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Resumo

O objetivo deste trabalho foi testar a viabilidade da utilizagao da via vaginal em fémeas bovinas
visando a aplica¢do de ocitocina a partir de formulagdes especificas. A ocitocina foi utilizada
associada a facilitadores de absor¢do e na forma injetavel (para comparagao). Foram produzidas
sete formulagdes, todas com concentracao de 5 UI/mL de ocitocina. O delineamento experimental
foi em quadrado latino 8x8 (oito dias, oito tratamentos e oito novilhas ciclando). As
administracdes de ocitocina foram pela via vaginal e a ocitocina injetavel pela via endovenosa,
contendo 10 UI cada. 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 utilizando coluna cromatografica C-18 e dosada utilizando o kit comercial
Oxytocin EIA. Os resultados obtidos foram avaliados por analise estatistica ndo paramétrica
utilizando o teste Kruskal Wallis para comparacdo das médias. A concentracdo de ocitocina
diferiu entre o tempo 0 e o tempo 12 minutos (p<0,05) para a formulacdo ocitocina em glicerina.
Concluiu-se que houve absorg¢do através da via vaginal para essa formulacao. Mais estudos serdo
necessarios para seu emprego no manejo com as fémeas bovinas de forma efetiva.
Palavras-chave: vacas, producdo de leite, ordenha, eje¢do do leite

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 its injectable form (as a
comparison standard) and associated with absorption enhancers. Seven formulations containing
5 IU/ml of oxytocin each were used. The experimental design was 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
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the treatment, and the following every three minutes until 18 minutes. Oxytocin was extracted
from plasma using the C18 Sep-Pak column and measured with the commercial kit Oxytocin EIA.
The responses were evaluated using the nonparametric ANOVA and the Kruskal Wallis test was
used to compare the means. Statistical difference was observed between times 0 and 12 (p<0,05)
for the oxytocin plus glycerin formulation, showing that absorption did occur. Nonetheless, it
does not suppress the need for further research before it can be effectively used in female bovine
management.

Key-words: cows, milk yield, milking, milk ejection

Recebido em: 18 de maio de 2017
Aceito em 17 de outubro de 2018

Introducao

Um dos principais entraves a exploracdo intensiva na producao de leite do gado mesti¢o no Brasil
(principalmente animais F1, taurino x zebuino), relatado por técnicos e produtores, esta
relacionado a ordenha.

Apos estimulos sensoriais, auditivos, tateis, olfatérios e/ou visuais, impulsos nervosos aferentes
desencadeados pelos receptores sensiveis a pressao da pele e do teto percorrem a medula espinal
at¢ os nucleos supraoptico e paraventricular no hipotdlamo, promovendo um estimulo
sincronizado intermitente!). Assim, do hipotdlamo, o estimulo segue via neurdnios
ocitocinérgicos até a neurohipofise. O influxo de calcio promove a fusdo dos granulos e a
exocitose dos conteudos granulares, promovendo a liberagao pulsatil da ocitocina no leito capilar.
Em aproximadamente 20 segundos, esta atua na glandula mamaria, promovendo a ejecdo do
leite® 3):

Enquanto o leite ¢ drenado da cisterna pela ordenha, o espaco criado vai sendo preenchido pelo
leite alveolar. Para obter a remog¢do completa do leite alveolar, ¢ necessario que a ocitocina seja
liberada durante todo o tempo de ordenha®. Quando a ordenha é incompleta, parte do leite
permanece dentro do alvéolo apds seu término, constituindo o leite residual. Os disturbios de
ejecdao do leite podem aumentar o volume de leite residual acima do aceitavel, interferindo
negativamente na lactagio®.

A pratica 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 orientagdes técnicas
fossem voltadas para o aleitamento artificial®. Isto se justificava porque a ordenha manual e/ou
a amamentag¢do na sala de ordenha resultava na liberacdo continua da ocitocina na corrente
sanguinea pela neurohipéfise(”.

A inibicdo da eje¢do do leite por agdo central, quando nao ha suficiente liberagdao de ocitocina,
tem sido observada em vacas ordenhadas em ambiente desconhecido®?), em primiparas logo apés
o parto®!9, em vacas no cio® e em vacas Girolando F1 ordenhadas sem a presenca da cria'".
Quando isto ocorre, a administragdo de dose fisiologica de ocitocina pode restabelecer a ejecao
do leite®,

No entanto, a utilizag@o de ocitocina injetavel para estimular a eje¢do de leite na rotina de ordenha
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pode trazer problemas como a dissemina¢ao de doencas (7rypanossomose bovina, leucose, entre
outras), o que ocorreu, por exemplo, em seis municipios de Minas Gerais em julho de 2014,
quando um surto de Trypanossomose levou a morte muitas vacas e causou grande prejuizo para
os produtores!?.

Em um levantamento dos impactos econdmicos causado por trypanossoma vivax em rebanho
bovino leiteiro, foram verificados mortes diretas, abortos, natimortos, redug¢dao no ganho de peso
e na producio de leite, além dos gastos com drogas tripanocidas!?).

O objetivo deste trabalho foi testar uma forma alternativa de administragdo da ocitocina — a via
vaginal — diversa da pratica usual — de aplicagdo endovenosa — para reduzir o risco da
disseminagdo de doengas. Essa via tem sido explorada para a aplicagdo de farmacos de agdo
sistémica por sua grande area de superficie, alta vascularizagdo e permeabilidade a uma vasta

gama de compostos, incluindo os de grande peso molecular como peptideos e proteinas* 1),

Materiais e Métodos

Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sob o
protocolo 116/2013. Foram produzidas sete formula¢des com ocitocina para aplicagao vaginal:
Ocitocina em Agua, Ocitocina em Alcool Polivinilico (PVA) 4% P/V, Ocitocina em Carboxi
Metil Celulose (CMC) 2% P/V, Ocitocina em Glicerina 2% V/V, Ocitocina em Dimetilsulféxido
(DMSO) 10% V/V, Ocitocina em Propilenoglicol 25% V/V, Ocitocina em Tween 80 10% V/V,
todas com concentragdo de 5 Ul/mL. Os produtos associados foram selecionados por serem
agentes facilitadores de absor¢do, com o objetivo de verificar suas habilidades de favorecer a
absor¢do de ocitocina, visando atingir maior concentracao plasmatica no menor tempo possivel.
A ocitocina injetavel usada foi uma formulagdo comercial (Placentex — Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S A.).

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental Hélio Barbosa, da UFMG, localizada no
municipio de Igarapé, MG. A duracdo do periodo de coleta foi de oito dias, de 1° a 8 de outubro
de 2015. Oito novilhas % Girolando ciclando, com idades entre 15 e 28 meses e pesos entre 310
e 410 kg, foram submetidas aos tratamentos. Nenhuma ac¢ado de interferéncia ou identificagdo da
fase em que se encontravam no ciclo estral foi realizada, ndo foram inseminadas e/ou cobertas.

O experimento consistiu na aplicacdo endovaginal de 2 mL (10 UI) das sete formulacdes de
ocitocina e uma aplica¢do endovenosa de 1 mL (10 UI) de ocitocina comercial, totalizando 8
tratamentos por dia. Ao longo de oito dias, todos os animais foram submetidos a uma aplicagao
de cada um dos tratamentos. O delineamento experimental foi em quadrado latino 8x8 (oito dias,
oito tratamentos e oito novilhas — Quadro 1).
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Quadro 1. Modelagem de delineamento em QL 8x8 de novilhas Girolando submetidas
a oito formulagdes contendo ocitocina sintética

Animais Dias (colunas)

(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.

A formulagdo contendo ocitocina foi introduzida na via vaginal utilizando uma sonda uretral n°
8, de uso individual, acoplada a uma seringa. A ocitocina endovenosa foi aplicada na veia jugular.

As amostras de sangue foram colhidas da veia jugular usando seringa de 10 mL, no momento
anterior a aplicagdo da ocitocina (tempo zero) e por mais seis vezes a cada 3 minutos, e foram
colocadas em tubos heparinizados, os quais foram acondicionados em caixa térmica com gelo e
centrifugadas a 3.000 G por 15 minutos para obtencdo de plasma. Em seguida, estes foram
transferidos para tubos epeendorfs e armazenados inicialmente a -20 °C e depois a -70°C.

A ocitocina foi extraida do plasma utilizando coluna cromatografica C-18 produzida pela empresa
Waters (Waters Technologies do Brazil LTDA, Al. Tocantins, 125 / 27° andar Alphaville —
Barueri/SP) e dosada utilizando o kit Elisa comercial da Enzo (Enzo Life Sciences (ELS) AG,
Industriestrasse 17 CH-4415 Lausen — Switzerland) (Oxytocin EIA).

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico InfoState, versao 2012. Foi realizada
a analise de variancia ndo paramétrica, utilizando o teste Kruskal Wallis para comparacao das
médias.

Resultados

Os valores na tabela abaixo demonstram as concentra¢cdes medianas de ocitocina obtida ao longo
do tempo apo6s aplicacdo das oito formulagdes de ocitocina.
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Tabela 1. Concentragdes de ocitocina em novilhas Girolando (mediana, pg/mL), ao
longo do tempo, valores minimos, maximos e nimero de repeti¢des

Tempo em minutos
Tratamento 0 3 6 9 12 15 18
Ocitocina com | 17253 | 20,08 *5¢ || 18,32°45€ || 18,04**% [ 2295*45CD | ggqsan || 17134
Agua ayn2-27% | 10%-273 (751-4759) (642-3515) (1148-62,47) (751-37,04) 032-3168
o=" =8 n=38 o= =3 n=38 o=
O‘"Z‘k': | 20 | oageqmee | s 152748 13,86 *A8 16438 [ 1921748
P (B.73-089 (624-345) (1125-3756) (8.08-2817) (030-24.60) G31-327) (4,16-3300
Polivinilico 2=t =5 =8 =3 =8 n=8 a=8
Ocitocina com | 16,26 **% 15,60 8 16,54 *AB 13,5648 15,6748 14,11 %48 17,25 A8
CMC (10,80-20,71) (607-2858) (695 - 3353) (7.89- 3863) (5.73-24.29) (8,08-2458) (524-3120
=g n=g n=g neg =g n=g o=l
Ocitocina com | 15,5448 2038**4% || 152548 || 1625*M° | 2351%5C%F | 15758 || 230 *A5C
Glicerina ®71-27,39) (446-2200) a-2179 (1058-3212) (1220-34,00) (7,14-3156) (1036- 30,79
=3 =8 n=8 =S =3 n=8 n=8
Ocitocina 18,7748 146,66 < 82,86 <47 71,18 *F 47,06%F | 36,550 (| 36,12 0%
endovemosa | (1234-2739) | (1e3¢-26%0) [ 754-130%) [ (0e-n582 | @34-1819 | 420-7679 | (@520-7800)
=3 =8 n=8 o5 2=8 n=8 n=8
Ocitocina com | 16,58 48 16,54 *8 16,68 A8 15,8348 16,26 *A8 21,21 *ABC 16,69 *A8
DMSO (1080-29.53) (829-39.72) (655-3308 (9.71-3.53) (867-24.25) (402-31.66) (1220-3306)
n=8 o=8 n=g n=g o=§ n=§ n=g
Ocitocina com | 21,04 **5¢ 16,59 **® 22,1445 | 17,42%35C | 2] 2324860 | 2055 245C | 19 40 *45€
Propilenoglicol |  (992-3159 (888-3550) (431-3401) (195-3451) mas-403) | a38-259 (1268-4141)
=7 =8 n=g =5 =3 n=§ n=$
Ocitocina com | 15,854 16,29**% 21,39 *4%¢ 19,5742 18,41 *® 18,33 *4® 17,26 4%
TweenS0 (508-23,13) 1103-3%00 || (1013-2536 [ (©220-2659) (732-3550) (0.08-2639) GB-2739
=3 =8 n=3 = o=8 n=8 n=s
Notas:
1 - &% & d nag linhas. Medianas com pelo menos uma letra mintiscula em comum sdo equivalentes
(»=0,05).
2- 4B CD.EF nag colunas. Medianas com pelo menos uma letra maitiscula em comum séo equivalentes
(p=0.05).

A concentragdo plasmatica basal média de ocitocina (tempo zero) de todos os animais foi de 18,33 = 2,18
pg/mL e ndo diferiu entre eles (p>0,05). A concentragdo obtida no tempo zero nos animais que receberam
ocitocina endovenosa foi menor que nos demais tempos (3, 6, 9, 12 e 18 min). Tabela 1 (p<0,05).

152,89

50

30

10
0 3 6 9 12 15 18
Minutos

Grifico 1. Concentragio plasmatica média de ocitocina apds aplicadagdo de 10 Ul pela via endovenosa.

Cienc. anim. bras., Goiania, v.20, 1-9, e-46960, 2019



Utilizagdo da ocitocina em gado girolando: avaliagdo da via vaginal como alternativa a via endovenosa 6

As elevadas concentragdes médias de ocitocina plasmatica obtidas com aplicagdo pela via
endovenosa ja eram previstas e pretendidas (Grafico 1). Previstas porque a ocitocina foi aplicada em
dose maior do que a necessaria para a ejecdo do leite. Além disso, foi aplicada e medida diretamente
no sangue. Pretendida para que a sua biodisponibilidade, que por definigdo corresponde a 100% 1%,
servisse como parametro para o calculo da biodisponibilidade da ocitocina associada aos farmacos
aplicados pela via vaginal.

Foi observado que houve absor¢do de ocitocina quando a formulagdo de ocitocina em glicerina foi
aplicada via vaginal, tendo sido verificada diferenca entre os tempos 0 e 12 minutos; Tabela 1
(p<0,05). O Grafico 2 demonstra a concentracdo plasmatica média de ocitocina obtida com esse
tratamento ao longo do tempo.

