 -0,05 0,26 0,03
alimento
(kg/dia) Valor de P 0,99 0,99 0,32 0,46 0,42 0,85 0,11 0,82
Visitas com Correlacdo de Pearson 0,20 0,04 0,01 -0,48 -0,03 -0,17 0,11 -0,10
consumo
(n°/cljJia) Valor de P 0,28 0,82 0,94 0,02 0,90 0,53 0,49 0,52
Visitas sem Correlacéo de Pearson -0,14 -0,13 0,24 -0,08 0,05 0,17 0,04 0,08
C(Onrlfgg)o Valor de P 0,42 0,42 027 070 083 053 080 060
Tempo de Correlacéo de Pearson -0,13 0,01 -0,71 -0,03 -0,55 -0,55 -0,38 -0,03
ruminacéo
(min/dia) Valor de P 0,46 0,98 0,01 0,88 0,03 0,03 0,01 0,82
Tempo de Correlacéo de Pearson 0,07 0,30 -0,29 0,23 0,10 0,13 -0,01 0,19
atividade Valor de P 0,68 0,09 018 029 071 061 093 024
(min/dia)
Tempo de Correlacéo de Pearson 0,07 -0,14 0,79 -0,02 0,59 0,57 0,35 -0,05
6écio (min/dia) Valor de P 0,67 0,42 0,001 0,91 0,01 0,02 0,03 0,76
Niveis de Correlacéo de Pearson 0,31 -0,13 0,23 0,30 0,37 0,32 0,32 0,01
AGL Valor de P 0,08 0,45 0,31 0,18 0,17 0,23 0,04 0,99
(mmol/L)
Niveis de Correlacéo de Pearson 0,80 0,33 0,64 -0,34 0,89 0,07 0,50 -0,17
glicose
(mg/dL) Valor de P 0,001 0,06 0,01 0,12 0,001 0,79 0,001 0,29
Niveis de Correlacéo de Pearson 0,36 1,00 0,10 1,00 0,30 1,00 0,05 1,00
VitD3
(ng/mL) Valor de P 0,04 0,001 0,66 0,001 0,27 0,001 0,73 0,001
Niveis de P4 Correlacéo de Pearson 1.00 0,36 1,00 0,10 1,00 0,30 1,00 0,05
(ng/mL) Valor de P 0.0001 0,04 0,001 0,66 0,001 0,27 0,001 0,73
Correlacéo de Pearson 0,30 0,15 -0,10 -0,15 0,35 0,07 0,05 0,05
Colostro (L) Valor de P 0,08 0,40 063 049 019 078 072 074

P4-Progesterona; VitD3 — 25-hidroxivitamina D; AGL- Acidos graxos livres

Os animais que apresentaram niveis de P4 >0,70ng/mL constituiram o grupo MAIORP4 (n=24) e entre 0,20 a 0,70ng/mL, o grupo
MENORP4 (n=17); J& os animais que apresentaram niveis de VitD3 >60ng/mL constituiram o grupo ALTAD3 (n=18) e de 35 a
60ng/mL, o grupo MODERADAD3 (n=23). Foram considerados significativos os valores de P<0,05.
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Discussao

A primeira semana pés-parto é critica para as vacas leiteiras, pois geralmente, séo
expostas ha varios fatores estressores, que afetam o comportamento alimentar e producao dos
animais (Lucy, 2019). Acredita-se, que o consumo de alimento possa influénciar os niveis de
P4 plasmatica, mas esta relacdo ndo é totalmente esclarecida (Batista et al., 2020;
Vasconcelos et al., 2003). Com isso, ha um grande interesse em estudos que demostrem a
influéncia dos hormonios no comportamento alimentar e na producdo de vacas leiteiras, neste
periodo.

O presente estudo, evidéncia que o grupo MENORP4 apresentou maior producdo de
colostro e leite, bem como, maior numero de visitas aos cochos com consumo e tempo de
ruminacdo em comparacdo aos animais do grupo MAIORP4. Segundo Sangsritavong et al.,
(2002), vacas de alta producdo, possuem concentracdes mais baixas de P4 circulantes. Além
disso acredita-se que isso ocorra pela associacdo entre a sintese de P4 pela adrenal e a
ativacdo do eixo HPA, em bovinos (Yoshida; Nakao, 2005).

