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RESUMO GERAL 

Avaliou-se a relação entre a mastite pela contagem de células somáticas 

(CCS) e a dinâmica folicular, ovulação, qualidade dos oócitos e das células 

do cumulus, concentração e tamanho de exossomos em vacas produtoras de 

leite. Vacas cruzadas (Bos taurus – Holandesa x Bos indicus – Gir) foram 

distribuídas em grupo controle (CCS<200.000 células/mL de leite) e o grupo 

mastite (CCS>400.000 células/mL de leite). No experimento 1 (Dinâmica 

folicular), as vacas (n=57) foram submetidas à avaliações ultrassonográficas 

a cada 24 horas, a partir da retirada do dispositivo intravaginal de 

progesterona (D8) até 48 horas depois (D10). A partir do D10, as avaliações 

foram realizadas a cada 12 horas, até a ovulação ou até 96 horas após a 

retirada do dispositivo de progesterona, visando o acompanhamento do 

crescimento final do folículo dominante e da ovulação. No experimento 2 

(Avaliação dos oócitos, das células do cumulus e do fluído folicular), as 

vacas (n=23) foram submetidas às aspirações foliculares, precedidas pela 

sincronização da emergência da onda de crescimento folicular. Os níveis de 

genes alvos em células do cumulus (BCL2, BAX, PI3K, PTEN, FOXO3) 

foram avaliados pelo ensaio de Real Time Polymerase Chain Reaction. No 

fluído folicular foram isolados exossomos para avaliação da concentração e 

tamanho das partículas. A taxa de ovulação (P=0,09) e de oócitos viáveis 

(P=0,01), foram maiores em animais do grupo controle, [controle 77,42% 

(24/31) e mastite 57,69% (15/26)] e [controle 59,1% (130/220) e mastite 

41,9% (125/298)], respectivamente. A dinâmica de crescimento folicular não 

diferiu entre os grupos. Verificou-se maior número de oócitos degenerados 

(P=0,001) em animais do grupo mastite. Na avaliação da expressão gênica 

em células do cumulus, observou-se maior abundância de transcritos para 

BAX (P=0,003) em vacas do grupo mastite. Ainda, vacas com mastite 

apresentaram diâmetro de exossomos com menor média (P=0,03) e menor 



 
 

moda (P=0,02). Em conclusão, houve efeito da mastite sobre a ovulação, 

qualidade oocitária e diâmetro dos exossomos do fluído folicular. 

Palavras-chave: Mastite. Bovino. Células Somáticas. Oócitos. Cumulus. 

Exossomos. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

GENERAL ABSTRACT 

The aim was to evaluate the association between of mastitis by somatic cell 

count (SCC) on follicular dynamics, ovulation, quality of oocytes and 

cumulus cells, concentration and size of exosomes in milk producing cows 

submitted to synchronization of ovulation. Cross cows (Bos taurus – 

Holstein x Bos indicus – Gir) were distributed in a control group 

(SCC<200.000 cells/mL milk) and the mastitis group (SCC>400.000 

cells/mL milk). In the experiment 1 (follicular dynamics), the cows (n=57) 

were submitted to ultrasonographic evaluations every 24 hours, after the 

removal of the progesterone intravaginal device (D8) up to 48 hours later 

(D10). From the D10, evaluations were performed every 12 hours until 

ovulation, or up to 96 hours after withdrawal of the progesterone device, 

aiming at monitoring the final growth of the dominant follicle and the 

ovulation. In experiment 2 (Evaluation of oocytes, cumulus cells and 

follicular fluid), cows (n=23) were submitted to follicular aspiration, 

preceded by synchronization of the emergence of follicular growth wave. 

The levels of target genes in cumulus cells (BCL2, BAX, PI3K, PTEN, 

FOXO3) were evaluated by the Real Time Polymerase Chain Reaction 

assay. In the follicular fluid, exosomes were isolated to evaluate the 

concentration and size of the particles. The ovulation rate (P =0,09) and 

viable oocytes rate (P=0,01) were higher in control animals, [control 77,42% 

(24/31) and mastitis 57,69% (15/26)] and [control 59,1% (130/220) and 

mastitis 41,9% (125/298)], respectively. The follicular growth dynamics did 

not differ between the groups. There was a higher number of degenerate 

oocytes (P=0,001) were observed in animals from the mastitis group. In the 

evaluation of gene expression in cumulus cells, the greater abundance of 

BAX transcripts (P=0,003) was observed in cows in the mastitis group.  Also, 

cows with mastitis had exosomes diameter with lower mean (P=0,03) and 



 
 

lower mode (P=0,02). In conclusion, there was effect of mastitis on 

ovulation, oocyte quality and diameter of exosomes of follicular fluid. 

Keywords: Matitis. Bovine. Somatic Cells. Oocyte. Cumulus. Exosomes.  
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PRIMEIRA PARTE 

1 INTRODUÇÃO 

Em 2014, o Brasil ocupava a quinta posição no ranking mundial de 

produção de leite, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(IBGE), com produção de 35,2 bilhões de litros de leite, sendo a 

produtividade média por vaca de 1.525 L/vaca/ano (IBGE, 2014). Apesar da 

baixa produção brasileira, nos últimos anos a produtividade de vacas leiteira 

aumentou significativamente em função do melhoramento genético, melhora 

no manejo e na nutrição e pela utilização de novas biotecnologias. Porém, a 

intensa seleção genética e o manejo nutricional das vacas direcionaram o 

consumo de energia para produção de leite, prejudicando outras funções 

fisiológicas, principalmente a reprodução (LEROY et al., 2008). Esses 

fatores também favoreceram a ocorrência de distúrbios metabólicos e 

infecciosos, dentre os quais se destaca a mastite (HALASA et al., 2007). 

Mastite é a inflamação da glândula mamária, usualmente causada 

por bactérias, classificada em clínica ou subclínica de acordo com os sinais 

apresentados pelo animal. As bactérias produzem tóxinas que estimulam a 

resposta imunológica. Os produtos microbianos são reconhecidos por 

receptores do tipo toll-like (TLR), presentes na superfície de células 

epiteliais e leucócitos (TAPPING et al., 2000; GOLDAMMER et al., 2004). 

O reconhecimento bacteriano induz a produção e secreção de algumas 

citocinas pró-inflamatórias (DIAMOND et al., 2000; LEHTOLAINEN et al., 

2004; ISOBE et al., 2009; ISOBE et al., 2011; ZHANG et al., 2014), as 

quais são responsáveis pela reação inflamatória e migração de leucócitos 

para o úbere (PERSSON  et al., 2003). 

O parâmetro indicador mais utilizado para detecção de mastite 

subclínica é a contagem de células somáticas (CCS) no leite, que agem em 

defesa do organismo contra o agente causador da infecção (KEHRLI & 

SHUSTER, 1994). A CCS é composta por células epiteliais de descamação 

da glândula mamária e por leucócitos (SANTOS & FONSECA, 2007). 

Órgãos fiscalizadores e governos de vários países se baseiam nos valores de 
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CCS para exigirem qualidade do leite aos produtores. O governo brasileiro 

decretou a Instrução Normativa número 62, IN-62 (Brasil, 2011), em vigor, 

exigindo que a CCS média do rebanho esteja abaixo de 400.000 células/mL 

de leite. Entretanto, vacas com CCS acima de 200.000 células/mL de leite, 

mesmo sem nenhum sinal clínico adicional, são consideradas como 

portadoras de mastite subclínica (LUKAS et al., 2005; CHEBEL, 2007). 

 O primeiro estudo que correlacionou a ocorrência de mastite à 

redução na fertilidade relatou que vacas com mastite clínica causada por 

bactérias gram negativas (G-) tiveram maior intervalo entre estro e menor 

duração da fase luteínica (MOORE et al., 1991). Estudos posteriores 

confirmaram a correlação negativa entre a mastite e a fertilidade de vacas 

(SCHRICK et al., 2001; HANSEN et al., 2004; SANTOS et al., 2004; 

MOORE et al., 2005). Vacas com mastite atrasaram o retorno ao estro e à 

primeira inseminação artificial (IA) após o parto, e tiveram maior número de 

serviços por concepção (SCHIRICK et al., 2001; MAIZON et al., 2004; 

LAVON et al., 2011a). Além disso, as taxas de concepção (LOEFFLER et 

al., 1999; SANTOS et al., 2004) e prenhez (HARMAN et al., 1996) foram 

menores em vacas com infecção mamária,  indicando possível efeito no 

desenvolvimento oocitário e embrionário.  

 Na oocitogênese, ocorrem uma série de modificações moleculares e 

celulares necessárias para o oócito completar a primeira fase da meiose e ter 

fertilização bem sucedida com formação de zigoto, pré e pós-implantação 

(COTICCHIO et al., 2004). O desenvolvimento e a maturação dos oócitos 

são dependentes da ação hormonal, da presença e quantidade de genes 

transcritos e de substâncias presentes no fluído folicular (EDWARDS, 1974; 

BILODEAU-GOESEELS, 2003). O fluído folicular (FF) que envolve o 

oócito é de origem plasmática (EDWARDS, 1974). Portanto, a elevação das 

citocinas pró-inflamatórias no plasma durante a mastite pode afetar a 

composição do FF, o desenvolvimento oocitário e a expressão de genes 

específicos no oócito e nas células do cumulus (BILODEAU-GOESEELS, 

2003; ASAF et al., 2014).  Acredita-se que as citocinas não são liberadas de 
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forma livre na circulação sanguínea, mas associadas à exossomos que são 

vesículas extracelulares responsáveis pela comunicação entre células 

(KONADU et al., 2015).  

Diante da escassez de pesquisas relacionadas aos impactos direto da 

mastite na reprodução. Surge a necessidade de realização de estudos que 

correlacionem a mastite pela CCS e a dinâmica folicular, ovulação, 

qualidade dos oócitos e das células do cumulus, concentração e tamanho de 

exossomos do fluído folicular em vacas produtoras de leite. 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Mastite 

 Segundo o Conselho Nacional de Mastite (NMC, 1996), a mastite é 

a inflamação da glândula mamária com o propósito de destruir ou neutralizar 

o agente causador e preparar o tecido para a cura ou recuperação da função 

normal. A etiologia dessa doença pode ser de origem tóxica, traumática, 

alérgica, metabólica ou infecciosa. Os quadros infecciosos são os mais 

comuns, podendo haver o envolvimento de fungos, protozoários, algas, 

vírus, destacando-se as bactérias que invadem o úbere pelo esfíncter do teto, 

se multiplicam nos alvéolos e produzem toxinas que lesam o tecido 

mamário. Por apresentarem alterações patológicas no tecido glandular, vacas 

com mastite possuem modificações físico-químicas na composição do leite, 

alteração na coloração, aparecimento de coágulos e presença de leucócitos 

(RADOSTITS, 2002). 

 A mastite pode ser classificada quanto à sua forma de manifestação 

em clínica ou subclínica. Na mastite clínica há sinais clínicos que 

evidenciam a inflamação da glândula mamária (edema, aumento de 

temperatura, rubor, dor e alterações macroscópicas do leite: presença de 

coágulos e pus). O animal doente também possui sinais sistêmicos, tais 

como: depressão, desidratação, diminuição da ingestão de alimentos e queda 

na produção de leite (SANTOS & FONSECA, 2007). Em casos de mastite 

subclínica não existem alterações visíveis de inflamação ou anormalidades 

no leite. Contudo, ocorre queda na produção e mudanças na composição do 
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leite, como aumento da CCS, de íons cloreto (Cl
-
), de sódio (Na

+
), de 

proteínas séricas e diminuição da caseína, lactose e gordura (RADOSTITS et 

al., 2002). A presença do micro-organismo pode ser detectada por cultura 

microbiológica e a inflamação pode ser diagnosticada pelo teste de 

condutividade ou CCS (NMC, 1996). A mastite subclínica é a forma da 

doença mais frequente nos rebanhos e se não tratada pode evoluir para a 

mastite clínica (SCHRICK et al., 2001). 

 Outra forma de classificação da mastite é pelas características do 

agente causador, podendo a mastite ser dividida em ambiental ou contagiosa. 

Porém, o Staphylococcus coagulase negativo (SCN) não se enquadra nessa 

classificação, pois é considerado agente secundário, ou seja, habita 

naturalmente a pele e úbere, podendo colonizar o canal do teto sem causar 

mastite (NMC, 1999). 

 Os agentes contagiosos são transmitidos de vaca para vaca, sendo a 

principal fonte de contaminação a glândula mamária de animais infectados. 

A transmissão ocorre durante a ordenha (SANTOS & FONSECA, 2007). Os 

principais patógenos da mastite contagiosa são: Staphylococcus aureus, 

Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Corynebacterium 

bovis (MARQUES, 2006).  

Na mastite ambiental os micro-organismos são transmitidos do 

ambiente para o animal. A principal fonte de contaminação é o habitat da 

vaca (solo, cama, esterco, água). A contaminação normalmente ocorre nos 

intervalos entre as ordenhas. Os principais patógenos ambientais são os gram 

positivos (G+) como Bacillus spp., Enterococcus spp., Micrococcus spp. e 

os gram negativos como Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., 

Pseudomonas spp e Proteus spp. (SANTOS & FONSECA, 2007). 

 A principal medida de controle da mastite é a prevenção, 

identificação da existência do problema, da dinâmica da infecção, dos 

agentes causadores e tratamento dos animais infectados.  
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2.2 Contagem de células somáticas   

 A CCS é composta por células epiteliais da glândula mamária e por 

leucócitos (SANTOS & FONSECA, 2007). Em caso de infecção microbiana 

da glândula mamária ocorre elevação da CCS no leite (ALMEIDA, 2004). 

Valores acima de 200.000 células/mL de leite são indicativos de mastite 

subclínica (LUKAS et al., 2005; CHEBEL, 2007). Além da infecção 

mamária, outros fatores podem interferir na CCS, como a época do ano, 

condições climáticas, raça, estágio de lactação, produção de leite, número de 

lactações, estresse, problemas nutricionais, efeito do rebanho e doenças 

intercorrentes (MÜLLER, 2002). 

Órgãos fiscalizadores e governos de vários países se baseiam nos 

valores de CCS para exigirem qualidade do leite aos produtores. O limite 

máximo legal para a União Européia, Nova Zelândia e Austrália é de 

400.000 células/mL de leite e para o Canadá e Estados Unidos da América 

(EUA), os limites estabelecidos por lei são de, respectivamente, 500.000 e 

750.000 células/mL de leite (SARGEANT et al., 1998).  

O governo brasileiro, com objetivo de promover melhoria na 

qualidade do leite e de seus derivados, decretou em 29 de dezembro de 2011 

a IN-62 (Brasil, 2011), exigindo que até julho de 2016 os valores de CCS e 

CBT (contagem bacteriana total), estivessem abaixo de 400.000 células/mL 

e 100.000 unidades formadoras de colônia (UFC) por mL de leite, 

respectivamente. Entretanto, os produtores não se adequaram à instrução e o 

governo prorrogou o prazo para adequação aos padrões de qualidade até 

julho de 2018 (Brasil, 2016).  

Apesar de nos EUA o limite máximo legal de CCS ser maior que o 

do Brasil, a média norte americana em 2012 foi de 200.000 células/mL de 

leite. Apenas 3,3% dos rebanhos dos EUA apresentaram CCS média maior 

que 600.000 células/mL e somente 1,5% dos rebanhos estavam fora dos 

padrões exigidos por lei (NORMAN et al., 2014). 

A utilização da CCS como estimativa da saúde mamária é aplicável 

apenas para rebanhos com maior prevalência de patógenos contagiosos. Os 
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agentes ambientais geralmente não elevam os valores de CCS (NMC, 1999). 

Dessa forma, muitas infecções podem não ser detectadas quando se avalia 

apenas esse parâmetro (NMC, 1998). Além disso, a CCS ainda se mantém 

elevada por algum tempo após o fim da infecção, podendo gerar falsos 

positivos (SCHEPERS et al., 1997).  

2.3 Citocinas 

Citocinas são polipeptídeos ou glicoproteínas externas, 

hidrossolúveis, com tamanho variando entre 8 e 31 kDa e atuam por 

mecanismos parácrino (em células vizinhas) e autócrino (nas próprias células 

produtoras), podendo ter ações pró ou antiinflamatórias de acordo com o 

microambiente na qual são produzidas (CURFS et al., 1997; LIN et al., 

2000; SOMMER & WHITE, 2010). As citocinas pró-inflamatórias são 

produzidas por células de defesa (leucócitos) em resposta a estímulo 

desencadeado por antígenos. Os micro-organismos, em especial as bactérias, 

possuem moléculas conhecidas como toxinas, comumente encontradas em 

sua superfície, que constituem os padrões moleculares associados à 

patógenos (PAMPs). Os PAMPs ativam a resposta imune inata, por 

interação com diferentes receptores conhecidos como receptores de 

reconhecimento de padrões (PRR), dentre os quais estão à família TLRs 

(MEDZHITOV & JANEWAY, 2000). Os TLRs se destacam por seu papel 

central na ligação a patógenos e início da resposta inflamatória (JANEWAY 

& MEDZHITO, 2002).  

Em animais acometidos pela mastite, as citocinas pró-inflamátorias, 

são transportadas pela corrente sanguínea, possivelmente associadas aos 

exossomos, iniciando a reação inflamatória no tecido mamário e induzindo a 

migração de leucócitos para o úbere (PERSSON  et al., 2003).  Assim, a 

elevação das citocinas pró-inflamátorias no plasma durante a mastite afeta a 

composição do fluído folicular e interfere na qualidade do oócito (ASAF et 

al., 2014), pois o FF é de origem plasmática (EDWARDS, 1974) .  

As citocinas pró-inflamátorias também impactam negativamente o 

eixo hipotálamo, hipófise e ovários, resultando em produção anormal de 
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GnRH (SHELDON et al., 2008), consequentemente, redução da 

pulsatilidade e amplitude do LH (PETER et al., 1989; KUJJO et al., 1995). 

Tais deficiências hormonais prejudicam o desenvolvimento folicular e a 

ovulação, o que resulta em ovulação atrasada ou não ovulação, falhas na 

fertilização e morte embrionária (HANSEN et al., 2004).  

2.3.1 Fator de necrose tumoral (TNF-α) 

 O TNF-α, conhecido como caquexina, é uma citocina pró-

inflamátoria produzida principalmente por monócitos, macrófagos e 

linfócitos T (OLIVEIRA et al., 2011). O TNF-α é considerado um dos 

mediadores mais precoces e potentes da resposta inflamatória. Embora a sua 

meia vida plasmática seja de 20 minutos, esse curto período de tempo é 

suficiente para desencadear mudanças hemodinâmicas e ativar outras 

citocinas (CURFS et al., 1997; RAEBURN et al., 2002; OLIVEIRA et al., 

2011). 

 O TNF-α produzido na glândula mamária de animais com mastite é 

secretado na corrente sanguínea e atinge o endométrio e as tubas uterinas 

(LEHTOLAINEN et al., 2004). Nessa região do trato reprodutivo, o TNF-α 

induz a produção de PGF2α (SKARZYNSKI et al., 2000; 

WIJAYAGUNAWARDANE et al., 2003). A PGF2α provoca contração da 

musculatura lisa tubárica (WEEMS et al., 2006) e lise do corpo lúteo 

(MOORE & O’CONNOR, 1993), interferindo no desenvolvimento inicial do 

embrião e promovendo aborto em animais gestantes (WEEMS et al., 2006). 

Além dos já citados efeitos, o TNF-α também prejudica a produção de 

andrógenos pelas células da teca e reduz a produção de estradiol pelas 

células da granulosa (SPICER & ALPIZAR, 1994; WILLIAMS et al., 2008).  

Em estudos realizados em camundongos, observou-se que o TNF-α 

provocou redução no número de células da massa celular interna de 

embriões e reduziu a sobrevivência embrionária (PAMPFER et al., 1994; 

WUU et al., 1999). A adição de TNF-α ao meio de maturação de oócitos 

bovinos reduziu a taxa de produção de embriões in vitro (SOTO et al., 

2003b). Enquanto, a adição de TNF-α no meio de fertilização de oócitos 
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bovinos resultou em aumento da apoptose em blastômeros (HANSEN et al., 

2004). 

2.3.2 Interleucina 1 beta (IL-1ß)  

A IL-1ß é uma glicoproteína de 31 kDa secretada  principalmente 

por macrófagos e monócitos. Atua de forma sistêmica no organismo 

(SUTTERWALA et al., 2006). A IL-1ß exerce atividade pirógena, inibindo 

a própria função. Essa citocina pró-inflamátoria atua no hipotálamo, 

estimulando a secreção de hormônio liberador de corticotrofina (CRH) na 

hipófise posterior. Na hipófise anterior, o CRH estimula a liberação do 

hormônio adrenocorticotrópico (ACTH) que, na região fasciculada do córtex 

da glândula adrenal, estimula a produção de corticosteróides. Esses últimos 

inibem a síntese de IL-1 (VARELLA & FORTE, 2001). A IL-1ß também 

participa na regulação da resposta imune, reações inflamatórias e 

hematopoiese (BRADDOCK & QUIN, 2004). 

 Dentre as citocinas envolvidas na fisiopatologia da mastite, a IL-1ß é 

uma das mais avaliadas, pois provoca resposta local, pela migração 

transepitelial de neutrófilos para a glândula mamária e reposta sistêmica por 

induzir febre (WATSON et al., 2011). A IL-1ß estimula a enzima fosfolipase 

A2, que é a responsável pela transformação do ácido araquidônico em 

prostaglandinas (TOWNSON & PATE, 1994). Logo, a IL-1ß está 

relacionada à síntese de prostaglandina E (PGE) e de PGF2α (NISHIMURA 

et al., 2004; MAJEWSKA et al., 2010). O aumento da PGF2α resulta em lise 

do corpo lúteo e na consequente redução na concentração de progesterona e 

morte embrionária (HOCKETT et al., 2000). Porém, o aumento de PGE 

resulta em fase lútea prolongada interferindo na ovulação e concepção 

(HERATH et al., 2009). 

2.3.3 Interleucina 6 (IL-6) 

  A IL-6 é uma glicoproteína de 22 a 27 kDa, secretada por 

macrófagos, monócitos, eosinófilos, hepatócitos e células da glia, sendo o 

TNF-α e a IL-1  potentes indutores. A IL-6 causa febre e ativa o eixo 

hipotálamo, hipófise e adrenal (SOMMER & WHITE, 2010; OLIVEIRA et 
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al., 2011). Além disso, a IL-6 induz e controla a síntese e liberação de 

proteínas de fase aguda pelos hepatócitos durante a infecção. Nakajima et al. 

(1997) foram os pioneiros a determinarem a atividade de IL-6 no leite e no 

soro de vacas naturalmente acometidas pela mastite por coliformes. 

Verificaram que a IL-6 apresentou concentração 20 vezes maior no leite do 

que no soro. Na reprodução, verificou-se que, o aumento da concentração de 

IL-6 bloqueou a ação do FSH nas células da granulosa dos folículos 

ovarianos, diminuindo a secreção de estradiol, a expressão do estro e a 

ovulação (ALPIZAR & SPICER, 1994).  

2.3.4 Interleucina 10 (IL-10) 

 A IL-10 é um polipeptídeo não glicosado com cerca de 8 kDa, 

sintetizado em células imunológicas e tecidos neuroendócrino e neural (LIN 

et al., 2000). Sua principal função é inibir as citocinas pró-inflamatórias, 

principalmente TNF-α, IL-1 e IL-6, estimulando a produção endógena de 

citocinas antiinflamatórias (ASADULLAH et al., 2011; OLIVEIRA et al., 

2011). 

 Vacas com mastite possuem altas concentrações sanguíneas de 

citocinas pró-inflamatórias. Entretanto, apresentam baixas concentrações de 

IL-10, visto que essa citocina tem ação antiinflamatória. 

A IL-10 apresenta papel crucial na reprodução e, seus níveis 

encontram-se elevados em fêmeas gestantes e em fêmeas com ciclos estrais 

regulares. O estrógeno e a progesterona estimulam a produção de IL-10 

(PICCININI et al., 2000).  

2.4 Relação entre a mastite e a reprodução 

A fertilidade de vacas produtoras de leite vem reduzindo de forma 

progressiva (DISKIN & MORRIS, 2008). Tal redução é atribuída à intensa 

seleção genética que privilegiou a partição de nutrientes para a produção de 

leite em detrimento a outras funções fisiológicas, como a reprodução 

(LEROY et al., 2008). A baixa circulação de hormônios esteróides 

(VASCONCELOS et al., 1999), falhas no desenvolvimento oocitário e  

embrionário (SARTORI et al., 2002), estresse térmico (VASCONCELOS et 
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al., 2011; DEMETRIO & VASCONCELOS, 2011), além de doenças 

infecciosas como a mastite (SCHRICK et al., 2001; HANSEN et al., 2004; 

SANTOS et al., 2004), também estão  envolvidos na redução da eficiência 

reprodutiva. 

O primeiro estudo que relacionou a ocorrência de mastite com 

redução na fertilidade relatou que vacas com mastite clínica causada por 

bactérias gram negativas apresentaram maior intervalo entre estros e menor 

duração da fase luteínica (MOORE et al., 1991). Estudos posteriores também 

relataram os efeitos deletérios da mastite sobre a reprodução de vacas 

leiteiras (BARKER et al., 1998; SCHRICK et al., 2001; SANTOS et al., 

2004; HERTL et al., 2010). Barker et al. (1998) observaram declínio da 

fertilidade em vacas com mastite clínica. Schrick et al. (2001) constataram 

que vacas com mastite clínica ou subclínica no pós parto recente atrasaram 

para a realização do primeiro serviço, aumentaram os dias em aberto e 

serviço por concepção. Além disso, os animais com mastite subclínica que 

evoluíram para clínica apresentaram perdas significativas no desempenho 

reprodutivo. Santos et al. (2004) verificaram redução de 64% na 

probabilidade de concepção em vacas que apresentaram mastite subclínica 

entre a IA e o diagnóstico de gestação. Em outro estudo, observaram maior 

impacto da mastite sobre a probabilidade de concepção quando a doença 

ocorria 15 dias antes ou 36 dias depois de IA (HERTL et al., 2010). Além 

disso, vacas que apresentaram mastite clínica nos primeiros 45 dias de 

gestação, tiveram 2,7 vezes mais riscos de abortarem nos 90 dias de gestação 

(RISCO et al., 1999). Posteriormente, verificou-se que vacas com mastite 

clínica em qualquer fase da lactação foram 1,6 vezes mais propensas a 

perderem a prenhez (MCDOUGALL et al., 2005). Ainda, vacas com CCS 

acima de 300.000 células/mL de leite antes da IA foram 2,4 vezes mais 

susceptíveis a perderem a gestação entre 28 e 40 dias (MOORE et al., 2005). 

Valores de CCS acima de 150.000 células/mL antes da primeira IA pós parto 

foram associados com, redução na taxa de prenhez após IA em 10 pontos 

percentuais (LAVON et al., 2011a). 
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Em vacas com mastite crônica, Rahman et al. (2012) verificaram que 

a quantidade de folículos entre 1 a 3 mm e 4 a 7 mm não foi afetada pelo 

grau da infecção. Entretanto, a mastite teve efeito negativo no número de 

folículos com diâmetro maior que 8 mm. Além disso, o grau de intensidade 

da mastite não teve efeito sobre o número de folículos primordiais e 

primários. No entanto, vacas severamente acometidas apresentaram menor 

número de folículos secundários. Ainda, verificou-se menor expressão de 

GDF-9 (growth differentiation factor 9) em folículos primordiais, primários 

e secundários, consequentemente menores taxas de maturação oocitária, 

fertilização e de clivagem. 

Estudos relataram que os efeitos da mastite sobre a reprodução eram 

independentes do tipo de bactéria causadora, tanto bactérias G- quanto G+ 

apresentaram mesma patogenicidade (BARKER et al., 1998; SCHRICK et 

al., 2001; SANTOS et al., 2004). Em pesquisas posteriores, foi observado 

que os dois tipos bacterianos reduzem a fertilidade. Porém, as bactérias G- 

apresentavam efeitos mais deletérios (HERTL et al., 2010). Em ratas, a dose 

de ácido lipoteicóico, componente da parede celular de bactérias G+, 

necessária para afetar a fertilidade foi menor que a dose de LPS, componente 

da membrana externa de bactérias G-, (KAJIKAWA et al., 1998). Outros 

autores relataram que a redução na fertilidade é na grande maioria 

desencadeada pelo LPS (SOTO et al., 2003b; HANSEN et al., 2004). 

Os mecanismos pelos quais a mastite pode afetar o desempenho 

reprodutivo de vacas leiteiras ainda não estão totalmente conhecidos. A 

infecção intramamária pode levar ao aumento das concentrações séricas de 

cortisol (HOCKETT et al., 2000), além de causar uma série de alterações 

clínicas, tais como: febre, aumento da permeabilidade vascular,  aumento da 

contagem de leucócitos no sangue, maior frequência cardíaca e respiratória, 

processos imune e inflamatórios (SOTO et al., 2003a; HANSEN et al., 

2004). A mastite desencadeia na produção de moléculas bioativas (citocinas 

pró-inflamatórias) que podem prejudicar os tecidos do trato reprodutivo 

(HANSEN et al., 2004). Dentre as citocinas pró-inflamatórias destacam-se a 
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IL-1ß, a IL-6 e o TNF-α. Além disso, o eixo hipotálamo, hipófise e ovários 

são potenciais alvos da mastite, pois vacas acometidas possuem menor 

secreção de GnRH (BATTAGLIA et al., 1997), menor pulsatilidade e 

amplitude de LH, menor produção de estradiol (HOCKETT et al., 2005), 

menor manifestação do estro (HOCKETT et al., 2000) e interrupção do 

crescimento folicular (HERATH et al., 2007).  

 A invasão da glândula mamária por bactérias leva a liberação de 

LPS, proteoglicanos e outras moléculas bioativas, desencadeando na 

resposta imune e inflamatória. Consequentemente ocorre aumento na síntese 

de citocinas pró-inflamatórias a partir da glândula mamária, linfonodos e 

outros locais, incluindo os tecidos do trato reprodutivo. Certas citocinas pró-

inflamatórias inibem diretamente as funções oocitárias e embrionárias 

(HANSEN et al., 2004). O TNF-α provoca distúrbio no processo de 

maturação do oócito e pode induzir a apoptose em embriões (SOTO et al., 

2003b). O TNF-α e a IL-1ß estimulam a secreção de PGF2α em vários 

tecidos incluindo o endométrio (DAVIDSON et al., 1995; SKARZYNSKI et 

al., 2000). O óxido nítrico também tem sua síntese aumentada pelo estímulo 

do LPS, interferon gama (IFN-γ), TNF-α e PGF2α. Em concentrações 

normais, o NO está envolvido na esteroidogênese, desenvolvimento folicular 

e ovulação. Porém, em animais com mastite, ocorre excesso na produção de 

NO que se associa ao oxigênio formando o peroxinitrito oxidante. O 

peroxinitrito oxidante tem efeito deletério sobre os tecidos, causando a 

luteólise, induzindo a apoptose e prejudicado a maturação embrionária 

(PEREZ et al., 1998; ATHANASSAKIS et al., 2000). A hipertermia 

associada à ação pirogênica de várias citocinas pró-inflamatórias é uma das 

principais causas de inibição do desenvolvimento oocitário, ovulação e 

morte embrionária (DUTT, 1963). 

Alguns autores induziram a infecção intramamária com endotoxinas 

de E.coli (G-) e S. aureus (G+) com objetivo de avaliar os efeitos da mastite 

sobre o desenvolvimento oocitário (ASAF et al., 2014). As vacas com 

mastite causada por G- apresentaram baixa qualidade oocitária devido 
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menores taxas de maturação nuclear e citoplasmática. Por outro lado, as 

vacas com mastite induzida por G+ não apresentaram alteração na maturação 

nuclear e citoplasmática. No entanto, a taxa de clivagem de oócitos foi 

reduzida. Tais achados sugerem que as endotoxinas possuem diferentes 

mecanismos de ação, o que resultou em efeitos distintos sobre a maturação 

oocitária (ASAF et al., 2014).  

 Alguns autores verificaram após inoculação intramamária de 

patógenos causadores da mastite, aumento da concentração sanguínea de 

PGF2α que promoveu luteólise e morte embrionária (HOCKETT et al., 

2005). A administração intramamária e intravenosa de LPS de E. coli 

promoveram atraso e redução no pico pré-ovulatório de LH, diminuição na 

concentração plasmática de estradiol e atraso ou falha na ovulação (LAVON 

et al., 2008). Além disso, verificaram que a mastite crônica interfere na 

esteroidogênese das vacas acometidas (LAVON et al., 2011a). 

2.5 Dinâmica folicular 

 O processo contínuo de crescimento e regressão folicular é 

conhecido como dinâmica folicular (BORGES et al., 2004). O crescimento 

folicular em bovinos ocorre na forma de ondas durante o ciclo estral 

(PIERSON & GINTHER, 1984). Cada onda tem duração de 

aproximadamente 10 dias, variando de seis a 10 dias (LUCY et al., 1992). 

As vacas podem apresentar uma, duas, três ou quatro ondas foliculares, 

sendo que a dieta, a raça, o ambiente, a ordem de parto e o estágio de 

lactação influenciam no número de ondas (GINTHER et al., 1996). O 

crescimento do folículo primordial, uma vez que iniciado, persiste até que 

ocorra a ovulação ou atresia, com duração média de 90 dias (WEBB et al., 

2004).  

O desenvolvimento folicular se divide em três fases: recrutamento, 

seleção e dominância. No início da onda, um grupo de folículos é recrutado e 

cresce de forma simultânea, caracterizando a fase de recrutamento 

(GINTHER et al., 2003). Na fase de seleção, o folículo dominante (FD) 

cresce de maneira contínua e os outros folículos, subordinados, apresentam 
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menor taxa de crescimento. Na fase de dominância, apenas o FD se 

desenvolve e os subordinados entram em atresia (GINTHER et al., 1996). 

A dinâmica folicular depende da ação coordenada de diferentes 

hormônios da reprodução (GINTHER et al., 1996). O GnRH é secretado 

pelo hipotálamo para o sistema porta-hipotalâmico-hipofisário e alcança a 

hipófise estimulando a liberação de gonadotrofinas, LH e FSH. Pela 

circulação sanguínea, o FSH atinge os ovários estimulando o 

desenvolvimento folicular (MORAES et al., 2001). Segundo Fortune et al. 

(2004), o recrutamento de cada onda é iniciado por pequeno aumento de 

FSH circulante. 

O FSH estimula a produção de estrogênio, fazendo com que as 

células da granulosa dos folículos convertam andrógenos, produzidos pelas 

células da teca sob influência do LH, em estrógenos (STABENFELDT & 

EDQVIST, 1996; FORTUNE et al., 2004). Além disso, o FSH induz 

expressão de receptores para FSH e LH. No entanto, o LH reduz o número 

de receptores para FSH nas células da granulosa (STABENFELDT & 

EDQVIST, 1996). 

À medida que os folículos vão se desenvolvendo, aumentam as 

concentrações de E2 e inibina. Tais hormônios promovem feedback  

negativo na hipófise, reduzindo o FSH a concentrações basais (FORTUNE et 

al., 2004). Nessas concentrações de FSH, ocorre desvio nas taxas de 

crescimento entre os folículos subordinados e o folículo dominante, sendo 

que o FD passa a ser dependente de LH e os demais folículos entram em 

atresia, por serem dependentes de FSH para o crescimento (GINTHER et al., 

1996). Além disso, o FD possui maior atividade das enzimas IGFBPase, que 

inativam a ação das proteínas IGFBPs (proteínas ligadoras ao fator de 

crescimento semelhante  a insulina), liberando IGFs (fator de crescimento 

semelhante à insulina). Esses hormônios potencializam a ação das 

gonadotrofinas ao estimular o crescimento e a diferenciação folicular 

(RIVERA & FORTUNE, 2001; MORAES et al., 2001). Após a divergência 

folicular, o FD continua seu crescimento por estímulo do LH até atingir o 



32 
 

diâmetro pré ovulatório (FORTUNE et al., 2004). Nesse momento para que 

ocorra a ovulação é necessário que a concentração de progesterona esteja 

abaixo de 1ng/mL, pois esse esteróide bloqueia o pico de liberação de LH e a 

ovulação (STABENFELDT & EDQVIST, 1996). 

2.6 Importância dos exossomos na reprodução e na mastite 

 A comunicação entre células pode ser feita por contato direto, 

transferência de moléculas bioativas e por meio de vesículas extracelulares 

(RAPOSO & STOORVOGEL, 2013). Tais vesículas se dividem em 

exossomos, microvesículas e corpos apoptóticos (GYÖRGY et al., 2011). Os 

exossomos são nanovesículas de aproximadamente 30 a 150 nm de diâmetro 

secretados por vários tipos de células (THÉRY et al., 2006; MATHIVANAN 

et al., 2010; RAPOSO & STOORVOGEL, 2013). Os exossomos são 

formados a partir dos endossomos, que resultam em progressivo acúmulo de 

vesículas intraluminais (ILV) no interior de corpos multivesiculares (MVC). 

Os MVCs movem-se até a periferia celular, fundem-se à membrana 

plasmática e liberam os exossomos no espaço extracelular (MATHIVANAN 

et al., 2010; RECORD, 2014). Essas nanovesículas são secretadas via fluídos 

biológicos, tais como: leite, fluído folicular, sangue e sêmen (ADMYRE et 

al., 2003; RAIMONDO et al., 2011) e, podem atuar em células vizinhas ou 

percorrer longas distâncias modulando funções celulares em locais alvos 

(NG et al., 2013). Os exossomos carreiam lipídeos, proteínas e transferem 

material bioativo, como RNA mensageiro - RNAm e micro RNA - miRNA 

(MATHIVANAN et al. 2010). 

  Os exossomos desempenham importante papel na reprodução, pois 

são responsáveis pela comunicação celular dentro dos folículos, entre células 

somáticas (células da teca e da granulosa) e oócitos. Tal comunicação é de 

suma importância para o desenvolvimento da competência oocitária (DA 

SILVEIRA et al. 2012; SOHEL et al., 2013), definida como o potencial de 

um oócito em maturar, ser fecundado, desenvolver-se até blastocisto e 

consequentemente manter a gestação (SIRARD et al., 2006). 
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 Os exossomos também podem conter miRNAs específicos 

indicativos de condições patológicas, que funcionam como biomarcadores de 

determinadas doenças (WEBER et al., 2010).  Segundo Sun et al. (2015), os 

exossomos do leite são uma rica fonte de miRNAs, sendo indicativos da 

saúde da glândula mamária de vacas em lactação. Esses pesquisadores, 

avaliaram perfis de expressão de miRNAs em exossomos do leite de quatro 

vacas holandesas em lactação antes e depois da infecção da glândula 

mamária por S. aureus. Os miRNAS bta-miR-142-5p e o -223 apresentaram 

maiores níveis nos exossomos após a infecção, funcionando como 

biomarcadores para detecção precoce de mastite subclínica (SUN et al. 

2015). 

 Funções imunológicas também são reguladas pelos exossomos 

(CHAPUT & THERY, 2010; MARTHIVANAN et al., 2010; BOBRIE et al., 

2011), que possuem a capacidade de empacotar antígenos e estimular a 

resposta pró-inflamatória (BHATNAGAR et al., 2007; GIRI et al., 2010). As 

citocinas não são liberadas de forma livre na circulação sanguínea, mas 

associadas aos exossomos (KONADU et al. 2015). Estudos indicam que a 

associação das citocinas aos exossomos implicaria no aumento do tempo de 

meia vida e na distribuição mais especifica até as células alvos distantes 

(KONADU et al. 2015).  

 Existe heterogenicidade dentre os exossomos, apesar de todos 

apresentarem morfologia típica de forma de taça. As células liberam pelo 

menos duas subpopulações de exossomos com distintos tamanhos (pequenos 

e grandes) e também com diferentes composições moleculares (RNA e 

proteínas). Além disso, podem apresentar diferentes propriedades biológicas, 

componentes celulares e efeitos sobre as células receptoras. Exossomos de 

menor tamanho carreiam menores concentrações de proteína, lipídeos, RNA 

e miRNA  (WILLMS et al., 2016).  

2.7 Qualidade do fluído folicular e oócitos 

 Os folículos são compostos por oócitos circundados por células da 

granulosa (PAULINI & MELO, 2011). As células da granulosa são 
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distribuídas na parede dos folículos (células da granulosa murais) cuja 

função é secreção hormonal e em contato com o oócito (células do cumulus) 

que trocam sinais biológicos com o oócito pelas junções do tipo gap 

(GILCHRIST et al., 2004; CANIPARI et al., 2000).  Em bovinos, fatores 

extra ovarianos e locais atuam durante todo o crescimento do folículo 

(WEBB et al., 2004). Os fatores locais, tais como as IGFs, são responsáveis 

pelo desenvolvimento inicial do folículo (ARMSTRONG et al., 2003), 

enquanto as gonadotrofinas (FSH e LH) são importantes no crescimento 

final do folículo (WEBB et al., 2004).  

 Os oócitos se desenvolvem e adquirem competência em 

concordância com o desenvolvimento folicular (LONERGAN & FAIR, 

2008). O desenvolvimento dos oócitos é afetado pelo tamanho do folículo, 

fase do crescimento folicular, ciclo estral e qualidade das células do cumulus 

que rodeiam o oócito (HAGEMANN et al., 1999; HENDRIKSEN et al., 

2000). As expressões de genes em células do cumulus também refletem o 

potencial de desenvolvimento do oócito (CILO et al., 2007; ANDERSON et 

al., 2009).  Oócitos isolados de pequenos folículos são considerados de baixa 

competência em relação à oócitos de grandes folículos (HAGEMANN et al., 

1999; MACHATKOVA et al., 2004). Segundo Pavlok et al. (1992), oócitos 

originados de médios (2 a 4 mm) e grandes (4 a 8 mm) folículos possuem 

maior habilidade de desenvolvimento do que oócitos isolados de pequenos 

folículos (1 a 2 mm). 

 2.8 Qualidade oocitária 

2.8.1 Expressão de genes de qualidade oocitária 

 A capacidade de desenvolvimento oocitário pode estar relacionada 

com a presença ou quantidade de genes específicos expressos durante o 

desenvolvimento inicial do oócito (BILODEAU-GOESEELS, 2003). Assim, 

a qualidade do oócito pode correlacionar-se com a prevalência ou não de 

genes transcritos (SCHULTZ, 1993). 

 Fatores secretados por oócitos (OSFs), tais como o BMP15 (Bone 

Morphogenetic 15) e o GDF9 (Growth Differentiation Factor 9), são 
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membros da superfamília do fator crescimento e transformação beta, TGF-β 

(AALTONEN et al., 1999; OTSUKA et al., 2000). Tais fatores de 

crescimento desempenham importante papel no desenvolvimento folicular 

desde o recrutamento do folículo primordial até a formação do CL (PAULIN 

& MELO, 2011; KEDEM et al., 2011). Níveis elevados de GDF9 e BMP15 

no fluído folicular estão associados à boa maturação do oócito e à qualidade 

do embrião (MCNATTY et al., 2007; WU et al., 2007).  Além disso, estudos 

in vitro demonstraram que esses genes podem estimular o fator de promoção 

de mitose (MPF) e a atividade da proteína quinase ativada por mitógenos 

(MAPK) em oócitos (SUDIMAN et al., 2014; LIN et al., 2014). Ainda, a 

elevada expressão de GDF9 e BMP15 nas células do cumulus correlaciona-

se positivamente com a maturação oocitária, taxa de clivagem e taxa de 

fertilização (LI et al., 2014). Entretanto, baixos níveis de GFD9 e BMP15 

resultaram em redução na taxa de ovulação e infertilidade (LAITINEN et al., 

1998; GALLOWAY et al., 2000). 

 Além da superfamília do TGF-β, os fatores de crescimento 

semelhante à insulina (IGFs) interferem no desenvolvimento folicular por 

regularem o crescimento folicular e potencializarem a ação das 

gonadotrofinas nos ovários (WEBB & ARMSTRONG, 1998). A alta 

concentração de IGF2 no FF no momento em que os oócitos são recuperados 

por OPU, está associada à melhor maturação oocitária e ao desenvolvimento 

embrionário (WANG et al., 2006). Oócitos imaturos e maturados possuem 

receptores para IGF1 e IGF2. Portanto, a expressão de receptores para esses 

fatores de crescimento (IGF1R e IGF2R) é importante para adequada 

maturação oocitária e subsequente desenvolvimento embrionário (WANG et 

al., 2009). Em contrapartida, menores níveis de IGF2R em oócitos 

maturados resultam em desenvolvimento embrionário precoce. Além disso, 

oócitos incompetentes apresentavam menor quantidade de IGF2R transcrito 

e tal fato foi associado à alteração no perfil de metilação da região 

diferencialmente metilada (DMR) do gene (BIASE et al., 2014). 
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 Outro gene relacionado à qualidade oocitária é o NPM2 

(nucleoplasmin 2), podendo ser utilizado como marcador de competência  de 

desenvolvimento do oócito (LINGENFELTER et al., 2011). A NPM2 

apresenta importante papel na descondensação do DNA do espermatozóide 

após penetração no oócito (PHILPOTT & LENO, 1992; BURNS et al., 

2003). 

2.8.2 Expressão de genes ligados à expansão das células do cumulus 

 A qualidade oocitária também pode ser avaliada pela relação entre o 

oócito e as células do cumulus. O cumulus é um grupo de células da 

granulosa que mantém íntimo contato com o oócito por meio das junções do 

tipo gap (GILCHRIST et al., 2004; CANIPARI et al., 2000). Sob estímulo 

da onda pré-ovulatória de LH, in vivo, e pela suplementação de FSH ao meio 

de maturação, in vitro, o oócito reinicia a meiose e as células do cumulus 

secretam uma matriz extracelular rica em ácido hialurônico, a qual promove 

aumento de volume do complexo cumulus-oócito (CCO) caracterizando o 

processo de expansão do cumulus (ISOBE et al., 1998; TANGHE et al., 

2002).  A expansão das células do cumulus relaciona-se positivamente com a 

maturação oocitária e fertilização (TANGHE et al., 2002) e a expressão de 

genes específicos (HAS2, PTX3 e TNFAIP6) determinam a capacidade de 

expansão dessas células (FULOP et al., 1997; VARANDI et al., 2002; 

PANGAS et al., 2004; SHIMADA et al., 2006; GEBHARDT et al., 2011). 

 O gene HAS2 (hyaluronan synthase 2) é responsável pela síntese de 

ácido hialurônico pelas células do cumulus que promove a expansão da 

matriz extracelular (SCHOENFELDER & EINSPANIER, 2003; IRVING-

RODGERS & RODGERS, 2005). Os níveis de HAS2 também interferem na 

competência do oócito (DUNNING et al., 2007). A estrutura e estabilidade 

da matriz extracelular são mantidas pelo PTX3 (pentraxin). Na ausência 

dessa proteína, não ocorre expansão dos cumulus e os oócitos se tornam 

inférteis. Além disso, o PTX3 exerce atividade antiproteolítica, protegendo o 

oócito e a matriz extracelular da ação de proteases sintetizadas pelo próprio 

oócito e pelas células do cumulus algumas horas após a ovulação 
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(SALUSTRI et al., 2004). O PTX3 não interage diretamente com o ácido 

hialurônico, mas se liga à proteína TNFAIP6 (tumor necrosis factor 

inducible gene 6 protein), formando um complexo multimolecular que pode 

se ligar ao ácido hialurônico (SALUSTRI et al., 2004). O gene TNFAIP6 é 

essencial para expansão do cumulus, pois garante a estabilidade e formação 

do complexo multimolecular (FULOP et al., 1997; VARANI et al., 2002). 

2.8.3 Expressão de genes ligados à apoptose das células do cumulus 

 Apoptose é a morte celular programada controlada pela transcrição 

de genes e por proteases intracelulares que realizam a autodigestão 

controlada dos constituintes celulares (MATWEE et al., 2000; BETTS & 

KING, 2001; PAROLIN & REASON 2001). Os CCOs são controlados por 

vários mecanismos apoptóticos (TILLY, 1996). As células apoptóticas do 

cumulus podem influenciar negativamente na maturação nuclear, 

citoplasmática e no desenvolvimento durante a pré-implantação do embrião 

(YANG & RAJAMAHENDRAN, 2000). Algumas citocinas pró-

inflamatórias aumentadas em animais acometidos pela mastite, como o TNF-

α e o IFN-γ estão envolvidas na síntese exacerbada de NO, que associado ao 

oxigênio, forma o peroxinitrito oxidante. Esse composto induz a apoptose 

prejudicando a maturação oocitária e o desenvolvimento embrionário 

(PEREZ et al., 1998; ATHANASSAKIS et al., 2000). 

 A família do gene BLC2 (B cell leucemia/lynphoma 2) é uma das 

reguladoras centrais da apoptose. Essa família pode ser composta por 

proteínas pró-apoptótica, como a BAX (BCL2 associated X protein) e anti-

apoptóticas, como a BCL2 (GROSS et al., 1999).  A relação BAX/BCL2 

determina a susceptibilidade da célula a apoptose (OLTVAL et al., 1993). 

Oócitos em grau I e blastocistos possuem maior expressão de BCL2 do que 

de BAX. Entretanto, a proteína BAX possui maior expressão em oócitos grau 

III e em embriões degenerados (YANG & RAJAMAHENDRAN, 2000).  

 Os processos de ativação folicular e desenvolvimento oocitário são 

regulados pela via de sinalização PI3K/AKT - phosphatidylinositol 3-

kinase/protein kinase B (LIU et al., 2007; REDDY et al., 2008). O gene 
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PI3K é anti apoptótico e está envolvido na ativação do folículo primordial e 

regulação da proliferação, sobrevivência, migração e metabolismo oocitário 

(CANTLEY, 2002; JOHN et al., 2009). Já o PTEN (phosphatase and tensin 

homolog) é uma fosfatase lipídica específica do oócito que funciona como 

regulador negativo do PI3K. Na ausência do PTEN, os oócitos de toda 

reserva de folículos primordiais de camundongos fêmeas sofreram ativação, 

demonstrando a atuação do PTEN como supressor da ativação folicular 

(CASTRILLON et al., 2003). O FOXO3 é membro da subfamília FOXO de 

fatores de transcrição cujos membros são reguladores negativos do padrão 

PI3K/AKT/PTEN (TRAN et al., 2003). Além disso, o FOXO3, substrato da 

AKT, é um fator transcricional que leva à apoptose e parada do ciclo celular. 

Estudos conduzidos em camundongos fêmeas e em ratas demonstraram que 

enquanto o AKT estimula o desenvolvimento do oócito,  o FOXO3  inibe 

essa ação (ACCILI & ARDEN, 2004; REDDY et al., 2005). 
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Resumo  

Avaliou-se a relação entre a mastite pela contagem de células somáticas 

(CCS) e a dinâmica folicular, ovulação, qualidade dos oócitos e das células 

do cumulus, concentração e tamanho de exossomos em vacas produtoras de 

leite. Vacas cruzadas (Bos taurus – Holandesa x Bos indicus – Gir) foram 

distribuídas em grupo controle (CCS<200.000 células/mL de leite) e o grupo 

mastite (CCS>400.000 células/mL de leite). No experimento 1 (Dinâmica 

folicular), as vacas (n=57) foram submetidas à avaliações ultrassonográficas 

a cada 24 horas, a partir da retirada do dispositivo intravaginal de 

progesterona (D8) até 48 horas depois (D10). A partir do D10, as avaliações 

foram realizadas a cada 12 horas, até a ovulação ou até 96 horas após a 

retirada do dispositivo de progesterona, visando o acompanhamento do 

crescimento final do folículo dominante e da ovulação. No experimento 2 

(Avaliação dos oócitos, das células do cumulus e do fluído folicular), as 

vacas (n=23) foram submetidas às aspirações foliculares, precedidas pela 

sincronização da emergência da onda de crescimento folicular. Os níveis de 

genes alvos em células do cumulus (BCL2, BAX, PI3K, PTEN, FOXO3) 

foram avaliados pelo ensaio de Real Time Polymerase Chain Reaction. No 

fluído folicular foram isolados exossomos para avaliação da concentração e 

tamanho das partículas. A taxa de ovulação (P=0,09) e de oócitos viáveis 

(P=0,01), foram maiores em animais do grupo controle, [controle 77,42% 

(24/31) e mastite 57,69% (15/26)] e [controle 59,1% (130/220) e mastite 

41,9% (125/298)], respectivamente. A dinâmica de crescimento folicular não 

diferiu entre os grupos. Verificou-se maior número de oócitos degenerados 

(P=0,001) em animais do grupo mastite. Na avaliação da expressão gênica 

em células do cumulus, observou-se maior abundância de transcritos para 

BAX (P=0,003) em vacas do grupo mastite. Ainda, vacas com mastite 

apresentaram diâmetro de exossomos com menor média (P=0,03) e menor 

moda (P=0,02). Em conclusão, houve efeito da mastite sobre a ovulação, 

qualidade oocitária e diâmetro dos exossomos do fluído folicular. 
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Abstract 

The aim was to evaluate the association between of mastitis by somatic cell 

count (SCC) on follicular dynamics, ovulation, quality of oocytes and 

cumulus cells, concentration and size of exosomes in milk producing cows 

submitted to synchronization of ovulation. Cross cows (Bos taurus – 

Holstein x Bos indicus – Gir) were distributed in a control group 

(SCC<200.000 cells/mL milk) and the mastitis group (SCC>400.000 

cells/mL milk). In the experiment 1 (follicular dynamics), the cows (n=57) 

were submitted to ultrasonographic evaluations every 24 hours, after the 

removal of the progesterone intravaginal device (D8) up to 48 hours later 

(D10). From the D10, evaluations were performed every 12 hours until 

ovulation, or up to 96 hours after withdrawal of the progesterone device, 

aiming at monitoring the final growth of the dominant follicle and the 

ovulation. In experiment 2 (Evaluation of oocytes, cumulus cells and 

follicular fluid), cows (n=23) were submitted to follicular aspiration, 

preceded by synchronization of the emergence of follicular growth wave. 

The levels of target genes in cumulus cells (BCL2, BAX, PI3K, PTEN, 

FOXO3) were evaluated by the Real Time Polymerase Chain Reaction 

assay. In the follicular fluid, exosomes were isolated to evaluate the 

concentration and size of the particles. The ovulation rate (P =0,09) and 

viable oocytes rate (P=0,01) were higher in control animals, [control 77,42% 

(24/31) and mastitis 57,69% (15/26)] and [control 59,1% (130/220) and 

mastitis 41,9% (125/298)], respectively. The follicular growth dynamics did 

not differ between the groups. There was a higher number of degenerate 

oocytes (P=0,001) were observed in animals from the mastitis group. In the 

evaluation of gene expression in cumulus cells, the greater abundance of 

BAX transcripts (P=0,003) was observed in cows in the mastitis group.  Also, 

cows with mastitis had exosomes diameter with lower mean (P=0,03) and 

lower mode (P=0,02). In conclusion, there was effect of mastitis on 

ovulation, oocyte quality and diameter of exosomes of follicular fluid. 
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1. Introdução 

Ao longo dos anos a produtividade das vacas de leite vem crescendo 

significativamente em função do melhoramento genético, melhora no 

manejo e na nutrição e pela utilização de novas biotecnologias. Porém, a 

intensa seleção genética e o manejo nutricional das vacas direcionaram o 

consumo de energia para produção de leite, prejudicando outras funções 

fisiológicas, principalmente a reprodução [1]. Esses fatores também 

favoreceram a ocorrência de distúrbios metabólicos e infecciosos, dentre os 

quais se destaca a mastite [2]. 

Mastite é a inflamação da glândula mamária, usualmente causada 

por bactérias, classificada em clínica ou subclínica de acordo com os sinais 

apresentados pelo animal. O parâmetro indicador mais utilizado para 

detecção de mastite subclínica é a contagem de células somáticas (CCS) no 

leite, que agem em defesa do organismo contra o agente causador da 

infecção [3]. A CCS é composta por células epiteliais de descamação da 

glândula mamária e por leucócitos [4]. Vacas com valores de CCS 

superiores a 200.000 células/mL de leite, mesmo sem sinais clínicos 

adicionais, são consideradas como portadoras de mastite subclínica [5,6]. 

Estudos têm demonstrado efeitos negativos da mastite na reprodução [7-11]. 

No primeiro estudo em que a ocorrência de mastite foi relacionada à 

redução na fertilidade, observou-se que vacas com mastite clínica causada 

por bactérias gram negativas tiveram maior intervalo de estros e menor 

duração da fase luteínica [7]. Estudos posteriores confirmaram correlação 

negativa entre mastite e fertilidade de vacas [8-11]. Vacas com mastite 

atrasaram o retorno ao estro e à primeira inseminação artificial após o parto, 

e tiveram maior número de serviços por concepção [12,13]. Além disso, as 

taxas de concepção [10,14] e de prenhez [15] foram menores em vacas com 

infecção mamária, indicando possível efeito no desenvolvimento oocitário e 

embrionário. 
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Durante a infecção da glândula mamária ocorre aumento na 

quantidade de leucócitos na corrente sanguínea, que produzem citocinas pró-

inflamatórias. As citocinas pró-inflamatórias podem afetar a composição do 

fluído folicular (FF), o desenvolvimento oocitário e a expressão de genes 

específicos no oócito e nas células do cumulus [16,17]. Tais efeitos das 

citocinas pró-inflamatórias podem interferir de forma negativa na 

competência de desenvolvimento dos oócitos durante o desenvolvimento 

folicular [17,18], pois o crescimento e a maturação dos oócitos são 

dependentes da ação hormonal, da presença e quantidade de genes 

transcritos e de substâncias presentes no líquido folicular [16,19]. As 

citocinas não são liberadas de forma livre na circulação sanguínea, mas 

associadas à exossomos, que são vesículas extracelulares responsáveis pela 

comunicação entre células [20]. 

Diante das referidas implicações da mastite sobre a reprodução e 

devido à escassez de pesquisas relacionadas ao tema. Surge a necessidade da 

realização de estudos que correlacionem a mastite pela CCS e a dinâmica 

folicular, ovulação, qualidade de oócitos e de células do cumulus, 

concentração e diâmetro dos exossomos do fluído folicular. O objetivo desse 

estudo foi avaliar a relação entre mastite e dinâmica folicular, ovulação, 

qualidade dos oócitos e das células do cumulus, concentração e tamanho de 

exossomos do fluído folicular de vacas produtoras de leite. 

2. Material e Métodos 

2.1 Experimento 1: Dinâmica folicular 

2.1.1 Local e animais do experimento 

O estudo foi conduzido de novembro de 2016 à  janeiro de 2017 em 

fazenda comercial localizada no sudeste do Brasil. Foram utilizadas 57 vacas 

cruzadas (Bos taurus – Holandesa x Bos indicus – Gir) em lactação, não 

gestantes, com escore de condição corporal de 2,9 ± 0,1, escala de 1 a 5 [21], 
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155,9 ± 13,3 dias em lactação e 3,4 ± 0,3 partos. As vacas foram ordenhadas 

duas vezes por dia e mantidas em piquetes de Brachiaria brizantha, sendo 

suplementas duas vezes ao dia, com silagem de milho, concentrados 

protéicos e energéticos. Os animais tiveram acesso ad libitum à água e 

suplementação mineral.   

2.1.2 Delineamento experimental 

 As vacas foram divididas em dois grupos de acordo com a contagem 

de células somáticas realizada em duas avaliações, com intervalo de 15 dias, 

sendo o grupo controle (n=31) formado por vacas com CCS<200.000 

células/mL de leite e o grupo mastite (n=26) formado por vacas com 

CCS>400.000 células/mL de leite. 

2.1.3 Protocolo de sincronização da ovulação 

 As vacas foram submetidas ao protocolo de sincronização da 

ovulação, em dia aleatório do ciclo estral. Foi colocado um dispositivo 

intravaginal de progesterona (P4; Sincrogest
®
, Ouro Fino, Brasil) e aplicado, 

via intra-muscular (IM), 2 mg de benzoato de estradiol (BE; Sincrodiol
®
, 

Ouro Fino, Brasil) no D0. Oito dias depois (D8), foram aplicados (IM) 500 

mg  de cloprostenol (Sincrocio
®
, Ouro Fino, Brasil), 1 mg de cipionato de 

estradiol (CE; SincroCP
®
, Ouro Fino, Brasil),  300 UI de  gonadotrofina 

coriônica equina (eCG, SicroeCG
®
, Ouro Fino, Brasil) e o dispositivo de P4 

foi removido.  

2.1.4 Exame ultrassonográfico 

As avaliações ultrassonográficas (US, Mindray 4900, probe linear de 

5 MHz) foram realizadas a cada 24 horas, a partir da  retirada do dispositivo 

de progesterona (D8) até 48 horas (D10). A partir desse dia (D10), a 

ultrassonográfia foi realizada a cada 12 horas até a ovulação ou até 96 horas 

após a retirada do dispositivo de P4, visando o acompanhamento do 
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crescimento final do folículo dominante (FD) e da ovulação. O crescimento 

folicular final foi determinado pela diferença entre o diâmetro do FD na 

retirada do dispositivo de P4 e no dia anterior a ovulação. A ovulação foi 

definida como o desaparecimento do FD previamente identificado por exame 

ultrassonográfico. As variáveis avaliadas foram o diâmetro máximo do FD, 

diâmetro do folículo ovulatório, momento da ovulação, taxa de ovulação, 

crescimento folicular entre D8 e D10 e entre D8 e ovulação. 

2.2 Experimento 2: Avaliação dos oócitos, das células do cumulus e do 

fluído folicular  

2.2.1 Local e animais do experimento 

O estudo foi conduzido de fevereiro à março de 2017 na Fazenda 

Experimental Santa Rita (CESR – EPAMIG), localizada no sudeste do 

Brasil. Foram utilizadas 26 vacas cruzadas (Bos taurus  –  Holandesa x Bos 

indicus – Gir) em lactação, não gestantes, com escore de condição corporal 

de 2,3 ± 0,1, escala de 1 a 5 [21], 118,1 ± 10,8 dias em lactação, 9,6 ± 0,5 L 

de leite/dia  e 5,1 ± 0,6 partos. As vacas foram ordenhadas duas vezes por 

dia e mantidas em piquetes de Brachiaria brizantha, sendo suplementadas 

duas vezes ao dia, com silagem de milho, concentrados protéicos e 

energéticos. Os animais tiveram acesso ad libitum à água e suplementação 

mineral.   

2.2.2 Delineamento experimental 

 As vacas foram divididas em dois grupos de acordo com a contagem 

de células somáticas realizada em duas avaliações, com intervalo de 15 dias, 

sendo o grupo controle (n=13) formado por vacas com CCS<200.000 

células/mL de leite e o grupo mastite (n=13) formado por vacas com 

CCS>400.000 células/mL de leite. 
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2.2.3 Sincronização da emergência de onda folicular e aspiração 

folicular guiada por ultrassonografia 

 Os animais do experimento foram submetidos às aspirações 

foliculares (OPU), que foram precedidas pela sincronização da emergência 

da onda de crescimento folicular, a qual consistiu em aplicar (IM) 2 mg de 

BE (Sincrodiol
®
, Ouro Fino, Brasil) e um implante intravaginal de P4 

(Sincrogest
®
, Ouro Fino, Brasil). Cinco dias (D5) após o tratamento 

hormonal, foi realizada a OPU para obtenção dos oócitos. Após esse 

procedimento, as vacas permaneceram com os dispositivos intravaginais por 

mais seis dias (D11), para a colheita do fluído folicular do folículo 

dominante. 

 A OPU foi realizada com transdutor de 7,5 MHz (Aloka SSD, 500, 

Japão). Previamente às aspirações, os ovários foram examinados por US 

para contagem dos folículos. O sistema de aspiração foi submetido à pressão 

negativa entre 10 a 15 mL de meio/minuto (60 a 70 mmHg), através de uma 

bomba de vácuo (WTA, Cravinhos, SP, Brasil). Todos os folículos visíveis 

(>3mm) foram puncionados e o fluído folicular  foi direcionado a tubos 

plásticos e estéreis de 50 mL (TPP, Trasadingen, Suíça) que continham 

previamente 10 mL de meio Dulbecco’s Modified Phosphate Buffered Saline 

(DMPBS
®
, Nutricell Nutrientes Celulares, Campinas, SP, Brasil), sem cálcio 

(Ca
+2

) e sem magnésio (Mg
+2

), 1g de álcool polivinílico (PVA) e 25 UI de 

heparina sódica/mL (Liquemine
®
, Roche, São Paulo, SP, Brasil) a 

temperatura entre 35 e 36ºC.  

O conteúdo aspirado foi despejado em filtro para coleta de oócitos 

com malha de 80 µm (WTA, Cravinhos, SP, Brasil). Em seguida, o conteúdo 

presente no filtro foi transferido para placas de cultivo celular de 100 x 20 

mm (TPP) com DMPBS para busca, avaliação e seleção dos complexos 

cumulus-oócitos (CCOs), sob estereomicroscópico (Olympus, SZ40, 

Washington, EUA).  
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2.2.4 Avaliação da qualidade das células do cumulus  

Os CCOs foram avaliados quanto à cor, homogeneidade e 

integridade do citoplasma, bem como quanto a presença, número e grau de 

compactação das células do cumulus [22]. 

Os oócitos viáveis selecionados foram mantidos em meio tampão 

fosfato-salina (PBS) e desnudados por pipetagem manual para separação das 

células do cumulus. Em seguida, as células do cumulus foram 

acondicionadas em tubos livre da enzima RNAse (Tubos Eppendorf RNAse 

free 3810x Standad
®
, Eppendorf, Alemanha) contendo 5µL de PBS-PVA e 

permaneceram imersos em nitrogênio líquido até a realização da Real Time 

Polymerase Chain Reaction. A análise foi realizada no Laboratório de 

Biologia Molecular da Universidade de São Paulo (USP, Pirassununga, SP, 

Brasil).  

2.2.4.1 Extração de RNA e síntese de DNA complementar  

 O RNA das células do cumulus foi extraído utilizando o kit Direct-

zol
® 

RNA MicroPrep (Zymo Research, Irvine, CA, EUA) de acordo com as 

instruções do fabricante. As concentrações das amostras de RNA total foram 

mensuradas por espectrofotometria empregando o equipamento NanoDrop
® 

(Thermo Scientific, Carlsbras, EUA) pela absorvância 260 nm e pelas razões 

260/280 e 260/230. As amostras foram armazenadas a -80ºC. 

  As amostras de RNA total foram tratadas com DNAse para evitar 

uma eventual contaminação com DNA genômico. Conforme as instruções 

do protocolo DNAse I
®
 (Zymo Research, Irvine, CA, EUA), foram 

adicionados 5 µL de DNAse e 35 µL de DNA Digestion Buffer
® 

(Zymo 

Research). Essa mistura foi vertida diretamente na coluna e incubada à 

temperatura ambiente (20-30ºC) durante 15 minutos. Após o tratamento com 

DNAse, iniciou-se o protocolo de transcrição reversa (RT) utilizando o kit 

High Capacity cDNA Reverse Transcription
®
 (Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA). A reação foi conduzida utilizando o termociclador ProFlex
® 



71 
 

3X32 Well System (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA), as 

amostras foram mantidas a 25ºC por 10 min, 37ºC por 2 horas e 85ºC 

durante 5 min. Ao final da reação de transcrição reversa, os cDNAs  

produzidos foram armazenados em freezer a -20ºC até a realização da PCR. 

2.2.4.2 Expressão gênica por PCR em tempo real  

 As avaliações dos genes alvos foram realizadas por ensaio de PCR 

em tempo real utilizando o sistema de detecção Power SybrGreen
®
 (Applied 

Biosystems, Foster city, CA, EUA) no equipamento ABI QuantStudio
®
 

(Applied Biosystem, Foster city, CA, EUA). Os primers utilizados: BAX 

(BCL2 Associated X Protein), BCL2 (B Cell Leucemia/Lymphoma 2), 

FOXO3 (Forkhead Box 03), PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) e 

PI3K (Pentraxin 3) foram delineados a partir da sequência disponível no 

banco de dados do GenBank (www.ncbi.nih.gov). As sequências dos 

primers, tamanho do produto e número de acesso no GenBank para cada par 

de primers utilizados no experimento estão apresentados na tabela 1. A PCR 

foi otimizada a fim de obter máxima eficiência de amplificação para cada 

gene. 

 A amplificação foi realizada com desnaturação inicial à 95ºC por 10 

minutos, seguidos de 45 ciclos de desnaturação à 95ºC por 15 segundos e 

anelamento à 60ºC por 1 minuto. Para otimizar o ensaio de PCR em tempo 

real, várias diluições de cDNA com fator de diluição 2 foram usadas afim de 

gerar uma curva padrão. Reações com coeficiente de determinação (R2) 

maior que 0,98 e eficiência entre 85-110% foram utilizadas. Os resultados 

das amostras de células do cumulus tiveram expressão relativa ao ACTB 

(beta actin), PPIA (peptidylprolyl isomerase A) e RPL15 (ribossomal protein 

L15). 

 

 

http://www.ncbi.nih.gov/
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2.2.5 Isolamento dos exossomos no fluído folicular 

 As amostras de fluído folicular foram obtidas por aspiração do FD, 

11 dias após o início da sincronização (ou seis dias após a OPU). Para 

isolamento dos exossomos no FF foram realizadas centrifugações em série, 

utilizando a centrifuga Gyrozen 1730R (CYROGEN
®
, Coréia). O fluído 

folicular foi centrifugado a 300 x g por 10 minutos, 2000 x g durante 10 

minutos e a 10000 x g por 30 minutos, com objetivo de eliminar as células 

residuais, debris celulares e microvesículas que possuem de 200 a 1000 nm 

de diâmetro [23]. Após a centrifugação, o FF foi acondicionado em tubos 

esterilizados (Tubos Eppendorf 3810x Standad
®
, Eppendorf, Alemanha) com 

identificação, e em seguida, armazenados em freezer a -80ºC até o dia da 

análise. 

 No dia da análise, as amostras foram filtradas com filtros de poros 

com 0,22 µm, para remover partículas maiores que 200 nm, como vesículas 

apoptóticas e microvesículas [24]. Com objetivo de sedimentar os 

exossomos, o FF foi submetido a duas ultracentrifugações a 100000 x g 

durante 70 minutos, utilizando o rotor TYPE 70 Ti (Beckman coulter
®
, Brea, 

CA, EUA). O pellet formado foi ressuspendido em 50 µL de DMPBS (pH 

7,4). Todas as centrifugações foram realizadas a 4ºC.  

 Para determinar o tamanho das partículas e a concentração no FF foi 

utilizado o equipamento NanoSight LM 10
®
 (Malvern Instruments, Malvern, 

Reino Unido) acoplado ao NanoSight NTA software v3.1. Antes da análise, 

as preparações foliculares foram diluídas 1:250 em DMPBS. Foram 

recolhidos cinco vídeos individuais à temperatura de 37ºC utilizando 

grânulos de calibração de 50 nm, 100 nm e 150 nm (Malvern Instruments, 

Malvern, Reino Unido) para verificar a precisão do tamanho. As amostras 

foram analisadas por gravação, cada vídeo de partículas em movimento teve 

duração de 30 segundos (s), com velocidade do obturador de 30 ms, ganho 

da câmara de 680, nível da câmara igual a 15 e limiar de detecção de três. O 
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tamanho das partículas foi definido pela moda e média determinada a partir 

dos vídeos. 

2.3 Contagem de células somáticas  

 As amostras de leite para análise de CCS foram colhidas de forma 

asséptica por meio de tubos coletores de leite, acoplados ao equipamento de 

ordenha, durante a ordenha da manhã. Duas coletas de leite foram realizadas 

por animal com intervalo de 15 dias, com objetivo de comparar a CCS entre 

os grupos assegurando que os valores foram diferentes.  

As coletas para as análises de CCS foram realizadas após o teste de 

detecção de mastite clínica (teste da caneca), pré-desinfecção dos tetos (pré-

dipping) com solução de iodo glicerinado 0,25% e secagem individual dos 

tetos com papel toalha. Vacas com mastite clínica não foram utilizadas no 

experimento. 

  As amostras de leite foram acondicionadas em frascos plásticos 

estéreis, com capacidade de 40 mL e com conservante Bronopol
® 

(D&F 

Control Systems, Bublin, EUA).  

A análise de CCS foi realizada pela Clínica do Leite (Escola 

Superior de Agricultura Luiz de Queiroz - ESALQ, Piracicaba, SP, Brasil), 

utilizando o equipamento automatizado Could cell counter (Z1 Model, 

Coulter Eletronic Limited, Luton, Reino Unido), por citometria de fluxo, de 

acordo com a International Dairy Federation - IDF.  

2.4 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas com auxílio do software 

Statistical Analysis System for Windows SAS
®
 (SAS, 2000). No experimento 

1, as variáveis avaliadas foram diâmetro máximo do folículo dominante, 

diâmetro do folículo ovulatório, tempo desde a remoção do dispositivo de P4 

até a ovulação, taxa de ovulação e crescimento folicular. As variáveis 

contínuas foram submetidas à análise de diferentes distribuições de dados e 
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foram utilizadas para verificar diferença entre os tratamentos, as análises que 

apresentavam o menor Akaike’s an information criterion (AIC). A taxa de 

ovulação foi avaliada por distribuição binomial. O procedimento GLIMMIX 

foi utilizado. 

No experimento 2, as variáveis relacionadas a qualidade oocitária 

foram avaliadas quanto à normalidade dos resíduos pelo procedimento 

UNIVARIATE e submetidas ao teste de Bartlett para análise da 

homogeneidade  das variâncias. Após essa avaliação, o procedimento 

GLIMMIX foi utilizado para análise de variância e para determinar a 

diferença de médias entre os tratamentos. As variáveis dependentes 

contínuas foram expressas em média e erro padrão da média (média ± EPM) 

e as binomiais em porcentagem.  A análise dos dados sobre diferenças de 

expressão gênica e diferenças entre concentração, moda e média de diâmetro 

dos exossomos foi realizada pelo teste t Student. Foi considerado como 

diferença significativa entre as variáveis testadas o P=0,1.  

3 Resultados  

3.1 Experimento 1: Dinâmica folicular 

 As CCS médias das vacas do grupo controle e do grupo mastite 

foram 81,0 ± 9,5 x 10
3
 células/mL de leite e 1756,1 ± 278,7 x 10

3
 células/mL 

de leite, respectivamente. Não houve efeito de grupo (controle e mastite) no 

diâmetro máximo do FD (P=0,75), no diâmetro do folículo ovulatório 

(P=0,18), no momento da ovulação (P=0,34), no crescimento entre D8 e D10 

(P=0,21) e entre D8 e ovulação (P=0,46). No entanto, verificou-se redução 

na taxa de ovulação das vacas do grupo mastite [grupo controle – 77,42% 

(24/31) e grupo mastite – 57,69% (15/26); P=0,09; tabela 2]. 
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3.2 Experimento 2: Avaliação dos oócitos, das células do cumulus e do 

fluído folicular  

 As CCS médias das vacas do grupo controle e do grupo mastite 

foram 110,0 ± 32,4 x 10
3
 células/mL de leite e 1849,0 ± 410,3 x 10

3
 

células/mL de leite, respectivamente. Não houve efeito de grupo (controle e 

mastite) no total de folículos visualizados (P=0,45), no número de oócitos 

viáveis (P=0,99), no número de oócitos grau I (P=0,13), grau II (P=0,26) e 

grau III (P=0,68). No entanto, o número de oócitos recuperados (P=0,02) e o 

número de oócitos degenerados (P=0,001) foram maiores em vacas do grupo 

mastite. Porém, a taxa de oócitos viáveis foi maior no grupo de vacas sadias 

(controle) [grupo controle – 59,1% (130/220) e grupo mastite – 41,9% 

(125/298); P=0,01; tabela 3].  

 A expressão dos genes marcadores de apoptose BCL2, PI3K, PTEN 

e FOXO3 foi semelhante entre os grupos. Verificou-se maior abundância de 

transcritos para BAX (P=0,003) nas células do cumulus de vacas do grupo 

mastite (Figura 1). Porém, a relação BAX/BCL2 não diferiu entre os grupos 

(P=0,65). 

 As vesículas extracelulares isoladas do fluído folicular foram 

analisadas pelo equipamento NanoSight LM 10
®
, o qual detectou partículas 

com médias de 142,2 nm de diâmetro e moda de 106,5 nm, variando entre 

77,3 e 141,4 nm. Tais diâmetros são característicos de exossomos. 

Observou-se no fluído folicular de vacas do grupo mastite exossomos com 

menor média (P=0,03) e menor moda (P=0,02) de diâmetro (Figura 2). 

Entretanto, a concentração de partículas por mL de fluído folicular não 

diferiu entre os grupos (P=0,57).  

4 Discussão 

 No presente estudo as taxas de ovulação e de oócitos viáveis foram 

menores em vacas do grupo mastite. Observou-se também alterações na 

expressão de genes ligados a apoptose em células do cumulus e menor 
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tamanho de exossomos presentes no fluído folicular de vacas com 

CCS>400.000 células/mL de leite. Para nosso conhecimento, esse é o 

primeiro estudo que relata os efeitos da mastite na expressão de genes em 

células do cumulus e no tamanho dos exossomos presentes no líquido 

folicular. 

 A hipótese inicial de que vacas com mastite possuem 

comprometimento no crescimento folicular e ovulação foi parcialmente 

rejeitada, pois não foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos mastite e controle nas taxas de crescimento e diâmetro do folículo 

dominante e ovulatório. Entretanto, a taxa de ovulação foi maior em vacas 

com mastite. Em estudos anteriores foi verificado que ocorreu interrupção do 

crescimento folicular em vacas com mastite [25,26]. A interrupção no 

crescimento folicular pode estar relacionada ao bloqueio da secreção pulsátil 

de LH, visto que a infusão intra-mamária de lipopolissacarídeo (LPS) de 

Escherichia coli reduziu a pulsatilidade de LH, alterando o crescimento do 

folículo pré-ovulatório [27,28]. Infusões contínuas da toxina de 

Staphylococcus aureus por três semanas também levaram à redução do 

crescimento de folículos médios [29]. No entanto, vacas naturalmente 

acometidas pela mastite apresentaram aumento no crescimento de folículos 

de tamanho médio, provavelmente devido à redução da dominância folicular 

em função da menor concentração de esteróides no fluído folicular [30]. 

Além disso, as alterações induzidas pela mastite nos folículos pré-

ovulatórios podem afetar a ovulação e as funções do corpo lúteo formado 

subsequentemente [31].  

 Em alguns trabalhos foi constatado que infecções intra-mamárias 

promoveram atraso ou falha na ovulação [9, 32-34]. Resultados semelhantes 

foram observados no presente estudo, no qual foi menor a taxa de ovulação 

em vacas com CCS>400.000 células/mL de leite. Entretanto, existem 

evidências de que a utilização de protocolos hormonais para sincronização 

da ovulação pode melhorar a fertilidade de vacas com mastite subclínica 

[35,36], pois aumentam a taxa de ovulação e de concepção [31]. Vacas com 
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mastite subclínica apresentaram maior taxa de concepção e menor incidência 

de ovulação atrasada, quando foram submetidas ao protocolo Ovsynch [36]. 

Provavelmente, não houve alterações no crescimento e desenvolvimento 

folicular das vacas do grupo mastite devido à utilização do protocolo de 

sincronização da ovulação. Apesar de não serem completamente conhecidos 

os mecanismos pelos quais a mastite interfere no desempenho reprodutivo, 

sabe-se que a infecção da glândula mamária desencadeia a produção de 

citocinas pró-inflamatórias [9], que interferem na secreção de GnRH, LH e 

estradiol [32,37]. A baixa concentração desses hormônios prejudica a 

manifestação do estro, o desenvolvimento folicular e a ovulação [38,39]. 

Além disso, a infecção causada pelo LPS da E. coli promove a ativação do 

sistema adrenal, que pode induzir a supressão da secreção pulsátil de LH e, 

consequentemente,  reduzir a concentração de estradiol e promover ovulação 

atrasada [27,33, 40]. 

 Na avaliação de qualidade oocitária verificou-se em vacas do grupo 

mastite menor taxa de oócitos viáveis e maior número de oócitos 

degenerados, demonstrando efeito direto da mastite sobre a qualidade 

oocitária. Os oócitos se desenvolvem e adquirem competência em 

concordância com o desenvolvimento folicular [41], sendo que o tamanho do 

folículo e qualidade das células do cumulus são fatores que afetam o 

desenvolvimento e a qualidade oocitária [42,43]. Oócitos maturados em 

fluído folicular de vacas com mastite apresentam comprometimento em seu 

desenvolvimento [17,44]. Além disso, vacas com mastite causada por E.coli 

apresentaram baixa qualidade oocitária devido a falhas na maturação nuclear 

e citoplasmática e vacas com mastite causada por S. aureus apresentaram 

menores taxas de clivagem após a fecundação [17].  

 A menor qualidade oocitária em vacas com mastite pode estar 

associada à alterações na expressão gênica [16,45]. Em alguns estudos 

recentes foi relatado que a mastite promoveu alterações na quantidade de 

transcritos em folículos, oócitos e embriões pré-implantados [31,46,47]. 

Alguns autores observaram que, vacas com mastite subclínica possuíam 
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menor expressão do gene GDF9 em folículos primordiais, primários, 

secundários e, consequentemente, menores taxas de maturação oocitária, 

fertilização e clivagem [46]. Além disso, verificou-se que a maturação 

oocitária em fluído folicular de vacas com mastite promoveu menor 

expressão do gene GDF9 em oócitos em metáfase II e embriões de quatro 

células [47]. 

 Além dos efeitos negativos nos oócitos, a mastite também interfere 

nas células do cumulus prejudicando a qualidade oocitária [16,17]. No 

presente estudo não houve diferença entre os grupos na maioria dos genes 

marcadores de apoptose (BCL2, PI3K, PTEN e FOXO3) e na relação 

BAX/BCL2. No entanto, a quantidade de transcritos para BAX foi maior em 

células do cumulus do grupo mastite, demonstrando o efeito direto da 

mastite sobre a qualidade oocitária. Sabe-se que a proteína BAX estimula a 

apoptose de células do cumulus prejudicando a maturação nuclear, 

citoplasmática e o desenvolvimento oocitário [48]. Em pesquisas anteriores 

foi constatado que oócitos grau III e embriões degenerados possuem maior 

expressão de BAX [48]. Dessa forma, o comprometimento nas células do 

cumulus verificado pela maior quantidade de transcritos para BAX pode ter 

sido responsável pelo maior número de oócitos degenerados e menor taxa de 

oócitos viáveis nas vacas com CCS>400.000 células/mL de leite. 

 Os exossomos do fluído folicular de vacas do grupo mastite foram 

menores. As vesículas extracelulares são reconhecidas por desempenharem 

papel fundamental na comunicação entre as células [49]. Exossomos de 

menor diâmetro carreiam menores quantidades de proteínas, lipídeos, RNA e 

miRNA [50], o que pode ter prejudicado a comunicação entre as células do 

cumulus e resultar em maior expressão de gene pró-apoptótico (BAX) em 

vacas com mastite. Essas alterações podem estar associadas à menor taxa de 

oócitos viáveis e ao maior número de oócitos degenerados em vacas do 

grupo mastite. Desta forma, conclui-se que apesar de vacas com 

CCS>400.000 células/mL de leite não apresentarem alterações no 

crescimento folicular final, observou-se menores taxas de ovulação e de 
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oócitos viáveis e maior número de oócitos degenerados associados à 

alterações na expressão gênica em células do cumulus (maior abundância de 

transcritos para BAX) e ao menor diâmetro dos exossomos presentes no 

fluído folicular.  
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Figura 1- Abundância  dos genes marcadores de apoptose (±EPM) relacionada aos 

animais com CCS<200.000 células/mL de leite (grupo controle) e CCS>400.000 

células/mL de leite (grupo mastite), obtidas após amplificação por PCR em tempo 

real, 2^-ΔCt – método comparativo de expressão gênica relativa. 
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Figura 2- Média (±EPM) e moda (±EPM) de diâmetro dos exossomos isolados do 

fluído folicular de vacas com CCS<200.000 células/mL de leite (grupo controle) e 

CCS>400.000 células/mL de leite (grupo mastite), a≠b (P=0,02) e x≠y (P=0,03). 
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Tabela 1- Sequência dos primers específicos, tamanho dos produtos e fonte de 

acesso às sequências no GenBank ou referências. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Produto Sequência do primer Tamanho 

produto 

(pb) 

Nº de acesso no 

GenBank/Referências 

BAX F 5’-CCCGAGTTGATCAGGACCAT-3’ 

R 5’-CACTCCAGCCACAAAGATGG-3’ 

153 NM_173894.1 

BCL2 F 5’-CTTTGTGGAGCTGTATGGC-3’ 

R 5’-CCAGATAGGCACCCAGGG-3’ 

119 NM_001166486.1 

FOXO3 F 5’-CGAAGTGGAGCTAGACCCGG-3’ 

R 5’-CGGGGATCATGGAGTCAGCA-3’ 

134 NM_001206083.1 

PTEN F 5’-GCCACAAAGTGCCTCGTTTACC-3’ 

R 5’-AGAAGGCAACTCTGCCAAACAC-3’ 

120 XM_613125.6 

PI3K F 5’-ACACAGCTGACGGGACCTTT-3’ 

R 5’-CCATATTTCCCATCTCGGTGA-3’ 

127 NM_174575.1 

ACTB  

 

 

RPL15  

 

 

PPIA  

 

F 5’-GACATCCGCAAGGACCTCTA-3’ 

R 5’-ACATCTGCTGGAAGGTGGAC-3’ 

 

F 5’-CAAACGCCCAGTTCCTAAGG -3’ 

R 5’-TCGAGCAAACTTGAGCTGGT -3’ 

 

F 5’-GGTCCTGGCATCTTGTCCA-3’ 

R 5’-TGCCATCCAACCACTCAGTCT-3’ 

205 

 

 

76 

 

 

94 

 

Sangalli et al. (2014) 

 

NM_178320.2 

 

 

NM_001077866.1 
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Tabela 2- Efeito da mastite na dinâmica folicular em vacas cruzadas (Bos taurus – 

Holandesa x Bos indicus – Gir) submetidas ao protocolo de sincronização da 

ovulação. 

  Controle  Mastite P 

Número de animais 31 26 

 Diâmetro (mm):    

- máximo do FD 17,4 ± 0,6 17,5 ± 0,8 0,75 

- folículo ovulatório 17,1 ± 0,6 18,9 ± 0,7 0,18 

Crescimento folicular (mm/dia):    

- D8 ao D10 1,5 ± 0,2 1,8 ± 0,2 0,21 

- D8 à ovulação 1,3 ± 0,2 1,3 ± 0,2 0,46 

Intervalo retirada da P4/ovulação (h) 67,6 ± 3,1 70,8 ± 3,7 0,34 

Taxa de ovulação (%) 
77,4  

(24/31) 

57,7 

 (15/26) 
0,09 

Abreviações: FD – folículo dominante, D8 – dia 8, D10 – dia 10. P4 - Progesterona 

Tabela 3- Efeito da mastite sobre a quantidade e qualidade oocitária de vacas 

cruzadas (Bos taurus – Holandesa x Bos indicus – Gir) submetidas à aspiração 

folicular. 

 

  
Grupo Controle  Grupo Mastite P 

Número de animais 13 13 

 
Total de folículos visualizados 25,8 ± 2,9 25,1 ± 3,9 0,45 

Total de oócitos recuperados 16,9 ± 2,3 22,9 ± 7,1 0,02 

Oócitos viáveis 10,0 ± 1,5 9,6 ± 2,5 0,99 

Taxa de oócitos viáveis (%) 
59,1 

 (130/220) 

41,4 

 (125/298) 
0,01 

Número de oócitos (qualidade): 
   

- Grau I 2,5 ± 0,5 3,3 ± 0,7 0,13 

- Grau II 3,0 ± 0,8 1,9 ± 0,8 0,26 

- Grau III 4,5 ± 0,7 4,4 ± 1,3 0,68 

- Degenerados 6,7 ± 1,2 13,3 ± 5,5 0,001 

 