24 23,21

21,72

g/mL

p

18 17,24 17,00 17,03

Minutos

Grafico 2. Concentragido plasmatica média de ocitocina ao longo do tempo obtida com aplicacdo vaginal
de 2 mL (10 UI) da formulag&o de ocitocina em glicerina

A concentragdao plasmatica basal média de ocitocina nos animais que receberam a formulagdo de
ocitocina em glicerina foi de 17,24 + 5,96 pg/mL, alcancando a concentracdo média de 23,21 + 6,74
pg/mL aos 12 minutos apos aplicacdo. Verificou-se, dessa forma, um acréscimo de 5,97 pg/mL na
concentracdo média (p<0,05). Schams et al.!” obtiveram méxima ejecdo do leite com acréscimo de
3,02 a 5,03 pg/mL (valores originais em pmol/L foram transformados para pg/mL multiplicando por
1007,19 e dividindo por 1000).

A darea sob a curva (ASC) endovenosa Obtida pela aplicacdo de ocitocina endovenosa foi de 1.306,30
pg/mL x minuto. A ASC mucosa Obtida pela aplicagao de ocitocina em glicerina na mucosa vaginal foi

de 332,35 pg/mL x minuto. Assim, a biodisponibilidade (F) de ocitocina encontrada nessa formulacao
foi de 25,44%.

Nao houve diferenga entre as concentracdes de ocitocina ao longo do tempo para os demais
tratamentos (Ocitocina em Agua, Ocitocina em Alcool Polivinilico, Ocitocina em Carboxi Metil
Celulose (CMCY Ocitocina em Dimetilsulfoxido (DMSO), Ocitocina em Propilenoglicol, Ocitocina
em Tween 80).
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Discussao

A glicerina foi associada a ocitocina na formulagdo sugerida pela empresa Fagron BR, em informe
técnico de formulagdo de spray nasal'®. Segundo o informe, com essa associagdo, a ocitocina é
prontamente absorvida, entrando na circulagdo sistémica. A glicerina ¢ também um dos compostos
utilizados como excipiente na formula¢ao Syntocinon® spray nasal do Laboratdrio Novartis, vendida
comercialmente para humanos!®).

As analises estatisticas demonstraram também que as concentracdes plasmaticas de ocitocina aos 12
minutos nao diferiram entre as formulagdes ocitocina em glicerina absorvida pela mucosa vaginal e
a ocitocina endovenosa, que nao passou pelo processo de absorg¢ao.

A concentracdo plasmatica basal média de ocitocina encontrada (18,33 pg/mL) foi maior que o
encontrado por Schams et al.1?, 1,51 pg/mL de plasma (valores originais em pmol/L foram
transformados para pg/mL multiplicando por 1007,19 e dividindo por 1000) em vacas da raga Pardo
Suigo; por Bruckmaier et al.,”) 1,5 pg/mL (valor original em ng/L que equivale a pg/mL) em vacas
Simental x Holandés Vermelho e Pardo Suigo, e por Bruckmaier et al.?%, com vacas Simental x
Holandés Vermelho e Pardo Suigo, que encontraram concentragdo basal média de 6 e 7 pg/ml°. No
entanto, a concentragio basal foi menor que as encontradas por Porcionato et al.?" em vacas da raca
Holandés, média de 20 pg/mL, e em vacas mesti¢as Holandés x Zebu, média de 35 pg/mL.

A concentracao basal de ocitocina plasmatica depende da liberagao endogena pela neurohipofise e/ou
da liberagdo de ocitocina latea. Entretanto, outros fatores parecem interferir nessa liberagdo. Em
experimento com primatas (Macaca mulatta), Michopoulos et al.?? verificaram diferenga na
concentragdo basal de ocitocina dos animais em funcdo da dominancia. Fémeas dominantes tém
concentracdo maior que subordinadas. Uvnis-Moberg et. al.>>) relataram diferencas na concentragio
basal de ocitocina em fun¢do do comportamento sexual em humanos (monogamia e satisfacdao
sexual). Parceiros satisfeitos tém concentragdo mais elevada. Marnet et al.>¥, em trabalho realizado
na Franca, observaram diferenca na concentragao basal de ocitocina conforme a estacdo do ano,
quando a concentragdao 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 concentracio plasmatica de ocitocina ainda nio
tenham sido identificados ou estudados. Por exemplo, com referéncia a raca e idade. Quanto a raca,
Porcionato et al.?" 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 nesse
experimento.

Conclusoes

Houve absorcao de ocitocina pela via mucosa vaginal da formulagdo ocitocina em glicerina. O pico
de concentragdo plasmatica de ocitocina ocorreu aos 12 minutos apds a aplicagao.
O aumento da concentragao plasmatica de ocitocina atingido com a aplicag¢ao da formulagdo ocitocina
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com glicerina, de acordo com a literatura, seria suficiente para conseguir a eje¢cdo do leite em vacas.
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