A maior concentracdo plasmatica de P4 no dia do parto, pode estar relacionada com a
ativacdo do eixo HPA e com o nivel de cortisol, tendo assim, influéncia sob o comportamento
alimentar e consequentemente, sobre a producdo de colostro e leite (Digiacomo et al., 2018;
O’driscoll et al., 2006; Yoshida; Nakao, 2005). Sabe-se, que animais que estdo sob estresse,
ativam o eixo HPA e aumentam a liberagdo do hormdnio ACTH, que por sua vez secreta
glicocorticoides, principalmente cortisol na corrente sanguinea, na tentativa de regular e
buscar a homeostase do organismo frente ao estimulo estressor (DiGiacomo et al., 2018;
Fernandez-Novo et al., 2020). E para suprimir a acdo do eixo HPA e estabilizar o organismo,
acredita-se que ocorra um aumento na sintese de P4 pela adrenal (Yoshida e Nakao, 2005).
Por outro lado, a menor producao de colostro e leite no grupo MAIORP4, pode também estar
relacionada com a metabolizacdo da P4 pelo figado (Sangsritavong et al., 2002).

Além disso, neste estudo, observou-se que nos grupos MENORP4, ALTAD3 e
MODERADAD3 houve correlacdo negativa entre os niveis de P4 e o tempo de ruminagdo e
positiva entre os niveis de P4 e tempo em 6cio. O tempo de ruminagdo e Ocio sdo
considerados indicadores de saude da vaca leiteira e sdo usados em sistemas para deteccéo
precoce de distarbios clinicos e subclinicos (Soriani et al., 2012; Sepulveda-Varas et al., 2016;
Stevenson et al., 2020). Pois, vacas doentes ap0s o0 parto, passam mais tempo em 6cio do que

vacas saudaveis (Stevenson et al., 2020; Sepulveda
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Varas et al., 2014). Ainda, vacas com distlrbios clinicos, sdo afastadas dos cochos facilmente
por outras vacas, para evitar o estresse social (Dollinger e Kaufmann, 2013). E em humanos,
sabe-se que os niveis de P4 podem influenciar o apetite e consequentemente a frequéncia de
alimentacdo (Yukie et al., 2020). Por tanto, a partir dos resultados deste estudo, fica clara a
influéncia da P4 sob os pardmetros que determinam o comportamento alimentar das vacas
leiteiras, que pode estar relacionada com mudancgas neuronais pouco estudadas em bovinos.

Os niveis de P4 também podem influenciar o metabolismo da gliconeogénese (Lee et
al., 2020), sendo essa rota, essencial para a producdo de glicose em ruminantes (Li et al.,
2011). No presente trabalho, os grupos MENORP4, MAIORP4, ALTAD3 e
MODERADAD3, apresentaram correlacdo positiva entre os niveis de P4 e glicose. Essa
correlacdo, em todos os grupos, corrobora com os achados do trabalho de Lee et al., (2020),
em que a P4 aumentou os niveis de glicose sanguinea em condicdes de deficiéncia e
resisténcia a insulina em camundongos e também com o trabalho de Azeez et al., (2021), em
que a P4 aumentou os niveis de glicose sanguinea, através da ativacdo de uma enzima chave
do metabolismo do glicogénio, a Glicogénio fosforilase.

Além disso, a P4 também pode estar relacionada com a sintese de VitD3. No presente
estudo, observou-se que os animais do grupo MAIORP4 apresentaram correlagdo positiva
entre os niveis de P4 e VitD3. De forma semelhante, o trabalho de Monastra (2018), o qual
evidenciou que estes dois hormdnios podem ter acdo complementar. Pois, presume-se que a
P4 pode aumentar a expressdo do gene Receptor de VitD3 (VDR) em células imunes, com
intuito de deixar estas células mais sensiveis a VitD3 ativa. Da mesma forma, o trabalho de
Merhi et al., (2014), observou que o tratamento com VitD3 em células da granulosa humana,
aumentou a producdo de P4. E o trabalho de Parikh et al., (2010b), demonstrou que a VitD3
aumentou os niveis de P4 em células ovarianas humanas. Portanto, acredita-se que a P4 e a
VitD3 agem de maneira simultdnea, entretanto, essa interacdo é muito complexa e necessita
de mais estudos para melhor compreensdo, da acdo conjunta destes hormdnios sob o
metabolismo (Monastra, 2018).

Neste estudo, os animais do grupo ALTAD3, estavam com o nivel de VitD3 acima do
indicado, porém nao a nivel téxico (200 e 300ng/mL plasmatico) (NRC, 2001). E este grupo
apresentou menor numero de visitas com e sem consumo do que o grupo MODERADAD3.
Além disso, o grupo ALTAD3 também apresentou correlacdo negativa entre os niveis de

VitD3 e ruminagdo e  positiva entre  0os  niveis de  VitD3 e
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ocio. Provavelmente, estes resultados estejam relacionados com o papel da VitD3 sob
homeostase do calcio e fésforo no organismo animal (Eder e Grundmann, 2022). Pois, 0s
niveis de céalcio estdo intimamente relacionados com a motilidade ruminal, e
consequentemente, com o consumo e tempo de ruminacdo (Jorgensen et al., 1998; Silva,
2021).

Concluséo

A partir deste estudo, foi possivel concluir que os animais do grupo MENORP4
apresentaram maior producdo de colostro e leite, nimero de visitas aos cochos com consumo
e tempo de ruminacao do que vacas do grupo MAIORP4. J4 os animais do grupo ALTAD3
apresentaram correlacdo positiva entre os niveis de P4 e VitD3 e menor nimero de visitas aos
cochos com e sem consumo do que os animais do grupo MODERADAD3. Analisar 0s niveis
P4 e VitD3, no dia do parto de vacas leiteiras, pode auxiliar no aperfeicoamento do manejo
das propriedades, pois, possuem influéncia sob o comportamento alimentar e producdo dos

animais.
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4. Consideracdes Finais

A partir dos resultados desta Tese, foi possivel concluir que os niveis de VitD3
e P4 no dia do parto e ao longo da primeira semana pés-parto de vacas leiteiras,
podem influenciar parametros do comportamento alimentar dos animais.
Provavelmente, este foi o primeiro trabalho que investigou a influéncia da VitD3
sobre a os niveis de P4 no metabolismo bovino. Além disso, foi possivel desenvolver
uma nova plataforma farmacéutica para liberagdo prolongada do hormonio FSH,
para ser utilizado em protocolos de superovulagédo bovina, tanto para programas de
transferéncia de embrides, quanto para a producao de embrides in vitro, com intuito
de simplificar os protocolos de superovulacdo, reduzindo custos, manejo e
consequentemente, afetando menos o bem-estar animal.

Contudo, a partir da totalidade de dados e conhecimento gerado, através
desta tese, € visivel a grande contribui¢ao cientifica para a sociedade, além de “abrir
caminho” para o desenvolvimento de mais trabalhos cientificos na area, com intuito
de ampliar o conhecimento gerado. Também, caso seja comercializada, a nova
tecnologia desenvolvida podera contribuir para facilitar o manejo reprodutivo dos
animais, aumentar custo beneficio ao produtor, visando o bem-estar animal e ainda,

enriquecer a industria farmacéutica veterinaria, com um produto de alta tecnologia.
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Anexo | - Documento da Comisséo de Etica e Experimentac&o Animal - Artigo

UNIVEESIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N* 68/2020/CEEA/REITORTIA
PROCESSON® 23110.0550722019-61
Certificado

Certificamos que a proposta infitulada ““Desenvolvimento de wma suspensiio oral para prevenciio e
auxiliar no tratamento de hipocalcemia em vacas leiteiras™, registrada com o n® 23110.055072/2019-61,
sob a responsabilidade de Marcio Nunes Corréa - que envolve a produgio, manutengio ou utilizagio de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto bumanos), para fins de pesquisa cientifica
{uuensmn} encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 2 de outubro de 2008, do Decreto
n® 6.899, de 15 de julho de 2009 emmasmnnase&taﬂaspﬂoﬂmse]huﬂacmna]deCmtmlede
Experimentaciio Animal (CONCEA), e receben parecer FAVORAVEL a sua execucio pela Comissio de
Etica em Experimentacio Animal, em reumido de 10 de junho de 2020.

Finalidade (x) Pesquisa ( ) Ensino
Vigéncia da autorizacio 19/06/2020 a 28/02/2022
Espécie/linhagem/Taca Bovina/Holandés

N de animais 24

[[dade 3-4 anos

Sexo Fémeas

Origem Granja 4 Irmdos - Rio Grande/RS

Codigo para cadastro n® CEEA 55072-2019

M.V, Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA
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Anexo Il - Documento da Comisséo de Etica e Experimentac&do Animal -Patente

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N° 94/2020/CEEA/RETTORIA
PROCESSO N® 23110.033083/2019-41
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Nova formulacio para promover a superovulacio™, registrada
com o n° 23110.055083/2019-41, sob a responsabilidade de Mircio Nunes Corréa - que envolve a
producio, mamtencio ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de & de cutubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
CumeIhnNacmmldngtmledeExpezmentm;auﬁma] (COMNCEA), erecebenparene: FAVORAVEL a
sua execudo pela Comissdo de Etica em Expenmentacio Amimal, em reunifio de 08 de julho de 2020.

Finalidade (x) Pesquisa ( ) Ensino
Vigéncia da autorizacio 15/07/2020 a 01/02/2022
Espécie/linhagem/Taca [Bovinos/Holandés

" de animais 20

[[dade 36 a 48 meses

Sexo [Fémeas

Ongem (Granja 4 Irmé&os, 4° Distrito — Tamm. Rie Grande.

Codigo para cadastro n® CEEA 55083-2019

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA



