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RESUMO

Variagdes dos niveis de transcricdo génica endometriais dos receptores de padrées moleculares
microbianos na primeira semana apds o parto podem implicar suscetibilidade ou resisténcia as
infeccBes uterinas em vacas taurinas, zebuinas e mesticas. Para testar essa hipotese, 9 vacas
Holandesas com retencdo de placenta (RP) e 10 sem RP foram submetidas a bidpsias
endometriais no primeiro e no sétimo dia apds o parto. O puerpério foi monitorado por meio de
exames ginecoldgicos. Na sequéncia do estudo, os mesmos procedimentos foram realizados em
9 vacas Gir e 12 F1 Holandés x Gir sem RP. Houve transcricdo endometrial dos TLRs 1/6, 2, 4,
5e9, NODs 1 e 2, e coreceptores CD14 e MD2 em todas as vacas. Entre os dois momentos de
avaliagdo, as transcrigdes de TLR2, TLR4 e CD14 reduziram significativamente (P < 0,05) em
vacas Holandesas com RP. Houve maior transcricdo de TLR5 em vacas Gir e menor transcrigdo
de TLR9 em vacas F1 no primeiro dia apds o parto. As associacdes entre ocorréncias puerperais
e transcriges génicas indicaram que a RP pode interferir na imunidade endometrial no primeiro
dia ap6s o parto, aumentando a transcricdo de CD14. Maiores niveis de transcricdo de CD14
foram associados a infecgdes e atraso da involucdo uterina. Na Ultima parte do estudo, 9 vacas
Zebu foram inoculadas por meio de infusdo uterina com PBS e 10 com suspensdo de E. coli
inativada, com o objetivo de avaliar a resposta inflamatéria endometrial. Infiltrados
neutrofilicos presentes em 90% das amostras do grupo E. coli na fase de estro caracterizaram
diferentes graus de inflamacdo, sugerindo que a regulacdo da resposta imunologica varia
inclusive dentro da mesma raca.

Palavras-chave: Bos taurus; imunidade inata endometrial
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ABSTRACT

Changes in the endometrial gene transcription of microbial molecular patterns receptors in the
first postpartum week may result in susceptibility or resistance to uterine infections in taurine,
zebu and crossbred cows. To test this hypothesis, 9 Holstein cows with retained placenta (RP)
and 10 without RP were submitted to endometrial biopsies in the first and seventh postpartum
days. The puerperium was monitored by gynecological exams. Following this study, the same
procedures were applied in 9 Gir cows and 12 F1 Holstein x Gir cows without RP. All animals
had endometrial transcription of TLRs 1/6, 2, 4, 5 and 9, NODs 1 and 2, and co-receptors CD14
and MD2. The transcriptions of TLR2, TLR4 and CD14 in Holstein cows with RP significantly
reduced (P < 0.05) between the first and the seventh postpartum day. There was a higher
transcription of TLR5 in Gir cows and lower transcription of TLR9 in F1 cows on the first
postpartum day. The associations between puerperal occurrences and gene transcripts indicated
that RP could interfere with endometrial immunity on the first postpartum day, increasing the
transcription of CD14. Higher levels of transcription of CD14 were associated with uterine
infections and delay of the involution process. In the last part of the study, 9 Zebu cows were
inoculated by uterine infusion with PBS and 10 with suspension of inactivated E. coli, aiming to
evaluate the endometrial inflammatory response. Neutrophilic infiltrates in 90% of samples of
E. coli group at the stage of estrus characterized differing degrees of inflammation, suggesting
that regulation of the immune response varies even within the same breed.

Keywords: Bos taurus; endometrial innate immunity

20



CAPITULO |

IMUNIDADE INATA UTERINA EM
VACAS HOLANDESAS, GIR E F1
HOLANDES X GIR

1. INTRODUCAO GERAL

A identificacdo do patégeno pelo
hospedeiro é o primeiro passo para a
elaboracdo de uma resposta imunoldgica,
visando a eliminagdo do microrganismo
invasor (Werling e Coffey, 2007; Horne et
al., 2008; Sordillo et al., 2009). Desde o
inicio da década de 90, houve consideravel
aumento das informagcbes sobre 0s
mecanismos moleculares relacionados com
0 reconhecimento inicial de determinadas
moléculas presentes na estrutura de
bactérias, virus e outros microrganismos
invasores (Rietdijk et al., 2008).

Receptores especificos, localizados na
membrana externa e/ou no citoplasma das
células de defesa, células epiteliais e células
estromais dos tecidos suscetiveis a invasdo
por patégenos, sdo responsaveis pelo
reconhecimento de moléculas altamente
conservadas no processo de evolugdo dos
microrganismos. Em geral, essas moléculas
sdo importantes componentes estruturais
denominados "padrbes moleculares
associados a patogenos” ou PAMPs (do
inglés  Pathogen-Associated  Molecular
Patterns), termo amplamente utilizado na
literatura (Medzhitov e Janeway, 1997,
Janeway e Medzhitov, 2002; Horne et al.,
2008; Takeuchi e Akira, 2010; Turner et al.,
2012). Como  microrganismos  nao-
patogénicos também apresentam padroes
moleculares ou componentes altamente
conservados, a terminologia ‘“padrdes
moleculares microbianos” ou MAMPs (do
inglés  Microbe-Associated  Molecular
Patterns) é considerada a mais adequada
(Ausubel, 2005).

Entre outros, a endotoxina LPS,
lipossacarideo presente na membrana

externa da Escherichia coli e demais
bactérias Gram-negativas, é um dos
MAMPs mais estudados (Medzhitov e
Janeway, 1997; Janeway e Medzhitov,
2002; Horne et al., 2008; Takeuchi e Akira,
2010; Turner et al., 2012). O
reconhecimento dos MAMPs pelos seus
respectivos receptores celulares
desencadeia respostas inflamatdrias que
levam a producdo de quimiocinas, citocinas
e peptideos antimicrobianos (Akira, 2003;
Schaefer et al., 2004; Werling e Coffey,
2007, Swangchan-Uthai et al., 2012).

Atualmente, o0s receptores de padrdes
moleculares microbianos mais conhecidos
sdo 0s receptores tipo Toll ou TLRs (do
inglés Toll-Like Receptors) e os receptores
tipo NOD (do inglés Nucleotide-Binding
Oligomerization Domain) ou NLRs (do
inglés NOD-Like Receptors) (Athman e
Philpott, 2004; Rietdijk et al., 2008;
Takeuchi e Akira, 2010; Turner et al.,
2012). Estudos sobre a atuacdo desses
receptores sdo importantes para elucidar os
mecanismos que regulam a resposta do
hospedeiro contra patdgenos, a qual pode
evoluir para a protecdo imunologica ou para
0 estabelecimento de patologias, nos casos
de falhas na ativagdo da resposta
inflamatéria que resultam em danos
teciduais (Rietdijk et al., 2008).

A transcricdo de TLRs, NODs e outros
imunomediadores no endométrio de vacas
Holandesas apds o parto tem sido relatada
em diferentes estudos nos ultimos anos
(Ritter, 2007; Herath et al., 2009a;
Chapwanya et al., 2009; Martins et al.,
2011). Altas incidéncias de infeccOes
uterinas sdo observadas no puerpério desses
animais, sendo que um dos fatores
relacionados com essas ocorréncias € a
capacidade de regular a resposta
inflamatéria endometrial. Quando o0s
mecanismos de defesa atuam de forma
eficiente, 0s  microrganismos  que
contaminam o Utero podem ser eliminados
durante o processo de involucdo uterina nas
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primeiras semanas apds o parto. Respostas
imunoldgicas inadequadas favorecem a
multiplicacdo de bactérias com potencial
patogénico no ambiente uterino, enquanto
quadros inflamatorios exacerbados e
persistentes resultam em lesbes
endometriais que podem influenciar na
fertilidade das vacas (Herath et al., 2009a;
Sheldon et al., 2009; Chapwanya et al.,
2009; Yunhe et al., 2013).

O principal fator de risco para a ocorréncia
de infec¢Bes uterinas em vacas Holandesas
é a retengdo de placenta (Kim e Kang,
2003; Bell e Roberts, 2007; Martins et al.,
2013). A permanéncia da placenta no Utero
interfere na contratilidade do miométrio,
dificulta a eliminacdo do conteldo
remanescente da gestacdo e influencia na
atuacdo dos mecanismos de defesa,
favorecendo a multiplicagdo bacteriana e o
estabelecimento de infeccOes uterinas
(Dohmen et al., 2000; Sheldon et al., 2004a;
Hammon et al., 2006). Estudos sobre a
influéncia da retencdo de placenta na
transcricdo endometrial de receptores de
padrdes moleculares microbianos sdo
incipientes (Martins et al., 2011).

Por outro lado, vacas zebuinas e mestigas
Holandés x Zebu, representadas no presente
estudo pelas vacas Gir e mesticas F1
Holandés x Gir, apresentam baixas
incidéncias de retencdo de placenta e
infecgBes uterinas (Lara, 1985; Gonzalez
Sanchez et al.,, 1999a; 2008; Carvalho,
2009; Camargos et al., 2013). A transcricdo
de receptores de padrbes moleculares
microbianos no endométrio desses animais
é desconhecida. Apesar da relacéo entre 0s
niveis de transcricdo de imunomediadores e
a suscetibilidade ou resisténcia a infeccdes
uterinas ainda ndo ter sido elucidada,
acredita-se que variagdes genéticas podem
explicar  diferencas  nas  respostas
individuais na presenca de patdgenos
(Horne et al., 2008; Sordillo et al., 2009;
Martins et al., 2011; Pinedo et al., 2013).

A grande importancia da bovinocultura para
a agropecuaria e o consideravel impacto
econbmico causado pela ocorréncia de
doencas uterinas em vacas leiteiras,
estimulam a realizacdo de pesquisas que
visam compreender 0S  mecanismos
moleculares envolvidos na imunidade inata
do trato reprodutivo (Werling e Jungi,
2003; Herath et al., 2006; 2009a). Portanto,
na segunda parte do presente estudo
(Capitulo I1), vacas Holandesas sem e com
retencdo de placenta, submetidas a bidpsias
uterinas no primeiro e no sétimo dia apds o
parto, foram comparadas em relacdo as
ocorréncias puerperais e a transcricao
endometrial de receptores de padrdes
moleculares microbianos. Na terceira parte
do estudo (Capitulo I11), foram realizados
0S mesmos procedimentos e avaliagdes em
vacas Gir e vacas F1 Holandés x Gir, sem
retencdo de placenta. Os imunomediadores
considerados foram os TLRs 1, 2, 4, 5,6 e
9, 0s NODs 1 e 2, e os coreceptores CD14
(do inglés Cluster of Differentiation 14) e
MD2 (do inglés Myeloid Differentiation
protein 2), que estdo relacionados com o
reconhecimento de bactérias, principais
contaminantes do ambiente uterino.

Nas diferentes fases do ciclo estral, o
estradiol e a progesterona podem ser 0s
principais responsaveis pela regulacdo da
resposta imunolégica e do processo
inflamatdrio desencadeado pelas células
endometriais (Herath et al., 2006; Davies et
al., 2008; Borges et al., 2012), porém o0s
mecanismos de atuacdo desses hormdnios
ainda ndo foram esclarecidos (Sheldon e
Bromfield, 2011; Turner et al., 2012).
Sendo assim, na quarta e Ultima parte do
estudo atual (Capitulo 1V), foram realizadas
analises histopatologicas de amostras do
endométrio de vacas zebuinas, ap6s a
inoculacdo com suspensdo de E. coli
inativada por meio de infusdo uterina, com
0 oObjetivo de verificar variagbes nas
respostas inflamatdrias teciduais nas fases
de estro e diestro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Vacas taurinas, zebuinas e mesticas e
a producao de leite no Brasil

Todos o0s tipos de bovinos domeésticos
pertencem a familia Bovidae, subfamilia
Bovinae, género Bos, espécie Bos taurus,
subespécies Bos taurus taurus e Bos taurus
indicus, mundialmente conhecidos como
taurinos e zebuinos, respectivamente. Esses
animais possuem um ancestral comum, que
foi domesticado na Asia Ocidental cerca de
4500 aC. Apesar da origem comum,
taurinos e zebuinos apresentam diferencas
morfoldgicas e fisioldgicas, provavelmente
devido & adaptacdo em diferentes
ambientes. O gado taurino se adaptou em
regibes de clima temperado, enquanto 0s
zebuinos se adaptaram em regides tropicais
e subtropicais (Abeygunawardena e
Dematawewa, 2004). Os  zebuinos
apresentam diferencas relacionadas com a
resisténcia natural ou suscetibilidade a
determinadas doencas. Em relacdo a
brucelose por exemplo, doenca infecciosa
crénica que diminui significativamente a
eficiéncia produtiva e reprodutiva dos
rebanhos bovinos, ja foi relatado que
algumas racas zebuinas  apresentam
diferencas genotipicas (Paix&o et al., 2006)
e fenotipicas (Macedo et al., 2013)
associadas a resisténcia natural contra essa
doenca, quando comparados a taurinos da
raga Holandesa.

Estima-se que mais da metade da populacdo
mundial de bovinos seja constituida de
gado  Zebu (Abeygunawardena e
Dematawewa, 2004). Os zebuinos foram
introduzidos no Brasil no final do século
XIX, sendo que as primeiras racas foram
importadas da Africa. Porém, a entrada
expressiva de zebuinos no territorio
nacional ocorreu a partir do inicio do século
XX, quando milhares de animais
representantes de diversas ragas foram
trazidos da India. Verifica-se que, em geral,
0s rebanhos zebuinos sdo mantidos em

pastagens de baixa qualidade, sdo adaptados
ao clima quente e Umido, se tornaram
tolerantes a longos periodos de seca e
suportam a alta carga parasitaria das
pastagens. Devido a falhas ocorridas na
selecéo desses animais, a maioria das ragas
apresenta limitado potencial genético para
as caracteristicas reprodutivas e produtivas
(Santiago, 1960; Euclides Filho, 20009;
Alencar e Barbosa, 2009).

Atualmente,  diferentes  sistemas de
producdo caracterizam a atividade leiteira
no Brasil, com predominio do manejo
extensivo ou semi-intensivo de vacas
mesti¢as, produtos do cruzamento entre o
gado taurino e o gado zebuino (Sartori,
2007; Ruas et al., 2008). O Brasil é o quinto
maior produtor mundial de leite. A
composicdo do rebanho de leite brasileiro é
de, aproximadamente, 74% de vacas
mesticas, 20% de vacas sem qualquer
especializacdo em producdo de leite e 6%
de vacas especializadas (Vilela, 2003). Para
0 ano de 2014, a producdo nacional de leite
fluido foi estimada em 33.375 toneladas, o
gue corresponde a produtividade de 1.600
litros de leite fluido por vaca. Em
comparagdo aos maiores  produtores
mundiais, com excecdo da India, a
produtividade do rebanho leiteiro nacional é
considerada baixa. A Unido Européia, os
Estados Unidos, a India e a China tém
produtividades de 10.067, 6.073, 1.200 e
8.900 litros de leite fluido por vaca,
respectivamente  (USDA, 2013). Entre
outros fatores, essa diferenca pode ser
decorrente de peculiaridades dos sistemas
de producdo de leite do Brasil, tais como,
falhas nos manejos reprodutivo, nutricional
e sanitario, instalacbes inadequadas e
limitado potencial genético da maioria dos
rebanhos (Ferreira e Teixeira, 2000; Faco et
al., 2002; Euclides Filho, 2009).

Uma das formas de melhorar o potencial
genético dos nossos rebanhos é a realizacéo
de selecdo dos melhores animais de cada
raca, porém, o prazo necessario para obter
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melhorias nos desempenhos reprodutivo e
produtivo por meio desse método é longo.
A alternativa mais rapida para melhorar o
potencial genético dos zebuinos €é o
cruzamento com ragas que apresentam
maior diversidade genética para os atributos
de interesse. Os taurinos sdo geneticamente
melhores em relacdo a reproducdo e
producdo, porém, ndo sdo adaptados as
condigBes tropicais. E necessario manter o
equilibrio nos cruzamentos entre zebuinos e
taurinos para que o0s produtos sejam
mantidos em sistemas de produgéo de baixo
custo e os beneficios econdbmicos sejam
alcancados. A capacidade de adaptacdo ao
ambiente tropical diminui com o aumento
do grau de sangue Bos taurus taurus.
Animais F1 apresentam melhor
desempenho em relacdo as médias das
caracteristicas desejadas devido a heterose.
Os beneficios econémicos acumulados
tendem a ser maiores nos cruzamentos com
50% do grau de sangue de cada raca,
guando comparados com os desempenhos
individuais das racas originais puras
(Abeygunawardena e Dematawewa, 2004;
Alencar e Barbosa, 2009).

Com o objetivo de aumentar a
produtividade do rebanho leiteiro nacional,
0 cruzamento entre as ragas Holandés e Gir
€ 0 que mais se destaca (Faco et al., 2005;
Sartori, 2007). A expressdo da heterose e a
complementaridade entre essas racas
originam animais mais eficientes quanto as
caracteristicas produtiva e reprodutiva,
adaptados as condic@es tropicais (FacO et
al., 2002; Guimardes et al., 2002), sendo
que os efeitos maximos sdo obtidos nos
animais com 50% da composi¢do genética
taurina e 50% zebuina, denominados F1
Holandés x Gir (Madalena et al., 2001).

2.2. Desempenhos  reprodutivo e
produtivo e a ocorréncia de doencas
puerperais

As eficiéncias reprodutiva e produtiva
determinam o sucesso da atividade leiteira.

Em geral, todos os sistemas de producdo de
leite buscam aumentar a produtividade, o
nimero de bezerros nascidos por ano e a
vida atil da vaca no rebanho (Marques
Junior, 1993; Leite et al., 2001; Kask et al.,
2003; Sheldon et al., 2006). A vida util da
vaca estd diretamente relacionada com a
idade ao primeiro parto e com o intervalo
de partos. O intervalo de partos compreende
0 periodo de servico e o periodo da
gestacdo. Como a duracdo da gestagdo €
estavel, o periodo de servico determina o
intervalo de partos. O periodo de servigo é
diretamente influenciado pela duracdo do
puerpério. Portanto, a vida Util de uma vaca
esta diretamente relacionada com 0s
eventos gque ocorrem no puerpério (Peters,
1984; Marques Junior, 1993; Fernandes et
al., 2001; Bellows et al., 2002; Kask et al.,
2003; Sartori, 2007).

O puerpério é o periodo entre o parto € a
restauragdo da atividade reprodutiva,
caracterizada por ajustes fisiolégicos e
morfoldgicos no Utero e nos ovarios. Para
as vacas, 0 puerpério compreende o0
intervalo entre o parto e o aparecimento do
primeiro  estro  compativel com o
estabelecimento de uma nova gestagédo
(Marques Janior, 1993; Horta, 1995). O
puerpério pode ser dividido em trés fases,
sendo que na primeira, a hipéfise encontra-
se refrataria a0 GnRH (do inglés
Gonadotropin-Releasing Hormone). A
segunda fase abrange o periodo de
sensibilidade da hipofise ao GnRH até a
ocorréncia da primeira ovulacéo. A terceira
fase € caracterizada pelo término da
involugdo uterina. As trés fases do
puerpério sdo denominadas precoce,
intermediaria e pos-ovulatoria,
respectivamente. A duragdo de cada fase
depende das condicBes fisiolégicas do
animal (Olson et al., 1986).

Os eventos que ocorrem NO puerperio
influenciam  na  fertilidade e na
produtividade de uma vaca. Quanto menor
a ocorréncia de transtornos puerperais, mais
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rapido seréd o retorno a reproducdo, maior a
probabilidade da vaca se tornar gestante nos
primeiros servicos ap6s 0 parto, maior o
namero de bezerros nascidos, mais curto o
intervalo de partos, menor a interferéncia na
producéo de leite, menor a chance da vaca
ser descartada, maior a sua vida Util e maior
0 lucro dos sistemas de produgédo de leite
(Marques Janior, 1993; Horta, 1995; Leite
etal., 2001; Kask et al., 2003).

O elevado crescimento da produtividade e
do tamanho dos rebanhos leiteiros, visando
atender a crescente demanda mundial de
leite e seus derivados, tem sido
acompanhado de reducdo da eficiéncia
reprodutiva, 0 que compromete o0
desempenho  atual das propriedades
leiteiras, uma vez que a producdo de leite
depende diretamente da capacidade da vaca
se tornar gestante. As adaptagdes
fisiologicas para a alta producdo de leite e a
elevada ocorréncia de doencas puerperais
estdo diretamente relacionadas com a
reducdo da fertilidade e da longevidade das
vacas leiteiras especializadas (Lucy, 2001;
Oltenacu e Algers, 2005). Entre 1957 e
2002, a média de producdo de leite
aumentou de 5.000 Kg para 11.000 Kg por
lactacdo no nordeste dos Estados Unidos. A
proporcdo de vacas vivas aos 48 meses de
idade diminuiu de 80 para 60% nesse
periodo, sugerindo que a vida util das vacas
de alta producdo reduziu significativamente
(Oltenacu e Algers, 2005).

O periparto é caracterizado por diminuigcdo
da ingestdo de alimentos e aumento subito
na demanda energética, imposta pelo inicio
de lactacdo. Vacas leiteiras de alta produgéo
recem-paridas  geralmente  apresentam
redugdo da ingestdo de alimentos e
depressao do  sistema  imunoldgico,
tornando-se mais suscetiveis ao
estabelecimento de doengas apds o parto
(Van Saun, 2000; Butler, 2006; Sordillo,
2009). A compreensdo das alteracbes que
ocorrem no metabolismo desses animais
durante a gestacdo e o0 periodo de

preparacdo para a nova lactacdo é
primordial para estabelecer programas de
controle para as afeccBGes puerperais. As
adaptacdes metabdlicas ocorrem em todos
0s animais, inclusive naqueles que
apresentam boa condigdo corporal. No
entanto, estas alteracBes sdo mais intensas
nos casos de deficiéncias nutricionais,
contribuindo para a depressdo do sistema
imunoloégico e o0 estabelecimento de
doencas. Cuidados especiais devem ser
tomados em relacdo a nutri¢do no periparto,
pois este fator esta diretamente relacionado
com as ocorréncias de transtornos
puerperais (Van  Saun, 2000). A
identificagdo precoce do animal doente e a
adocdo de cuidados para promover a sua
recuperagdo ~ podem  minimizar  as
consequéncias para a reprodugdo e para
producdo, além de diminuir os prejuizos
dos sistemas de producdo (Smith e Risco,
2005; Van Saun, 2000).

Os custos totais relacionados com as
ocorréncias de transtornos puerperais como
abortos, natimortos, distocias, retencdo de
placenta, infeccbes uterinas e infertilidade
em vacas leiteiras de rebanhos dos Estados
Unidos foram estimados em
aproximadamente 53 délares por animal por
ano. Esse valor foi seis vezes maior que 0s
gastos com doengas respiratorias. A
reducdo na fertilidade e na producdo de
leite foram os fatores que mais contribuiram
para os altos custos, pois implicaram em
aumento do descarte de animais (Bellows et
al., 2002). Considerando somente as
ocorréncias de infeccdo uterina até 10 dias
ap6s o parto, Overton e Fetrow (2008)
estimaram um custo de 358 dolares para
cada vaca afetada de um grande rebanho
leiteiro da California. Foram incluidos nos
calculos, o0s prejuizos com descarte
involuntario, morte de animais, reducéo do
desempenho  reprodutivo, gastos com
tratamento e diminuicdo da producdo de
leite. Adicionalmente, Martins et al. (2013)
monitoraram 103 vacas Holandesas de um
rebanho brasileiro durante o puerpério. As
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perdas causadas pela reducdo na producao
de leite devidas as ocorréncias de retencéo
de placenta e infeccdes uterinas até 42 dias
apos o parto foram equivalentes a 600 litros
de leite por vaca.

2.3. Monitoramento do puerpério

A identificacdo precoce de vacas doentes
requer o monitoramento diario dos lotes do
pos-parto e adocdo de protocolos
terapéuticos ou preventivos, tais como,
fluidoterapia, suplementos de célcio e
probiéticos (Van Saun, 2000). Dentre o0s
principais pardmetros utilizados para
monitorar a saude de vacas recém-paridas,
0s mais utilizados sdo a temperatura retal e
a avaliagdo da condi¢cdo corporal. A
producdo de leite diaria, 0 comportamento
do animal, os exames de sangue, a
concentragdo de cetonas na urina ou no leite
e a avaliagdo dos movimentos ruminais séo
outros par@metros que podem ser adotados
(Smith e Risco, 2005). Para minimizar
possiveis  transtornos  reprodutivos e
produtivos, 0 acompanhamento do processo
de involucdo uterina e do retorno da
atividade ovariana luteal ciclica (RAOLC) é
importante para reconhecer alteragdes
patologicas,  permitindo intervengdes
precoces (McEntee, 1990; Gonzalez
Séanchez et al., 1999a; Sheldon et al., 2006).

2.3.1. Temperatura corporal

A temperatura corporal varia de acordo com
0 estado de saude, idade, raca, estacdo do
ano, horario do dia, entre outros fatores
(Smith e Risco, 2005). A temperatura de
39,5°C é considerada como limite superior
para animais sadios (Van Saun, 2000). A
febre pode ser detectada nos quadros de
infeccdo uterina com presenca de outros
sinais sistémicos, sendo necessario intervir
com tratamento de suporte (fluidoterapia,
antipiréticos) e antibidticos especificos
(Van Saun, 2000; Smith e Risco, 2005;
Drillich et al., 2003; 2006a; 2006b;
Benzaquen et al., 2007).

2.3.2. Escore de condicdo corporal

A avaliacdo da condicdo corporal ¢é
amplamente utilizada para estimar o
balanco energético das vacas. Ao parto,
vacas leiteiras de alta producdo devem
apresentar reservas de tecido em quantidade
suficiente para atender as demandas
energéticas e protéicas necessarias para a
producdo de leite durante o inicio da
lactacdo. A condigdo corporal ideal é aquela
que favorece maior producdo de leite,
minimiza os transtornos de saude e o0s
distdrbios reprodutivos, maximizando o
retorno econdmico (Gearhart et al., 1990).

A avaliagdo do escore de condicédo corporal
(ECC) é um método de monitoramento nao
invasivo, subjetivo e répido, baseado na
observacdo visual e tatil da quantidade de
gordura armazenada nas regides caudal e
dorsal, sendo atribuida pontuacéo especifica
a partir de uma escala numérica (Edmonson
et al., 1989; Waltner et al., 1993). Variados
pardmetros e escalas de pontuacdo foram
criados para a avaliagdo da condigéo
corporal das vacas leiteiras, vacas de corte e
mesticas. Para vacas Holandesas, criou-se
um método especifico baseado numa escala
de 1 a 5, na qual 1 equivale a uma vaca
muito magra e 5, a um animal obeso
(Edmonson et al., 1989). Para as vacas de
corte, Richards et al., (1986) criou uma
escala que varia de 1 a 9, na qual 1 equivale
a uma vaca extremamente magra e 9, a uma
vaca extremamente obesa. Ruas et al.
(2000) criou uma escala mais simples,
utilizada principalmente para avaliar a
condicdo corporal de vacas mesticas, que
varia de 3 a 5, na qual 3 equivale a uma
vaca magra e 5, a uma vaca obesa.

Lactacbes muito curtas e aumento do
intervalo de partos podem favorecer a
obesidade ao parto, verificando-se aumento
da deposicdo de gordura durante a gestagédo
iniciada no final da lactagdo ou durante o
periodo seco (Jones et al, 1993).
Utilizando-se como referéncia a escala de 1
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a 5, recomenda-se que o ECC ao parto de
vacas leiteiras seja de 3,0 a 35 A
obesidade (ECC igual ou maior a 4,0)
aumenta o risco de ocorréncia de distirbios
metabolicos (Butler, 2006). Vacas obesas
tendem a ingerir menor quantidade de
alimentos ap0s o parto e apresentar reducédo
da condigdo corporal mais acentuada,
verificando-se que, geralmente, a perda de
peso estd relacionada com a queda nha
producdo de leite no inicio da lactagdo
(Waltner et al., 1993). Para vacas de alta
producdo, alguns autores recomendam ECC
ao parto entre 2,75 e 3,0, com perda restrita
a no méximo 0,5 unidades durante o
puerpério. Além da diminuicdo do
desempenho produtivo, as vacas que
perdem mais de 1 unidade no escore ECC
apo6s o parto podem apresentar reducdo do
desempenho reprodutivo devido ao atraso
no RAOLC (Crowe, 2008). A interferéncia
da perda de condi¢do corporal ap6s o parto
no RAOLC é potencializada por outros
fatores, como a amamentagdo. Vacas
leiteiras lactantes com baixa condicdo
corporal apresentam acentuada depressdo
da frequéncia de GnRH no hipotadlamo e da
liberacdo pulsatil de LH (do inglés
Luteinizing Hormone) pela hipdfise
anterior, 0 que resulta em prolongamento
do anestro pés-parto (Grimard et al., 1995).

2.3.3. Involucéo uterina

A involugdo uterina completa €
caracterizada pela reducdo do tamanho dos
cornos, perda tecidual, reepitelizagéo,
diminuicdo do conteudo uterino e do
didmetro cervical (Gier e Marion, 1968;
McEntee, 1990). Macroscopicamente, o
término da involucdo uterina coincide com
o retorno do Utero ao tamanho anterior a
gestacdo, mas sdo necessarios mais alguns
dias para ocorrer o restabelecimento das
fungdes fisioldgicas e a involucéo
microscapica, caracterizada pela
regeneracdo endometrial, o que possibilita a
ocorréncia da concepgdo e a manutencéo da
gestagdo (McEntee, 1990).

2.3.3.1. Involucdo macroscépica do Utero

Nos primeiros dias apdés o parto, a
involucdo uterina de vacas Holandesas é
lenta, sendo proporcionada pela reducédo das
fibras musculares proporcionada pela
vasoconstricdo e  pelas  contracdes
peristalticas. A reducdo do tamanho do
Utero desses animais é mais rapida entre o
5° e 0 15° dia ap0s o parto, mais lenta entre
0 16° e 0 30° dia, e imperceptivel entre o
40° e o 50° dia (Gier e Marion, 1968). No
estudo de Kocamuftuoglu e Vural (2008), a
involucdo uterina de vacas Holandesas foi
mais rapida entre 20 e 30 dias apds o parto
e mais lenta entre 30 e 40 dias, em animais
que tiveram puerpério patoldgico ou nao.
Adicionalmente, Aradjo et al. (1974)
verificaram que o Utero de vacas mesticas
Holandés x Zebu involui rapidamente entre
10 e 30 dias apés o parto.

A involucgdo uterina macroscépica pode ser
monitorada por meio de palpacéo transretal,
avaliacdo da secrecdo cervicovaginal e
ultrassonografia. A palpacédo transretal é o
método mais utilizado, sendo que o0s
parametros adotados sdo a posic¢éo do Utero
em relagdo a pelve, o comprimento, o
diametro e a simetria dos cornos, o
diametro da cérvix, o tbnus e a consisténcia
da parede uterina, a presenca de conteudo
no Utero e de secrecdo na vagina (Rasbeck,
1950; Aratjo et al., 1974; Madej et al.,
1984; Zain et al. 1995; Gonzalez Sanchez et
al., 1999a,b; Martins et al., 2013).

Quanto ao posicionamento, na primeira
semana ap0s o parto, o Utero de vacas
Holandesas permanece na cavidade
abdominal. Os cornos uterinos encontram-
se assimétricos, com presenca de contetdo
no limen e paredes espessadas (Buch et al.,
1955; Zain et al., 1995; Lopes, 2007,
Martins et al., 2013). O aumento da
espessura da parede uterina é causado pela
contragdo das camadas circular e
longitudinal do miométrio durante o
processo de involucdo (Johanns et al.,
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1967). Ao final da segunda semana apds o
parto, o Utero comeca a retornar a cavidade
pélvica, apresentando acentuada reducdo de
volume e consisténcia firme. Entre 10 e 15
dias apds o parto é possivel contornar toda a
superficie do Gtero. Aos 40 dias apds o
parto, 0 tero apresenta-se
morfologicamente involuido (Buch et al.,
1955; Zain et al., 1995; Lopes, 2007;
Martins et al., 2013). De maneira
semelhante as vacas Holandesas, o Utero
das vacas mesticas Holandés x Zebu
permanece ha cavidade abdominal na
primeira semana ap6s o parto (Lara, 1985).
O mesmo ocorre com as vacas Gir
(Gonzalez Sénchez et al., 1999a; 2008).
Aos 30 dias apbs o parto, o Utero das vacas
mesticas Holandés x Zebu e das vacas Gir
encontra-se morfologicamente involuido.

A involugdo do corno anteriormente
gestante € mais rapida que a do corno nao
gestante, verificando-se assimetria no
processo de involugdo nas primeiras
semanas apés o parto (Gier e Marion, 1968;
Caravajal, 1989; Sheldon et al., 2002a;
Martins et al., 2013). A parede do corno
anteriormente gestante pode permanecer
mais espessada, mesmo ap6s o0 término da
involucdo uterina (Gier e Marion, 1968;
Morrow et al., 1969; Lara, 1985). Aos 60
dias ap6s o parto, ainda é possivel notar
diferenca na simetria, espessura da parede e
no didmetro dos cornos  uterinos
(Albuquerque, 1985).

Considera-se como término da involugdo
uterina, o restabelecimento da simetria dos
cornos entre duas palpacBes retais
consecutivas, e a constatacdo de
consisténcia e tonus uterino normais. O
nimero médio de dias entre duas palpagdes
consecutivas é considerado como o final da
involucdo (Gonzalez Sénchez et al., 1999a).
Porém, a avaliacdo da involucdo uterina por
meio de palpacdo transretal apresenta
limitacGes, principalmente na fase final do
processo de involucdo dos cornos. Mesmo
na auséncia de patologias, pode ocorrer

persisténcia da assimetria e alteracdes na
consisténcia e no tonus do corno
anteriormente gestante, que sdo dificeis de
detectar. Fatores hormonais por exemplo,
podem dificultar o reconhecimento clinico
do retorno do Utero a normalidade, sendo
frequente a presenca de grandes foliculos
durante a fase final da involugdo uterina,
com consequente aumento da concentragdo
de estrogeno circulante e do tdnus uterino
(Gonzalez Sanchez et al., 1999a).

O aspecto da secrecdo cervicovaginal é
importante para avaliar o processo de
involugdo uterina (Morrow, 1980; Mateus
et al, 2002; Martins et al, 2013).
Inicialmente, a secregdo cervicovaginal
apresenta aspecto serosanguinolento, com
restos de tecido endometrial e quantidades
varidveis de sangue provenientes da
degeneracdo das carGnculas (Morrow,
1980). A perda de tecido endometrial é
devida as reorganizagdes estruturais,
reducdo dos vasos sanguineos, regressdo
das glandulas uterinas e contragdes do
miométrio (Gier e Marion, 1968). Restos de
fragmentos teciduais, sangue e secrecOes
provenientes de hemorragias endometriais
constituem o loéquio (Marques Junior,
1988). O l6quio de vacas sadias apresenta
coloragdo vermelho brilhante nos primeiros
dias ap6s o parto. Em seguida, o aspecto
torna-se  marrom escuro, sem odor
(Morrow, 1980, McEntee, 1990; LeBlanc et
al.,, 2002a; Sheldon e Dobson, 2004).
Normalmente, o0 conteudo uterino é
expelido até a terceira semana apos o parto
(Morrow, 1980; Mateus et al., 2002).
Quando a involucdo uterina esta atrasada, é
possivel observar conteido escuro com
areas esbranquicadas, formadas pelo
acumulo de pus com odor fétido (Morrow,
1980, McEntee, 1990; LeBlanc et al.,
2002a; Sheldon e Dobson, 2004). Algumas
vacas continuam expelindo secrecdo com
aspecto anormal a partir da terceira semana
ap6és o parto (Morrow, 1980; Garcia-
Ispierto et al., 2007; Kocamuftuoglu e
Vural; 2008, Martins et al., 2013).
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Durante o processo de involucdo, o peso
médio do utero de vacas leiteiras sofre
reducdo de 9 kg, logo apds o parto, para 1
kg aos 30 dias, e 750 g aos 50 dias apés o
parto. O volume do contetdo uterino varia
de 1500 mL, para 500 mL e 75 mL, no 1°,
no 8 e no 21° dia apds o parto,
respectivamente (Gier e Marion, 1968).
Adicionalmente, McEntee (1990) verificou
gue o peso médio do dtero de vacas
Holandesas  abatidas em  diferentes
momentos apos o parto foi, em média, de 7
kg no 2° dia e 500 g no 30° dia apds o parto.
Nesse estudo, o volume do conteddo
uterino variou de 1000 mL para 165 mL do
1° ao 9° dia ap6s o parto. Pouco contetido
foi encontrado no Utero a partir de 12 dias.

Juntamente com a palpacédo transretal e a
inspecdo da secregdo cervicovaginal, a
ultrassonografia pode ser Gtil para
diferenciar a involugdo uterina normal da
atrasada (Rajamahendran et al., 1994; Zain
et al., 1995; Kask et al., 2003; Sheldon et
al., 2003). O wuso da ultrassonografia
possibilita verificar com maior precisdo o
didametro dos cornos e da cérvix, o aspecto e
a gquantidade de conteldo presente no
limen uterino (Rajamahendran et al., 1994;
Zain et al., 1995; Kask et al., 2003; Sheldon
etal., 2003).

No processo de involucdo uterina normal,
pequena quantidade de conteddo pode ser
observada no interior do Utero no final do
processo de involucdo uterina, em torno de
quatro semanas apds o parto. Esse contetdo
nem sempre é perceptivel a palpacdo
transretal. No exame ultrassonogréafico, esse
contedo ¢é visualizado como areas
anecogénicas (escuras) no interior dos
cornos uterinos de vacas sadias. Na
presenca de infeccdo, é possivel observar
diferentes quantidades de contetdo uterino
com material purulento em suspenséo,
visualizadas como particulas ecogénicas
(esbranquicadas) em movimento. Nesses
casos, a parede uterina pode encontrar-se
espessada devido a presenca de processos

inflamatdrios (Kéhn e Leidl, 1989). Por
meio da ultrassonografia, verifica-se a
ocorréncia desse quadro ap0s a restauragdo
da forma, auséncia de contetdo uterino e
reducdo maxima do didmetro do corno
anteriormente gestante (Kamimura et al.,
1993; Zain et al., 1995; Kask et al. 2003;
Sheldon et al., 2003).

E dificil comparar os resultados de estudos
sobre involugdo uterina, pois o periodo de
involucdo varia de acordo com os critérios
de avaliagdo, sistemas de producdo e
caracteristicas dos animais. Observam-se
divergéncias consideraveis entre animais da
mesma raga ou de ragas diferentes. Periodos
de involucdo uterina de vacas Holandesas,
Gir e mesticas Holandés x Zebu, obtidos
em diferentes estudos, estdo apresentados
na Tabela 1.

2.3.3.2. Involugdo microscépica do Utero

Critérios de avaliacdo da involugdo uterina
baseados em alteracBes histoldgicas sdo
mais confiaveis (Albuquerque, 1985).
Microscopicamente, as mudangas mais
evidentes ocorridas durante a involucéo
uterina encontram-se nas areas carunculares
(Archbald et al., 1972; McEntee, 1990). A
sequéncia de eventos inclui a degeneracéo
vascular da base das carinculas, seguida de
isquemia periférica, necrose e
desprendimento do tecido caruncular
(Archbald et al., 1972). No 2° dia ap6s o
parto, areas avermelhadas, irregulares e
proeminentes sdo observadas na superficie
das carunculas. No 4° dia, as carunculas
apresentam coloragdo escura e encontram-
se friaveis (McEntee, 1990). No 5° dia,
verifica-se necrose avancada da base das
cartnculas devido a vasoconstricdo das
artérias e intensa infiltracdo leucocitaria
(Gier e Marion, 1968). Do 9° ao 12° dia
ap6s o parto, o Utero apresenta superficie
granular com focos hemorragicos por causa
da necrose e desprendimento das cartnculas
(McEntee, 1990).
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Tabela 1. Periodo de involugdo uterina de vacas Holandesas, Gir e mesticas Holandés x Zebu em diferentes estudos.

Referéncias n Local Bases genéticas Involucdo uterina
Buch et al., 1955 32/3 ((2838:4{13?24 )’ Wiscosin, EUA Holandesas ((1%(255% %iie;ss);/
Menge et al., 1962 229 Wiscosin, EUA Holandesas 42,3 dias*
Araujoetal., 1974 160 Rio de Janeiro, Brasil Mesticas Holandés x Zebu 24,5 e 28,3 dias!
Lara, 1985 151 Minas Gerais, Brasil Mestigas Holandés x Zebu 28,2+5,2e 31,7 +5,7 dias?
Guilhermino et al., 1992 100 Séo Paulo, Brasil Gir leiteiro 36,2+ 3,2 e 41,7 + 3,4 dias!
Kamimura et al., 1993 40 Hokkaido, Japéo Holandesas 41,5 + 5,8 dias*

Zain et al., 1995 72 Hokkaido, Japéo Holandesas 30,8+ 0,8 e 35,5+ 0,9 dias!
Kozicki et al., 1998 18 Parand, Brasil Holandesas 24,1 + 8,1 dias*
Gonzélez Sanchez et al., 1999a 111 Minas Gerais, Brasil Gir leiteiro 29,7 + 9,6 dias!
Gonzalez Sanchez et al., 1999b 78 Minas Gerais, Brasil Gir leiteiro 30,3 + 10,1 dias*
Lopes, 2007 24 Goias, Brasil Holandesas 40,3 dias*
Carvalho, 2009 78 Minas Gerais, Brasil Holandés x Zebu 25,25

Martins et al., 2013

92 (06 +29)! /
(15 + 42)3

Minas Gerais, Brasil

Holandesas

(31,2 +4,1€ 27,5+ 5,9 dias)*/
(36,1 8,4 e 37,0 + 13,4 dias)®

1. Referente a primiparas e pluriparas, respectivamente; 2. Primiparas e pluriparas com complica¢fes no parto; 3. Primiparas e pluriparas com infeccéo
uterina durante o puerpério; 4. Média de primiparas e pluriparas com puerpério fisiologico e patoldgico; 5. Pluriparas sem complicacfes puerperais.
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A eliminacdo da porcdo apical das
carnculas ocorre entre 0 5° e 0 15° dia ap6s
0 parto (Marques Janior, 1988; McEntee,
1990). Em vacas Holandesas, as carinculas
apresentam redugdo de aproximadamente
70 mm para 25 mm, entre 0 5° e 0 25° dia
apos o parto. O inicio da reepitelizacdo das
areas carunculares ocorre a partir do 19° dia
ap6s o parto (Archbald et al., 1972). A
regeneracdo endometrial completa acontece
a partir de 25 dias apds o parto (Gier e
Marion, 1968; Marques Janior, 1988;
McEntee, 1990).

Ao estudarem a involugdo histoldgica do
Gtero de vacas leiteiras sem retencdo de
placenta, Archbald et al. (1972) observaram
degeneragdo vascular progressiva entre o 1°
e 0 19° dia apds o parto. Essas alteracOes
consistiram basicamente em degeneracéo
hidrépica do citoplasma, picnose das
celulas musculares lisas e necrose da tunica
média dos vasos. A regeneracdo das areas
intercarunculares foi observada a partir do
15° dia apdés o parto. No miométrio, as
alteracBes consistiram em degeneracdo do
sarcoplasma e vacuolizagdo das células
musculares lisas. Tais alteracbes foram
visualizadas entre 0 3° e 0 27° dia ap6s o
parto. No 31° dia, as fibras musculares
apresentavam-se normais € 0 miométrio
encontrava-se totalmente involuido.

2.3.3.3. Fatores que podem interferir na
involugdo uterina

Diversos fatores podem influenciar no
processo de involugdo uterina das vacas,
sendo que os mais estudados sdo: idade,
ordem de parto e ocorréncia de afeccOes
puerperais. Quanto & idade e ordem de
parto, geralmente, as primiparas apresentam
regressao uterina mais rapida que as
pluriparas (Buch et al., 1955; Araljo et al.,
1974; Lara, 1985; Guilhermino et al., 1992;
Zain et al., 1995). Esses achados s&o
atribuidos a idade mais elevada das
pluriparas e ao maior nimero de paricGes.
Araujo et al. (1974) reportaram que quanto

maior € a idade e o nimero de pari¢Ges de
vacas mesticas Holandés x Zebu, mais lenta
¢ a involucdo uterina em relacdo as
primiparas, sendo que nesse estudo, a
involug&o uterina foi mais lenta nos animais
com mais de seis anos de idade. Esses
achados sdo decorrentes de alteracdes
fisioldgicas ocorridas no Utero de animais
mais velhos, que incluem fibrose,
relaxamento das fibras musculares e dos
ligamentos de sustentacdo desse 6rgdo, com
consequente diminuicdo da contratilidade
durante o processo de involucdo (Gonzalez
Sanchez et al., 2008).

O utero de vacas com complicacgdes durante
0 periparto, tais como doengas metabolicas,
distocias, gestacdes gemelares e retencéo de
placenta, involui mais lentamente que o de
vacas com parto normal. Isso se deve as
alteracdes nos mecanismos de defesa, que
favorecem o estabelecimento de infeccdes
uterinas e diminuem a velocidade da
involugdo em animais com puerpério
patolégico (Buch et al., 1955; Gier e
Marion, 1968; Gonzalez Sanchez et al.,
1999a; 2008; Mateus et al., 2002; Sheldon,
2007; Senosy et al., 2009; Martins et al.,
2013). O utero de vacas que apresentam
complicagBes puerperais permanece por
mais tempo na cavidade abdominal apés o
parto, dificultando a drenagem do contetdo
uterino pelas contragdes do miométrio e
favorecendo a ocorréncia de infeccOes
uterinas (Gonzalez Sanchez et al., 2008).

Outros fatores podem influenciar no
processo de involugdo uterina, porém,
existem controvérsias entre 0s estudos.
Esses fatores sdo a condicdo corporal, o
peso do bezerro ao nascimento, o nivel de
producdo de leite, 0 nimero de ordenhas, a
presenca do bezerro, a presenca do touro,
terapias hormonais e o retorno da atividade
ovariana luteal (RAOL).

A quantidade e a qualidade da dieta

determinam a condicdo corporal dos
animais em diferentes estacdes e épocas do
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ano, e, indiretamente, contribuem para a
ocorréncia ou ndo de diferengas nos
periodos de involucdo uterina. Em um
estudo com vacas Holandesas que ndo
tiveram complicagbes puerperais, foi
observado efeito significativo da esta¢do do
ano sobre o periodo de involugdo uterina,
sendo obtidas médias de 42 dias no verdo e
51 dias no inverno (Buch et al., 1955). No
estudo de Lara (1985), o periodo de
involucdo uterina de vacas mesticas
Holandés x Zebu foi mais curto na
primavera (28,4 + 5,0 dias) e no verdo (27,8
+ 5,8 dias), qguando comparado ao outono
(31,8 £ 5,9 dias) e ao inverno (34,2 = 4,8
dias). Adicionalmente, no estudo de
Rekwot et al. (2000) vacas zebuinas que
pariram na seca tiveram involugdo uterina
mais rapida (24,4 dias vs 26,5 dias) que as
vacas que pariram na época das chuvas.

O peso do bezerro ao nascimento afetou
significativamente o periodo de involucéo
uterina de vacas F1 Jersey x Hariana no
estudo de Agasti et al. (1975). Quanto
maior o peso ao nascimento, maior foi o
periodo de involugdo uterina. No estudo de
Guilhermino et al. (1992) foi observado o
contrério, quanto maior o peso do bezerro
ao nascimento, menor o periodo de
involucdo uterina das vacas Gir. Esse
achado foi relacionado ao bom ECC das
vacas e a baixa média de peso dos bezerros
Gir ao nascimento, que, geralmente, ndo
causam danos ao trato genital das vacas.

Vacas Holandesas com maiores médias de
producdo de leite durante a lactagdo tiveram
menor tempo de involugdo uterina no
estudo de Menge et al. (1962). No estudo de
Araujo et al. (1974) ndo houve interferéncia
da gquantidade de leite produzida durante a
lactacdo no periodo de involucdo do Utero
de vacas mesticas Holandés x Zebu. As
médias de producdo de leite até 30 dias
apos o parto e durante a lactacdo, a duracdo
do periodo seco anterior e a duracdo da
lactacdo ndo interferiram no tempo de
involucdo uterina das vacas Gir no estudo

de Gonzalez Sanchez et al. (1999b). De
acordo com esses autores, os achados
demonstram importdncia secundaria ou
inexisténcia de efeitos da producédo de leite
na velocidade de regressdo do Utero de
vacas Gir.

O periodo de involugdo uterina de vacas
Holandesas foi de 15 a 25 dias para vacas
mantidas com o0s bezerros durante a
lactacdo, e de 25 a 30 dias para vacas
separadas dos bezerros, no estudo de
Carruthers e Hafs (1980), sugerindo que o
estimulo da sucgdo estaria relacionado com
a liberacdo de ocitocina pela hipdfise
posterior. O aumento da contratilidade do
miométrio, promovido pela acdo da
ocitocina nas fibras musculares, teria
contribuido para acelerar a involucao
uterina. Nesse estudo, a ordenha de vacas
Holandesas quatro vezes ao dia até o 25°
dia apés o parto também resultou em
reducdo do periodo de involugdo uterina.
Porém, Cameron e Fosgate (1964)
estudaram o efeito da aplicacdo de 150 a
200 Ul de ocitocina por via subcutanea, em
intervalos de 12 horas nos primeiros 42 dias
apos o parto, sobre o periodo de involucéo
uterina de vacas Holandesas e Jersey. O
término da involugdo uterina dos animais,
tratados ou ndo, ocorreu em média, aos 41,0
dias e aos 42,7 dias ap6s o parto,
respectivamente. Nesse estudo, as dosagens
de ocitocina exdgena e os intervalos de
aplicacdo foram insuficientes para aumentar
a contratilidade das fibras musculares lisas
do miomeétrio.

No estudo de Gonzalez Séanchez et al.
(1999b), ndo foi observada influéncia da
presenca ou ndo do bezerro no momento da
ordenha, no periodo de involugdo uterina de
vacas Gir. As vacas eram ordenhadas duas
vezes ao dia, sendo que para um grupo, 0s
bezerros eram aleitados artificialmente, e
para o outro, os bezerros mamavam um dos
tetos durante a ordenha. Concluiu-se que o
apojo das vacas, realizado em ambos o0s
tratamentos, suprimiu possiveis
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interferéncias do tipo de ordenha no periodo
de involucdo uterina. O apojo consiste na
conducdo do bezerro até a vaca no
momento da ordenha, permitindo a
amamentacdo por alguns segundos para
estimular a descida do leite.

Quanto a bioestimulacdo proporcionada
pela presenca do touro, Landaeta-
Hernandez et al. (2004) ndo verificaram
diferenca significativa nos periodos de
involucdo uterina de 90 vacas Angus com
bezerros ao pé, expostas ou nao a um rufido
a partir da primeira semana apos o parto. Os
periodos de involucéo uterina foram de 17,1
+ 11 dias e 201 = 16 dias,
respectivamente. Adicionalmente, Rekwot
et al. (2000) utilizaram 135 vacas zebuinas
com bezerro ao pé, mantidas em pastagens
e suplementadas com concentrado, para
avaliar a influéncia da presenca de um
rufido no desempenho reprodutivo até 150
dias ap6s o parto. A presenca do rufido
também ndo influenciou no periodo de
involugdo uterina (25,7 dias para o grupo de
vacas mantidas com o rufido vs 25,0 dias
para o grupo mantido sem o rufido).

Segundo alguns estudos, além de induzir a
luteodlise, a prostaglandina F2a (PGF2a)
exerce efeito no tonus uterino, auxiliando
na contracdo da musculatura lisa do Utero
(Albuquerque, 1985; Lopes et al., 2007).
No experimento conduzido por
Albuquerque (1985), 70 vacas mesticas
Holandés x Zebu receberam 500 pg de
cloprostenol (analogo da PGF2a) por via
intramuscular em diferentes periodos apds o
parto. A involucdo macroscopica do Utero
foi mais répida para o grupo de animais que
receberam o tratamento entre 12 e 18 dias
apo6s o parto (média de 24,6 dias), quando
comparado aos grupos de animais tratados
entre 6 e 12 dias apds o parto (média de
29,2 dias) e nao tratados (média de 31,5
dias). Microscopicamente, n&o houve
diferenca entre os tratamentos. Em um
estudo com 96 vacas Holandesas, Lopes
(2007) observou diferenca significativa nos

periodos de involucdo uterina de animais
tratados com 530 mg de cloprostenol sédico
entre 0 3° 0 14° dia apds o parto (média de
32,95 dias), quando comparados aos
animais ndo tratados (média de 40,33 dias).
Adicionalmente, Caravajal (1989) néo
observou diferencas nos periodos de
involugdo uterina de vacas mestigas
Holandés x Zebu tratadas ou ndo com
PGF2a apo6s o parto.

Os estudos sobre o efeito do RAOL no
processo de involugdo uterina  sdo
contraditdrios. Alguns autores relatam que
guanto mais precoce a ocorréncia da
primeira ovulacdo ap6s o parto de vacas
com puerpério normal, mais rapido é o
processo de involugdo uterina, visto que o
estrogeno potencializa a defesa imunoldgica
do uUtero ao aumentar a vascularizagdo do
endométrio, aumentar a contratilidade do
miométrio e favorecer a producdo de muco,
auxiliando na limpeza do ambiente uterino
(Sheldon et al., 2003; Azawi, 2008). No
estudo de Sheldon et al. (2003), por
exemplo, o RAOL interferiu na velocidade
de regressao dos cornos uterinos. Por meio
da ultrassonografia, esses autores
monitoraram a involucdo uterina de 29
vacas Holandesas até o 28° dia ap6s o parto
e observaram que os animais que ovularam
apresentaram maior velocidade de regresséo
dos cornos uterinos quando comparados aos
animais que tiveram atresia do foliculo
dominante. Porém, a maioria dos estudos
ndo relatam relagdo entre involugdo uterina
e RAOL, \wverificando-se involugéo
macroscopica e histolégica do Gtero antes
da ocorréncia da primeira ovulagdo em
vacas Holandesas (Menge et al., 1962;
Martins et al., 2013), vacas mesticas
Holandés x Zebu (Aradjo et al., 1974) e
vacas Gir (Gonzélez Sanchez et al., 1999b).

2.3.4. Retorno da atividade ovariana
luteal

No primeiro e no segundo trimestre da
gestacdo, as ondas foliculares mantém
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intervalos de sete a dez dias. No final da
gestagdo, o acentuado feedback negativo
proporcionado pelas altas concentrac@es de
progesterona  (de origem luteal e
placentaria) e estrogenos (de origem
placentaria) suprimem a liberacdo de FSH
(do inglés Follicle-Stimulating Hormone) e
o crescimento folicular. O padrdo das ondas
foliculares é interrompido, principalmente
nos ultimos 30 dias da gestacdo. Apds o
parto, a liberagdo da placenta e a luteolise
resultam em queda das concentragdes de
estrogeno e progesterona, com consequente
aumento na concentracdo de FSH e
crescimento dos foliculos entre sete e dez
dias (Roche et al., 1992; Yavas e Walton,
2000; Crowe, 2008; Forde et al., 2011).

A primeira ovulagdo e o retorno da
ciclicidade dependem do restabelecimento
das ondas foliculares com formagdo de um
foliculo dominante que, sob acdo de
determinada frequéncia e amplitude de
pulsos de LH, seja capaz de alcangar sua
maturacdo final, ovular e formar um corpo
luteo funcional (Roche et al., 1992; Butler,
2006). Fisiologicamente, a recuperacdo do
eixo hipotalamico-hipofisario-ovariano
pode ocorrer até trés semanas ap6s o parto.
O acumulo de LH na hipdfise anterior
aumenta gradualmente entre 15 e 20 dias
ap6s o parto, sendo que concentracBes de
LH semelhantes as de vacas ciclicas podem
ser observadas até 30 dias apds o parto. O
aumento da secrecdo de estradiol 17f pelo
foliculo dominante reduz a amplitude e
aumenta a frequéncia da secrecdo pulsatil
de LH, que por sua vez, estimula o
crescimento final do foliculo dominante, a
producdo de mais estradiol 17P, até a
ocorréncia do pico pré-ovulatério de LH,
que resulta na ovulagdo e formacdo do
corpo lateo. A primeira ovulagdo ap6s o
parto pode ndo ser precedida de
manifestacdo do estro, devido & auséncia de
um priming de progesterona no centro de
controle do comportamento sexual no
cérebro. O corpo luteo formado na primeira
ovulacdo pode sofrer lutedlise precoce por

causa da liberagdo alterada de PGF2a pelo
endométrio durante a involucdo uterina,
levando a ocorréncia de um ciclo estral de
curta duracdo (Yavas e Walton, 2000).

A fisiologia é semelhante, porém,
diferencas genéticas e no manejo apds o
parto resultam em particularidades para o
anestro de vacas leiteiras e de corte (Short
et al., 1990). A duracdo do anestro ap6s o
parto em vacas leiteiras geralmente é menor
que a de vacas de corte lactantes (Roche et
al.,, 1992). Nos casos em que O manejo
nutricional é adequado e 0s animais
apresentam bom ECC, verifica-se RAOL
entre duas e trés semanas ap0s o0 parto em
vacas leiteiras sem presenca do bezerro,
enquanto vacas de corte que amamentam
suas crias podem apresentar RAOL a partir
de 60 dias ap6s o parto (Yavas e Walton,
2000; Forde et al.; 2011). Vacas de corte
lactantes com baixo ECC apresentam
RAOL ainda mais tardio, em torno de 70 a
100 dias apds o parto (Forde et al., 2011).
Falhas na ovulacdo dos primeiros foliculos
dominantes sdo as principais causas do
prolongamento do periodo de anestro em
vacas de corte (Roche et al., 1992).

2.3.4.1. Retorno da atividade ovariana
luteal em vacas de corte

Diversos fatores podem influenciar no
RAOL em vacas de corte apds o parto,
sendo que a nutricdo e a amamentacdo sdo
0s mais importantes (Short et al., 1990;
Rekwot et al., 2000; Roche, 2000; Yavas e
Walton, 2000; Abeygunawardena e
Dematawewa, 2004). Estes fatores podem
atuar isoladamente ou em conjunto,
determinando a duracdo do anestro apds o
parto (Short et al., 1990).

Os efeitos nutricionais sdo determinados
pela interacdo entre quantidade e qualidade
dos alimentos ingeridos, reservas corporais
e particdo dos nutrientes (alocacdo de
nutrientes para a manutencdo de diferentes
funcBes do organismo). Reservas corporais
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de nutrientes armazenados pelos bovinos
nos periodos de maior disponibilidade das
forrageiras sdo utilizadas para manter as
diferentes fungbes fisiologicas nas épocas
de baixa disponibilidade de alimentos. Os
nutrientes sao alocados de acordo com uma
escala de prioridades, primeiramente, para a
mantenca, e em seguida, para manutencdo
da espécie. A ordem de prioridade para a
particio dos nutrientes é basicamente:
metabolismo basal, crescimento, reservas
corporais, gestacdo, lactacdo e reservas
corporais adicionais (Short et al., 1990).

Em sistemas de criagdo extensivos, mais
tipicos para vacas de corte, verifica-se
naturalmente, maior ocorréncia de partos no
final da seca e inicio da estacdo chuvosa. A
estacdo chuvosa coincide com maior oferta
de pastagens e durante esse periodo, as
vacas tém melhores condig¢fes nutricionais
para satisfazer suas necessidades totais de
mantenca, lactacdo e reproducéo
(Abeygunawardena e Dematawewa, 2004).
O efeito da nutricdo no RAOL apds o parto
esta diretamente relacionado com a
condicdo corporal das vacas no pré-parto e
ao parto (Short et al., 1990). A nutricéo
deficiente resulta em perda da condigdo
corporal, atrasando o RAOL e prolongando
0 periodo de anestro. A fertilidade ¢é
reestabelecida somente ap6s a recuperagao
da condicgéo corporal (Rekwot et al., 2000;
Abeygunawardena e Dematawewa, 2004).
O balango energético ¢ o mais utilizado
para avaliar a influéncia da nutricdo na
reproducdo, porém, outros nutrientes sao
igualmente importantes (Short et al., 1990).
Modificagdes fisiologicas e metabdlicas,
podem resultar em balanco energeético
negativo (BEN). A magnitude do BEN
depende da condicédo corporal ao parto e do
manejo nutricional (Roche, 2000).

A duracdo do anestro ap0s o parto pode ser
diminuida quando o0s bezerros sdo
desmamados precocemente, sdo separados
temporariamente das vacas, ou s&o
manejados para mamar durante periodos

limitados de tempo. A resposta a esses
tratamentos varia de acordo com a interagdo
com outros fatores, como o gendtipo, a
ordem de parto, a condicdo corporal da vaca
e a idade do bezerro (Short et al., 1990).
Inicialmente, acreditava-se que o efeito da
succdo durante a amamentacdo estava
relacionado com a supressdo da liberagdo
de LH (Williams et al, 1987).
Posteriormente, verificou-se que sinais
exteroceptivos associados ao vinculo da
vaca com sua propria cria eram
responsaveis pela inibicdo da secrecdo de
LH apds o parto e atraso do RAOL (Silveira
etal., 1993).

Para testar a influéncia de diferentes
estimulos proporcionados pela interacéo da
vaca com seu préprio bezerro ou com
bezerros de outras vacas na liberagdo
pulsatil de LH apds o parto, Griffith e
Williams (1996) estudaram a influéncia da
visdo, da olfacdo e da mamada pelo proprio
bezerro ou bezerro de outra vaca, na
secrecdo de LH em vacas F1 Hereford x
Brahman. Os resultados demonstraram a
importancia da ligagdo materna visual e/ou
olfativa para a supressdo da liberacéo
pulsatil de LH.

O prolongamento do anestro apds o parto
em vacas lactantes foi atribuido a
interferéncia dos  peptideos opidides
enddgenos no controle da liberagdo de
GnRH e LH durante o periodo de
amamentacg&o (Short et al., 1990; Silveira et
al., 1993). Os peptideos opiodides enddgenos
sdo produzidos no sistema nervoso central e
na hipdfise anterior, sendo que seus
representantes mais estudados s@o as
endorfinas, as encefalinas e as dinorfinas.
Essas substancias sdo responsaveis pela
inibicdo da secrecdo de GnRH, diminuicédo
da sensibilidade da hipofise ao GnRH,
inibicdo da secrecdo de gonadotrofinas,
menor crescimento folicular e falhas na
ovulacdo. O desmame precoce e a
separagdo temporéria do bezerro resultam
em aumento da secrecdo de GnRH e da
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sensibilidade da hipdfise ao GnRH, seguido
de restabelecimento do eixo hipotalamo-
hipéfise-ovario (Yavas e Walton, 2000).

O sucesso das técnicas de desmame e
regimes de amamentagdo estratégicos
dependem da viabilidade econ6mica do
aleitamento artificial dos bezerros. Além
disso, as vacas zebuinas, geralmente,
dependem do estimulo da succdo para
ejetarem o leite. Sendo assim, o desmame
precoce e as estratégias de amamentacdo
temporarias podem resultar em aumento do
custo da cria e diminui¢do da producéo de
leite. Outra estratégia para melhorar a
fertilidade de vacas zebuinas, consiste na
utilizacdo de hormdnios exdgenos, como 0
GnRH, 0 eCG, 0 hCG, o FSH, os implantes
de progesterona e 0s hormoénios
estrogénicos, com o objetivo de reduzir o
anestro pos-parto  (Short et al., 1990;
Abeygunawardena e Dematawewa, 2004).

Para alcangar desempenhos reprodutivo e
produtivo rentaveis, os ganhos obtidos com
a melhoria da nutricdo, o desmame precoce,
a amamentacdo controlada, a adogdo de
hormdnios exdgenos e outras intervengdes
no manejo ap6s o0 parto devem ser
acompanhados de melhoria do potencial
genético dos zebuinos (Abeygunawardena e
Dematawewa, 2004).

Outros fatores que podem interferir no
RAOL de wvacas zebuinas incluem:
variagdes genéticas, raca, presenca do touro
e ordem de parto (Short et al., 1990;
Rekwot et al., 2000; Roche, 2000; Yavas e
Walton, 2000; Abeygunawardena e
Dematawewa, 2004). Os efeitos das
variagdes genéticas e das ragas no RAOL
podem ser observados ao comparar vacas
leiteiras com vacas de corte. As racas de
vacas leiteiras ordenhadas apresentam
menor duragdo do anestro pos-parto que as
racas de vacas de corte lactantes. Porém,
guando as vacas leiteiras sdo mantidas com
suas crias, elas também apresentam anestro
prolongado. Ndo se sabe como a variagdo

genética influencia no anestro, os efeitos
podem ser devidos a diferencas fisiologicas
entre as ragas e/ou podem ser confundidos
com varia¢fes na producdo de leite e na
ingestdo de alimentos (Short et al., 1990).
Vaérios estudos relatam que a presenca do
touro acelera o RAOL (Short et al., 1990;
Rekwot et al., 2000; Landaeta-Hernandez et
al., 2004). A introducéo de rufides em lotes
de vacas de corte recém-paridas implicou
menor duragdo do anestro apds o parto
(71,7 dias vs 77,8 dias) no estudo de
Rekwot et al. (2000), e maior frequéncia de
retorno da atividade ovariana até seis
semanas apds o parto (53% vs 26,6%) no
estudo de Landaeta-Hernandez et al.
(2004). Sinais exteroceptivos presentes na
interacdo entre vacas e touros incluem
estimulos visuais, auditivos e olfativos,
como a liberacdo de ferormonios. A
natureza dos sinais transmitidos pelo touro
e captados pela vaca ainda ndo foi
esclarecida. Devido & interferéncia de
outros fatores, como os diferentes niveis
nutricionais da dieta, o efeito da
bioestimulacdo na atividade reprodutiva
necessita de investigacbes mais profundas.
Quanto a ordem de parto, as primiparas
apresentam anestro mais prolongado que as
pluriparas, ja que além das necessidades de
mantenca e lactacdo, esses animais ainda se
encontram em fase de crescimento ap6s o
parto (Short et al., 1990).

2.3.4.2. Retorno da atividade ovariana
luteal em vacas leiteiras

Dentre os diferentes fatores que podem
influenciar no RAOL de vacas leiteiras ap6s
0 parto, 0 BEN é um dos mais estudados,
principalmente em vacas de alta producdo
(Britt, 1992; De Vries e Veerkamp, 2000;
Butler, 2006; Sheldon et al., 2008). O BEN
estd relacionado com nutrigdo inadequada,
perda da condicdo corporal e aumento da
producdo de leite durante o puerpério.
Outros fatores que podem interferir no
RAOL desses animais sdo a ocorréncia de
doencas metabolicas e a ordem de partos
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(Opsomer et al.,, 2000; Crowe, 2008),
elevadas incidéncias de partos gemelares,
distocias, retencdo de placenta e infeccdes
uterinas (Forde et al., 2011).

O grande desafio para acelerar o RAOL de
vacas leiteiras é fornecer nutricdo adequada
no pré-parto, para que as vacas possam
parir com bom ECC. Vacas que perdem
mais de 1 unidade no escore ECC apds o
parto apresentam atraso no RAOL (Crowe,
2008). A interferéncia da perda de condicdo
corporal apés o parto no RAOL ¢é
potencializada por outros fatores, como a
amamentacdo. Os efeitos da baixa condigéo
corporal e da amamentagdo atuam
suprimindo a frequéncia de GnRH no
hipotalamo e a liberacéo pulsétil de LH pela
hipofise anterior (Grimard et al., 1995).

Em rebanhos de alta producdo bem
manejados, a maioria das vacas apresentam
RAOL entre duas e quatro semanas apds o
parto. Vacas com BEN mais grave e com
transtornos puerperais apresentam RAOL
mais tardio. Portanto, € importante
estimular a maxima ingestdo de alimentos
ap0s o parto e minimizar a ocorréncia de
transtornos puerperais para adiantar o
RAOL (Britt, 1992; Grimard et al., 1995;
Butler, 2006; Sheldon et al., 2008; Crowe,
2008). Uma das estratégias de manejo
utilizadas para estimular o consumo de
ingestdo de matéria seca pelas vacas paridas
consiste em fornecer alimentacdo fresca
vérias vezes ao dia. O aumento do consumo
implica maior producdo de leite e menor
intervalo do parto a primeira ovulagdo
(Stevenson, 2006). A propor¢do de vacas
que ndo apresentam RAOL 42 dias ap6s o
parto € um bom indicador da nutri¢do
adequada de um rebanho. Se essa taxa
ultrapassar 25%, a dieta dos animais deve
ser examinada com cuidado, visando adotar
estratégias para aumentar a ingestdo de
alimentos e minimizar o BEN (Britt, 1992).

Durante o BEN, a disponibilidade de
insulina e glicose encontram-se reduzidas,

sendo  necessario  mobilizar  reservas
corporais para manter a produgédo de leite.
Dependendo da extensdo e da gravidade do
BEN, as vacas apresentam elevacdo das
concentracbes de &cidos graxos nhao
esterificados (AGNE) e corpos cetdnicos
circulantes (Grimard et al., 1995). A
influéncia do BEN no RAOL est4
relacionada com o atraso no aumento dos
pulsos de gonadotropinas na presenca de
altas concentragbes de AGNE, altas
concentracbes de  corpos  cetdnicos,
hipoglicemia e hipoinsulinemia. Baixas
concentracdes de insulina também estdo
relacionadas com menor producdo do fator
semelhante a insulina tipo 1, reduzindo
ainda mais a resposta dos ovarios as
gonadotropinas apds o parto (Grimard et al.,
1995; Butler, 2006). As primiparas sdo
mais sensiveis aos efeitos do BEN no
RAOL (Grimard et al., 1995).

A duracdo do BEN determina 0 momento
da primeira ovulacdo ap6s o parto, pois
influencia no destino do primeiro foliculo
dominante (Butler, 2006). Falhas na
ovulagdo do primeiro foliculo dominante
sdo responsaveis pelo atraso no RAOL apds
o parto (Diskin et al., 2003). O primeiro
foliculo dominante, que surge a partir da
primeira semana ap0s o parto, pode ter
como destino: a atresia, 0 encistamento, a
formacdo de um foliculo persistente ou a
ovulagdo seguida da formagdo de um corpo
luteo persistente (Sheldon et al., 2002a;
Butler, 2006). Nos casos de atresia ou
encistamento  do  primeiro  foliculo
dominante, pode ocorrer um atraso de trés a
guatro semanas para a ocorréncia da
primeira ovulacgdo (Butler, 2006).

Como observado em vacas de corte, a
primeira ovulagdo das vacas leiteiras pode
ser precedida de auséncia de manifestacéo
de estro, e, geralmente, é seguida por ciclo
estral de curta duracdo, no qual verifica-se
apenas uma onda folicular. O aumento
inicial da liberagdo de PGF2a pelo
endométrio lesado esta relacionado com
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essa ocorréncia, resultando em lutedlise
antecipada entre oito a dez dias apés a
ovulacdo (Crowe, 2008). Outro fator que
pode contribuir para a ocorréncia de ciclo
estral de curta duragdo é o tamanho do
corpo ldteo formado apds a primeira
ovulacdo. Corpos luteos menores produzem
menos progesterona e sofrem lutedlise
precocemente, 0 que contribui para atrasar
0 retorno da ciclicidade ap6s o parto
(Kamimura et al., 1993).

Além de apresentar rapido RAOL e um
corpo luteo apto a secretar progesterona em
quantidade suficiente para manter uma nova
gestacdo, o ideal é que as vacas sejam
capazes de manifestar o estro (Royal et al.,
2000). A incidéncia de animais que ovulam,
mas ndo manifestam sinais de estro apds o
parto geralmente é muito elevada. No
estudo de Lara (1985), 63,9% das vacas das
vacas mesticas Holandés x Zebu
monitoradas durante o0 puerpério ndo
manifestaram estro antes da primeira
ovulagdo e 10,3% apresentaram ciclos
estrais de curta duracdo. Ocorréncias mais
elevadas foram relatadas por Carvalho
(2009), verificando-se que 90,2% das
primeiras ovulacdes apds o parto de vacas
Holandés x Zebu ndo foram precedidas de
manifestacdo de estro. Dos animais que
ovularam, 85,0% apresentaram ciclos
estrais de curta duracdo. Contudo, a
segunda ovulacdo geralmente é precedida
de manifestacdo do estro e seguida de ciclo
estral normal, com duracéo de 18 a 24 dias
(Lara, 1985; Carvalho, 2009; Crowe, 2008).

2.4. Contaminagdo x Infeccdo uterina

A abertura das barreiras anatbémicas
constituidas pela vulva, vagina e cérvix
possibilita a invasdo do Utero por
microrganismos presentes no ambiente, nas
fezes, na pele e no trato genital dos animais,
sendo que até 100% das vacas podem
apresentar contaminacao bacteriana
ascendente durante o parto (Sheldon et al.,
2002a; Sheldon e Dobson, 2004; Rocha et

al., 2004; Sheldon, 2007). Diversos tipos de
bactérias, = Gram-positivas e  Gram-
negativas, aerobicas e anaerdbicas, podem
ser encontradas no ambiente uterino apds o
parto (Sheldon et al., 2004b; Azawi, 2008).
As bactérias aerébicas mais comuns sao:
Escherichia coli, Trueperella pyogenes
(anteriormente denominada
Arcanobacterium pyogenes), Streptococcus
spp. e Staphylococcus spp.; enquanto as
anaerdbicas mais isoladas em amostras do
contetdo uterino sdo: Fusobacterium
necrophorum, Bacteroides spp. e Prevotella
melaninogenica (Kask et al., 2003; Rocha
et al., 2004; Willians et al., 2005; Lopes,
2007; McDougall et al., 2011).

O contato direto com o conteudo uterino
remanescente da gestacdo favorece a
multiplicacdo das bactérias (Azawi, 2008).
Verifica-se maior taxa de multiplicagdo das
bactérias nas duas primeiras semanas apés o
parto. O processo de involucdo do Utero, a
abertura da cérvix e a eliminacdo do
contetdo uterino favorecem a eliminacéo
das bactérias em vacas que apresentam
puerpério fisioldgico (Rocha et al., 2004).
Dessa forma, a contaminagdo uterina é
debelada sem manifestacdo dos sinais
clinicos que caracterizam a ocorréncia de
doencas uterinas.

Dentre outros fatores ocorridos no
periparto, as distocias, 0s partos gemelares
e a retencdo de placenta podem causar
danos ao endométrio e alterar a acdo dos
mecanismos de defesa locais, possibilitando
0 estabelecimento de infeccOes uterinas
(Potter et al. 2010). Alteracbes nos
mecanismos de defesa durante o processo
de involucdo uterina permitem que
bactérias aerdbicas como E. coli e T.
pyogenes, e anaer6bias, como F.
nechrophorum e Prevotella spp. passem a
atuar sinergicamente, favorecendo
mutuamente 0  crescimento e a
patogenicidade de todas (Sheldon e
Dobson, 2004; W.illians et al.,, 2005;
Sheldon, 2007).

38



2.4.1. Bactérias associadas as ocorréncias
de infeccBes uterinas

Vacas Holandesas com quadros de infecgdo
uterina aguda associados a presenca de E.
coli e T. pyogenes aos sete dias ap6s o
parto, apresentam alteracdo na funcdo
ovariana e menor crescimento folicular.
Esses achados estdo relacionados com a
diminuicdo da sensibilidade dos ovarios ao
FSH, uma vez que a concentracdo de FSH é
semelhante entre vacas com e sem infecgéo
uterina. Os corpos luteos formados ap6s a
primeira ovulacdo das vacas com infecgédo
uterina apresentam menor diametro e baixa
capacidade de produzir progesterona devido
a alteracdo da fungdo das células luteais
promovida pelo LPS e outros componentes
bacterianos (Willians et al., 2007).

Os efeitos da infeccdo uterina sobre o
crescimento folicular e a ovulacdo podem
ser diretos ou indiretos, proporcionados
pela diminuigdo da acdo das gonadotrofinas
nos foliculos e pela inibicdo da secre¢do de
LH, respectivamente (Sheldon et al.,
2002a). Em geral, verifica-se diminuigdo do
crescimento folicular, reducdo da secrecéo
de estradiol pelos foliculos dominantes e
atraso do RAOL (LeBlanc et al., 2002a;
Sheldon et al., 2008; Sheldon e Dobson,
2004; Willians et al., 2007). O atraso do
RAOL em vacas que apresentam
transtornos ~ puerperais  pode  estar
relacionado com o grau de contaminacdo do
ambiente uterino. Por meio de swabs
realizados entre sete e 28 dias apds o parto,
Sheldon et al. (2002a) observaram relacdo
do grau contaminacgdo uterina com o destino
do primeiro foliculo dominante. Animais
com maior nivel de contaminacéo
bacteriana aos sete dias ap6s 0 parto
apresentaram  foliculo dominante com
menor didmetro, com posicionamento
contra-lateral a0 corno  previamente
gestante, e menor concentracdo de estradiol
circulante. Esses achados indicaram que a
alta contaminacdo bacteriana influenciou na
selecéo, na taxa de crescimento e na funcéo

do foliculo dominante, ao interferir no eixo
hipotalamico-hipofisario-ovariano.

Quadros de infeccdo uterina persistentes
promovem alteracdes no controle hormonal
das fungbes endometriais resultando em
atraso da lutedlise, visto que a producdo de
prostaglandina F2a ocorre primariamente
no endomeétrio. Endotoxinas bacterianas
podem atuar diretamente no epitélio e no
estroma endometriais induzindo a producédo
de prostaglandina E2, a qual €é luteotrdfica,
ou seja, impede a ocorréncia da lutedlise.
Devido a persisténcia do corpo liteo, a alta
concentracdo de progesterona pode resultar
em  imunossupressdo, agravando e
prolongando o quadro de infecgdo uterina
(Herath et al., 2006; 2009b; Sheldon et al.,
2009). Animais com infeccdo uterina
crbnica apresentam longos periodos de
servico, menores taxas de gestacdo e
maiores chances de serem descartados
devido a subfertilidade (Sheldon, 2007).

A subfertilidade associada as infeccOes
uterinas envolve efeitos diretos sobre o0s
ovarios e o Utero, além de alteracbes no
eixo hipotalamico-hipofisario-ovariano,
podendo persistir mesmo ap6s a resolucdo
do quadro clinico da doenga (Sheldon e
Dobson, 2004). Nos casos de altas
densidades de bactérias patogénicas, as
endotoxinas presentes no ambiente uterino
podem alcancar a circulagdo sanguinea, e
juntamente com citocinas pré-inflamatdrias,
podem suprimir a liberagdo de GnRH pelo
hipotdlamo e a secrecdo de LH pela
hipofise. As consequéncias da alteracdo do
controle do eixo hipotalamo-hipéfise-ovario
implicam em atraso no retorno da atividade
ovariana luteal, maiores incidéncias de
cistos ovarianos e prolongamento do
anestro apés o parto (Sheldon, 2007;
Sheldon et al., 2009).

Ao contrario da E. coli, T. pyogenes ndo é
capaz de estimular a producdo de
prostaglandinas (Miller et al., 2007). Nesse
estudo, foram comparados 0s mecanismos
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de atuacdo de T. pyogenes e E. coli na
presenca de células endometriais. Somente
E. coli foi capaz de estimular a produc¢éo de
prostaglandinas e promover o aumento da
transcricdo de fatores pro-inflamatorios.
Essa diferenca foi atribuida a expressdo da
endotoxina LPS pela E. coli, que ¢
reconhecida como um fator altamente
imunogénico. A agdo de T. pyogenes
consistiu na secrecdo de uma exotoxina
hemolitica termossensivel, associada a
danos endometriais irreversiveis.

Intervalos mais longos do parto ao primeiro
Servico ou a concepcao estdo associados
com maior quantidade de T. pyogenes no
contetido uterino em vacas Holandesas aos
28 dias ap6s o parto. Devido a acdo
sinérgica com bactérias anaerobicas, T.
pyogenes estd presente em grande
quantidade na secregdo cervicovaginal com
aspecto purulento, caracteristica de animais
com quadros infeccdo uterina no pés-parto
tardio (Willians et al., 2005). Foldi et al.
(2008) relataram que o isolamento de T.
pyogenes no final do processo de involucdo
estd relacionado com quadros de
subfertilidade em vacas Holandesas.

No pds-parto tardio, a presenca de bactérias
no conteldo uterino é mais comum em
vacas Holandesas que tiveram retencdo de
placenta (Kaneko et al., 1997). Nesse
estudo, em torno de 48% das vacas com
retencdo de placenta tiveram culturas
bacterianas positivas aos 30 dias apds o
parto. T. pyogenes foi a bactéria mais
frequente nos isolados das vacas com
retencdo de placenta, indicando que o Utero
desses animais é mais suscetivel a infeccéo
por T. pyogenes nessa ocasido.

A permanéncia de bactérias consideradas
patogénicas no ambiente uterino apds o
parto pode estar relacionada com um maior
grau de inflamagdo endometrial e com o
estabelecimento de quadros de infecgéo
uterina mais graves (Willians et al., 2005).
Apesar da gravidade da infecgdo uterina

depender da patogenicidade das bactérias, o
estabelecimento e a persisténcia da doenca
sdo influenciados por fatores genéticos e
pelos mecanismos de defesa do Utero
(Willians et al., 2005; 2007).

2.4.2. Mecanismos de defesa do Utero

O sistema imunoldgico é constituido pelas
imunidades inata e adquirida. A imunidade
inata é considerada inespecifica, pois
apresenta mecanismos de resisténcia contra
todos os tipos de antigenos. Ela atua na
protecdo inicial, quando o hospedeiro é
exposto pela primeira vez a um agente
infeccioso (Sordillo et al., 2009). A
imunidade inata inclui as barreiras
fisioldgicas da pele e das mucosas, 0s
peptideos  antimicrobianos, 0 sistema
complemento e as células hematopoiéticas
gue detectam e eliminam os patdgenos, tais
como mondcitos, macréfagos, neutrdfilos,
eosintfilos e células natural killer. As
células do epitélio e do estroma de alguns
tecidos também estdo associadas a defesa
do hospedeiro  contra  determinadas
substancias e microrganismos
potencialmente patogénicos. Além de
constituirem barreiras passivas contra a
infeccdo, as células epiteliais e estromais
sdo reconhecidas pelas estratégias de defesa
mediadas pela imunidade inata e ativagdo
da imunidade adquirida (Takeuchi e Akira,
2010; Turner et al., 2012). Quando a
imunidade inata ndo é capaz de evitar a
infeccdo, a resposta imunoldgica adquirida
¢ ativada (Janeway e Medzhitov, 2002).
Dessa forma, o sistema imunoldgico inato é
responsavel pela primeira linha de defesa
do organismo contra a invaséo de patdgenos
e pela ativacdo da imunidade adquirida
(Aderem e Ulevitch, 2000; Horne et al.,
2008).

A imunidade adquirida elabora uma
resposta especifica para cada desafio
antigénico. A formagdo de uma memodria
imunoldgica proporciona protecdo ao
hospedeiro quando ele entra em contato
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com 0 mesmo antigeno mais de uma vez.
As respostas desencadeadas pela imunidade
adquirida sdo a imunidade humoral e a
imunidade celular, que sdo proporcionadas
pelos linfocitos B e T contra patdgenos
extracelulares ou intracelulares,
respectivamente (Werling e Jungi, 2003;
Sordillo et al., 2009). Para que a resisténcia
do hospedeiro seja eficiente, as imunidades
inata e adquirida devem interagir de forma
coordenada e equilibrada. A eliminagéo do
patégeno deve ser realizada por meio de
respostas imunoldgicas reguladas para
evitar danos aos tecidos do hospedeiro
(Sordillo et al., 2009).

Estudos atuais tém questionado as
definicbes classicas de imunidade inata e
adquirida. A descoberta dos receptores de
padrdes moleculares microbianos indica
gue a imunidade inata ndo pode ser
considerada inespecifica. Outro achado
recente é a capacidade de formacgdo de
memoria imunoldgica pela imunidade inata,
verificando-se aumento das respostas
desencadeadas por células de defesa
associadas a esse tipo de imunidade apos a
ocorréncia de reinfeccdes (Bowdish et al.,
2007; Netea et al., 2011).

Apbs o parto, parte dos mecanismos de
defesa uterinos relacionados com as
imunidades inata e adquirida encontram-se
debilitados. Os impactos decorrentes do
estabelecimento de doengas comprometem
a eficiéncia produtiva e reprodutiva (Lewis,
1997; Sordillo et al., 2009). A compreenséo
dos mecanismos moleculares pelos quais as
vacas detectam e respondem as doencas
uterinas pode resultar no desenvolvimento
de melhores estratégias para o diagndstico e
0 tratamento dos quadros de infeccdo, o que
serd importante para diminuir os custos
dessas afeccfes nos sistemas de produgéo
de leite (Swangchan-Uthai et al., 2012).

O principal mecanismo de defesa
responsavel pelo controle da contaminacgao
uterina em vacas apds o parto é a imunidade

inata, a qual atua por meio de respostas
fisioldgicas, fagocitarias e inflamatorias
(King et al., 2003; Sheldon e Dobson, 2004;
Herath et al., 2006; Turner et al., 2012). As
contragbes do miométrio ap6s o parto e a
producdo de muco pelas glandulas
endometriais, principalmente durante o
estro, sdo importantes respostas fisioldgicas
contra a contaminacdo bacteriana (Sheldon
e Dobson, 2004; Azawi, 2008). A invasdo
do ambiente uterino por neutrofilos em
resposta ao desafio proporcionado pela
presenca de bactérias é considerada a mais
importante resposta fagocitaria (Hussain e
Daniel, 1992; Lewis, 1997; Sheldon e
Dobson, 2004; Hammon et al., 2006;
Azawi, 2008). No pobs-parto recente, as
carinculas promovem a migracdo dessas
células da circulagdo sanguinea para a
superficie do endométrio por meio da
qguimiotaxia  (Marques Junior, 1988;
Hussain e Daniel, 1992). Na presenca de
patégenos, os neutrdfilos sdo as células de
defesa recrutadas mais rapidamente da
circulagdo sanguinea para 0 ambiente
uterino. Posteriormente, macréfagos
também auxiliam na remogdo dos
patogenos (Sheldon e Dobson, 2004). Além
de promover a remoc¢do dos patdgenos, a
resposta inflamatoria atua na cicatrizagdo
dos tecidos. A resposta inflamatéria aguda é
caracterizada por: liberacdo de mediadores
sollveis, vasodilatacdo, aumento do fluxo
sanguineo, extravasamento de liquidos e
elevado metabolismo celular (Sordillo et
al., 2009). A resposta inflamatoria
endometrial em bovinos inclui a liberagéo
de citocinas, quimiocinas, peptideos
antimicrobianos, proteinas de fase aguda,
prostaglandinas, entre outras substancias
imunomodulatérias (Sheldon e Dobson,
2004). Quando atua de forma eficiente, a
resposta inflamatdria é capaz de remover
rapidamente o0s patdgenos e manter a
integridade do tecido (Sordillo et al., 2009).

O reconhecimento dos componentes

estruturais das bactérias  patogénicas
invasoras do ambiente uterino é realizado
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por receptores especificos localizados nas
celulas de defesa e nas ceélulas
endometriais. Atualmente, quatro classes de
receptores de  padrbes  moleculares
microbianos ja foram identificadas: o0s
TLRs e os CLRs (do inglés C-type Lectin
Receptors), gue sdo proteinas
transmembranares, e, os NLRs e 0s RLRs
(do inglés Retinoic acid-inducible gene I-
Like Receptors), que sdo proteinas
citoplasméticas (Janeway e Medzhitov,
2002; Athman e Philpott, 2004; Horne et
al., 2008; Rietdijk et al., 2008; Takeuchi e
Akira, 2010; Turner et al., 2012). Sabe-se
que as células do epitélio e do estroma do
endométrio expressam a maioria desses
receptores, com respostas comprovadas
apos a purificagdo e o tratamento dessas
celulas com MAMPs bacterianos in vitro
(Turner et al., 2012). A interagdo entre 0s
TLRs e os MAMPs induz a ativagdo de
cascatas de sinalizagdo celular, com o
objetivo de desencadear a resposta
imunoldgica e combater a contaminacéo,
verificando-se fagocitose dos patdgenos,
ativagdo da resposta inflamatéria e
transcricdo de imunomediadores (Akira,
2003; Beutler, 2004; Schaefer et al., 2004;
Takeda e Akira, 2004; Athman e Philpott,
2004). Entre outras citocinas  pro-
inflamatérias, verifica-se a expressao
génica de quimiocinas e peptideos
antimicrobianos, que estdo envolvidos na
modulacdo da sinalizacdo celular pelos
receptores de  padrbes  moleculares
microbianos (Takeuchi e Akira, 2010).

24.21. TranscricAo de  Toll-Like
Receptors (TLRs) e seus coreceptores

A identificacio dos receptores de padrdes
moleculares microbianos teve inicio na
década de 90, com a descoberta dos TLRs,
que sdo proteinas transmembrana tipo 1,
compostas por um dominio extracelular rico
em leucinas e uma porcdo citoplasmatica
conservada entre os componentes da familia
de receptores de interleucina-1, conhecidos
pela sigla TIR (do inglés Toll/IL-1R gene

homology). Inicialmente, os TLRs foram
identificados em Drosophila, atuando no
estabelecimento do padrdo dorsoventral
durante a embriogénese dessas espécies.
Posteriormente, verificou-se que 0s TLRs
eram responsaveis pela resisténcia a
infeccdo por fungos (Lemaitre et al., 1996;
Akira, 2004; Takeda e Akira, 2004). Esses
estudos incentivaram o desenvolvimento de
pesquisas que relacionam o sistema
imunoldgico inato com a detecgdo precoce
de patégenos.

Receptores homdlogos aos encontrados em
Drosophila  foram identificados em
mamiferos, sendo expressos por células de
defesa, tais como células T efetoras,
linfécitos B, células dendriticas, neutréfilos,
macrofagos, células Natural Killer e por
células epiteliais de diferentes tecidos,
estéreis ou ndo (Aderem e Ulevitch, 2000;
Takeda e Akira, 2004; Athman e Philpott,
2004). Essas células sdo ativadas no inicio
da resposta inflamatéria, a qual pode estar
relacionada com quadros de infeccdo
dependendo da  patogenicidade  do
microrganismo (Janeway e Medzhitov,
2002). Para evitar quadros de inflamagéo
indesejados, a atuacdo dos TLRs é limitada
nas regides que tém contato constante com
microrganismos, como a superficie
intestinal (Athman e Philpott, 2004).

Em bovinos, ja foram identificados 10 tipos
de TLRs (McGuire et al., 2005). Em
humanos, ja foram identificados 11 tipos de
TLRs. Adicionalmente, 13 tipos de TLRs ja
foram identificados em ratos. A ampla
distribuicdo  desses receptores e a
diversidade de respostas imunoldgicas
induzidas por vias de sinalizagdo celular
estdo relacionadas com a suscetibilidade ou
resisténcia a infecgdes, assim como a
doencas autoimunes (Lin et al., 2011). Os
TLRs podem atuar isolados ou em
conjunto, por exemplo, o0 TLR1 e 0 TLR6
formam dimeros entre si e com o TLR2
(Akira, 2003; Young et al., 2004; Buwitt-
Beckmann et al.,, 2006). Os principais
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ligantes dos TLRs estdo listados na Tabela
2, a qual foi adaptada a partir dos relatos de
diferentes estudos (Medzhitov e Janeway,
1997; Aderem e Ulevitch, 2000; Janeway e
Medzhitov, 2002, Werling e Jungi, 2003;
Akira, 2004; Takeda e Akira, 2004).

Crescentes  evidéncias  destacam a
importancia da localizagdo celular dos
TLRs para o reconhecimento dos ligantes.
Os TLRs 1, 2, 4, 5 e 6 estdo presentes na
membrana plasméatica e reconhecem
ligantes presentes na parede celular das
bactérias, enquanto os TLRs 3, 7 e 9 sdo
encontrados principalmente nos
endossomas e reconhecem acidos nucléicos
e outros MAMPs internos (Takeuchi e
Akira, 2010).

A resposta imunoldgica desencadeada
imediatamente apds o reconhecimento dos
MAMPs pode ser localizada ou pode
ocorrer mobilizacdo de agentes de defesa
provenientes da circulagdo (Sordillo et al.,
2009). O tipo de resposta do hospedeiro
depende da via de sinalizacdo que € ativada,
por sua vez, a ativacdo de uma via depende
do tipo de interagdo entre TLRs e moléculas
adaptadoras (Athman e Philpott, 2004). A
maioria das  respostas  inflamatérias
induzidas pelos TLRs depende de uma via
de sinalizagdo mediada pela molécula
adaptadora MyD88 (do inglés Myeloid
Differentiation primary response gene 88),
a qual desempenha importante papel na
transdugdo do sinal da interacdo do TLR
com seu ligante (Takeda e Akira, 2004).

Tabela 2. Localizagdo dos receptores tipo Toll (TLR), principais padrées moleculares microbianos

(MAMPs) e microrganismos de origem.

Receptor Localiza¢do do receptor

Principais MAMPs Origem

TLR1 Extracelular
(membrana plasmatica)

TLR2 Extracelular
(membrana plasmatica)

TLR3 Intracelular
(endossomas)
TLR4 Extracelular

(membrana plasmatica)

TLR5 Extracelular
(membrana plasmatica)

TLR6 Extracelular
(membrana plasmatica)

TLR7 Intracelular
(endossomas)
TLR8 Intracelular
(endossomas)
TLR9 Intracelular
(endossomas)
TLR10 Extracelular

(membrana plasmatica)

Triacil-lipoproteinas e modulinas

Acido lipoteicoico, peptideoglicanos

Lipossacarideos

Diacil-lipoproteinas e modulinas

Bactérias
Gram-positivas

Bactérias

e lipoproteinas Gram-positivas

Dupla fita de RNA Virus

Bactérias
Gram-negativas

Flagelinas Bactérias

Bactérias
Gram-positivas

Fita simples de RNA Virus

Fita simples de RNA Virus
DNA nédo metilado e grupo heme Bactérias
Peptideoglicanos Bactérias
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Estudos “in vitro” realizados com culturas
de células endometriais de humanos
detectaram RNAm para os TLRs 1, 2, 3, 4,
5,6 e 9 (Young etal., 2004), e TLRs1a 9
(Schaefer et al., 2004), por meio da técnica
de RT-PCR (do inglés  Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction).
Por meio de imunohistoquimica, Fazeli et
al. (2005), demonstraram a distribuicdo dos
TLRs em amostras de tecidos do trato
genital de humanos. Verificou-se que a
transcricdo dos TLRs 1, 2, 3, 5 e 6 ocorre
em todo o trato reprodutivo da mulher,
sendo que o TLR4 encontra-se ausente na
porcdo inferior da cérvix e na vagina, e
presente na porgao superior da cérvix, no
endométrio e nas tubas uterinas.

Por meio da técnica de RT-PCR, Soboll et
al. (2006a) verificaram a presenca de
RNAmM dos TLRs 1 a 9 nas células
epiteliais da vagina e do utero de
camundongos, sendo que o TLR4 foi o que
mais Se  expressou nas  amostras
provenientes do Utero. Em outro estudo, os
mesmos autores verificaram transcricao
significativa somente dos TLRs 1 a 6 nas
células epiteliais do endométrio de
camundongos (Soboll et al., 2006b).

Em seguida, alguns estudos ja relataram
que o endométrio dos bovinos, considerado
como primeira linha de defesa uterina
contra patdgenos invasores, é capaz de
expressar os dez tipos de TLRs citados
anteriormente, na fase inicial do diestro
(Davies et al., 2008), durante a gestacdo
(Silva et al., 2012a) e apds o parto (Herath
et al., 2009a). Em um estudo realizado com
trés grupos de vacas Holandesas, antes,
durante e apds o parto, Ritter (2007) avaliou
os niveis de transcricdo dos TLRs 2, 3, 4, 6
e 9, e verificou que houve aumento
significativo da  transcricdo  desses
receptores apds o parto, principalmente nas
areas  carunculares.  Diferencas  na
transcricdo dos TLRs foram relacionadas
com a patogenicidade das bactérias isoladas
em amostras do contetdo uterino.

Além de funcionarem como barreira
mecanica contra a infeccéo, verifica-se que
as células endometriais apresentam amplo
potencial de defesa contra a invasdo de
inimeros tipos de patégenos (Quayle et al.,
2002; Schaefer et al., 2004; Horne et al.,
2008). As células endometriais sdo capazes
de produzir varios agentes antimicrobianos,
incluindo proteinas do sistema
complemento, lisozimas, lactoferrinas,
defensinas, inibidores de  proteases,
citocinas, quimiocinas, prostaglandinas e
outros mediadores inflamatérios que atuam
por meio da imunidade inata ou adquirida
(Quayle, 2002; King et al., 2003; Herath et
al., 2006; Davies et al., 2008; Chapwanya et
al., 2009; Herath et al., 2009a,b; Silva et al.,
2012a; Turner et al., 2012).

Herath et al. (2006) foram os primeiros a
demonstrar a relagdo do TLR4 com quadros
de endometrite em bovinos, a partir de um
estudo realizado com culturas de células
endometriais. Ao estimular essas células
com E. coli ou LPS, observou-se aumento
da transcricdo de TLR4, citocinas,
prostaglandinas e outras  moléculas
associadas a ativacdo das vias de
sinalizagdo dependente e independente de
MyD88 (Herath et al., 2006; Yunhe et al.,
2013). A importancia do TLR4 e da via de
sinalizagdo celular dependente de MyD88
para a defesa uterina de bovinos foi
demonstrada por meio de técnicas de
silenciamento do TLR4 e do MyD88 em
culturas de células endometriais expostas ao
LPS (Cronin et al., 2012). Nesse estudo,
células do epitélio e do estroma endometrial
de bovinos foram isoladas e tratadas com
inibidores bioquimicos e short interfering
RNA (siRNA). A segmentacdo do RNAm
do TLR4 com siRNA foi capaz de reduzir
sua transcricdo nas células epiteliais e
estromais. O mesmo ocorreu com O
MyD88. As transfecctes com TLR4 siRNA
e MyD88 siRNA reduziram a transcri¢do de
RNAm das interleucinas 1, 6 e 8 ap6s o
tratamento com LPS.
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O TLR4 depende dos coreceptores CD14
(do inglés Cluster of Differentiation 14) e
MD2 (do inglés Myeloid Differentiation
factor 2) para reconhecer o LPS. Uma
porcdo do LPS denominada lipideo A, é
responsavel pela sua toxicidade. Diversos
estudos tém esclarecido as etapas do seu
reconhecimento  pelo TLR4, sendo
verificada a necessidade de trés moléculas
adicionais para desencadear a resposta
inflamatdria, a LBP (do inglés LPS-Binding
Protein), o CD14 e o MD2. As LBPs sdo
proteinas presentes na circulacdo ou na
membrana plasméatica das células, que
funcionam como transferases, catalisando a
transferéncia do LPS da membrana externa
das bactérias Gram-negativas para o CD14.
O CD14 é uma glicoproteina que se liga ao
lipideo A do LPS e apresenta essa
endotoxina para o complexo TLR4-MD2.
Na auséncia de LBP e CD14, a interacdo do
LPS com o complexo TLR4-MD2 é muito
fraca (Triantafilou e Triantafilou, 2002;
Miyake, 2006; Park et al., 2009).

O CD14 nao é capaz de desencadear a
ativacdo da resposta celular, pois este
coreceptor € um glicosilfosfatidilinositol
ancorado a membrana celular (Triantafilou
e Triantafilou, 2002). Um importante passo
para entender o reconhecimento do LPS
pelo TLR4 foi a descoberta do coreceptor
MD2. A deteccdlo do LPS pelo
heterodimero TLR4-MD2 é essencial para
desencadear a resposta celular e controlar a
infeccdo bacteriana. Falhas na ativagéo das
vias de sinalizagdo podem resultar em
evasdo dos patégenos e quadros
septicémicos (Park et al., 2009; Bryant et
al., 2010).

Diferentes tipos de células expressam
TLR4, CD14 e MD2, incluindo células de
defesa, células epiteliais, endoteliais e
vasculares (Park et al., 2009; Bryant et al.,
2010). Observa-se que a transcricdo de
TLR4 e MD2 é muito baixa nas células
intestinais. Nas vias aéreas, somente a
transcricdo de MD2 é muito baixa. Os

tecidos do trato intestinal e das vias aéreas
apresentam resposta imunoldgica diminuida
guando estimulados com LPS. O contato
constante com bactérias comensais poderia
desencadear respostas inflamatdrias
indesejadas, razdo pela qual ocorre baixa
transcricdo de MD2. Considerando que a
transcricdo de TLR4 e MD2 pelas células
epiteliais é induzida, acredita-se que sua
funcdo pode ndo ser a primeira linha de
defesa, mas sim, de um amplificador da
resposta inflamatéria na presenca de
microrganismos invasores (Miyake et al.,
2006). A transcricdo dos coreceptores MD2
e CD14 em células endometriais de bovinos
foi demonstrada em alguns estudos (Herath
et al., 2006; 2009a,b).

2.42.2. Transcricio de NOD-Like
Receptors (NLRs)

Os NLRs também podem ser denominados
CARD-Like Receptors, pois apresentam um
dominio CARD (do inglés Caspase
Recruitment Domain), o qual ¢ composto
por uma sequéncia de aminoacidos
presentes em diversas proteinas
relacionadas com 0s processos de
inflamacéo e apoptose. Mais de 20 tipos de
NLRs ja foram identificados em humanos
(Rietdijk et al., 2008; Philpott e Girardin,
2010). Patégenos nao reconhecidos por
receptores presentes na membrana celular,
gue sdo capazes de escapar dos
endossomas, podem ser detectados pelos
NLRs no citoplasma (Athman e Philpott,
2004; Rietdijk et al., 2008).

Nos ultimos anos, a identificacdo da
natureza dos ligantes de NLRs tem sido
amplamente investigada. O papel dos NLRs
na deteccdo citoplasmatica de MAMPs e
DAMPs (do inglés Damage-Associated
Molecular Patterns) estd sendo esclarecido.
Em humanos, polimorfismos do NOD1
estdo associados a suscetibilidade ao
vitiligo e a diabetes tipo I, e alteracbes na
transcricdo do NOD2 estdo envolvidas na
patogenia da Doenca de Crohn. Porém, o
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mecanismo de deteccdo de MAMPs e
DAMPs pelos NLRs ainda ndo é bem
compreendido (Philpott e Girardin, 2010).

Os NODs 1 e 2 s&o os NLRs mais
estudados. O NOD1 ou CARD4 reconhece
peptideos que contém &cido diaminofilico,
0 qual é derivado de peptideoglicanos de
bactérias  Gram-negativas. O  &cido
diaminofilico é produzido durante a sintese
ou degradacéo das bactérias (Chamaillard et
al., 2003; Girardin et al., 2003a). O NOD 2
ou CARD15 reconhece o muramil
dipeptideo, derivado de peptideoglicanos de
bactérias Gram-negativas ou  Gram-
positivas (Girardin et al., 2003b). Entre
outros tipos de microrganismos, ja foi
relatado que o NOD1 participa da resposta
imunoldgica contra E. coli e Campylobacter
spp. Ja o NOD2 reconhece a Salmonella
spp., a Listeria spp. e o Streptococcus spp.
(Rietdijk et al., 2008).

Acredita-se que os ligantes dos NLRs sdo
internalizados por meio de endocitoses
mediadas por clatrinas, processo no qual
vesiculas muito pequenas, revestidas por
essas proteinas citosolicas, sdo
transportadas para compartimentos
especificos no interior das células. Em
macrofagos, observa-se que o ligante do
NOD2 ¢ transportado por meio dessas
vesiculas até os lisossomos, de onde €
exportado para o citosol para ser detectado.
Porém, ndo se sabe como ocorre essa
interacdo nas outras células que expressam
0s NODs 1 e 2 (Philpott e Girardin, 2010).

A interacdo entre os NODs e seus
respectivos ligantes pode resultar na
producdo de citocinas que induzem o
processo de destruicdo do microrganismo,
por meio da degradagdo lisossomal e morte
celular (Turner et al, 2012).
Microrganismos invasores sdo sequestrados
em vesiculas e transportados até o0s
lisossomas, onde sdo destruidos. NOD1 e
NOD2 podem mediar a morte bacteriana
(Philpott e Girardin, 2010).

Um estudo recente (Tan et al., 2012),
relatou que neutrdfilos isolados do sangue
de vacas Holandesas até 21 dias ap6s o
parto apresentam reducdo significativa da
transcricio de NOD1 e NOD2, quando
comparados aos neutrofilos isolados entre
150 e 200 dias de lactacdo. Os autores
sugeriram que a redugdo da funcdo dos
neutrdfilos verificada no pés-parto de vacas
de alta producdo pode ser potencializada
pela baixa transcrigdo desses receptores.

2.4.2.3. Papel dos horménios na defesa
uterina

O estrogeno ¢ a PGF2a sdo os principais
horménios envolvidos no mecanismo de
defesa hormonal, sendo que a progesterona
¢ considerada imunossupressora. A
imunidade do ambiente uterino é reforcada
durante o estro, quando o Utero encontra-se
mais suscetivel a invasdo de patogenos, e
suprimida durante a fase luteal, quando o
Utero é preparado para receber o concepto
(Lewis, 2003; Azawi, 2008). Apo6s o parto,
0 retorno ao estro na auséncia de infeccdo
uterina pode ser benéfico, uma vez que o
aumento da concentracdo de estrégenos
favorece a eliminagdo do contedo uterino
e, consequentemente, a remocgdo dos
patdgenos. A acdo indireta do estrogeno na
limpeza do ambiente uterino é devida ao
estimulo da producdo de muco pelas
glandulas endometriais e a atuagdo nas
fibras musculares promovendo o aumento
das contragdes miometriais (Horta, 1995;
Sheldon et al., 2004a, Fernandes e
Figueiredo, 2007; Azawi, 2008).

Por outro lado, a ovulagdo precoce ap6s o
parto na presenca de altas densidades de
bactérias patogénicas no Utero, resulta em
aumento da concentracdo de progesterona e
pode piorar a condi¢cdo do ambiente uterino,
verificando-se a resolugdo dos processos
infecciosos somente apds a lutedlise
(Lewis, 1997; Seals et al., 2002; Sheldon et
al., 2006). Sob a agdo da progesterona e na
presenca de alta densidade de patdgenos,
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verifica-se maior predisposicdo do Gtero ao
estabelecimento de processos infecciosos,
com consequente atraso no periodo de
involugdo (Del Vechio et al., 1992;
Dhaliwal et al., 2001; Seals et al., 2002;
Lewis, 2003; 2004). Acredita-se que o
estrogeno e a progesterona sdo importantes
reguladores da imunidade inata e da
inflamagdo no endométrio, particularmente
em relacdo a funcdo dos TLRs (Herath et
al., 2006; Davies et al., 2008; Borges et al.,
2012; Turner et al., 2012), porém o0s
mecanismos de atuacdo desses hormdnios
ainda ndo foram esclarecidos.

A PGF20, produzida pelo endométrio,
promove a destruicdo do corpo luteo e
estimula a produgdo de citocinas
responsaveis pela sintese de leucotrieno B4
(LTB4). A PGF2a ¢ o LTB, apresentam
propriedades guimiotaticas, atraindo
neutrdfilos e outras células de defesa para o
ambiente uterino. Além disso, 0 LTBs
estimula a atividade das células fagocitarias
e dos linfocitos (Lewis, 1997; 2003; 2004).
A concentragdo circulante de PGF2a ¢ alta
durante os primeiros sete dias apds o parto,
periodo que coincide com a maior
velocidade da involugdo uterina. Os niveis
mais baixos sdo observados em torno de 15
dias apds o parto, quando ocorre elevacéo
da concentracdo de progesterona (Madej et
al.,1984; Kozicki, 1998). A progesterona
diminui a sintese de PGF2a e LTB4 (Lewis,
2003; 2004; Fernandes e Figueiredo, 2007).
A mensuragdo  de  15-ceto-13,14-
dihidroprostaglandina F2a, metabolito da
PGF2a (PGFM), na circulagdo periférica
esta diretamente relacionada com a
liberagao de PGF2a pelo endométrio. Vacas
com complicagbes puerperais, como
retencdo de placenta e infecgbes uterinas,
apresentam maior concentracdo de PGFM
inicialmente (Del Vecchio et al., 1992;
Nakao et al., 1997; Seals et al., 2002),
indicando que h& aumento da liberagdo de
PGF2a pelo endométrio, visando conter a
infecgdo (Seals et al., 2002; Kask et al.,
2003). Altas concentragdes de progesterona

coincidem com baixas concentracbes de
PGFM. A administracdo de andlogos da
PGF2a com o objetivo de induzir a lutedlise
¢ um dos tratamentos de escolha de
infeccdo uterina na presenca de um corpo
luteo. O tratamento diminui a concentragdo
de progesterona e estimula a producdo de
PGF20 endogena e LTB4, favorecendo a
acdo dos leucocitos no ambiente uterino
(Lewis, 1997; Nakao et al.; 1997; Dhaliwal
etal., 2001; Seals et al., 2002).

24.23.1. Regulacdo hormonal da
transcricéo endometrial de
imunomediadores

A transcricdo génica de imunomediadores
no endométrio de bovinos durante a
gestagdo (Ritter, 2007; Silva et al., 2012a) e
apos o parto (Ritter, 2007; Chapwanya et
al., 2009; Herath et al., 2009; Martins et al.,
2011) ja foi demonstrada em diferentes
estudos, porém, a transcricdo desses
imunomediadores nas diferentes fases do
ciclo estral, ainda é desconhecida. Em
humanos, a transcricdo endometrial de
imunomediadores varia nas diferentes fases
do ciclo menstrual (Aflatoonian et al.,
2007). Por meio de RT-PCR, verificou-se
gue o endométrio de mulheres jovens
sadias, sem historico de doengas uterinas,
foi capaz de expressar os TLRs de 1 a 10,
sendo que a transcricdes relativas dos TLRs
2,3, 4,5 6, 9 e 10 foram mais baixas
durante a fase proliferativa (maior
concentragdo plasmatica de hormonios
estrogénicos) e mais elevadas na fase
secretora (maior concentracdo plasmatica
de progesterona). Portanto, acredita-se que
0 estradiol e a progesterona podem
apresentar efeito modulador na transcrigéo
génica endometrial de TLRs.

Esses achados ndo sdo comparéveis ao ciclo
estral de bovinos. Como relatado
anteriormente, a funcdo imunoldgica das
vacas é aumentada no estro, quando o Utero
encontra-se  suscetivel a invasdo por
patégenos, e suprimida no diestro, quando
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ocorre a preparacdo para a gestacdo (Lewis,
2003; Azawi, 2008). Portanto, verifica-se
necessidade de realizar novos estudos para
compreender 0s mecanismos que atuam na
regulacdo da transcricdio endometrial de
receptores de padrdes  moleculares
microbianos  (Herath et al., 2006;
Aflatoonian et al., 2007; Hickey et al.,
2011).

Diferencas significativas na transcri¢cdo de
TLRs durante as fases do ciclo estral e no
periodo de anestro também ja foram
relatadas em cadelas (Silva et al., 2012b).
Por meio de RT-PCR, foi observada
transcricdo génica dos TLRs 1 a 7 e TLR9
no endométrio em diferentes fases do ciclo
estral desses animais. A transcri¢do
endometrial dos TLRs 2 e 4 foi
significativamente menor no inicio do
diestro, quando comparada as outras fases
(inicio do diestro, proestro, estro e periodo
de anestro). De acordo com a autora, esse
achado  pode justificar a  maior
suscetibilidade do atero de cadelas a
infeccdo por E. coli nesta fase do ciclo
estral e o estabelecimento de piometra,
infeccdo uterina frequente em cadelas. Ao
contrario, no final do diestro, no proestro e
no estro, os niveis de transcricdo génica de
TLR2 e TLR4 encontravam-se
significativamente mais elevados. Explantes
endometriais obtidos em cada fase do ciclo
estral foram estimulados com os ligantes de
TLR2 e TLR4, &cido lipoteicoico e LPS,
respectivamente. O estimulo com LPS
induziu maior producdo de prostaglandinas
que o estimulo por LTA. Curiosamente, a
producdo de  prostaglandinas  pelos
explantes endometriais obtidos no final do
diestro foi maior que nas outras fases e no
anestro, sugerindo a atuacdo de fatores
estimuladores e inibidores da resposta
imunoldgica ao longo do ciclo estral.

Herath et al. (2006) avaliaram a possivel
regulacdo da resposta imune inata por
hormdnios esterdides em células epiteliais e
estromais do endométrio de bovinos, na

presenca de E. coli inativada ou cultura
purificada de LPS. Neste estudo, houve
reducdo mais acentuada da producdo de
prostaglandinas pelas células endometriais
na presenca de progesterona quando
comparada a producéo total na presenca de
estrégeno. A producdo de PGE2 foi maior
que a producdo de PGF20 nos dois
momentos de avaliacdo. In vivo, essa
ocorréncia pode implicar em persisténcia do
corpo ldateo, aumentando a suscetibilidade
de vacas recém-paridas ao estabelecimento
de infec¢bes uterinas.

2.4.3. Ocorréncias de infeccbes uterinas

A expressdo dos sinais clinicos dos
diferentes quadros de infeccdo depende da
interacdo entre sistema  imunoldgico,
condi¢do do ambiente uterino, quantidade e
patogenicidade dos agentes microbianos
(Sheldon e Dobson, 2004; Sheldon et al.,
2006; Azawi, 2008). Falhas ocorridas nos
mecanismos de defesa do U(tero podem
resultar em  quadros inflamatorios
exacerbados efou  persistentes, com
diferentes graus de infecgdes uterinas, e em
alguns casos pode levar a morte do animal
(Yunhe et al., 2013).

Os casos de metrite puerperal aguda estdo
relacionados com a ocorréncia de respostas
inflamatérias uterina e sistémica contra
altas densidades de bactérias patogénicas,
como alguns pat6tipos de E. coli, principal
microrganismo isolado no contetdo uterino
nas primeiras semanas apos o parto. A E.
coli aumenta a suscetibilidade do ambiente
uterino & contaminacdo por patdgenos
anaerdbicos por meio da produgdo de
fatores de crescimento e reducdo da
atividade neutrofilica. A E. coli também
esta relacionada com a presenca de sinais
clinicos sistémicos, devido & passagem da
endotoxina LPS do ambiente uterino para a
circulagio  sanguinea, 0 que pode
desencadear quadros de febre. Por outro
lado, os quadros de endometrite estdo
relacionados com a permanéncia de
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bactérias patogénicas no utero além da
terceira semana apdés o0 parto, e,
consequentemente, com a persisténcia do
quadro inflamatério. Os danos acarretados
ao endométrio podem ser permanentes
(Lewis, 1997, Dohmen et al., 2000;
Willians et al., 2005; 2007; Sheldon, 2007;
Foldi et al., 2008; Sheldon et al., 2009).

2.4.3.1. Definicbes e incidéncias dos
guadros clinicos de infec¢do uterina

Mais de 500 trabalhos sobre infeccdes
uterinas em vacas foram publicados nos
Gltimos 40 anos, demonstrando a
importancia  da  compreensdo  dos
mecanismos que levam ao estabelecimento
dessas doengas. Entre as diferentes
terminologias e definicdes de infecgdes
uterinas, as mais utilizadas atualmente
foram propostas por Sheldon et al. (2006).
De acordo com a classificacdo desses
autores, os quadros de infeccdo uterina
podem ser definidos de acordo com os
sinais clinicos e o periodo de ocorréncia
apos o parto (Tabela 3).

De acordo com a classificagdo
histopatolégica, a metrite estd relacionada

com a inflamacdo de todas as camadas do
Utero, enquanto a endometrite estd
associada a inflamacdo das camadas
superficiais, que ndo se estendem além do
estrato esponjoso (Bondurant, 1999).

Nos quadros de metrite, todas as camadas
da parede uterina incluindo o endométrio, a
submucosa, 0 miométrio e a serosa, Sdo
afetadas pela resposta  inflamatdria,
apresentando hemorragia, edema,
infiltracdo de leucdcitos e degeneragdo
tecidual. Nos quadros de endometrite, sdo
observadas alteragdes na superficie do
epitélio uterino, com infiltracdo de células
inflamatérias e  congestdo  vascular,
relacionadas com atraso no processo de
involucdo uterina. Durante o processo de
recuperacdo do endométrio, pode ocorrer
fibrose e leucocitose, seguidas de atrofia e
deplecdo das glandulas endometriais. Em
ambas as condigbes a mucosa encontra-se
congestionada, verificando-se infiltragGes
de leucdcitos em resposta a bactérias
patogénicas, tais como E. coli, T. pyogenes,
F. necrophorum e P. melaninogenica
(Bondurant, 1999; Sheldon e Dobson, 2004;
Sheldon et al., 2006; Chapwanya et al.,
2009; 2010).

Tabela 3. Periodo de ocorréncia e sinais clinicos dos principais tipos de infecgdes uterinas ocorridos em
vacas leiteiras de alta producdo (Adaptado de Sheldon et al., 2006).

Definicdo Periodo de ocorréncia

Sinais clinicos

Metrite
puerperal aguda semana ap6s o parto

Metrite clinica
parto

Endometrite

Piometra

Principalmente, na primeira

Até a terceira semana ap0s 0

Entre 21 e 26 dias ap0s o parto
clinica A partir de 26 dias ap6s o parto

Em qualquer fase do puerpério

- Secrecdo cervicovaginal sanguinopurulenta com
odor fétido

- Febre (temperatura retal > 39,5°C)

- Desidratacao

- Queda na producdo de leite

- Inapeténcia

- Secrecdo cervicovaginal purulenta
- Aumento de volume anormal do Gtero

- Secrecdo cervicovaginal purulenta
- Secrecdo cervicovaginal mucopurulenta

- Retencéo de contelido com aspecto purulento ou
mucopurulento no Gtero, com aumento de volume
anormal ou ndo

- Corpo lateo funcional

- Cérvix fechada
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A incidéncia de infec¢des uterinas é
bastante variavel dependendo da definicdo
adotada para os quadros de infeccdo, do
periodo ap6s o parto no qual a doenca é
detectada, dos métodos de diagnostico, da
raca, da ordem de parto, das caracteristicas
do rebanho e das praticas de manejo
(Lewis, 1997; LeBlanc, 2002b; Barlund et
al., 2008; Dubuc et al., 2010Db).

Até 40% dos animais mantidos em sistemas
intensivos de producdo de leite podem
apresentar quadros de metrite nas trés
primeiras semanas apos o parto, sendo que
a doenca persiste na forma de endometrite
clinica em até 20% dos animais (Sheldon et
al., 2008, 2009). No estudo de Martins et al.
(2013), de 103 vacas Holandesas avaliadas
41,2% apresentaram metrite  puerperal
aguda até duas semanas apds o parto.
Somados o0s casos de metrite e endometrite
clinicas, verificou-se que 63,9% das vacas
tiveram pelo menos um tipo de infeccéo
uterina até 42 dias ap6s o parto. Incidéncias
menores foram relatadas por Bell e Roberts
(2007). Ao acompanharem 2.914 lactagdes
de vacas Holandesas, esses autores
verificaram a incidéncia de 13,8% de casos
de infeccdo uterina, sendo que 60% dos
casos foram classificados como metrites
(ocorréncias até 21 ap6s o parto) e 40%
como endometrite clinica (depois de 21 dias
apos o parto). Considerando somente casos
de endometrite clinica, as incidéncias
variam de 10,4% a 47,4% (Tabela 4).

Os quadros de endometrite clinica podem
ser classificados de acordo com o grau de
severidade, dependendo do aspecto da
secregdo cervicovaginal a partir de 21 dias
apos o parto. A classificagdo proposta por
Gautam et al. (2010) foi: grau 1, secre¢do
cervicovaginal com estriagcGes de pus; grau
2, secrecdo mucopurulenta; grau 3, secregéo
purulenta; e grau 4, secre¢do mucopurulenta
ou purulenta, com presenca de conteido
uterino. Quanto mais grave 0 Processo
infeccioso, maior foi a sua influéncia na
recuperagdo espontanea ou persisténcia do
quadro de infeccdo. Dos animais avaliados,
23,6% apresentaram algum grau de
endometrite, sendo que desses, 25,3%
tiveram persisténcia do quadro além de 60
dias ap6s o parto. Somente 40% das vacas
diagnosticadas com endometrite persistente
haviam se tornado gestantes aos 210 dias
apos o parto. Na mesma ocasido, 78,3% dos
animais que ndo tiveram endometrite
encontravam-se gestantes.

As vacas zebuinas e mesticas Holandés x
Zebu apresentam incidéncias menores de
infeccBes uterinas quando comparadas as
vacas Holandesas. Gonzalez Sanchez et al.
(1999b) relataram a ocorréncia de 6,3% de
casos de infeccbes uterinas durante o
acompanhamento da involucdo uterina de
104 vacas Gir. Camargos et al. (2013)
verificaram a incidéncia de 3,95% casos de
infeccdo uterina em 380 vacas mestigas
Holandés x Zebu durante o puerpério.

Tabela 4. Ocorréncias de endometrite clinica em vacas Holandesas em diferentes estudos.

Autores N° de animais avaliados Periodo de avaliacdo Incidéncia
LeBlanc et al. (2002) n=1.865 Entre 20 e 33 dias apds o parto 16,9%
Willians et al. (2005) n =328 Aos 21 dias apds o parto 31,0%
Aos 28 dias ap6s o parto 27,0%
Barlund et al. (2008) n=221 Entre 28 e 41 dias apds o parto 10,4%
Potter et al. (2010) n=293 Entre 21 e 28 dias apds o parto 27,0%
Baranski et al. (2012) n =422 Entre 21 e 28 dias apds o parto 47,4%
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2.4.3.2. Retencdo de placenta e outros
fatores de risco associados as ocorréncias
de infeccBes uterinas

Distocias, partos gemelares, maior ordem
de partos, abortos, natimortos,
adiantamento do parto e nutricdo
inadequada no pré-parto sdo importantes
fatores de risco para a ocorréncia de
retencdo de placenta, a qual é considerada
como principal fator de risco para a
ocorréncia de infecgbes uterinas (Van
Werven et al., 1992; Laven e Peters, 1996;
Lewis, 1997; Kim e Kang, 2003;
Kasimanickam et al., 2004; Sheldon et al.,
2006; Bell e Roberts, 2007; Dubuc et al.,
2010b; Potter et al., 2010; Martins et al.,
2013). A retencdo de placenta pode ser
definida como a ndo expulsdo dos anexos
fetais até 12 horas ap6s o parto (Lara, 1985;
Santos, 1996; Santos et al., 2002; Garcia-
Ispierto, 2007) ou até 24 horas apds o parto
(Kaneko et al., 1997; Kim e Kang, 2003;
Benzaquen et al., 2007; Dubuc et al.,
2010a,b; Martins et al., 2013).

Em geral, a retencdo de placenta em
bovinos esta relacionada com alteraces nos
processos de separacdo/liberacdo  dos
anexos fetais, devido ao nao
reconhecimento dos mesmos como “corpos
estranhos” pelo sistema imunoldgico
materno (Grunert, 1980; Horta, 1994). As
falhas corridas na fase de separacdo e
liberacdo da placenta podem ser devidas: a
consanguinidade (semelhanga do complexo
de histocompatibilidade maior de classe |
entre a mée e o feto); ao adiantamento do
parto (a regressao precoce do corpo ldteo e
a baixa concentracdo de cortisol fetal
circulante podem influenciar na migragéo
de células binucleadas do epitélio do corion
para o endometrial, interferindo no processo
de liberagdo da placenta); a exposi¢do das
vacas a fatores estressantes (a elevacdo da
concentragdo de cortisol materno pode
suprimir a resposta imunoldgica) e aos
baixos niveis de selénio e vitamina E na
dieta das vacas no pré-parto (favorecem a

depressdo da  resposta  imunoldgica)
(Wiltbank, 2008).

A permanéncia da placenta no Gtero por
tempo prolongado apés o parto, seguida de
putrefacdo e liquefagdo, contribui para o
aumento da multiplicacdo bacteriana,
interfere na contratilidade do miométrio e
possibilita 0 acimulo de fluidos (Dohmen
et al., 2000; Konigsson et al, 2001). O
estabelecimento secundario de processos
infecciosos pode atrasar a involucdo
uterina, causar febre e desconforto aos
animais, com consequente redugdo da
ingestdo de alimentos (Fernandes et al.,
2001; Konigsson et al, 2001), diminuigéo
da condicdo corporal (Van Werven et al.,
1992), queda na producdo de leite (Roberts,
1986; Fernandes et al., 2001) e no
desempenho reprodutivo (Han e Kim,
2005).

A incidéncia de retencéo de placenta em um
rebanho normalmente varia de 2 a 5%,
porém essa taxa € maior nos locais onde as
ocorréncias de partos gemelares e distocias
sdo elevadas, consequentemente, maiores
sdo as ocorréncias de infecgbes uterinas
(Sheldon et al., 2008). Martins et al. (2013)
verificaram a ocorréncia de 38,8% de casos
de retencdo de placenta ao monitorar 103
vacas Holandesas ap6s o parto, sendo que
81,1% das vacas com retencdo de placenta
desenvolveram  quadros de  metrite
puerperal aguda. Incidéncia bem menor de
retencdo de placenta foi relatada em um
estudo mais amplo. De 1.363 vacas
Holandesas monitoradas, 11,8% tiveram
retencdo de placenta, e destas, 33,2%
apresentaram metrite puerperal aguda
(Dubuc et al., 2010b). Em outro estudo, foi
relatada a ocorréncia de 15,7% de casos de
retencdo de placenta no pds-parto de 769
vacas Holandesas e mesticas Holandés x
Gir, sendo que 57,85% dos animais que
tiveram retencdo de placenta apresentaram
endometrite clinica entre 25 e 40 dias ap6s
0 parto (Fernandes et al., 2012).
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As infeccBes uterinas podem atrasar o
RAOL, mas ainda ndo foi esclarecido se o
retorno da ciclicidade ovariana pode
influenciar na ocorréncia de endometrites
(Sheldon, 2004; Martins et al., 2013). Em
muitos casos, verifica-se o estabelecimento
de quadros de infeccdo uterina antes da
ovulacdo do primeiro foliculo dominante
(Sheldon et al.,, 2002a). Em outras
situacOes, a ocorréncia de infeccdes uterinas
é favorecida pela formacdo de um corpo
luteo e liberagdo de progesterona de forma
precoce apds o parto (Lewis, 1997; 2004).
A infusdo experimental de T. pyogenes e E.
coli no Utero apds o parto, s6 desencadeou
quadros de infeccdo quando houve aumento
da concentracdo plasmatica de progesterona
no estudo de Del Vecchio et al. (1992). O
efeito imunossupressor da progesterona
pode contribuir para a progressdao de um
quadro de contaminag&o para um quadro de
infeccdo uterina e persisténcia dessa
patologia (Sheldon et al., 2006; Silvestre et
al., 2009a,b; Heppelmann et al., 2013).

Outros fatores que podem contribuir para a
ocorréncia de infeccbes uterinas sdo:
alteracbes metabodlicas, como o aumento
das concentracbes de AGNE e -
hidroxibutirato, (BHBA) (Kim e Kang,
2003; Hammon et al., 2006; Sheldon, 2007;
Dubuc et al., 2010b), baixo ECC ao parto
(Dubuc et al., 2010b; McDougall et al.,
2011), elevado ECC ao parto (Gearhart et
al., 1990), estresse calérico (Gautam et al.,
2010; Martins et al., 2013), baixa ingestao
didria de matéria seca no pré-parto
(McDougall et al., 2011) e no pds-parto
(Hammon et al., 2006; Bell e Roberts,
2007).

2.4.3.3. Consequéncias, métodos de
prevencgdo, controle e diagnéstico dos
quadros clinicos de infecgdes uterinas

As consequéncias das infecgbes uterinas
podem variar de acordo com a gravidade do
quadro, tempo de ocorréncia apds o parto e
salde geral do rebanho (Lewis, 1997). Os

principais efeitos da infec¢cdo uterina estdo
associados aos gastos com tratamento, a
diminuicdo da ingestdo de alimentos, a
reducdo na producdo de leite, ao atraso no
processo de involugdo uterina, a
interferéncia no RAOL e aos quadros
secundarios de subfertilidade ou
infertilidade, que podem levar ao descarte
involuntario dos animais (Lewis, 1997,
Mateus et al., 2002; Sheldon e Dobson,
2004; Bell e Roberts, 2007; Sheldon, 2007;
Sheldon et al., 2008; Martins et al., 2013).

Para elaborar programas de prevengdo e
controle estratégicos, o desafio atual
consiste em usar o0 conhecimento dos
fatores de risco e dos mecanismos
relacionados com o estabelecimento de
doencas uterinas, que envolvem a resposta
imunoldgica, a resposta inflamatéria e a
regulagdo enddcrina do ambiente uterino
(Sheldon e Dobson, 2004; Sheldon et al.,
2006; Azawi, 2008). Com o objetivo de
diminuir a incidéncia das infeccOes
uterinas, recomenda-se controlar os fatores
de risco para ocorréncia de retencdo de
placenta. Algumas medidas importantes
consistem em adotar o uso de sémen sexado
para fémea ou selecionar touros especificos
para a cobertura das novilhas visando
diminuir o risco de distocias e a
necessidade de intervengbes ao parto.
Recomenda-se também adotar dietas
adequadas no pré e no pos-parto para
diminuir a ocorréncia de doencas
metabdlicas, ter cuidados com a sanidade
do rebanho e com a higiene e o conforto das
instalacbes (Lewis, 1997; Sheldon e
Dobson, 2004; Hammon et al., 2006;
Sheldon, 2007; Bell e Roberts, 2007).

O monitoramento das vacas apés o parto
deve considerar as alteracBes fisioldgicas
ocorridas durante o processo de involucdo
uterina normal, a adogédo de tratamentos na
presenca de alteracdes patologicas e o
tempo de recuperacdo dos animais antes de
retornarem a reproducdo. O objetivo do
tratamento de doencas uterinas é reverter as
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alteracdes inflamatorias que podem levar a
subfertilidade, reforcando os mecanismos
de defesa e reparacdo do ambiente uterino.
O problema € que todas as vacas no pés-
parto apresentam algum grau de inflamacao
do endométrio relacionado com a involugéo
uterina normal. No entanto, os veterinarios
devem ser capazes de identificar as vacas
doentes e adotar tratamentos mais
apropriados (Sheldon et al., 2006).

O diagnobstico precoce das infecgdes
uterinas é importante para a adocdo de
tratamentos rapidos e apropriados, para
predizer a gravidade do quadro e fornecer o
progndstico quanto a  fertilidade
subsequente. Infelizmente, ndo existe um
método de diagnostico ideal, geralmente, a
sensibilidade e a especificidade de todos
eles é bastante varidvel. Os métodos de
diagndstico mais comuns sdo a palpacéo
transretal, a ultrassonografia e a
vaginoscopia (Sheldon et al., 2006).

A palpacdo transretal possibilita avaliar o
tamanho, a simetria, a consisténcia dos
cornos uterinos, a presenca de contetdo no
Utero e a espessura da cérvix (Azawi, 2008;
Chapwanya et al., 2010; Fernandes et al.,
2012). Apresenta a vantagem de
diagndstico imediato das  alteracOes
ocorridas no processo de involugdo uterina
(Barlund et al., 2008), porém nao é uma
técnica muito confidvel para detectar a
presenca de infec¢do, principalmente no
poés-parto tardio. Diferencas entre racas,
ordem de partos e outros fatores podem
influenciar no processo de involucdo
uterina, o que dificulta o estabelecimento de
diferencas entre ocorréncias fisioldgicas e
patoldgicas (Sheldon et al., 2006).

Por meio da ultrassonografia, € possivel
verificar a espessura da parede uterina, o
didmetro dos cornos, o diametro da cérvix,
a presenca, a localizacdo e 0 aspecto do
contetdo uterino (Kasimanickam et al.,
2004; Barlund et al., 2008). O acumulo de
contetdo uterino pode estar relacionado

com a presenca de bactérias e com atraso no
processo de involugdo do Utero (Mateus et
al., 2002). A vaginoscopia fornece
informacGes sobre a origem, volume,
aspecto e odor da secrecdo cervicovaginal,
presenca de feridas na vagina e condicéo da
cérvix (Sheldon e Dobson, 2004; Willians
et al., 2005; Sheldon, 2007; Gautam et al.,
2010; Barlund et al., 2008; Martins et al.,
2013). A vaginoscopia pode ser utilizada na
rotina dos exames puerperais, sendo que 0s
achados devem levar em consideracdo o
periodo no qual o exame é realizado, uma
vez que todas as vacas apresentam algum
grau de inflamacdo uterina ap6s o parto
decorrente do processo de involugédo
(Sheldon et al., 2006; Barlund et al., 2008).

A avaliacdo da secrecdo cervicovaginal
também pode ser feita por meio de uma
méo enluvada (Sheldon et al., 2002b) ou
por meio de um dispositivo denominado
Metricheck, que consiste em uma borracha
com 40 mm de didametro adaptada a ponta
de uma haste inoxidavel com 50 cm de
comprimento. E utilizado para coletar uma
amostra do conteddo presente na porcéo
cranial da vagina. De maneira semelhante
ao vaginoscopio, o Metricheck facilita o
exame de pequenas quantidades de secrecéo
cervicovaginal ap6s o parto (Dubuc et al.,
2010a). Porém, ndo € possivel diferenciar o
conteudo proveniente de uma infecgdo
uterina, do conteldo proveniente de casos
de vaginite, cervicite, cistite ou nefrite
(Sheldon et al., 2006; Dubuc et al., 2010a).

A visualizagdo da secrecdo cervicovaginal
pode ser influenciada pela gravidade do
quadro de infeccdo uterina, pela capacidade
de contracdo do miométrio, pela posicao do
Utero em relacdo a pelve, pela conformacéo
da regido perineal, pela condigdo corporal e
pela postura do animal no momento do
exame. Vacas com presenca de secregdo
cervicovaginal em quantidades muito
pequenas podem ser ignoradas pelos
exames com vaginoscopio ou Metricheck.
Portanto, a combinacdo de técnicas de
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diagnostico e a repeticdo dos exames tem
efeito benéfico no diagndstico das
endometrites (Kasimanickam et al., 2004;
Barlund et al., 2008; Gautam et al., 2010;
Mc Dougall et al., 2011).

Para determinar a etiologia das infeccdes
uterinas, o isolamento bacteriano a partir de
culturas de amostras do conteddo uterino
coletado por meio de swabs é uma
ferramenta essencial (Sheldon et al., 2002b;
Willians et al., 2005). O estabelecimento de
um processo infeccioso esta relacionado
inicialmente com a presenca de E. coli, e
posteriormente com a interagdo entre T.
pyogenes, F. necrophorum e P.
melaninogenica (Bondurant, 1999;
Sheldon, 2007; W.illians et al., 2007;
Sheldon et al., 2008).

Os microrganismos presentes na secregdo
cervicovaginal podem refletir o grau de
contaminagdo  uterina nas  primeiras
semanas ap0s o parto, devido a abertura da
cérvix durante esse periodo. Os tipos de
secrecao cervicovaginal encontrados apds o
parto podem ser classificados em escores
dependendo da quantidade de pus que
apresentam (Rocha et al., 2004; Willians et
al., 2005). O pus € resultado de infeccOes
bacterianas, formado por tecido necrético,
fluidos liberados pelo tecido lesado,
bactérias patogénicas, neutrofilos e outras
células de defesa. Quanto maior o escore da
secrecdo  cervicovaginal, = maior a
quantidade de pus e de bactérias
patogénicas presentes no ambiente uterino
(Sheldon e Dobson, 2004; Willians et al.,
2005). Esses autores classificaram a
secre¢do encontrada na vagina aos 21 e/ou
aos 28 dias apos o parto em: escore 0 (muco
cristalino), escore 1 (muco com estriacdes
de pus), escore 2 (mucopurulenta, com
menos de 50% de pus) ou escore 3
(purulenta, com mais de 50% de pus, e,
ocasionalmente, com presenga de sangue).
Quanto maior o escore da secrecdo
cervicovaginal, maior o intervalo do parto
ao primeiro servigo.

O aspecto e o odor da secrecdo
cervicovaginal apresentam alta correlagéo
com resultados de culturas bacterianas
realizadas a partir de amostras do conteido
uterino (Sheldon e Dobson, 2004; Willians
et al., 2005). Aos 21 e aos 28 dias apds o
parto, a secrecdo purulenta esta relacionada
com a presenca de T. pyogenes e Proteus
sp. no conteddo uterino, a secregdo
mucopurulenta esta relacionada com a
presenca de F. necrophorum, enquanto as
secrecbes com odor fétido estdo
relacionadas com a presenca de T.
pyogenes, E. coli, Streptococcus ndao
hemolitico e Manheimia haemolytica
(Willians et al., 2005).

O diagnéstico rapido e o tratamento
adequado sdo essenciais para minimizar o0s
efeitos das doencas uterinas sobre a
eficiéncia reprodutiva dos animais (Sheldon
e Dobson, 2004). O sucesso do tratamento
depende da elimina¢do do contetdo uterino,
da suscetibilidade dos agentes infecciosos
aos medicamentos, da concentracdo, do
nimero de vezes que o medicamento é
utilizado e da exposi¢do do endométrio ao
medicamento (Bondurant, 1999; LeBlanc et
al., 2002a; Azawi, 2008).

2.4.3.4.  Ocorréncias de
subclinicos de infec¢do uterina

guadros

Ocorréncias de infecgbes uterinas sem
manifestacdo de sinais clinicos sdo mais
comuns a partir de 21 dias ap6s o parto,
caracterizando quadros de endometrite
subclinica. A endometrite subclinica pode
ser identificada por meio de citologias
endometriais, verificando-se a porcentagem
de neutrdfilos presentes no ambiente
uterino em relacéo as células epiteliais. As
vacas acometidas ndo apresentam sinais
clinicos de endometrite como a presenca de
pus na secrecdo cervicovaginal, porém, a
porcentagem de neutréfilos encontra-se
aumentada nos exames citoldgicos devido a
inflamacdo endometrial (Kasimanickam et
al., 2004; Sheldon et al., 2006).
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Técnicas complementares de diagndstico,
tais como biopsias e raspados endometriais,
sdo sensiveis para 0 diagndstico de
endometrite subclinica. Por meio de pincas
de bidpsia especificas, uma pequena
amostra do endométrio pode ser coletada
para realizacdo de exames histopatoldgicos,
nos quais é possivel verificar aumento focal
ou difuso de células inflamatorias (Azawi,
2008; Chapwanya et al., 2009, 2010). Os
inconvenientes dessa técnica sdo o alto
custo, a demora em obter o resultado e o
dificil acesso na préatica (Kasimanickam et
al., 2004; Sheldon et al., 2006; Barlund et
al., 2008; Baranski et al., 2012).

Nos Ultimos anos, as bidpsias uterinas tém
sido empregadas em estudos que visam
compreender 0s mecanismos moleculares e
imunologicos, fisiolégicos ou patoldgicos,
ocorridos no endométrio de vacas
Holandesas ap6s o parto (Herath et al.,
2009a; Chapwanya et al., 2009; Martins et
al., 2011). Acredita-se que essa técnica tem
uso limitado por causa da preocupagdo com
a saude geral e fertilidade dos animais
(Chapwanya et al., 2010). Com o0 objetivo
de verificar as consequéncias das biopsias,
esses autores coletaram amostras do
endométrio de vacas de algumas racas
taurinas no 15°, 30° e 60° dia ap6s o parto e
verificaram que ndo houve alteragdo da
temperatura retal, coloragdo das mucosas e
das frequéncias cardiaca e respiratoria, 1
hora, 6, 24 e 48 horas apds as coletas. As
biopsias ndo interferiram na eficiéncia
reprodutiva dos animais. A taxa de
concepgdo foi de 77% aos 118 dias apds o
parto, assegurando que a bidpsia € uma
técnica segura e eficiente para a avaliagéo
da saude do ambiente uterino ap6s o parto.
A partir das amostras de endométrio, foram
feitos cortes histoldgicos e foi obtido RNA,
ambos com alta qualidade, demonstrando a
importdncia  da  técnica para 0
acompanhamento da regeneracao
endometrial durante a involugdo uterina e
para estudos moleculares, respectivamente.

A citologia para diagndstico de endometrite
subclinica pode ser realizada por meio de
lavados uterinos, porém o processo de
lavagem do utero pode implicar menor
concentracdo celular nas 1aminas e/ou afetar
a integridade das células devido a
necessidade de centrifugar as amostras e a
diferenca de pH entre o meio de lavagem e
0 conteldo uterino (Kasimanickam et al.,
2005; Barlund et al., 2008).

Portanto, o método de diagnéstico mais
utilizado para verificar a presenca de
endometrite subclinica é a realizagdo de
raspados endometriais por meio da técnica
de cytobrush (Kasimanickam et al., 2004;
Barlund et al., 2008; Dubuc et al., 2010a;
Carneiro et al., 2011; McDougall et al.,
2011; Baranski et al., 2012). Esse método
consiste na coleta de amostras por meio de
uma escova ginecoldgica humana adaptada
a uma haste inoxidavel e protegida por uma
bainha francesa. A partir da avaliagdo
microscopica dos esfregacos obtidos, a
propor¢do de neutréfilos e células
endometriais é calculada, podendo ser
considerada ou ndo significativa de acordo
com a defini¢do de endometrite subclinica
utilizada como critério de avaliacao.

As porcentagens de neutrofilos para
diagnostico de endometrite subclinica
consideradas nas citologias endometriais,
realizadas a partir da técnica de cytobrush,
ainda ndo estdo bem definidas, sendo que
varios estudos tém sido realizados na
tentativa de estabelecer limiares padrdes
(Tabela 5). Nos estudos de Kasimanickam
et al. (2004), Carneiro et al. (2011) e
Baranski et al. (2012), vacas com
endometrite clinica foram desconsideradas.
Nos demais estudos citados na Tabela 5,
animais com ou sem sinais de endometrite
clinica foram incluidos nos exames. Todos
0s estudos estabeleceram como limite para
definicdo de endometrite subclinica, a
porcentagem de neutrofilos que ndo
influenciou na fertilidade.
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Tabela 5. Ocorréncias de endometrite subclinica em diferentes estudos.

. . Periodo de Limiar de Incidéncia de
Autores Animais avaliados S e .
avaliacdo neutrofilos end. subclinica
Kasimanickam et 20 a 33 dias > 18% 45,1%
al. (2004) 215 vacas Holandesas 34 2 47 dias > 10% 41.4%
Barlund et al.
2008 221 vacas Holandesas 28 a 41 dias > 8% 11,8%
(2008)
1 0, 0
Du(tz)(L)J(l:Oe;)al. 1.044 vacas 35 dias > 5% 13,5%
Holandesas 56 dias > 3% 9,6%
Carneiro et al. .
172 vacas mesticas . 0 0
(2011) Holandés X Gir 32 a 70 dias > 5% 26%
1 0,
MCD(();(?EH) etal. 303 vacas Holandesas, 28 dias > 8% 9
Jersey e mesticas 42 dias > 6% 0
L. > 18% 22,3%
Baraggglfz;a tal 118 vacas Holandesas 352; 2223i’as > 8% 25,2%
> 5% 33,3%
L. > 10% 7.5%
Bara(lgglfz;e tal 104 vacas Holandesas 352; 2223i’as > 8% 7,4%
> 5% 13,8%

A combinagdo dos métodos de diagnostico
das endometrite clinica e subclinica pode
aumentar a sensibilidade dos exames.
Kasimanickam et al. (2004) utilizaram a
palpacdo transretal, a vaginoscopia, a
ultrassonografia e a citologia endometrial
obtida por meio de cytobrush para
identificar a presenca de endometrites
clinica e subclinica em vacas que néo
apresentavam secrecdo cervicovaginal, e
aprovaram a associacdo de ultrassonografia
e citologia endometrial para o diagnostico
de endometrite subclinica. Porém, a
ultrassonografia do contetdo uterino e da
espessura da parede uterina pode ser
influenciada pelo posicionamento da probe
(Barlund et al., 2008).

As vacas apresentam endometrite devido a
resposta celular a um quadro inflamatorio,

com ou sem acumulo de conteddo no Utero,
com diferentes concentragdes de células de
defesa. Para diagndstico de endometrite
subclinica, a ado¢do de ultrassonografia e
citologia endometrial obtida por meio de
cytobrush pode ser til somente nos casos
de acumulo de conteddo no utero. A
ultrassonografia apresenta baixa
sensibilidade como método de diagndstico
da endometrite subclinica, pois na auséncia
de conteGdo uterino ndo € possivel
diagnosticar essa patologia (Kasimanickam
et al., 2004; Barlund et al., 2008).

A ocorréncia de endometrite subclinica
pode estar associada a recuperacdo do
endométrio ap6s o0 parto e ndo a infecgoes
bacterianas (Baranski et al., 2012). Para
todos os limiares de diagnostico
considerados nesse estudo, a maioria das
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vacas com endometrite subclinica néo
apresentou cultura bacteriolégica positiva,
verificando-se  baixa correlacdo entre
citologia e bacteriologia. Houve reducdo
significativa na porcentagem de animais
positivos entre 35 e 42 dias apds o parto,
em relacdo aos animais examinados entre
21 e 28 dias apds o parto, indicando que a
involucdo uterina pode ser responsavel pela
diminuicdo dos neutréfilos, ja que essas
células de defesa participam ativamente do
processo de regeneragdo endometrial.

Dubuc et al. (2010a) também encontraram
baixas correlagbes entre as observacOes
clinicas e os exames laboratoriais para o
diagnostico de endometrites. Esses autores
compararam 0s resultados de diferentes
exames para o diagnostico de endometrites:
citologias endometriais, Metricheck e
avaliacdo do didametro cervical por meio de
palpacdo transretal. Entre as vacas
Holandesas com endometrite clinica,
apenas 38,0% e 35,6% apresentaram
endometrite subclinica aos 35 e aos 56 dias
apés o parto, respectivamente. A
combinagdo dos métodos de diagnostico
nao aumentou a acuracia dos exames, nem a
interacdo entre os dois tipos de endometrite.
Vacas com endometrite clinica e/ou
citologica tiveram baixas taxas de gestacéo
aos 120 dias ap0s o parto. Apesar das
endometrites influenciarem negativamente
na fertilidade, inclusive com efeito aditivo
guando presentes simultaneamente, n&o
houve interagdo significativa entre elas,
indicando que podem se manifestar por
meio de diferentes quadros infecciosos e
inflamatdrios, e, portanto, podem apresentar
diferentes fatores de risco.

Com o objetivo de detectar os fatores de
risco para as ocorréncias de infecgOes
uterinas, Dubuc et al. (2010b) investigaram
1.363 vacas Holandesas recém-paridas e
verificaram que os fatores de risco para
metrite foram: concentracdo de AGNE
maior ou igual a 0,6 mmol/L no pré-parto,
distocia, retencdo de placenta e

concentracdo de haptoglobina maior ou
igual a 0,8 g/L na primeira semana apos o
parto. Os fatores de risco relacionados com
a presenca de secrecdo cervicovaginal
purulenta depois de 21 dias ap6s o parto,
foram: parto gemelar, distocia e metrite.
Nos casos de endometrite citologica, 0s
fatores de risco foram ECC ao parto menor
ou igual a 2,75, concentracdo de BHBA
maior ou igual a 1.100 mmol/L e
concentracdo de haptoglobina maior ou
igual a 0,8 g/L na primeira semana apos o
parto. [Esses resultados confirmam a
hipétese de que os fatores de risco para
metrite, endometrites clinica e subclinica
sdo distintas, portanto essas doencas se
manifestam de diferentes formas.

Nos casos de endometrite clinica, acredita-
se que a secrecdo presente na porgdo caudal
da vagina é proveniente do Iimen uterino,
mas ndo existem dados disponiveis na
literatura para suportar essa hipotese
(Dubuc et al., 2010a,b). Nesses estudos, 0
uso do termo endometrite clinica foi
questionado, pois nem sempre a presenca
de secrecdo cervicovaginal purulenta foi
indicativa de inflamagdo do endométrio. O
termo endometrite citolégica foi sugerido
para substituir o termo endometrite
subclinica, pois no segundo estudo, apenas
22,8% dos animais com secrecdo vaginal
purulenta apresentaram endometrite
citologica. As diferengas entre os fatores de
risco relacionados com as ocorréncias
desses tipos de infecgBes uterinas podem
explicar os achados. Os fatores de risco
para a presenca de secrecdo vaginal
purulenta estdo associados ao aumento das
lesbes endometriais ap6s 0 parto e ao
aumento da densidade bacteriana, enquanto
os fatores de risco relacionados com
endometrite citoldgica refletem quadros de
imunossupressdo  e/ou  desequilibrios
metabdlicos. Algumas vacas apresentam
endometrite citoldgica e secrecdo vaginal
purulenta, porém, essa secre¢do pode nédo
ser reflexo de inflamagdo endometrial, e
sim, resultante de cervicite e/ou vaginite.
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CAPITULO II

OCORRENCIAS PUERPERAIS E
TRANSCRICAO GENICA
ENDOMETRIAL DE RECEPTORES
DE PADROES MOLECULARES
MICROBIANOS EM VACAS
HOLANDESAS SEM E COM
RETENCAO DE PLACENTA

1. INTRODUCAO

Durante o parto, a abertura das barreiras
anatdbmicas constituidas pela vulva, vagina
e cérvix possibilita a invasdo do Utero por
microrganismos presentes no ambiente, nas
fezes, na pele e no trato genital dos animais,
sendo que até 100% das vacas podem
apresentar contaminacdo bacteriana
ascendente (Sheldon et al., 2002a; Rocha et
al., 2004; Sheldon, 2007). Receptores de
padroes moleculares microbianos
localizados no endométrio sdao responsaveis
pelo reconhecimento inicial das bactérias
invasoras (Janeway e Medzhitov, 2002;
Athman e Philpott, 2004; Rietdijk et al.,
2008; Takeuchi e Akira, 2010), ativando a
resposta inflamatéria e a mobilizagdo de
células de defesa especializadas (Sordillo et
al., 2009; Sheldon e Bromfield, 2011).

A resposta imunoldgica deve ser capaz de
remover rapidamente 0s patégenos e manter
a integridade do tecido. Respostas
inadequadas  resultam em  ambiente
permissivo para a multiplicacdo de
patdgenos, enquanto respostas exacerbadas
causam danos ao endométrio (Herath et al.,
2009a; Chapwanya et al., 2009; Yunhe et
al., 2013). Nesses casos, verifica-se 0
estabelecimento de processos infecciosos
agudos ou crénicos, que podem atrasar a
involucdo uterina e o retorno da atividade
ovariana luteal ciclica, resultando em
subfertilidade. Até 40% das vacas
Holandesas podem apresentar metrite nas
primeiras semanas apos o parto, sendo que
a doenca persiste na forma de endometrite
em 20% dos animais (Sheldon et al., 2009).

O principal fator de risco associado as
ocorréncias de infecgdes uterinas em vacas
Holandesas ¢ a retencédo de placenta (Kim e
Kang, 2003; Bell e Roberts, 2007; Martins
et al., 2013). A retengdo da placenta
influencia nas contragbes miometriais,
dificulta a drenagem do contetdo uterino e
interfere na atuacdo dos mecanismos de
defesa, favorecendo a multiplicacdo de
bactérias e o estabelecimento de infeccBes
uterinas (Dohmen et al., 2000; Sheldon et
al., 2004a; Hammon et al., 2006).

A transcricdo endometrial de receptores de
padrdes moleculares microbianos em vacas
Holandesas ja foi relatada em diferentes
momentos apds o parto (Ritter, 2007;
Chapwanya et al., 2009; Herath et al.,
2009a), porém, ainda ndo foi esclarecido se
a retengdo de placenta pode interferir na
transcricdo desses receptores (Martins et al.,
2011). Sendo assim, 0s objetivos da
segunda parte desse estudo sdo:

- Comparar aspectos do puerpério, tais
como, ocorréncias de infecgdes uterinas,
periodo de involugdo uterina e retorno da
atividade ovariana, entre vacas Holandesas
sem e com retengdo de placenta;

- Comparar 0s niveis de transcrigdo génica
endometriais de receptores de padrdes
moleculares microbianos entre os grupos de
vacas Holandesas, no primeiro e no sétimo
dia apds o parto;

- Verificar se h& relacdo entre as
ocorréncias puerperais e a transcricdo dos
imunomediadores considerados.

Como hipoteses, acredita-se que:

- As vacas Holandesas com retencdo de
placenta apresentam maiores incidéncias de
transtornos puerperais;

- As vacas Holandesas sem e com retencao
de placenta apresentam diferentes niveis de
transcricdo endometrial de receptores de
padrdes moleculares microbianos, no
primeiro e no sétimo dia apds o parto;

- Existe relagdo entre as ocorréncias
puerperais e 0s niveis de transcri¢cdo génica
dos imunomediadores avaliados.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local,
experimentais

periodo e  grupos

O experimento foi realizado na Fazenda
Bom Jardim, localizada em Oliveira (MG),
latitude-20°41°47S, longitude-44°49'38"W
e altitude média de 982 metros. O periodo
experimental foi de 9 de fevereiro a 11 de
maio de 2012, época na qual ocorreu a
maior concentragdo de partos nessa
propriedade. Dezenove vacas Holandesas
pluriparas de segunda a quinta ordem de
lactacdo, sendo 10 sem e 9 com retencéo de
placenta, foram submetidas a bidpsias
endometriais no primeiro e no sétimo dia
apos o parto. Considerou-se como retencéo
de placenta, a ndo expulsdo das membranas
fetais até 24 horas apds o parto.

As vacas foram mantidas em confinamento
tipo free-stall, e receberam dieta completa
duas vezes ao dia (Quadros 1 e 2, em
anexo). Ao apresentarem sinais de parto, 0s
animais foram encaminhados para um
solario ao lado do free-stall, onde
permaneceram com a cria nas primeiras
horas ap6s o parto até a proxima ordenha.
As ordenhas eram realizadas trés vezes ao
dia, sendo que a média diéria da producéo

de leite das vacas do presente estudo foi de
18,6 £ 6,6 litros, até 42 dias ap6s o parto.

O parto foi auxiliado quando ndo ocorreu
expulsdo da cria em torno de uma hora apds
o rompimento da bolsa amnidtica. Apds a
primeira ordenha, todas as vacas receberam
drench via sonda orogastrica (100 g de
sulfato de magnésio, 100 g de cloreto de
potassio, 100 g de cloreto de célcio e 300
mL de propilenoglicol, diluidos 30 litros de
agua). Em seguida, esses animais foram
vermifugados com levamisol (3,75 mg/kg
de peso vivo, SC), conforme o manejo
adotado na propriedade.

Durante o periodo experimental, a variagdo
da temperatura ambiente foi obtida por
meio da afericdo das temperaturas diarias
maxima e minima. A umidade relativa do ar
foi calculada a partir das médias das
temperaturas de bulbo seco (BS) e bulbo
Umido (BU) obtidas diariamente as 7, 12 e
17 horas (Quadro 3, em anexo). O indice de
temperatura e umidade (ITU) foi calculado
pela férmula sugerida por Pires et al.
(1999), na qual: ITU = 0,72 x (BS + BU) +
40,6 (Quadro 4, em anexo). A pluviosidade
diaria foi estimada a partir de dados de
pluvidmetros localizados na propriedade
(Tabela 6).

Tabela 6. Pardmetros climaticos diarios obtidos na Fazenda Bom Jardim durante o periodo experimental.

Horario Parémetro Médias + desvios padréo
7:00 Temperatura (°C) 19+2
Umidade Relativa (%0) 65+ 34
ITU 67 +3
12:00 Temperatura (°C) 27+3
Umidade Relativa (%) 54 +16
ITU 75+3
17:00 Temperatura (°C) 25+3
Umidade Relativa (%0) 58 + 20
ITU 74+3
Variacéo diaria Temperatura méxima (°C) 29+2
Temperatura minima (°C) 16+£2
Média diaria Pluviosidade (mm) 2%5
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Todos os procedimentos adotados no
presente estudo foram aprovados pelo
Comité de FEtica em Experimentaco
Animal, CETEA/UFMG (Protocolo n® 049 /
2011, em anexo).

2.2. Monitoramento do puerpério

O puerpério foi monitorado do 1° ao 42° dia
apés o parto. Durante o0 periodo
experimental, houve variacdo do tamanho
dos grupos devido a morte, venda ou
descarte involuntério de animais (Tabela 7).
As vacas remanescentes foram monitoradas
semanalmente quanto ao escore de
condicdo corporal (ECC). Nessas ocasides,
foram realizados exames ginecol6gicos para
acompanhar a involugdo uterina, o retorno
da atividade ovariana luteal e a ocorréncia
de infeccOes uterinas. A posicdo do Utero
em relacdo a pelve, a simetria dos cornos, a
presenca de contetdo, de foliculos e corpos
luteos foram verificados por meio de
palpacdo transretal e ultrassonografia
(Ultrassom Mindray P/B, DP 2200 VET -
Shenzhen, Guangdong Province, China). A
abertura da cérvix, o aspecto e o odor da
secrecdo cervicovaginal foram examinados
por meio de vaginoscopia.

A temperatura retal foi aferida diariamente
apos a ordenha da manha, durante as duas
primeiras semanas apés o parto. As vacas
com temperatura retal acima de 39,5°C,
desidratacdo, apatia e secrecao
cervicovaginal sanguinopurulenta fétida,
foram diagnosticadas com quadros de
metrite puerperal aguda, de acordo com as
definicdes de infec¢bes uterinas propostas
por Sheldon et al. (2006). Para prevenir a
ocorréncia dessa afeccdo, as vacas com
retencdo de placenta foram tratadas
previamente com oxitetraciclina de longa
duracdo (20 mg/kg de peso vivo, IM).

Como tratamento de suporte, receberam
solucdo de hidratacdo via sonda orogastrica
(160 g de cloreto de sddio, 20 g de cloreto
de potéssio, 10 g de cloreto de calcio e 300
mL de propilenoglicol, diluidos em 30 litros
de 4gua). Nos casos de estabelecimento e
persisténcia dos quadros de metrite
puerperal aguda, os antibidticos utilizados
foram o ceftiofur (2 mg/kg, IM), a tilosina
(10 mg/kg, IM), o florfenicol (20 mg/kg,
IM) e a norfloxacina (5 mg/kg, IM), como
primeira, segunda, terceira e quarta opcGes
de tratamento, respectivamente. Essas
medicacdes foram baseadas em protocolos
adotados na propriedade.

A presenca de secrecdo purulenta na vagina
aos 14 dias ap6s o parto, na auséncia de
sinais sistémicos, foi diagnosticada como
metrite clinica. Secrecdo cervicovaginal
com aspecto purulento aos 21 dias apés o
parto, e/ou mucopurulento aos 28 dias apds
0 parto, caracterizou quadros de
endometrite clinica (Sheldon et al., 2006).
Os animais com metrite e/ou endometrite
clinica (s) foram tratados com
antibioticoterapia sistémica (oxitetraciclina
de longa duracdo ou ceftiofur, para vacas
com baixa ou alta producdo média diaria de
leite, respectivamente) ou local (50 mL de
gentamicina), dependendo da gravidade dos
casos.

A involucdo uterina foi considerada
completa quando o Utero retornou a pelve,
com simetria dos cornos, auséncia de
contetido ou presenca de contetdo uterino
anecoico, auséncia de secre¢do ou presenca
de secrecdo cervicovaginal cristalina. Ap6s
o término da involucdo uterina, as vacas
foram inseminadas ao manifestarem o
primeiro estro, dependendo da condicdo
corporal e da presenca de secrecdo
cervicovaginal com aspecto cristalino.

Tabela 7. Variagdo do nimero de vacas monitoradas entre um e 42 dias p6s-parto (dpp).

Grupos 1dpp 7dpp 14dpp 21dpp 28dpp 35dpp 42dpp

Holandesas sem retencdo de placenta 11
Holandesas com retencéo de placenta 09

10 10 08 08 07
08 07 05 03 03
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Ao final de cada exame ginecolégico,
foram coletadas amostras do conteido
uterino, com o objetivo de identificar as
bactérias presentes no tero durante o
processo de involucdo. Seringas
descartaveis de 20 mL foram acopladas a
pipetas plasticas rigidas utilizadas para
infusdo uterina em vacas, as quais eram
protegidas por uma camisa sanitaria. Apos a
devida contencdo dos animais e
higienizacdo externa da vulva, a pipeta era
guiada até o corpo uterino, onde a camisa
sanitaria era rompida. O émbolo da seringa
era puxado e consequentemente, uma
amostra do conteldo uterino era aspirada
pela pipeta. Ao ser retirada do Utero, a
pipeta era novamente envolvida pela camisa
sanitaria para evitar a contaminacdo da
amostra pela secregdo cervicovaginal. A
amostra do conteudo uterino coletada era
injetada na ponta de dois swabs, 0s quais
eram acondicionados em tubos contendo
meio de Stuart, especifico para o transporte
de bactérias. Os tubos eram armazenados a
-20°C e enviados quinzenalmente para o
Laboratério de Bacteriologia da
Universidade Federal de Goids, onde foram
realizadas culturas bacterianas de acordo
com a metodologia proposta por Koneman
et al. (2001). Somente bactérias aerdbias
foram pesquisadas no presente estudo.

Apb6s a coleta de amostras do conteldo
uterino, foram feitos raspados endometriais
no 21°, 28°, 35° e 42° dias apds o parto, com
0 objetivo de estimar a porcentagem de
neutréfilos presentes no dtero. Para a
realizacdo dos raspados endometriais,
escovas genitais humanas foram adaptadas
a haste inoxidadvel de uma pipeta de
inseminacdo artificial em bovinos, e em
seguida foram protegidas por uma bainha
francesa e por uma camisa sanitaria, de
acordo com o método de cytobrush,
descrito por Kasimanickam et al. (2004).
Na entrada do Utero, a camisa sanitéria era
rompida e a escova genital era
exteriorizada, fazendo-se o raspado em
diferentes pontos do corpo e inicio dos

cornos uterinos. Em seguida, a escova era
novamente revestida pela bainha francesa e
pela camisa sanitaria, para evitar
contaminacdo da amostra pela secregdo
cervicovaginal. Imediatamente apds a
coleta, a escova genital era pressionada
contra laminas de vidro, obtendo-se dois
esfregacos de cada animal. ApGs secagem
em temperatura ambiente, o0s esfregacos
foram submetidos a coloracdo rapida com
corante Panético (Bioclin, Belo Horizonte,
MG, Brasil).

As l&minas foram avaliadas em um
microscdpio 6ptico, sob aumento de 100X.
Dois examinadores avaliaram cada lamina,
fazendo-se em seguida, uma média dos
resultados encontrados. A porcentagem de
neutrdfilos em relagdo ao nimero de células
epiteliais presentes em cada lamina foi
relacionada com a ocorréncia de
endometrite citolégica, de acordo com
Kasimanickam et al. (2004). Animais com
mais de 18% de neutrofilos aos 21 e 28 dias
apos o0 parto, ou mais de 10% de neutrofilos
aos 35 e 42 dias ap06s o parto, apresentavam
guadros de endometrite citoldgica.

2.3. Biopsias endometriais, extracdo de
RNA, sintese de DNA complementar
(cDNA) e Real Time guantitative Reverse
Transcriptase -  Polymerase  Chain
Reaction (QRT-PCR)

As vacas foram submetidas a duas bidpsias
endometriais, sendo que a primeira foi
realizada no primeiro dia (intervalo entre 24
e 30 horas ap06s o parto), e a segunda, no
sétimo dia ap6s o parto. Com o auxilio de
uma mao enluvada, uma pinca de bidpsia
especifica (Hauptner, Solingen, NRW,
Alemanha) envolvida por uma camisa
sanitaria foi encaminhada através da vagina
e da cérvix até a entrada do Utero,
protegendo-se sua extremidade com a ponta
do dedo indicador. Apdés o rompimento da
camisa sanitdria, duas amostras de
endométrio com tamanho aproximado de 8
mm X 4 mm, provenientes de &reas
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intercarunculares, foram coletadas de cada
vaca. Para evitar a contaminagdo das
amostras pela secrecdo cervicovaginal, a
pinca foi envolvida pela camisa sanitaria ao
ser retirada do Utero. Imediatamente apos a
coleta, as amostras foram acondicionadas
em tubos criogénicos estéreis livres de
DNases e RNases, o0s quais foram
armazenados em  botijées contendo
nitrogénio liquido. Ao final do periodo
experimental, as amostras foram
encaminhadas ao Laboratério de Patologia
Molecular da Escola de Veterinaria da
UFMG, onde foram mantidas a -80°C.

O reagente Trizol (Invitrogen, S&o Paulo,
SP, Brasil) foi utilizado para extragdo do
RNA total das amostras de tecido
endometrial. Inicialmente, as amostras
foram homogeneizadas em 500 pL de
Trizol com o auxilio de um
homogeneizador manual. Ap6s a adicdo de
mais 500 pL de Trizol, a mistura foi
incubada durante 5 minutos no gelo. Em
seguida, adicionou-se 200 pL de
cloroférmio e a mistura foi agitada em
vértex durante 15 segundos, incubada no
gelo durante dois minutos e centrifugada
(12000 g, 15 minutos a 4°C). A fase aquosa
foi transferida para um novo tubo, no qual
foi adicionado 500 pL de isopropanol. O
tubo foi agitado por inversdo e incubado
durante 10 minutos no gelo para permitir a
precipitacdo do RNA. Logo apds, a solugdo
foi centrifugada (12000 g, 10 minutos a
4°C), o sobrenadante foi descartado, o
precipitado foi ressuspendido em 1 mL de
etanol 75% e a solucdo foi centrifugada
novamente (7500 g, 5 minutos a 4°C). O
novo sobrenadante foi descartado e o tubo
foi invertido sobre um papel toalha para
possibilitar a secagem do precipitado em
temperatura ambiente. Em seguida, o
precipitado foi ressuspendido em 20 pL de
dgua DEPC (Ambion, S&o Paulo, SP,
Brasil) e incubado durante 10 minutos a
55°C. Logo apds, uma aliquota da solucéo
foi retirada para verificagio da pureza e da
concentragdo de RNA, por meio de

espectrofotometria. Outra aliquota foi
retirada para verificar a integridade do RNA
por meio de um gel especifico. O restante
da solucdo foi armazenado a -80°C.

As duas amostras de tecido endometrial de
cada animal coletadas no primeiro dia apés
0 parto e as duas amostras coletadas no
sétimo dia foram processadas para extracéo
do RNA total. Para sintese do cDNA, foi
escolhida a melhor amostra, de acordo com
os critérios de pureza, concentracdo e
qualidade no gel de RNA. Inicialmente, o
RNA total foi diluido em dgua DEPC para a
concentracdo padrdo de 500 ng/mL.

A metodologia proposta pelo fabricante do
Kit SuperScript First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen, S&o Paulo,
SP, Brasil) foi utilizada para a obtencéo do
cDNA, utilizando-se Random Hexamers na
etapa inicial. Ao final das reacdes,
realizadas no termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf, Sdo Paulo, SP,
Brasil), foram feitos testes do cDNA obtido
a partir dos controles positivos de cada
conjunto de reacBes. Os controles foram
testados por meio de PCR convencional e
corrida em gel de agarose 1%.

As sequéncias dos primers utilizados nas
reacbes de gRT-PCR foram gentilmente
cedidas pelo professor Andrey Pereira Lage
(Laboratério de Bacteriologia, EV/UFMG),
com excec¢do do TLR2, MD2 e GAPDH.
Todos os primers foram delineados com o
auxilio do programa Primer 3 (Rozen e
Skaletsky, 2000), a partir de sequéncias de
RNAmM dos receptores de padrbes
moleculares microbianos considerados no
presente estudo, as quais foram obtidas no
NCBI/GenBank (do inglés National Center
for Biotechnology Information), disponivel
por meio do link http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/Genbank/index.html. Para os TLRs 1 e
6, o primer foi delineado a partir de uma
sequéncia do gene conservada entre esses
receptores, sendo capaz de amplificar
ambos (Tabela 8).
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Tabela 8. Sequéncias dos primers para amplificacdo de RNAm dos receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4,
5e9, NODs 1 e 2, coreceptores MD2 e CD14, e normalizadores -actina e GAPDH, tamanho do produto

(pares de base, pb) e média da temperatura de melting das reages de qRT-PCR (Tm).

. .. Produto Tm Referéncia

Gene Primer Sequéncia (pb) C) (GenBank)

TLR1/6 Forward TGATCTTGCTGGATCCCATT 107 76,2 NM_001046504.1
Reverse ACTCTTCTCCTTGGGCCATT

TLR2 Forward AAATTCTGCTGCGTTGGTTT 96 76,2 NM_174197.2
Reverse GGCATTGTCCAGTGATTTGA

TLR4 Forward GACCCTTGCGTACAGGTTGT 103 77,7 NM_174198.6
Reverse GGTCCAGCATCTTGGTTGAT

TLR5 Forward TCAATGGGAGCCAGATTTTC 104 77,5 NM_001040501.1
Reverse CCCAGCAAAGGTGTGGTAGT

TLR9 Forward GCATCTCACAGGCGGTTAAT 94 83,4 NM_183081.1
Reverse CCATGGTACAGGTCCAGCTT

MD2 Forward GCCACCGTTTGGTACGACTA 106 75,2 AF_368418.1
Reverse TTCCACGGCTTCCCTTCAAT

CD14 Forward CGTGAGCCACTGTAAAGGAA 94 79,6 NM_174008.1
Reverse GCACGCACACCATAGTCAGT

NOD1 Forward CAGTGGGGTGAAGGTGCTAT 102 76,2 XM_598513.4
Reverse ATGTACCTGGCTCCGACATC

NOD2 Forward GGCCCTTGAAAAGAATGACA 95 77,8 NM_001002889.1
Reverse TGGTATCCTGGTGGCTGAGT

BACTINA Forward TCAAGGAGAAGCTCTGCTACGTG 121 84,6 NM_173979.3
Reverse TTGCCGATGGTGATGACCT

GAPDH Forward TTCTGGCAAAGTGGACATCGT 121 79,8 NM_001034034.2
Reverse GCCTTGACTGTGCCGTTGA

A B-actina e 0 GAPDH foram utilizados
como normalizadores das reacfes. Os
primers foram sintetizados comercialmente
(Invitrogen, Séo Paulo, SP, Brasil) e foram
testados por meio de gRT-PCR utilizando-
se quatro amostras de cDNA de macr6fagos
derivados de mondcitos isolados do sangue
de bovinos, o0s quais sabidamente
expressam todos os receptores de padrdes
moleculares microbianos (ver Grafico Al
com os niveis de transcricdo em anexo). Os
procedimentos adotados foram
estabelecidos por Silva et al. (2012a).

Para realizagdo do gRT-PCR, foi utilizado o
SYBER Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, S8o Paulo, SP, Brasil). Para
cada gene alvo foi preparada uma solucdo
contendo 12,5 uL de SYBER Green PCR
Master Mix, 1 pL do primer forward (10
pMM), 1 pL do primer reverse (10 uM) e 8
ML de agua DEPC, a qual eram adicionados
25 pL de cDNA. As misturas foram
preparadas em placas de 96 pogos, as quais
foram centrifugadas e em seguida,
acondicionadas na maquina StepOnePlus™
Real-Time PCR  Systems  (Applied

63



Biosystems, Sdo Paulo, SP, Brasil), para
amplificacdo do cDNA. As placas foram
submetidas a 50°C durante dois minutos
(incubacdo) e 95°C durante 10 minutos
(ativacdo das reagdes), e em seguida, a 40
ciclos de 95°C durante 15 segundos e 60°C
durante  um  minuto  (deshaturacdo,
anelamento e extensdo das fitas de DNA).

2.4. Analises estatisticas

Para comparacdo das médias de
temperatura retal no primeiro e no sétimo
dia ap6s o parto, periodo de involucéo
uterina e intervalo do parto a deteccdo do
primeiro corpo lGteo entre os grupos de
vacas Holandesas sem e com retencdo de
placenta, foi utilizado o teste t de Student,
sendo que as médias foram previamente
submetidas a avaliagdo da normalidade pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. Os testes de
Mann Whitney e Wilcoxon foram utilizados
para comparar as médias do ECC ao parto e
aos 42 dias ap6s o parto, entre 0s grupos e
entre  0s momentos de avaliacdo,
respectivamente. As ocorréncias de febre,
presenca de E. coli no conteldo uterino e
incidéncias de infeccOes uterinas foram
comparadas pelo teste Exato de Fisher.

Os resultados da transcricdo endometrial
dos receptores de padrBes moleculares
microbianos no presente estudo foram
analisados de acordo com o método 244
(Livak e Schmittgen, 2001). O teste de
Wilcoxon foi utilizado para comparar 0s
valores de delta Ct (do inglés Cycle
treshold, referente ao nimero de ciclos no
qual a fluorescéncia emitida durante a
amplificacdo do cDNA é superior ao limiar
de deteccdo) obtidos para cada gene alvo no
primeiro e no sétimo dia ap6s o parto. O
teste de Mann Whitney foi utilizado para
comparar os valores de delta Ct de cada
gene alvo entre os dois grupos de vacas. A
transcri¢do relativa ou nimero de copias de
RNA mensageiro transcrito de cada
receptor foi relacionada com as transcrigdes
de pB-actina e GAPDH, os quais sdo

considerados normalizadores por
apresentarem transcri¢do estavel. Cada 3,3
Cts (n) de diferenca entre a transcri¢do do
gene alvo e a transcri¢do da p-actina ou do
GAPDH, corresponderam a 10" vezes
menor namero de cdpias do gene alvo.

Correlagfes ndo paramétricas de Spearman
foram utilizadas para verificar a relagdo
entre 0s niveis de transcricdo de cada
receptor, e desses, com a temperatura retal e
com o periodo de involucdo uterina, no
primeiro e no sétimo dia ap6s o parto.

Os programas GraphPad Instat, versdo 3.10
(Graphpad Software, San Diego, CA, EUA)
e SAEG, versdo 9.1 (Fundacdo Arthur
Bernardes, Vicosa, MG, Brasil), foram
utilizados para realizacdo das analises
estatisticas. O nivel de significancia
considerado para todos os testes foi de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Escore de condicdo corporal durante
0 periodo experimental

O monitoramento da variacdo da condicéo
corporal das vacas leiteiras no final da
lactacdo, no pré-parto, ao parto e no inicio
da lactacdo, € importante para estimar 0s
efeitos do balangco energético nas
ocorréncias puerperais desses animais
(Gearhart et al., 1990). Considerando o0s
critérios de avaliacdo da condicdo corporal
propostos por Edmonson et al. (1989),
foram observadas diferencas significativas
entre 0S grupos experimentais quanto ao
ECC médio ao parto (Tabela 9). De acordo
com a escala que varia de 1 (vaca muito
magra) a 5 (vaca muito gorda), as vacas
sem retengdo apresentaram ECC ao parto
maior (P < 0,05) que as vacas com retencao
de placenta. Aos 42 dias ap6s o parto, 0s
grupos apresentaram médias de ECC
semelhantes, verificando-se que as vacas
sem retencdo perderam condicdo corporal
de forma significativa (P < 0,05) entre o
parto e o final do experimento.
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Tabela 9. Escore de condigdo corporal (ECC) ao parto e aos 42 dias apds o parto (médias + desvios

padrdo) de acordo com o grupo experimental.

ECC ao parto ECC aos 42 dpp
Grupo (1a5) n (1as)
Holandesas sem retencéo de placenta 4,0 £0,2Aa 07 3,1+0,3Ab
Holandesas com retenc¢do de placenta 3,4 +0,5Ba 03 3,2+ 0,8Aa

Médias seguidas de letras maidsculas distintas na mesma coluna e letras minusculas distintas na mesma
linha diferem entre si pelos testes de Mann Whitney (P < 0,05) e Wilcoxon (P < 0,05), respectivamente.

Vacas leiteiras obesas apresentam queda
acentuada na ingestdo de alimentos apds o
parto. Para atender as demandas energéticas
impostas pelo inicio da lactacdo, esses
animais mobilizam reservas corporais e
apresentam  redugdo  significativa da
condicdo corporal (Waltner et al., 1993).
Vacas obesas a secagem, ao parto e no
inicio da lactacdo apresentam maior
incidéncia de transtornos  puerperais,
guando comparadas as vacas com boa
condicéo corporal (Gearhart et al., 1990).

O monitoramento do ECC no periparto é
essencial para predizer como serd a
interferéncia do balango energético no
retorno do animal a reproducdo. Vacas que
perdem mais de 1 unidade no ECC ap6s o
parto podem apresentar reducdo da
fertilidade posteriormente (Crowe, 2008).
Esses animais  apresentam  balanco
energético negativo (BEN) mais acentuado,
e, consequentemente, maiores incidéncias
de alteracBes metabdlicas, as quais podem
interferir nos mecanismos de defesa do
Gtero, retardando o processo de involugdo
(Swangchan-Uthai et al.,, 2012). A
diminuicdo da funcdo neutrofilica, por
exemplo, é mais marcante nas vacas com
BEN mais acentuado, por causa da presenga
de altas concentragdes sanguineas de
AGNE e BHBA. Portanto, o BEN aumenta
0 risco de estabelecimento de infeccdes
uterinas (Hammon et al., 2006).

Em rebanhos leiteiros de alta producgdo é
importante monitorar o ECC de forma
constante, pois este € um dos métodos mais
Uteis para predizer alteracfes relacionadas
com a ocorréncia de doencas e diminuigédo

do desempenho reprodutivo (Gearhart et al.,
1990; Waltner et al., 1993; Butler, 2006;
Crowe, 2008). Desde o inicio do periodo
seco, as vacas de alta producdo devem
manter o ECC entre 3,0 e 3,5 visando
diminuir as ocorréncias de doengas
metabdlicas, cistos ovarianos, transtornos
reprodutivos e alteracbes do aparelho
locomotor ap6s o parto, minimizando dessa
forma, o0s prejuizos com descartes
involuntarios (Jones et al., 1993).

Crowe (2008) sugere que o ECC de vacas
leiteiras de alta producéo ao parto deve ser
ainda mais baixo, em torno de 2,75 a 3,0,
com perda restrita a no maximo 0,5 unidade
durante o puerpério, para evitar o efeito do
BEN no retorno a ciclicidade. A condigao
corporal ideal ao parto é aquela que
favorece maior producéo de leite, minimiza
os transtornos de salde e os distUrbios
reprodutivos, aumentando o  retorno
econdmico (Gearhart et al., 1990).

Alguns autores notaram relacdo entre
retencdo de placenta e ECC ao parto, como
Santos et al. (2002), que observaram maior
incidéncia dessa patologia em vacas obesas.
No estudo de Markusfeld et al. (1987)
houve maior risco de retencdo de placenta
em vacas com baixo ECC. Esses achados
indicam que animais com ECC inadequado
ao parto tém maior probabilidade de
apresentar retencdo de placenta.

Porém, no presente estudo, ndo houve
relacdo entre o ECC e a ocorréncia de
retencdo de placenta, verificando-se que as
vacas com retencdo apresentaram boa
condicdo corporal ao parto (Tabela 9).
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Santos (1996) também ndo observou
influéncia da condicdo corporal ao parto
sobre a ocorréncia de retencdo de placenta
em vacas leiteiras. O tempo requerido para
liberagdo da placenta e a incidéncia dessa
patologia foi semelhante entre as vacas
consideradas magras ou obesas. Achados
semelhantes foram relatados por Fernandes
et al. (2001) e Martins et al. (2013),
sugerindo gue outros fatores de risco podem
estar relacionados com a ocorréncia de
retengdo de placenta no presente estudo.

3.2. Ocorréncias de partos gemelares e
partos auxiliados

As gestacOes gemelares sdo importantes
fatores de risco para as ocorréncias de
distocia e retencdo de placenta (Beerepoot
et al.,, 1992; Fricke, 2000). No presente
estudo, as vacas com retencdo de placenta
apresentaram  22% (2/9) de partos
gemelares, sendo que um deles foi
auxiliado.

A ocorréncia de gestaches gemelares em
rebanhos leiteiros estd relacionada com
duplas ovulagbes. Os principais fatores de
risco associados as duplas ovulagdes sdo
ordem de parto e producéo de leite, sendo
que as pluriparas de alta produgdo sé&o mais
suscetiveis (Fricke e Wiltbank, 1999;
Wiltbank et al., 2000; Fricke, 2000).
Alteracbes ocorridas no momento da
divergéncia de uma onda folicular podem
possibilitar a codominédncia, seguida de
dupla ovulagéo. Vacas de alta producéo séo
mais suscetiveis devido ao desequilibrio
endocrino  decorrente  do aumento do
metabolismo  hepéatico de  hormbdnios
esterdides e maior concentracdo de FSH
(Fricke e Wiltbank, 1999; Wiltbank et al.,
2000; Fricke, 2000).

A incidéncia de partos gemelares em
rebanhos leiteiros de alta producdo pode
variar de 0 a 10% (Kinsel et al., 1998). Os
prejuizos para o sistema de producdo estdo
relacionados com o estabelecimento de

quadros secundarios de metrite puerperal
aguda,  verificando-se  gastos  com
medicamentos, reducdo da produtividade e
descarte de leite contaminado com residuos
de antibiotico (Beerepoot et al., 1992;
Fricke, 2000). Os partos gemelares
contribuem para a ocorréncia de metrite
puerperal aguda de forma direta, devido aos
danos acarretados ao endométrio no
momento do parto, e indireta, ao favorecer
a ocorréncia de retencdo de placenta
(Martins et al., 2013). No presente estudo, a
vaca que teve gestacdo gemelar seguida de
retencdo de placenta apresentou metrite
puerperal aguda e metrite clinica, sendo
tratada durante trés semanas. A vaca que
teve gestacdo gemelar e distocia seguida de
retencdo de placenta morreu 11 dias ap6s o
parto devido a complica¢Ges puerperais.

A ocorréncia de distocia em vacas
Holandesas pode variar de 5,3% (Leite et
al., 2001) a 20,6% (Koivisto et al., 2001). A
incompatibilidade entre as medidas do feto
e 0 canal do parto ou a apresentacdo fetal
incorreta séo consideradas casos de distocia
e implicam necessidade de auxilio ao parto.
GestacOes gemelares, primiparas e bezerros
muito pesados sdo os principais fatores de
risco (Bell e Roberts, 2007).

Além das gestacdes gemelares e da
intervencdo ao parto, fatores nutricionais e
ambientais estdo relacionados com a
ocorréncia de retengdo de placenta no
presente estudo. Todos esses fatores podem
favorecer a interrupcdo dos mecanismos
fisiologicos de liberacdo da placenta e/ou
causar depressao do sistema imunoldgico,
resultando em falhas nos processos de
separacdo e liberacdo dos anexos fetais
(Wiltbank, 2008).

A incidéncia de retencdo de placenta pode
variar de 1 a 50%, dependendo do tipo de
rebanho, da sua localizacdo e de fatores
climaticos (Wiltbank, 2008). Incidéncias
entre 2 e 5% séo mais frequentes, sendo que
essas porcentagens S&0 maiores em
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rebanhos com elevadas ocorréncias de
partos gemelares e distocias (Sheldon et al.,
2008). Martins et al. (2013) verificaram a
incidéncia de 38,8% de retencdo de
placenta, 11,7% de gestacOes gemelares e
20,4% de partos auxiliados em vacas
Holandesas na mesma propriedade onde foi
realizado este estudo.

3.3. Temperatura retal no primeiro e no
sétimo dia ap6s o parto

A temperatura retal € um indicador da
temperatura corporal, amplamente utilizado
para verificar a presenca de febre em
bovinos (Van Saun, 2000; Drillich et al.,
2003; 2006a,b; Benzaquen et al., 2007). A
média da temperatura retal considerada
normal varia de acordo com o estado de
salde, idade, raca, estacdo do ano, horério
do dia, entre outros fatores (Smith e Risco,
2005), sendo que na maioria dos estudos, a
temperatura igual a 39,5°C é considerada
como limite superior para animais sadios
(Van Saun, 2000; Koivisto et al., 2001;
Sheldon et al., 2006; Martins et al., 2013).

No primeiro e no sétimo dia apés o parto,
as vacas sem e com retencdo de placenta
apresentaram médias de temperatura retal
semelhantes (Tabela 10). Mais de 40% das
vacas apresentaram temperatura > 39,5°C
no primeiro e no sétimo dia pds-parto, nos
dois grupos experimentais.

A elevacdo da temperatura retal, juntamente
com a avaliagdo do aspecto e odor da
secrecdo cervicovaginal sdo importantes
métodos de diagndstico de infeccdes
uterinas. A elevacdo da temperatura retal na
primeira semana ap0s 0 parto pode estar

relacionada com ocorréncia de febre,
importante  sinal clinico da metrite
puerperal aguda (Sheldon et al., 2004b;
Smith e Risco, 2005; Drillich et al., 2003;
2006a,b; Benzaquen et al., 2007).

As ocorréncias diarias de febre durante o
monitoramento de vacas Holandesas que
tiveram retencdo de placenta variaram de
65,5 a 92,1% entre o primeiro e o décimo
dia apds o parto, no estudo de Drillich et al.
(2006a). Ao monitorar o puerpério de vacas
Holandesas da mesma propriedade onde foi
realizado o estudo atual, Martins et al.
(2013) verificaram que as ocorréncias de
temperatura retal elevada foram mais
frequentes do quarto ao sexto dia apos o
parto no grupo de vacas que tiveram
retencdo de placenta seguida de metrite. As
porcentagens de animais com febre nesse
periodo variaram de 41% a 46%.

A elevagdo da temperatura retal ocorre dois
dias antes do diagndstico da metrite
puerperal aguda, sendo que a adocdo de
terapias sistémicas €é importante para
abaixar a temperatura retal e melhorar o
conforto dos animais. Como critério para a
adocdo de medicamentos, somente nos
casos de presenca de febre durante dois dias
consecutivos 0s animais devem ser tratados.
E necessario considerar que alguns animais
podem apresentar metrite puerperal com
sinais sisttmicos ndo acompanhados de
elevagdo da temperatura corporal (Drillich
et al., 2006b). Diferencas no horéario do dia
no qual a temperatura é aferida, fatores
climaticos, estacbes do ano e conforto
térmico das instalacbes, sdo fatores que
podem interferir na variagdo da temperatura
corporal (Smith e Risco, 2005).

Tabela 10. Temperatura retal (TR) no momento da bidpsia (médias + desvios padrdo), no primeiro e no
sétimo dia apds o parto, de acordo com o grupo experimental.

Grupo

TR um dia ap06s
o0 parto (°C)

TR sete dias apés
o0 parto (°C)

Holandesas sem retencéo de placenta
Holandesas com retengdo de placenta

395+0,3 10
39,6 04 09

394+0,6
395+0,8

N&o foram observadas diferengas significativas entre 0s grupos experimentais, nem entre 0s momentos de

avaliacdo (Teste t de Student, P > 0,05).
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3.4. Ocorréncias de infeccbes uterinas

Considerando as definicbes de infeccBes
uterinas propostas por Sheldon et al.
(2006), ndo foram observadas diferencas
significativas (P > 0,05) entre vacas sem e
com retencdo de placenta quanto as
ocorréncias de metrite puerperal aguda aos
7 dias apds o parto, metrite clinica aos 14
dias apos o parto, e endometrite clinica aos
21 e aos 28 dias ap6s o parto (Tabela 11).
As vacas com retencdo de placenta
apresentaram maior (P < 0,05) incidéncia
de endometrite citoldgica que as vacas sem
retencdo aos 21 dias ap6s o parto (Tabela
12). Devido a reducéo do nimero de vacas
durante o periodo experimental, ndo foram
feitas comparagdes entre 0s grupos quanto
as ocorréncias de endometrites clinica e
citoldgica aos 35 e aos 42 dias ap6s o parto.

Como ja comentado, a retencao de placenta
é o principal fator de risco relacionado com
0 estabelecimento de metrites (Laven e
Peters, 1996; Fernandes et al., 2001;
Konigsson et al., 2001; Han e Kim, 2005).
No estudo de Martins et al. (2013), 81% das
vacas Holandesas com retengéo de placenta
tiveram metrite puerperal aguda, enquanto
apenas 17% das vacas sem retencdo
apresentaram esse tipo de infeccdo. No
presente estudo, os dois grupos de vacas
tiveram altas incidéncias de metrite
puerperal aguda (Tabela 11).

Com o objetivo de minimizar a ocorréncia
de metrite puerperal aguda, a adocdo de
antibioticoterapia sistémica, antitérmicos e
fluidoterapia oral é indicada nos casos de
retencdo de placenta seguidos de elevacédo
da temperatura retal (Konigsson et al.,
2001; Sheldon e Dobson, 2004; Drillich et
al., 2006a; W.iltbank, 2008). Mesmo
adotando esses procedimentos, 88,8% das
vacas com retencdo de placenta apresentou
sinais clinicos de metrite puerperal aguda
no presente estudo (Tabela 11).

Em sistemas de producdo de leite, até 100%
das vacas mantidas em confinamento
podem apresentar contaminacgao uterina nas
primeiras semanas apds o parto, porém, as
bactérias sdo eliminadas ao longo do
processo de involugdo uterina normal
(Olson et al.,, 1986; McEntee, 1990;
Sheldon e Dobson, 2004; Sheldon et al.,
2008, 2009). Na presenca de bactérias
patogénicas, alteragdes nos mecanismos de
defesa do  dtero  possibilitam o
estabelecimento de processos infecciosos
(Olson et al., 1986; Horta, 1995; Sheldon e
Dobson, 2004, Sheldon et al., 2006).
Geralmente, as causas das infeccOes
ocorridas no Utero nas primeiras semanas
apos o parto estdo associadas & presenca de
lesbes no endomeétrio e a presenca de debris
celulares no conteudo uterino, favorecendo
a rapida multiplicacdo bacteriana (Azawi,
2008).

Tabela 11. Ocorréncias de metrite puerperal aguda, metrite e endometrite clinicas em vacas Holandesas.

Grupo

14dpp 21 dpp 28 dpp

Holandesas sem retencéo de placenta
Holandesas com retengdo de placenta

60,0% (6/10) 60,0% (6/10) 30,0% (3/10)  37,5% (3/8)
88,8% (8/9) 75,0% (6/8)  71,4% (5/7)  100,0% (5/5)

Né&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos (Teste Exato de Fisher, P > 0,05).

Tabela 12. Ocorréncias de endometrite citol6gica em vacas Holandesas.

Grupo

Holandesas sem retencéo de placenta
Holandesas com retengdo de placenta

21 dpp 28 dpp
10,0% (1/10)* 37,5% (3/8)A
85,7% (6/7)B 80,0% (4/5)A

Percentuais seguidos de letras maidsculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste Exato de

Fisher (P < 0,05).
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Portanto, a involucdo uterina séptica normal
evolui para uma involugdo séptica anormal,
sendo que até 40% das vacas de alta
producdo podem apresentar sinais clinicos
de infeccdo até trés semanas ap6s o parto
(Sheldon et al., 2008, 2009). Em outros
estudos, as incidéncias de metrites em
rebanhos leiteiros variaram de 21,0%
(Benzaquen et al., 2007) a 36,1%
(Markusfeld, 1987). Vacas que apresentam
metrite puerperal aguda e/ou clinica sdo
mais suscetiveis ao estabelecimento de
endometrite a partir da terceira semana apés
0 parto. Entre 20 e 40% dos casos de
metrites evoluem para quadros de
endometrite clinica (Benzaquen et al., 2007;
Sheldon et al., 2008, 2009).

A alta incidéncia de infec¢fes uterinas em
vacas Holandesas, superior a média relatada
na literatura, sugere a presenca de fatores de
risco ndo controlados no presente estudo.
De acordo com Lewis (1997) e Sordillo et
al. (2009), determinados fatores de risco as
vezes nédo justificam elevadas ocorréncias
de infecgOes uterinas, verificando-se que
vacas aparentemente normais podem ser
afetadas. Ap6s o parto, a competéncia do
sistema imunoldgico pode estar relacionada
com as diferentes respostas individuais na
presenca de contaminagao uterina.

Em relagdo as ocorréncias de endometrite
citolégica, o aumento da porcentagem de
neutrdfilos esta relacionado com o grau de
inflamagdo endometrial. Kasimanickam et
al. (2004) também observaram maior
incidéncia de endometrite citologica em
vacas Holandesas com retencdo de placenta
aos 21 dias apds o parto, quando
comparadas as vacas sem retencdo. Os
limiares de neutréfilos estabelecidos por
esses autores foram adotados nos exames
citologicos do presente estudo (Tabela 12).

A comparagdo de achados relacionados
com a endometrite citoldgica é questionavel
devido as variagbes dos limiares de
neutrofilos  estabelecidos nos diversos

estudos, aos distintos métodos de
diagndstico, além da exposicdo dos
rebanhos a diferentes desafios. Em geral,
verifica-se que as bactérias mais frequentes
nas culturas de amostras do contetdo
uterino, coletadas por ocasido dos exames
citolégicos, sdo E. coli e Streptococcus
acidominimus. A maioria das vacas com
endometrite citoldgica ndo apresenta cultura
bacteriana positiva, verificando-se baixa
correlacdo entre citologia e bacteriologia.
Portanto, a endometrite citoldgica ocorrida
apos o parto pode estar mais associada a
recuperacgdo do endomeétrio que as infecgdes
bacterianas (Baranski et al., 2102).

Ao comparar as incidéncias de endometrite
clinica e citolégica nos diferentes
momentos de avaliagdo, observa-se que a
presenca de endometrite clinica n&o
implicou necessariamente na presenca de
endometrite citolégica (Tabelas 11 e 12).
No estudo de Dubuc et al. (2010a), aos 35
dias ap6s o parto, 13,5%, 9,4% e 5,8% das
vacas Holandesas avaliadas tiveram
endometrite citoldgica, clinica ou ambas,
respectivamente. Entre as vacas com
endometrite  clinica, apenas  38,0%
apresentaram endometrite citoldgica nessa
ocasido. Os autores sugeriram que essas
doencas podem apresentar diferentes
formas de manifestacdo e questionaram a
imprecisdo do termo endometrite clinica,
uma vez que foi verificado por meio de
exames citolégicos, que as vacas com
secre¢cdo mucopurulenta ou purulenta na
por¢do caudal da vagina, nem sempre
apresentavam  inflamacdo  endometrial.
Esses achados indicam que a avaliacdo
clinica do trato reprodutivo pode revelar a
presenca de endometrite, cervicite ou
vaginite, e estas condi¢cdes podem ser
confundidas ao observar apenas o aspecto
da secrecdo presente na vagina.

Em outro estudo (Dubuc et al., 2010b), a
utilizacdo do termo endometrite citologica
foi sugerida para substituir o termo
endometrite subclinica, pois apenas 22,8%

69



das vacas Holandesas examinadas foram
diagnosticadas com secregdo vaginal
purulenta e endometrite  citoldgica,
simultaneamente.  Diferengcas entre 0s
fatores de risco estdo relacionadas com
esses achados. Os fatores de risco para a
presenca de secrecdo vaginal purulenta sdo
parto gemelar, distocia e ocorréncia anterior
de quadros de metrite, verificando-se que
estdo associados ao aumento das lesdes
endometriais e ao aumento da densidade
bacteriana. Os fatores de risco relacionados
com a endometrite citoldgica sdo a baixa
condic&o corporal, a cetose e 0 aumento da
concentracdo de haptoglobina, uma das
proteinas da fase aguda da inflamacdo,
verificando-se que esses fatores refletem
guadros  de  imunossupressdo  e/ou
desequilibrios metabdlicos. Embora
algumas vacas apresentam endometrite
citologica e secregédo vaginal purulenta, essa
secre¢do pode ndo ser reflexo de inflamagéo
do endométrio, e sim resultado de quadros
isolados de cervicite e/ou vaginite.

3.5. Isolamento de bactérias a partir de
amostras do contetido uterino

As bactérias aerdbicas isoladas no presente
estudo (Tabela 13) foram classificadas em
diferentes graus de patogenicidade de
acordo com os estudos de Sheldon et al.
(2004) e Willians et al. (2005): 1. Bactérias
patogénicas: bactérias altamente associadas
a lesdes endometriais; 2. Bactérias
potencialmente  patogénicas:  bactérias
frequentemente isoladas do Utero nos casos

de infeccBes uterinas, geralmente, néo
associadas as lesdes endometriais; 3.
Bactérias oportunistas: bactérias que podem
ser ocasionalmente isoladas, mas ndo estdo
relacionadas com infecgdes uterinas.

As porcentagens de amostras de contetido
uterino das vacas sem retengédo de placenta
com presenca de bactérias no 1°, 7°, 14° e
21° dia apos o parto foram de 100%, 80%,
87,5% e 16,7%, respectivamente. Para as
vacas com retencdo de placenta, as
porcentagens de amostras positivas foram
de 100%, 100%, 85, 7% e 75%,
respectivamente. Os  dois grupos
apresentaram E. coli no ambiente uterino
até 21 dias ap6s o parto (Gréfico 1). As
incidéncias de febre nesse periodo podem
ser observadas no Gréfico 2. A maioria das
amostras de contedo uterino apresentava
odor fétido até 21 dias ap0s o parto (Grafico
3). Para todas essas ocorréncias, nao foram
observadas diferencas significativas (P >
0,05) entre os grupos de vacas sem e com
retencdo de placenta, nem entre o0s
diferentes momentos de coleta das amostras
de conteudo uterino.

As culturas bacterianas do contetdo uterino
e da secrecdo cervicovaginal geralmente
sdo positivas nas primeiras semanas apds o
parto devido a contaminagdo  pré-
estabelecida. Fisiologicamente, as bactérias
sdo eliminadas até a terceira semana apos 0
parto das vacas leiteiras (Rocha et al., 2004;
Sheldon et al., 2002b; Sheldon et al., 2006;
Herath et al., 2009a).

Tabela 13. Bactérias aerdbicas presentes no contetdo uterino de vacas Holandesas de acordo com o grau
de patogenicidade. Entre parénteses, a porcentagem correspondente ao total de bactérias isoladas (n = 88)
nas avaliagBes semanais realizadas entre 0 1° e 0 42° dia ap0s 0 parto.

Patogénicas

Potencialmente patogénicas

Oportunistas

Escherichia coli 2
(34,1%) (9,4%)

Streptococcus spp.t

(5,9%)

Pseudomonas spp.?

(7,0%)

Staphylococcus coagulase positiva®

Staphylococcus coagulase negativa®
(20,0%)
Enterobacter spp.?
(22,5%)
Nocardia spp.!
(1,1%)

1. Bactérias Gram-positivas;
2. Bactérias Gram-negativas.
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Isolamento de Escherichia coli no contetido uterino

mHolandesas sem RP @ Holandesas com RP
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Gréfico 1. Porcentagens de isolados uterinos de vacas Holandesas sem reten¢do (n = 11; n =10; n=8; n
= 6) e com retencdo de placenta (h=7;n=7;n=7; n=4), com presenc¢a de Escherichia coli no 1°, 7°,
14° e 21° dias apds o parto, respectivamente. Ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos de vacas.
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Gréfico 2. Ocorréncias de febre (temperatura retal > 39,5°C) em vacas Holandesas sem retencéo (n = 11;
n=10; n =8; n =6) e com retengdo de placenta (n=7;n=7;n=7;n=4) no 1°, 7°, 14° e 21° dias apds
0 parto, respectivamente. N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos de vacas.

Contetdo uterino fétido
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Gréfico 3. Amostras de conteudo uterino de vacas Holandesas sem retencdo (n =11; n=10;n=8;n =
6) e com retencdo de placenta (n =7;n=7; n=7;n=4), com odor fétido, no 1°, 7°, 14° e 21° dias ap06s
0 parto, respectivamente. Ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos de vacas.
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E. coli é o patégeno mais frequente no
conteudo uterino das vacas leiteiras nas
primeiras semanas apds o parto (Rocha et
al., 2004; Sheldon et al., 2002b; 2004b;
2006; Willians et al., 2007; Herath et al.,
2009a; Baranski et al., 2012), como
observado no presente estudo (Tabela 13).
Vacas sem e com retengdo de placenta
apresentaram ocorréncias semelhantes (P >
0,05) de E. coli no utero entre 0 1° e 0 21°
dia apos o parto (Gréfico 1).

No estudo de Sheldon et al., (2004b), as
bactérias mais frequentes em 360 culturas
provenientes de amostras do contetdo
uterino de 97 vacas Holandesas, coletadas
no 7°, 14°, 21° e 28° dias ap0ds o parto foram
E. coli (38,9%), Streptococcus nao
hemolitico (36,4%), T. pyogenes (30,8%),
Bacillus licheniformis (24,2%), Prevotella
sp. (21,7%) e F. necrophorum (15,3%), A
ocorréncia de febre foi relacionada com a
presenca de E. coli, T. pyogenes,
Fusobacterium spp., e, particularmente,
Prevotella sp.. A ocorréncia de febre em
vacas sem e com retencéo de placenta do 1°
ao 21° dia apds o parto pode ser observada
no Grafico 2 do presente estudo.

A temperatura retal pode ser utilizada como
sinal de inflamagcdo endometrial apds o
parto, porém, deve ser associada a outros
sinais clinicos, tais como, contetdo uterino
fétido e atraso do processo de involucéo
uterina, para o diagndstico de infecgdes
uterinas bacterianas (Sheldon et al., 2004b).
O aspecto e o odor da secrecdo
cervicovaginal apresentam alta correlagéo
com resultados de culturas bacterianas
realizadas a partir de amostras do contetido
uterino (Sheldon e Dobson, 2004; Willians
et al.,, 2005). SecrecGes fétidas estdo
relacionadas com a presenca de E. coli, T.
pyogenes, Streptococcus ndo hemolitico e
Manheimia haemolytica (Willians et al.,
2005). No presente estudo as quantidades
de amostras de contetdo uterino enviadas
para cultura bacteriana que apresentavam
odor fétido nas avaliacbes realizadas

semanalmente até 21 dias apds o parto,
podem ser observadas no Gréfico 3.

E extremamente importante diferenciar os
quadros de contaminacdo bacteriana e
infeccdo uterina (Sheldon e Dobson, 2004).
A partir de um quadro de contaminagdo
uterina, a resposta imunoldgica, 0s
patotipos e a quantidade de bactérias podem
contribuir para o estabelecimento ou nao de
infeccOes uterinas apds o parto (Bondurant,
1999; Sheldon, 2007; Sheldon et al., 2006;
Willians et al., 2007; Sheldon et al., 2008;
Potter et al., 2010). A presenca de E. coli no
ambiente uterino até 14 dias apds o parto
esta relacionada com quadros de metrite,
sendo que as toxinas produzidas podem
desencadear sinais sistémicos e atrasar a
involugdo uterina (Dohmen et al., 2000;
Zerbe et al., 2001; Willians et al., 2007).

No estudo de Willians et al. (2007), E. coli,
T. pyogenes e Proteus spp. foram as
bactérias mais isoladas a partir do contetdo
uterino de vacas Holandesas. E. coli foi
isolada até sete dias ap6s o parto, enquanto
T. pyogenes, foi isolado depois de 14 dias
pos-parto. Enquanto a concentracdo de E.
coli diminuiu, a densidade de T. pyogenes
aumentou durante o periodo de avaliacdo,
sugerindo que a E. coli aumenta a
suscetibilidade do atero a infeccdo por T.
pyogenes. A presenca anterior de E. coli no
Utero afeta a funcdo das células de defesa,
favorecendo a coinfecgdo por T. pyogenes
(Dohmen et al., 2000; Zerbe et al., 2001).

No estudo de Mateus et al. (2002), E. coli,
T. pyogenes, Fusobacterium sp. e
Bacteroides sp. foram as principais
bactérias isoladas do contetdo uterino de
vacas Holandesas com sinais de
endometrite  clinica.  T. pyogenes,
Fusobacterium sp. e Bacteroides sp. foram
isoladas até quatro semanas apds o parto em
vacas que  apresentavam  secrecao
cervicovaginal purulenta sem cheiro, e até
seis semanas ap0s o parto, em vacas com
secrecdo cervicovaginal purulenta fétida.
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A presenca de bactérias no conteido uterino
a partir da quarta semana ap6s o parto é
mais comum em vacas Holandesas que
tiveram retencéo de placenta.
Aproximadamente 50% das vacas com
retencdo de placenta podem apresentar
culturas bacterianas positivas aos 30 dias
apo6s o parto, sendo que T. pyogenes é a
bactéria mais frequente nos isolados
(Kaneko et al., 1997). Os protocolos de
isolamento de bactérias adotados pelo
laboratério que realizou as culturas
bacterianas do presente estudo ndo
identificaram T. pyogenes nas amostras de
conteudo uterino das vacas Holandesas. O
isolamento desse patdgeno seria importante
para verificar a sua associagdo com a
ocorréncia de endometrite clinica.

3.6. Involucdo uterina e retorno da
atividade ovariana luteal

Os periodos de involugdo uterina e retorno
da atividade ovariana luteal dos grupos de
vacas sem e com retencdo de placenta
foram semelhantes (P > 0,05; Tabela 14). A
evolugdo dos pardmetros de monitoramento
da involucdo uterina encontra-se em anexo
(Graficos A2 a A8). As elevadas
incidéncias de infec¢Bes uterinas nos dois
grupos podem ter contribuido para o
prolongamento da involugdo uterina,
porém, ndo influenciaram no retorno da
atividade ovarina luteal (Tabelas 11 e 12).

No estudo de Martins et al. (2013), a
presenca isolada de retencdo de placenta
ndo influenciou no periodo de involugdo
uterina, porém, pluriparas Holandesas que
tiveram algum tipo de infeccdo uterina até
42 dias ap6s o parto apresentaram periodo
de involugdo uterina significativamente
maior (37,0 + 13,4 dias) que as sem
infecgéo uterina (27,5 £ 5,9 dias). O efeito
prejudicial de infeccbes sobre a involucdo
uterina ocorre nas primeiras semanas apés o
parto, quando séo observadas alteracdes nos
mecanismos de defesa, aumento da
multiplicacdo de patdgenos e danos ao

endométrio, decorrentes da exacerbacdo e
persisténcia da resposta inflamatdria
(Lewis, 1997; Bondurant, 1999; Sheldon e
Dobson, 2004; Sheldon, 2007, 2008, 2009;
Herath et al., 2009a; Sordillo et al., 2009).

A média de dias para a detec¢do da primeira
ovulacdo apdés o parto (Tabela 14) foi
semelhante a relatada por Kamimura et al.
(1993) e Kozicki et al. (1998), que
verificaram  ocorréncia da  primeira
ovulacdo aos 21,2 + 9.6 e aos 28,5 + 9,7
dias ap6s o parto, respectivamente.
Contudo, foi menor que as médias
encontradas por Nakao et al. (1992), de
Vries e Veerkamp (2000) e Senosy et al.
(2009), que foram de 38,0 + 17,0 dias, 29,7
dias e 31,6 £ 7,0 dias, respectivamente. No
estudo de Martins et al. (2013), as vacas
Holandesas sem e com infecgdo uterina
apresentaram RAOL, em média, aos 35,0 +
18,3 dias e aos 49,4 + 21,7 dias ap6s o
parto, verificando-se diferenca significativa
entre os grupos. No presente estudo, ndo
houve interferéncia das altas incidéncias de
infeccdes uterinas no RAOL.

Na presenca de infeccdo, a acdo
imunossupressora da progesterona ocorrida
apos a primeira ovulagdo pode favorecer o
atraso da involugdo uterina (Del Vechio et
al., 1992; Dhaliwal et al., 2001; Seals et al.,
2002; Lewis, 2003; 2004). Estudos recentes
com vacas Holandesas relatam que a
ocorréncia precoce da primeira ovulacdo
ap06s o0 parto atrasa a involugdo uterina. A
presenca de bactérias patogénicas no Utero
dos animais que ovulam precocemente ap6s
0 parto esta relacionada com maior
gravidade dos quadros de inflamagéo
endometriais, aumento da produgdo de
PGE2 (luteotrdfica), reducdo da producédo
de PGF2a (luteolitica), e,
consequentemente, persisténcia do corpo
liteo. A acdo imunossupressora da
progesterona e o relaxamento do miométrio
contribuem para atrasar 0 processo de
involucgdo uterina (Silvestre et al., 2009a,b;
Heppelmann et al., 2013).
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Tabela 14. Periodo de involugdo uterina e retorno da atividade ovariana luteal (RAOL) de acordo com o

grupo experimental (médias + desvios padréo).

Grupo

Involucdo uterina (dias) n  RAOL (dias)

Holandesas sem retencéo de placenta
Holandesas com retencédo de placenta

35,0+57 09 264+7,7
39,7+40 06 245+38

Né&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos (Teste t de Student, P > 0,05).

O tratamento com deslorelina (agonista do
GnRH) até 36 dias apds o parto suprimiu a
ovulagéo e favoreceu a involugéo uterina de
vacas sem complicagbes puerperais nos
estudos de Silvestre et al. (2009a,b). A
supressdo da ovulacdo por meio da
aspiracdo dos foliculos com diametro maior
gue 6 mm até 42 dias apés o parto
descartou o efeito de hormonios exdgenos e
acelerou a involugéo uterina de vacas com
puerpério normal (vacas sadias) ou
patoldgico (com retencdo de placenta e/ou
infeccdo uterina até 21 dias ap0s o parto) no
estudo de Heppelmann et al. (2013).

3.7. Transcricdo génica endometrial de
receptores tipo Toll 1/6, 2, 4, 5 e 9, NODs
le2,CD14 e MD2

Como os valores de Ct da p-actina
apresentaram maior estabilidade quando
comparados aos valores de Ct do GAPDH,
a B-actina foi escolhida como normalizador
para o calculo da transcricdo endometrial
relativa dos receptores tipo Toll 1/6, 2, 4, 5
e 9, NODs 1 e 2, e dos coreceptores CD14 e
MD?2, em vacas sem retencdo (Grafico 4) e
com retencdo de placenta (Gréfico 5).

Em estudo recente do nosso grupo de
pesquisa (Martins et al., 2011), 103 vacas
Holandesas foram submetidas a bidpsias
endometriais entre seis e doze horas apds o
parto. Em seguida, a involugdo uterina
desses animais foi monitorada
semanalmente, até 42 dias apds o parto.
Nessa ocasido, 20 amostras de endométrio
foram selecionadas para verificacdo da
transcricdo génica dos TLRs 1/6, 2, 4 e 5.
Dez amostras eram provenientes de vacas
gue haviam apresentado retencdo de

placenta seguida de metrite puerperal aguda
e endometrite clinica, e dez amostras,
provenientes de animais com puerpério
normal. A transcri¢do génica dos receptores
avaliados foi relativamente baixa e néo
houve diferenca entre os grupos. Apesar
dos resultados indicarem que a transcrigdo
endometrial de TLRs imediatamente ap6s o
parto ndo é preditiva para a suscetibilidade
a infeccbes uterinas, ndo foi excluida a
possibilidade de ocorrer aumento dos niveis
de transcricdo desses receptores e variagoes
entre 0s grupos de vacas Holandesas sem e
com retencdo de placenta em momentos
mais tardios. Sendo assim, no presente
estudo, as biopsias endometriais foram
realizadas entre 24 e 30 horas ap6s o parto
(primeiro dia) e no sétimo dia apds o parto,
sendo que todas as vacas eram provenientes
do mesmo rebanho do estudo anterior.

Como ilustrado nos Gréaficos 4 e 5, o0s
grupos de vacas Holandesas sem e com
retencdo de placenta apresentaram niveis de
transcricéo génica endometriais
semelhantes (P > 0,05) para todos os
receptores de padrbes  moleculares
microbianos considerados, no primeiro e no
sétimo dia ap6s o parto. Em relacdo ao
estudo anterior (Martins et al., 2011), os
niveis de transcricdo génica endometriais
dos TLRs 1/6, 2, 5 e 9 continuaram baixos
nos dois momentos de coleta das amostras.
Os niveis de transcricdo génica do NOD1,
NOD?2 e do coreceptor MD2 também foram
relativamente baixos nos dois momentos de
avaliacdo. No primeiro dia ap6s o parto, 0
TLR4 e o coreceptor CD14 foram os
imunomediadores com mais alto nivel de
transcricdo endometrial relativa nos dois
grupos experimentais.
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Vacas Holandesas sem retencéo de placenta
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Gréfico 4. Transcri¢do génica de receptores de padrdes moleculares microbianos (médias + erros padrao)
no endométrio de vacas Holandesas sem retencdo de placenta (n = 8), no primeiro e no sétimo dia ap6s o
parto. Ndo foram observadas diferencas significativas, P > 0,05 (Teste de Wilcoxon).

Vacas Holandesas com retencao de placenta
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Gréfico 5. Transcricdo génica de receptores de padrdes moleculares microbianos (médias + erros padrao)
no endométrio de vacas Holandesas com retencéo de placenta (n = 8), no primeiro e no sétimo dia apds o

parto. * Diferencas significativas, P < 0,05; ** Diferenca altamente significativa, P < 0,01 (Teste de
Wilcoxon).
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Do primeiro para o sétimo dia apés o parto,
o0s niveis de transcricdo génica relativa dos
receptores de  padrbes  moleculares
microbianos apresentaram variacdes
parecidas nos dois grupos de vacas
Holandesas, com exce¢do do TLR5 e do
NOD1. Entre os dois momentos de
avaliagdo, o0s niveis de transcri¢do
endometrial de TLR5 e NOD1 aumentaram
no grupo de vacas sem retencdo de
placenta, e diminuiram no grupo de vacas
com retencdo de placenta. No sétimo dia
apos o parto, houve reducdo significativa (P
< 0,05) dos niveis de transcricdo génica de
TLR2, TLR4 e CD14 somente no grupo de
vacas com retengéo de placenta.

Histologicamente, o endométrio das vacas
taurinas e zebuinas apresenta duas camadas:
uma camada superficial composta por
células epiteliais colunares simples, e uma
camada profunda constituida de células
estromais, células de defesa e vasos
sanguineos. Ambas formam a primeira
linha de defesa contra o estabelecimento de
infecgOes uterinas (Monteiro et al., 2003;
Davies et al., 2008; Swangchan-Uthai et al.,
2012). As células adjacentes do epitélio
endometrial sdo unidas por tight junctions.
Esse tipo de conexdo intercelular é
proporcionado por uma rede de proteinas
transmembranares com dominios intra e
extracelulares que interagem para manter a
forte adesdo entre as células. As tigh
junctions mantém a integridade da camada
superficial do endométrio e restringem o
contato entre os compartimentos apical e
basolateral, controlando a permeabilidade
paracelular. Sendo assim, a camada epitelial
do endométrio confere protecéo continua ao
Gtero e é considerada uma importante
barreira fisica contra microrganismos
invasores (Hickey et al., 2011; Amjadi, et
al, 2014).

Durante a maior parte do ciclo reprodutivo,
0 ambiente uterino encontra-se estéril, ou,
potencialmente livre de microrganismos
patogénicos. Porém, durante a relacdo

sexual e durante o parto, o endométrio é
exposto a contaminacdo bacteriana. Ao
entrarem em  contato com  0S
microrganismos, as células epiteliais do
endomeétrio ativam mecanismos
relacionados com as respostas imunologicas
inata e adaptativa (Herath et al., 2006;
Turner et al., 2012). Portanto, além de
constituirem importante barreira fisica de
protecdo uterina, as células epiteliais do
endométrio sdo capazes de reconhecer
microrganismos invasores por meio de
receptores de  padrGes  moleculares
microbianos, desencadeando  respostas
imunoldgicas que consistem na secrecao de
citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e
prostaglandinas (Sheldon e Roberts, 2010).

Lesdes e traumas ocorridos durante o parto
das vacas afetam a integridade da camada
epitelial do endométrio, favorecendo a
exposicdo das células do estroma as
bactérias presentes no ambiente uterino
(Potter et al, 2010). Embora o epitélio
endometrial seja considerado a primeira
barreira contra microrganismos invasores,
as células do estroma s&o mais abundantes e
podem contribuir de maneira significativa
para combater a contaminacdo uterina apés
0 parto (Sheldon e Roberts, 2010).

Estudos realizados in vitro, com células
endometriais purificadas, relatam que de
maneira semelhante as células do epitélio,
as células do estroma apresentam ampla
capacidade de expressar receptores de
padrdes moleculares microbianos e ativar
respostas inflamatorias endometriais em
bovinos (Herath et al., 2006; Davies et al.,
2008; Swangchan-Uthai et al., 2012). Por
meio da técnica de RT-PCR, verifica-se a
transcricdo génica dos TLRs 1 a 10 em
amostras de tecido endometrial de vacas
Holandesas (Davies et al., 2008). Nas
culturas de células epiteliais purificadas,
esses autores observaram a transcrigdo dos
TLRs 1, 2, 3,4,5,6, 7e9. E nas culturas
de células estromais purificadas,
constataram a transcricdo dos TLRs 1, 2, 3,
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4, 6, 7, 9 e 10. Ao serem expostas a
diferentes MAMPs, as células epiteliais e
estromais foram capazes de responder ao
desafio aumentando a producdo de PGEZ2,
demonstrando que os receptores transcritos
séo funcionais.

A ocorréncia de retengdo de placenta em
bovinos pode causar lesbes e traumas
adicionais ao tecido endometrial,
aumentando o risco de ocorréncia de
infecgdes uterinas (Potter et al, 2010). Ao
contréario do esperado, 0s grupos de vacas
Holandesas sem e com retencdo de placenta
ndo apresentaram diferencas em relacdo aos
niveis de transcricdo génica endometriais
dos receptores de padrdes moleculares
microbianos considerados no presente
estudo, no primeiro e no sétimo dia ap6s o
parto. Porém, os grupos experimentais nao
apresentaram 0 mesmo comportamento em
relacdo a variacdo dos niveis de transcrigdo
génica desses receptores entre os dois
momentos de avaliacdo. Houve reducdo
significativa da transcricdo endometrial de
TLR2, TLR4 e CD14 somente no grupo de
vacas com retengdo de placenta (Gréfico 5).

Diferencas quanto a capacidade de regular a
resposta imunol6gica endometrial na
primeira semana ap0s o parto podem estar
relacionadas com os achados obtidos no
presente estudo. A diminuicdo dos niveis de
transcricdo  génica de  determinados
receptores no grupo de vacas com retencao
de placenta pode estar relacionada com um
maior grau de comprometimento da
integridade  do  epitélio nas  &reas
intercarunculares, onde foram coletadas as
amostras de endométrio. Como relatado
anteriormente, a permanéncia da placenta
no Utero dificulta a eliminacdo do contetdo
remanescente da gestacdo, interfere na
atuacdo dos mecanismos de defesa locais e
favorece a multiplicacdo de bactérias,
contribuindo para o estabelecimento de
processos infecciosos (Dohmen et al., 2000;
Sheldon et al., 2004a; Hammon et al.,
2006).

A importancia do TLR4 e do CD14 para a
imunidade uterina das vacas recém-paridas
esta relacionada com a atuacéo de ambos no
reconhecimento da endotoxina LPS,
lipossacarideo presente na membrana
externa da parede celular de bactérias
Gram-negativas (Sheldon e Roberts, 2010;
Swangchan-Uthai et al., 2012). Apds o
parto, a bactéria Gram-negativa mais
frequente em amostras do contetido uterino
de vacas Holandesas ¢ a E. coli (Sheldon et
al., 2002b; 2004b; Willians et al., 2007;
Herath et al., 2009a; Baranski et al., 2012).
No presente estudo, essa bactéria foi isolada
em 86% e 67% das amostras de contetdo
uterino das vacas Holandesas com retencéo
de placenta, no primeiro e no sétimo dia
apos o parto, respectivamente (Grafico 1).

O reconhecimento da E. coli pelo TLR4
depende dos coreceptores CD14 e MD2.
Inicialmente,  proteinas de  ligacdo
denominadas LBPs transferem o LPS para
0 coreceptor CD14, presente na membrana
das células endometriais, formando o
complexo CD14-LPS-LBP. Em seguida,
esse complexo é apresentado ao complexo
TLR4-MD2, que ¢é responsavel pela
ativacdo de uma das vias de sinalizagéo da
resposta imunoldgica, dependentes ou ndo
da molécula adaptadora MyD88. A resposta
inflamatéria ativada a partir da interacdo
entre LPS, LBP, CD14, TLR4 e MD?2 inclui
a liberacdo de citocinas, quimiocinas,
peptideos antimicrobianos, proteinas da
fase aguda, prostaglandinas e outros
imunomoduladores. Na auséncia de CD14,
a interacdo do LPS com o complexo TLR4-
MD2 é fraca (Triantafilou e Triantafilou,
2002; Miyake, 2006; Park et al., 2012).

Ao observar os Gréficos 4 e 5, verificamos
que 0 TLR4 e os coreceptores CD14 e MD2
apresentaram  diferentes  niveis  de
transcricdo génica relativa nos dois grupos
de vacas Holandesas, principalmente no
primeiro dia apds o parto. Em média, o
nivel de transcrigdo endometrial de CD14
foi duas vezes maior que o de TLR4 nos
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dois grupos de vacas. Por sua vez, o nivel
de transcricdo de MD2 foi muito baixo
guando comparado ao CD14 e ao TLR4 nos
dois grupos experimentais, sugerindo que a
atuacdo desses imunomediadores quanto ao
reconhecimento de E. coli e outras bactérias
Gram-negativas presentes no ambiente
uterino pode ter sido comprometida. Falhas
ocorridas nos mecanismos de regulacdo da
ativacdo do TLR4 podem resultar em
quadros inflamatérios exacerbados e/ou
persistentes, seguidos de ocorréncias de
diferentes graus de infecgbes uterinas
(Yunhe et al., 2013).

Os mecanismos relacionados com a
ativacdo da resposta inflamatoria mediada
pelo TLR2 sdo semelhantes a via mediada
pelo TLR4. Vérios ligantes de TLR2 ja
foram descritos, verificando-se que esse
receptor reconhece diferentes MAMPs de
bactérias Gram-positivas, tais como, &cido
lipoteicdico, lipopeptideos e
peptideoglicanos. Como estruturalmente
esses  componentes  bacterianos  s&o
distintos, a promiscuidade do TLR2 é
guestionada (Zahringer et al., 2008). Para
interagir com seus ligantes, o TLR2 se
associa ao TLR1 e/ou ao TLR6, formando
dimeros ou heterodimeros. )
reconhecimento do 4&cido lipoteicdico,
componente da membrana externa de S.
aureus e outras bactérias Gram-positivas,
pode ser dependente da atuagdo das LBPs,
do TLR2 e do coreceptor CD14 (Yoshimura
et al., 1999; Takeuchi e Akira, 2000;
Schroder et al., 2003), porém, para ocorrer
a ativacédo dos fatores de transcri¢do da via
de inflamag&do comum entre 0 TLR2 e o
TLR4, dependente da molécula adaptadora
MyD88, sdo necessarias concentraces de
acido lipoteicéico trés a quatro vezes mais
elevadas em comparagdo a concentracdo de
LPS (Schroder et al., 2003). A participacio
do CD14 no reconhecimento de outros
ligantes do TLR2, como os lipopeptideos,
foi relatada em estudos recentes (Raby et
al., 2013; Ranoa et al., 2013).

Em caninos, o0s niveis de transcri¢do
endometrial de TLR2, juntamente com o0s
niveis de transcricdo de LBPs, TLR4 e
CD14 encontram-se mais elevados em
cadelas com quadros de piometra quando
comparadas a cadelas sadias na fase de
diestro (Mateus et al., 2009; Silva et al.,
2010). Como observado em bovinos, a E.
coli é a principal bactéria presente no
ambiente uterino das cadelas com piometra.

A transcricdo génica e a atuacdo do TLR4
e do CD14 em células endometriais de
bovinos, na presenca de E. coli inativada ou
LPS purificado, foram relatadas
primeiramente por Herath et al. (2006). Em
resposta ao aumento das concentragBes de
E. coli ou LPS no meio de cultura, os
explantes endometriais produziram
guantidades crescentes de prostaglandinas.
A capacidade de responder ao estimulo com
E. coli ou LPS foi dependente da
transcricdo endometrial de TLR4 e CD14,
em células estromais e epiteliais. Verificou-
se que as células epiteliais responderam ao
estimulo com concentraces de E. coli ou
LPS mais baixas que as células estromais.
Estes autores demonstraram que podem
existir diferengas entre o epitélio e o
estroma endometriais quanto a capacidade
de regular a resposta imunol6gica na
presenca de patégenos, sugerindo que as
células  epiteliais  apresentam  maior
sensibilidade para reconhecer os MAMPs e
promover respostas imunoldgicas. Sheldon
e Roberts (2010) relataram que essas
diferencas podem estar relacionadas com a
localizagdo das celulas epiteliais e
estromais do endométrio. Como as células
epiteliais estdo em contato direto com o
limen  uterino, na  presenca  de
microrganismos invasores elas devem ser
capazes de desencadear respostas mais
rapidas que as células do estroma, as quais
sdo ativadas somente quando a integridade
do epitélio endometrial é comprometida.

E necessario considerar que a E. coli possui
diferentes patdtipos, que podem ser
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patogénicos ou ndo. Nas primeiras semanas
ap6s o parto, as infeccBes uterinas estdo
associadas a presenca de patétipos
patogénicos de E. coli no Gtero de bovinos.
O reconhecimento da endotoxina LPS pelo
TLR4 e seus coreceptores CD14 e MD2,
induz respostas inflamatérias, que podem se
manifestar de forma discreta, moderada ou
acentuada (Sheldon et al., 2010). Esses
autores relatam que pat6tipos especificos de
E. coli, isolados a partir do contetdo
uterino de vacas Holandesas com sinais
clinicos de metrite puerperal aguda,
possuem mecanismos de adesdo as células
endometriais mais eficientes, sdo mais
invasivos, induzem resposta inflamatdria
celular mais exacerbada, sdo mais
resistentes a antibioticoterapia e possuem
fatores de viruléncia especificos, quando
comparados aos pat6tipos considerados ndo
patogénicos, mais frequentes no conteido
uterino de animais que ndo apresentavam
sinais clinicos de infeccdo uterina. Bactérias
vivas e LPS purificado a partir de amostras
dos dois patétipos de E. coli foram
infundidos no Gtero de camundongos, sendo
observado o estabelecimento de processos
infecciosos associados a sinais sistémicos
24 horas ap0s a infusdo uterina, somente no
grupo de animais inoculados com E. coli e
LPS de patétipos considerados patogénicos.

O periodo decorrido entre a contaminagdo
uterina pela E. coli e o desencadeamento da
resposta inflamatéria no endométrio de
bovinos ainda ndo foi determinado.
Acredita-se que a resposta seja imediata,
porém, nosso grupo de pesquisa verificou
baixos niveis de transcricdo endometrial de
TLR4 no Gtero de vacas Holandesas entre
seis e doze horas ap0s o parto, observando-
se, em média, 10 copias de TLR4 por 1000
copias de B-actina, sem diferenca entre os
grupos sem e com retengdo de placenta
(Martins et al., 2011). No estudo atual, o
nivel de transcricdo génica de TLR4 em
vacas submetidas a bidpsias endometriais
entre 24 e 30 horas ap6s o parto foi
relativamente maior que o obtido no estudo

anterior, verificando-se, em média, 160
copias de TLR4 por 1000 copias de B-actina
nos grupos com e sem retencdo de placenta.

No estudo de Ritter (2007), foram
observadas diferengas significativas dos
niveis de transcricdo dos TLRs 2, 3,4,6¢e 9
em amostras do endométrio de vacas
Holandesas coletadas entre quatro e seis
horas ap6s o parto, em relacdo as amostras
coletadas entre 24 e 30 horas ap6s o parto.
Houve aumento dos niveis de transcricdo
dos TLRs avaliados, com exce¢do do
TLR9, em amostras de endométrio
coletadas de éreas intercarunculares entre
24 a 30 horas ap0s o parto. Esses resultados
indicam que a interacdo prévia das células
endometriais com 0s microrganismos pode
ser necessaria para estimular a expressao de
determinados imunomediadores.

Com o objetivo de calcular o intervalo entre
a exposicdo ao LPS e o desencadeamento
da resposta imunoldgica, Swangchan-Uthai
et al. (2012), adicionaram LPS (100 ng/ml)
a culturas purificadas de células do epitélio
e do estroma endometrial de bovinos. Apds
24 horas de exposicdo ao LPS, foi
observada diferenca significativa na
transcricio de TLR4, CD14 e vaérias
citocinas, quimiocinas e  peptideos
antimicrobianos  relacionados com a
resposta imunoldgica ao LPS. As leituras
foram realizadas por meio de gRT-PCR
imediatamente antes da adicdo de LPS, 1
hora, 6, 12, 24 e 48 horas ap0s a exposi¢do
das células endometriais ao LPS. Os autores
verificaram que as expressdes dos 17 genes
avaliados voltaram a ser basais na leitura
realizada 48 horas depois da exposi¢do ao
LPS, o que confirma a existéncia de
mecanismos de regulacdo do processo
inflamatério  para  evitar  respostas
exacerbadas e danos as células.

A regulacdo da resposta inflamatoria
endometrial na presenca de microrganismos
com potencial patogénico esta diretamente
relacionada com a manutencdo da

79



fertilidade das vacas. Mesmo quando
expostos a semelhantes condigbes de
contaminacdo microbiana apds o parto,
alguns animais sdo capazes de combater a
contaminacgao uterina rapidamente,
enquanto outros desenvolvem diferentes
graus de infeccdo uterina, que podem
persistir e levar a infertilidade (Willians et
al., 2005; Herath et al., 2009; Chapwanya et
al., 2009; Sheldon et al., 2010).

Em estudo semelhante ao atual, 80 vacas
Holandesas provenientes de um mesmo
rebanho foram submetidas a bidpsias
endometriais e monitoradas na primeira, na
terceira, na quinta e na sétima semanas ap0s
0 parto, com o objetivo de verificar a
relagdo entre transcricdo génica de
receptores de padrbes  moleculares
microbianos, ocorréncias de infecgdes
uterinas e fertilidade (Herath et al., 2009a).
Foram selecionados quatro animais que
tiveram metrite puerperal e metrite clinica
seguidas de endometrite clinica e
endometrite subclinica, que ndo ficaram
gestantes nas trés primeiras inseminacdes
realizadas até 200 dias apds o parto, mais
guatro animais que ndo tiveram sinais de
infeccdo uterina durante o puerpério e se
tornaram gestantes na primeira
inseminacdo, realizada entre 59 e 74 dias
apos o parto. Os animais do primeiro grupo,
considerados inférteis, tiveram maior nivel
de transcrigdo génica endometrial de TLR4
na primeira semana apds o parto quando
comparados aos férteis.  Verificou-se
maiores niveis de transcricdo génica
endometriais de TLR4, CD14 e MD2 no
endométrio de animais inférteis nas
avaliacOes realizadas na primeira semana
apos o parto em relagdo as demais semanas.
O isolamento de E. coli no contetdo uterino
na primeira semana ap6s o0 parto foi
relacionado com esse achado, uma vez que
0 reconhecimento dessas bactérias ocorre
por meio do LPS, principal ligante do
TLRA4. Por sua vez, o TLR4 depende dos
coreceptores CD14 e MD2 para reconhecer
0 LPS, como descrito anteriormente.

Em outro estudo sobre transcrigdo de genes
pro-inflamatdrios em vacas Holandesas,
Chapwanya et al. (2009) realizaram
biopsias endometriais com o objetivo de
realizar exames histopatologicos e
moleculares em nove vacas que tiveram
diferentes graus de inflamacdo endometrial
na segunda semana apos o parto, e quatro
vacas ciclicas sem sinais clinicos de
doengas uterinas, ndo gestantes na nona
semana ap6s o parto. Os niveis de
transcricdo dos TLRs 4, 5, 6, 10 e do
coreceptor CD14 foram maiores no
primeiro grupo, sendo que o aumento do
nivel de transcricdo dos TLRs 4, 6 e 10 foi
relacionado com a maior gravidade dos
processos inflamatérios. De acordo com o0s
autores, a relacéo direta entre 0 aumento da
transcricdo endometrial de determinados
receptores de padrGes  moleculares
microbianos e a gravidade da inflamag&o
pode estar relacionada com maior
suscetibilidade a ocorréncia de doencas
uterinas. A E. coli foi a bactéria mais
isolada em amostras do contetido uterino
até duas semanas apds o parto, ndo sendo
verificadas no grupo de vacas com nove
semanas de lactacdo. As outras bactérias
isoladas foram Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp., as quais também foram
isoladas no presente estudo (Tabela 13).

E importante ressaltar que o aumento dos
niveis de transcricdo dos receptores de
padrdes moleculares microbianos pode estar
associado ndo somente a presenca de
bactérias com potencial patogénico no
ambiente uterino ap6s o parto, mas também,
aos DAMPs (do inglés Damage-Associated
Molecular  Pattern  Molecules), que,
geralmente, sdo moléculas enddgenas,
provenientes do ndcleo ou do citoplasma de
células lesadas, mortas ou necrosadas
(Kannaki et al., 2011). Os DAMPs podem
interagir com os receptores de padrdes
moleculares microbianos presentes nas
células endometriais, ativando vias pro-
infamatdrias e contribuindo para aumentar a
resposta inflamatoria uterina. O TLR2 e o
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TLR4 sdo receptores associados ao
reconhecimento de DAMPs, tendo sido
confirmada a participacdo desses dois
imunomediadores na inducdo de respostas
inflamatorias quando estimulados com
componentes da matriz celular, tais como,
acido hialurénico e proteoglicanos, in vivo e
in vitro (Chen e Nunez, 2010). Portanto,
ndo é possivel afirmar que os maiores
niveis de transcricdo de TLR2 e TLR4 no
primeiro dia apds o parto nas vacas que
apresentaram retengdo de placenta estava
relacionado somente com a presenca de
MAMPs, mas também, com o acumulo de
DAMPs no ambiente uterino.

Outros fatores podem estar relacionados
com os achados do presente estudo, tais
como, componentes genéticos e fatores
metabdlicos. Variaghes genéticas podem
explicar ~ diferencas  nas  respostas
individuais do hospedeiro na presenca de
microrganismos com potencial patogénico
no ambiente uterino (Horne et al., 2008;
Sordillo et al., 2009). Em estudo recente,
Pinedo et al. (2013) tentaram elucidar a
associacdo entre ocorréncias de infeccOes
uterinas em vacas Holandesas e alteragdes
genotipicas nas sequéncias de DNA dos
TLRs relacionados com o reconhecimento
de bactérias: TLRs 1, 2, 4, 5, 6, 9 e 10.
Porém, devido a interferéncia de fatores
externos ligados aos animais e ao ambiente,
como diferencgas entre as ordens de parto,
ocorréncias de distocias e outras
complicagBes puerperais, ndo foi possivel
estimar o  verdadeiro  papel dos
componentes genéticos na suscetibilidade
ou resisténcia as infeccdes uterinas.

Fatores metabdlicos também  podem
influenciar na imunidade uterina das vacas
Holandesas. Inicialmente, a defesa do
ambiente uterino depende do
reconhecimento dos MAMPs por seus
respectivos  receptores, presentes na
superficie ou no interior das células
endometriais. Em segundo plano, a defesa
uterina depende também da atracdo de

células de defesa mais especializadas, como
os neutrdfilos, os macréfagos e 0s
linfécitos. Quimiocinas liberadas pelas
células endometriais sdo responsaveis pela
atragdo dos leucécitos da circulagdo
sanguinea. A CXCL8 por exemplo, é uma
das quimiocinas mais estudadas, sendo
reconhecida como principal fator de atracéo
de neutréfilos para o ambiente uterino
(Sheldon e Bromfield, 2011). A atuacdo dos
neutréfilos no ambiente uterino ¢é
fundamental para combater a contaminagéo
bacteriana em bovinos, porém, verifica-se
que durante o periparto, a funcéo
neutrofilica encontra-se significativamente
reduzida. Alteracbes metabdlicas ocorridas
no inicio da lactacdo das vacas de alta
producdo estdo diretamente relacionadas
com a reducdo acentuada da funcgdo
neutrofilica e com o prolongamento do
quadro de imunossupressdo, aumentando o
risco de ocorréncia de metrite puerperal
aguda. A gravidade do BEN esta associada
a menor atividade neutrofilica em vacas
Holandesas com  infeccdo  uterina,
verificando-se  que  esses  animais
apresentam menor ingestdo de matéria seca
e maiores concentragdes plasmaticas de
NEFA e BHBA, quando comparadas as
vacas sadias, sem sinais de infecgdo uterina
(Hammon et al., 2006).

3.8. Correlagdes entre o0s niveis de
transcricdo génica endometriais de
receptores de padrBes moleculares
microbianos no primeiro e no sétimo dia
ap6s o parto, a temperatura retal e o
periodo de involugéao uterina

Ao correlacionar os niveis de transcri¢do
génica endometriais dos receptores de
padrdes moleculares microbianos avaliados
no presente estudo, foram observadas
algumas correlagdes positivas ou negativas,
significativas (P < 0,05) e altas (r > 0,70)
nos grupos de vacas Holandesas sem
retencdo (Tabela 15) e com retencdo de
placenta (Tabela 16), no primeiro e no
sétimo dia apds o parto.
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Tabela 15. Correlagdes entre os niveis de transcricdo génica endometriais de receptores tipo Toll (TLRS)
1/6,2,4,5e 9, NODs 1 e 2, e coreceptores CD14 e MD2 em vacas Holandesas sem retencdo de placenta
(RP), no primeiro e no sétimo dia apds o parto.

Transcricao génica endometrial em vacas Holandesas sem RP no primeiro dia ap6s o parto (r)

TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2

TLR1/6 0,57 0,10 0,50 0,10 0,31 0,64 0,62 -0,07
TLR2 0,12 0,64 -0,31 0,33 0,41 0,19 -0,64
TLR4 0,21 0,10 -0,26 0,41 0,64 -0,43
TLRS 0,07 0,69 0,69 0,50 -0,43
TLR9 0,10 0,62 0,40 -0,21
NOD1 0,33 0,26 -0,46
NOD2 0,81* -0,43
CD14 -0,21

Transcri¢do génica endometrial em vacas Holandesas sem RP no sétimo dia apds o parto (r)

TLR2 TLR4 TLRS5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD?2

TLR1/6 0,29 -0,07 0,81* 0,43 0,43 0,40 0,76* -0,43
TLR2 0,21 0,69 0,52 0,19 0,74* 0,81* -0,36
TLR4 0,02 0,14 -0,52 0,14 0,26 0,25
TLR5 0,62 0,57 0,81* 0,93* -0,75
TLR9 0,14 0,50 0,57 -0,79*
NOD1 0,55 0,33 -0,79*
NOD?2 0,74* -0,82*
CD14 -0,54

(*) Correlacao de Spearman significativa (P < 0,05), nivel alto (r > 0,70).

Tabela 16. CorrelagBes entre os niveis de transcricdo génica endometriais de receptores tipo Toll (TLRs)
1/6,2,4,5e9, NODs 1 e 2, e coreceptores CD14 e MD2 em vacas Holandesas com retengdo de placenta
(RP), no primeiro e no sétimo dia apos o parto.

Transcricao génica endometrial em vacas Holandesas com RP no primeiro dia apds o parto (r)

TLR2 TLR4 TLRS TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD?2

TLR1/6 0,62 0,10 0,83* 0,76* 0,62 0,98* -0,12 -0,64
TLR2 -0,21 0,50 0,55 0,29 0,55 -0,17 -0,14
TLR4 0,29 0,19 0,21 0,19 -0,33 -0,07
TLR5 0,69 0,79* 0,90* -0,14 -0,71
TLR9 0,33 0,81* -0,14 -0,10
NOD1 0,69 0,07 -0,92*
NOD?2 0,93 -0,64
CD14 -0,04

Transcri¢do génica endometrial em vacas Holandesas com RP no sétimo dia apds o parto (r)

TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD?2 CD14 MD?2

TLR1/6 0,40 0,14 0,62 -0,24 0,64 0,71 0,17 0,07
TLR2 -0,12 0,17 -0,33 0,50 0,74* 0,36 -0,39
TLR4 -0,33 0,02 -0,14 -0,24 0,33 -0,29
TLRS5 0,02 0,43 0,62 -0,10 0,35
TLR9 -0,21 -0,31 -0,17 0,64
NOD1 0,38 -0,24 0,39
NOD2 0,48 -0,07
CD14 -0,29

(*) Correlacao de Spearman significativa (P < 0,05), nivel alto (r > 0,70).
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A variacdo dos niveis de transcricdo génica
endometriais relativas de forma simultanea
entre dois ou mais receptores de padrdes
moleculares  microbianos  pode  estar
relacionada com a quantidade e com a
patogenicidade das bactérias presentes no
ambiente uterino (Herath et al.,, 2009a;
Sheldon et al., 2010). O aumento ou a
diminuicdo dos niveis de transcricdo de
forma simultdnea depende da interacdo
desses receptores com Seus respectivos
MAMPs. Estudos in vitro e in vivo
demonstraram que quanto maior a
concentragdo de MAMPs, maior é a
variacdo simultdnea dos niveis de
transcricdo de determinados receptores em
tecidos  desafiados  experimentalmente
(Goldammer et al., 2004; Schaefer et al.,
2004; Ibeagha-Awemu et al., 2007). No
presente estudo, a auséncia de correlagdes
significativas entre os niveis de transcri¢do
do TLR4 e dos coreceptores CD14 e MD2
nos dois grupos de vacas, sugere falhas no
reconhecimento do LPS, o que pode
favorecer a permanéncia de E. coli e outras
bactérias Gram-negativas no ambiente
uterino nas primeiras semanas ap6s o parto.

Nas correlacbes entre 0s niveis de
transcricdo endometriais dos receptores de
padrdes moleculares microbianos e a
temperatura retal no primeiro e no sétimo
dia apos o parto, foram encontradas apenas
correlagdes nao significativas (P > 0,05),
médias (0,40 < r < 0,70) ou baixas (r <
0,40) nos dois grupos de vacas (Tabela 17).

Em geral, a presenca de E. coli no ambiente
uterino nas primeiras semanas apds o parto
pode resultar em elevacdo da temperatura
corporal em animais com metrite puerperal
aguda, devido a passagem da endotoxina
LPS do ambiente uterino para a corrente
sanguinea (Sheldon et al., 2004b). A
interacdo entre o LPS, TLR4 e o0s seus
coreceptores CD14 e MD2, ativa vias de
sinalizagdo celular que levam a producéo de
citocinas e quimiocinas, como o fator de
necrose tumoral e as interleucinas 6
(CXCLS6) e 8 (CXCLS8). A presenga dessas
citocinas e quimiocinas na circulagéo
sanguinea pode resultar em elevacdo da
temperatura corporal, proporcionando um
circuito de retroalimentacdo positiva para
aumentar a mobilizacdo de células de
defesa (Sheldon e Dobson, 2004).

Apesar de terem sido observados elevados
percentuais de vacas com isolados de
conteudo uterino positivos para E. coli
(Gréafico 1) apresentando quadros febris
(Gréfico 2) nos dois grupos experimentais,
ndo houve relacdo entre os niveis de
transcricdo dos receptores de padrbes
moleculares microbianos e a temperatura
retal no primeiro e no sétimo dia ap6s o
parto. Portanto, pode-se inferir que o
aumento da temperatura retal pode estar
relacionado com a liberagdo de citocinas a
partir da ativagdo de imunomediadores que
sdo capazes de responder ao estimulo sem
necessidade de ocorrer aumento prévio dos
niveis de transcricao génica.

Tabela 17. Correlagdes (r) entre os niveis de transcricdo génica endometriais dos receptores tipo Toll
(TLRs) 1/6, 2, 4,5 e 9, NODs 1 e 2, coreceptores CD14 e MD2, e a temperatura retal (TR) das vacas
Holandesas sem retencdo de placenta (RP) e Holandesas com RP no primeiro e no sétimo dia p6s-parto

(dpp).

Grupo TR

TLR1/6 TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2

Holandesas 1 dpp 0,43 0,68 -0,30

sem RP 7 dpp 0,07 0,02 0,37

Holandesas 1 dpp -0,48 0,08 0,54

com RP 7 dpp 0,10 0,06 -0,37

011 -0,42 0,32 -0,02 -0,04 0,38
0,23 -0,08 -0,16 0,22 0,17 0,29

0,00 0,04 0,11 0,02 0,38 -0,25
-013 -051 -058 -011 -041 -0,22

Né&o foram observadas correlagdes significativas (Spearman, P > 0,05).
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Tabela 18. Correlagdes (r) entre os niveis de transcricdo génica endometriais dos receptores tipo Toll
(TLRs) 1/6,2,4,5¢ 9, NODs 1 e 2, coreceptores CD14 e MD2, e o periodo de involugéo uterina (IU) das
vacas Holandesas sem e com retengdo de placenta (RP), no primeiro e no sétimo dia p6s-parto (dpp).

Grupo U

TLR1/6 TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2

Holandesas 1 dpp 0,57 0,83* 0,21
s/ec/ RP 7dpp 0,80* 0,30 -0,21

0,78 0,551 0,42 0,68 0,64 -0,38
0,82* 0,06 0,50 0,65 0,17 -0,24

(*) Correlacéo de Spearman significativa (P < 0,05), nivel alto (r > 0,70).

Devido a reducdo do numero de animais
durante o periodo experimental, foi
necessario considerar conjuntamente 0s
grupos de vacas sem e com retencdo de
placenta, sendo obtidas correlagoes
significativas (P < 0,05) e altas (r > 0,70),
positivas ou negativas, entre o periodo de
involucdo uterina e os niveis de transcrigdo
endometriais dos receptores de padrdes
moleculares microbianos, no primeiro e no
sétimo dia apds o parto (Tabela 18).

Respostas  inflamatérias  endometriais
exacerbadas ocorridas na primeira semana
apés o0 parto estdo associadas com
persisténcia do quadro de infecgdo e atraso
da involucdo uterina (Herath et al., 2009a).
Como relatado anteriormente, no presente
estudo foram observadas altas incidéncias
de infec¢Bes uterinas nos grupos de vacas
Holandesas sem e com retencdo de placenta
até 28 dias apos o parto (Tabelas 11 e 12),
com consequente atraso do processo de
involucdo uterina (Tabela 14). Entre as
correlagbes  obtidas, verificou-se que
maiores niveis de transcricdo génica
endometriais de TLR2 e TLR5 no primeiro
dia apds o parto, e de TLR1/6 e TLR5 no
sétimo dia ap0s o parto, foram relacionados
com maiores periodos de involucdo uterina.
As variagbes dos niveis de transcricdo
génica desses receptores podem estar
relacionadas com o grau de inflamacdo do
endométrio nos dois momentos de coleta
das amostras, porém, por meio das andlises
utilizadas, ndo foi possivel verificar se
houve relacéo entre os niveis de transcrigao
génica endometriais dos receptores em
questdo e a velocidade do processo de
involucéo uterina das vacas avaliadas.

4. CONCLUSOES

Os grupos de vacas Holandesas sem e com
retencao de placenta apresentaram niveis de

transcricéo génica endometriais
semelhantes para todos os receptores de
padrdes moleculares microbianos

considerados no presente estudo, no
primeiro e no sétimo dia apds o parto.
Porém, 0s grupos experimentais ndo
apresentaram 0 mesmo comportamento em
relacdo a variacdo dos niveis de transcrigdo
desses receptores entre 0s dois momentos
de avaliacdo, sendo observada reducgdo
significativa da transcricdo endometrial de
TLR2, TLR4 e CD14 somente no grupo de
vacas que tiveram retencdo de placenta.

As lesdes e traumas ocorridos nas camadas
epitelial e estromal do endométrio,
ocasionados pela retencdo de placenta,
podem ter influenciado nos mecanismos de
defesa do Utero, diminuindo a sua
capacidade de regular a resposta
inflamatdria na primeira semana apés o
parto. As vacas com retencdo de placenta
apresentaram altas incidéncias de infecgdes
uterinas, com persisténcia dos quadros
clinicos até 28 dias ap6s o parto e
consequente atraso da involugéo uterina. Ao
contrario do esperado, as vacas Holandesas
sem retencdo de placenta também tiveram
altas incidéncias de infecgdes uterinas e
atraso no processo de involugdo do Gtero.

Por meio das anélises utilizadas, ndo foi
possivel verificar a existéncia de relacdo
entre as ocorréncias puerperais e 0s niveis
de transcricdo endometriais dos receptores
de padrdes moleculares microbianos.

84



CAPITULO Il

OCORRENCIAS PUERPERAIS E
TRANSCRICAO GENICA
ENDOMETRIAL DE RECEPTORES
DE PADROES MOLECULARES
MICROBIANOS EM VACAS GIR E F1
HOLANDES X GIR

1. INTRODUCAO

Comparadas as vacas Holandesas, as vacas
zebuinas e mesticas Holandés x Zebu
apresentam baixas incidéncias de infecgoes
uterinas durante o puerpério, verificando-se
ocorréncias de 6% em vacas Gir (Gonzélez
Sanchez et al.,, 2008), 4% em vacas
Holandés x Zebu (Camargos et al., 2013) e
0% em vacas F1 Holandés x Gir (Carvalho,
2009). A transcricdo génica de receptores
de padrées moleculares microbianos no
endométrio de vacas Holandesas ap6s o
parto ja foi relatada, porém, ainda ¢é
desconhecida em vacas zebuinas e mesticas
Holandés x Zebu, representadas no presente
estudo pelas vacas Gir e F1 Holandés x Gir,
respectivamente. Entre outros fatores, a
suscetibilidade ou resisténcia das diferentes
bases genéticas as infec¢des uterinas pode
estar relacionada com a capacidade de
reconhecer 0s microrganismos e regular a
resposta inflamatéria endometrial apds o
parto. Sendo assim, os objetivos da terceira
parte desse estudo, sdo:

- Monitorar aspectos do puerpério, tais
como, ocorréncias de infecgbes uterinas,
periodo de involucdo uterina e retorno da
atividade ovariana, em grupos de vacas Gir
e F1 Holandés x Gir;

- Avaliar os niveis de transcrigdo génica
endometriais de receptores de padrdes
moleculares microbianos em vacas Gir e F1
no primeiro e no sétimo dia ap6s o parto;

- Verificar se ha& relacdo entre as
ocorréncias puerperais e 0s niveis de
transcricdo endometriais dos receptores de
padrdes moleculares microbianos.

Como hipdteses, acredita-se que:

- As vacas Gir e F1 Holandés x Gir
apresentam  baixas  incidéncias  de
transtornos puerperais;

- As vacas Gir e F1 apresentam niveis
semelhantes de transcricdo endometrial de
receptores de padrGes  moleculares
microbianos, no primeiro e no sétimo dia
apos o parto;

- Existe relacdo entre as ocorréncias
puerperais e 0s niveis de transcricdo génica
dos imunomediadores avaliados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local, periodo e grupos
experimentais

O experimento foi realizado na Fazenda
Experimental da EPAMIG de Felixlandia
(MG), latitude -18°45°29”S, longitude -
44°53°56”W e altitude média de 614
metros. O periodo experimental foi de 18 de
novembro de 2010 a 27 de margo de 2011,
época na qual ocorreu a maior concentracéo
de partos nessa propriedade. Nove vacas
Gir e 12 vacas F1 Holandés x Gir sem
retencdo de placenta, foram submetidas a
biépsias endometriais no primeiro e no
sétimo dia ap6s o parto. O grupo de vacas
Gir foi composto por animais de 22 a 5°
ordem de lactagdo, e o de vacas F1, por
animais de 22 a 112 ordem de lactacéo.

N&o ocorreram partos gemelares e nao
houve necessidade de intervencdo nos
partos das vacas Gir e F1 Holandés x Gir.
As vacas Gir foram mantidas com a cria ao
pé e com um touro da raca Holandesa, em
pastagens de Brachiaria decumbens e/ou
Brachiaria brizantha. Esses animais foram
suplementados apenas com sal mineral,
fornecido a vontade em cochos cobertos. As
vacas F1 foram mantidas com um touro da
raga Nelore em pastagens de Brachiaria
decumbens e/ou Brachiaria brizantha e
foram suplementadas com concentrado
(Quadro 5, em anexo) durante a ordenha, a
qual era realizada duas vezes ao dia. As
vacas recebiam 1 Kg de racdo para cada 3
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litros de leite produzidos acima da meédia
diéria de 8 litros de leite. O sal mineral era
fornecido em cochos presentes nas
pastagens. Os bezerros das vacas F1
mamavam um dos tetos durante a ordenha
e/ou mamavam o leite residual ap6s a
ordenha, dependendo do seu
desenvolvimento. Nos intervalos entre as
ordenhas, o0s bezerros eram mantidos
separados das vacas. Até 42 dias apds o
parto, a média da producdo diaria de leite
das vacas F1 foi de 20,3 * 3,9 litros.

Durante o experimento, a variacdo da
temperatura ambiente foi obtida por meio
da afericdo das temperaturas diarias
méaxima e minima. A umidade relativa do ar
foi calculada a partir das médias das
temperaturas de bulbo seco (BS) e bulbo
Umido (BU) obtidas diariamente as 7, 12 e
16 horas (Quadro 3, em anexo). O indice de
temperatura e umidade (ITU) foi calculado
pela férmula sugerida por Pires et al.
(1999), na qual: ITU = 0,72 x (BS + BU) +
40,6 (Quadro 4, em anexo). A pluviosidade
diaria foi estimada a partir de dados
pluviométricos da propriedade (Tabela 19).

Os procedimentos adotados neste estudo
foram aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal, CETEA/UFMG
(Protocolo n° 049 / 2011, em anexo).

2.2. Monitoramento do puerpério

O puerpério foi monitorado, semanalmente,
do 1° ao 42° dia ap6s o parto. Foram
avaliados o escore de condicdo corporal
(ECC), a temperatura retal, a involugdo
uterina, o0 retorno da atividade ovariana
luteal (RAOL) e as ocorréncias de infecgdes
uterinas. Independente do quadro, as vacas
Gir e F1 diagnosticadas com infeccdo
uterina foram tratadas com oxitetraciclina
de longa duracdo (20 mg/kg de peso vivo,
IM). Os exames ginecoldgicos foram
realizados por meio de palpagéo transretal,
vaginoscopia e ultrassonografia. No 21°,
28°, 35° e 42° dias ap6s o parto, foram
feitos raspados endometriais com o objetivo
de estimar a porcentagem de neutréfilos
presentes no Utero. Todos 0s procedimentos
citados foram semelhantes aos adotados
para as vacas Holandesas (Capitulo II).

2.3. BioOpsias endometriais, extracdo de
RNA, sintese de DNA complementar
(cDNA) e Real Time guantitative Reverse
Transcriptase -  Polymerase  Chain
Reaction (QRT-PCR)

Tabela 19. Pardmetros climéticos diarios obtidos na Fazenda Experimental da EPAMIG de Felixlandia

durante o periodo experimental.

Horario Parémetro Médias + desvios padréo
7:00 Temperatura (°C) 22+2
Umidade Relativa (%0) 82+18
ITU 72+2
12:00 Temperatura (°C) 30+4
Umidade Relativa (%) 67 +19
ITU 80+4
16:00 Temperatura (°C) 32+4
Umidade Relativa (%0) 64 +21
ITU 834
Variacéo diaria Temperatura méxima (°C) 32+3
Temperatura minima (°C) 19+£2
Média diaria Pluviosidade (mm) 59127
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Os procedimentos para realizacdo das
biopsias endometriais em vacas Gir e F1
Holandés x Gir e os protocolos laboratoriais
para extracdo do RNA, sintese do cDNA e
realizacdo do gRT-PCR foram semelhantes
aos descritos para as vacas Holandesas na
metodologia do Capitulo Il dessa tese. Os
primers para amplificagdo de RNAm dos
TLRs 1/6, 2, 4, 5 e 9, NODs 1 e 2,
coreceptores MD2 ] CD14, e
normalizadores B-actina e GAPDH, foram
0s mesmos listados na Tabela 8.

2.4. Analises estatisticas

As analises estatisticas adotadas no presente
estudo foram semelhantes as descritas
anteriormente no Capitulo I1.

Na tentativa de elucidar se houve relagdo
entre as ocorréncias puerperais e 0s niveis
de transcrigdo endometriais dos receptores
de padrdes moleculares microbianos, foram
realizadas analises de regressdo multipla,
sendo que os grupos de vacas anteriormente
propostos (Holandesas com retencdo de
placenta, Holandesas, Gir e F1 Holandés x
Gir sem retencdo de placenta) foram
desconsiderados. As equacfes modelo
foram determinadas a partir do exemplo Y
=Bo + P1 (X1) + B2 (X2) + ..., em que:

Y = Variavel dependente ou explicada;

X1; Xz; ... = Varidveis independentes ou
explicativas;
Bo; B1; B2; ... = Parametros a estimar.

Nos modelos de equacdo obtidos a partir
das andlises de regresséo multipla, as
ocorréncias puerperais foram consideradas
variaveis dependentes e 0s niveis de

transcricdo endometrial dos receptores de
padrdes moleculares microbianos foram
considerados varidveis independentes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Escore de condicdo corporal durante
0 periodo experimental

De acordo com os critérios de avaliacdo da
condicdo corporal de vacas leiteiras,
propostos por Edmonson et al. (1989), ndo
foram observadas diferencas significativas
(P > 0,05) entre os grupos de vacas Gir e
F1 Holandés x Gir quanto ao ECC médio
ao parto e aos 42 dias ap6s o parto (Tabela
20). Considerando a escala que varia de 1
(vaca muito magra) a 5 (vaca muito gorda),
houve manutencdo do ECC dos dois grupos
de vacas durante o periodo experimental.

Para atender as demandas energéticas
impostas pelo inicio da lactacdo, as vacas
leiteiras mobilizam reservas corporais e
apresentam  reducdo  significativa da
condicdo corporal nas primeiras semanas
apos o parto. Vacas com ECC elevado ao
parto tendem a apresentar maior
mobilizacdo de reservas corporais devido a
reducdo acentuada na ingestdo de alimentos
(Waltner et al.,, 1993). Ao avaliar as
mudancas no ECC (escala de 1 a 5) de
vacas mesticas Holandés x Zebu, Freitas
Junior et al. (2008), observaram maior
mobilizacéo de reservas corporais entre 0 1°
e 0 45° dia ap6s o parto em vacas que
apresentavam ECC ao parto maior ou igual
a 3,25 (media igual a 3,71), quando
comparadas ao grupo com ECC ao parto
menor que 3,25 (média igual a 2,58).

Tabela 20. Escore de condi¢do corporal (ECC) ao parto e aos 42 dias ap6s o parto (médias + desvios

padrao) de acordo com o grupo experimental.

ECC ao parto ECC aos 42 dpp
Grupo (1a5) : (1a5)
Gir sem retencdo de placenta 09 3,704 09 36+04
F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 12 3,5+0,5 12 3,2+0,5

N&o foram encontradas diferengas significativas (P > 0,05) entre os grupos de vacas (Teste de Mann
Whitney) e entre 0s momentos de avaliacdo (Teste de Wilcoxon).
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De maneira semelhante as vacas
Holandesas, o monitoramento do ECC
durante o periparto das vacas mesticas é
essencial para predizer como serd a
interferéncia do  balango  energético
negativo (BEN) nas ocorréncias puerperais
e no retorno a reprodugdo. Sugere-se que 0
ECC de vacas Holandés x Gir seja de 3,5 a
4,0 (escala de 1 a 5) no momento do parto,
para evitar os efeitos do BEN na ocorréncia
de doencas puerperais e no RAOL (Ferreira
et al., 2000). Esses autores observaram que
a perda de até um ponto no ECC entre o 1°
e 0 90° dia apds o parto ndo interferiu no
RAOLC desses animais. No presente
estudo, 83,3% (10/12) das vacas F1
Holandés x Gir apresentavam ECC de 3,5 a
4,0 ao parto. Esses animais foram capazes
de manter a condicdo corporal e
apresentaram  baixas  incidéncias  de
transtornos puerperais, porém, apenas 50%
(6/12) ovularam até 42 dias apds o parto.

3.2. Temperatura retal no primeiro e no
sétimo dia ap6s o parto

N&o houve diferenca significativa (P >
0,05) da temperatura retal média entre
vacas Gir e F1 Holandés x Gir, no primeiro
e no sétimo dia apds o parto (Tabela 21).
Aproximadamente 22% (2/9) das vacas Gir
e 25% (3/12) das vacas F1 apresentaram
temperatura retal elevada (> 39,5°C) nos
dois momentos de avaliagéo.

Como relatado no capitulo Il, a temperatura
retal é utilizada para estimar a temperatura
corporal das vacas e varia de acordo com 0
estado de salde, idade, raca, estacdo do
ano, horario do dia, entre outros fatores
(Smith e Risco, 2005). A temperatura de

39,5°C é considerada como limite superior
para animais sadios. A hipertermia é um
dos indicadores da presenca de infeccdes
uterinas agudas na primeira semana ap6s o
parto (Sheldon et al., 2006; Martins et al.,
2013), porém, no presente estudo ndo houve
relacdo entre essas ocorréncias.

3.3. Ocorréncias de infeccfes uterinas

De acordo com as defini¢des de infeccdes
uterinas propostas por Sheldon et al.
(2006), ndo foram observadas diferencas
significativas (P > 0,05) entre os grupos de
vacas Gir e F1 Holandés x Gir, quanto as
ocorréncias de metrite puerperal aguda aos
7 dias apds o parto, metrite clinica aos 14
dias apds o parto, e, endometrite clinica aos
21, 28, 35 e 42 dias apds o parto (Tabelas
22 e 23). Em relacdo as ocorréncias de
endometrite citolégica, também ndo foram
observadas diferencas significativas (P >
0,05) entre os grupos (Tabela 24).

As vacas zebuinas e mesticas Holandés x
Zebu apresentaram baixas incidéncias de
infeccBes uterinas quando comparadas as
vacas Holandesas (Tabelas 11 e 12).
Gonzalez Sanchez et al. (1999b) relataram a
ocorréncia de 6,3% de casos de infecgOes
uterinas durante o acompanhamento da
involugdo uterina de 104 vacas Gir.
Camargos et al. (2013) verificaram a
incidéncia de 3,95% casos de infeccdo
uterina em 380 vacas mesticas Holandés x
Zebu durante o puerpério. Curiosamente,
Carvalho (2009) ndo observou ocorréncias
de infecgfes uterinas ao monitorar o
puerpério de 78 vacas Holandés x Zebu na
mesma propriedade onde foi realizado o
estudo atual.

Tabela 21. Temperatura retal (TR) no momento da bidpsia (médias + desvios padrdo), no primeiro e no
sétimo dia apds o parto, de acordo com o grupo experimental.

Grupo

TR um dia ap06s
o0 parto (°C)

TR sete dias apés
o0 parto (°C)

Gir sem retencdo de placenta
F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta

39,2+0,3 09
39,2+0,3 12

38,8+0,5
39,1+0,8

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos de vacas (Teste t de Student, P > 0,05).
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Tabela 22. Ocorréncias de metrite puerperal aguda e metrite clinica em vacas Gir e F1 Holandés x Gir.

Grupo

7dpp 14dpp

Gir sem retencdo de placenta
F1 Holandés x Gir sem retencédo de placenta

0,0% (0/9) 22,2% (2/9)
8,3% (1/12) 16,6% (2/12)

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (Teste Exato de Fisher, P > 0,05).

Tabela 23. Ocorréncias de endometrite clinica em vacas Gir e F1 Holandés x Gir.

Grupo

21 dpp 28 dpp 35 dpp 42 dpp

Gir sem retencdo de placenta
F1 Holandés x Gir sem retencéo de placenta

11,1% (1/9) 11,1% (1/9) 0,0% (0/9)  0,0% (0/9)
8,3% (1/12) 0,0% (0/12) 16,6% (2/12) 0,0% (0/12)

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (Teste Exato de Fisher, P > 0,05).

Tabela 24. Ocorréncias de endometrite citolégica em vacas Gir e F1 Holandés x Gir.

Grupo

21 dpp 28 dpp 35 dpp 42 dpp

Gir sem retenco de placenta
F1 Holandés x Gir sem retencéo de placenta

0,0% (0/9)  22,2% (2/9) 11,1% (1/9) 0,0% (0/9)
25,0% (3/12) 8,3% (1/12) 8,3% (1/12) 0,0% (0/12)

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (Teste Exato de Fisher, P > 0,05).

As baixas incidéncias de infec¢Ges uterinas
em vacas zebuinas e mesticas Holandés x
Zebu pode ser atribuida a auséncia de
fatores de risco, como partos gemelares,
distocias e retencdo de placenta. A boa
condicdo higiénico-sanitaria dos locais onde
os animais foram mantidos também pode
ser associada aos achados (Carvalho, 2009).

E dificil comparar as incidéncias de
infeccOes uterinas entre diferentes estudos,
por causa das variac@es inerentes as ragas,
ao periodo ap6s o parto no qual a doenca é
detectada, aos métodos de diagnostico, a
ordem de parto dos animais avaliados, as
caracteristicas do rebanho, as praticas de
manejo e as definicdes adotadas para os
quadros de infeccdo (Lewis, 1997; LeBlanc,
2002b; Barlund et al., 2008; Dubuc et al.,
2010b). Portanto, variacGes genotipicas e
fenotipicas podem estar relacionadas com
diferencas individuais nas  respostas
imunoldgicas ocorridas no ambiente uterino
das vacas nas primeiras semanas apos 0
parto (Horne et al., 2008; Sordillo et al.,
2009; Pinedo et al., 2013).

3.4. Involugdo uterina e retorno da
atividade ovariana luteal

Os periodos de involucdo uterina dos
grupos de vacas Gir e F1 Holandés x Gir
foram semelhantes (P > 0,05; Tabela 25). A
evolugdo dos pardmetros de monitoramento
da involucdo uterina encontra-se em anexo
(Gréficos A9 a A15). Até 42 dias apds o
parto, ndo foi observada a presenca de
corpo luteo em vacas Gir, e apenas 50% das
vacas F1 haviam ovulado (Tabela 25).

O periodo de involugdo uterina das vacas
Gir foi semelhante as médias relatadas nos
estudos de Gonzalez Sanchez et al.
(1999a,b), que foram de 29,7 £ 9,6 € 30,3 £
10,1 dias, respectivamente. Contudo, foi
menor que a média obtida por Guilhermino
et al. (1992): 41,7 £ 3,4 dias. No caso das
vacas F1 Holandés x Gir, o periodo de
involugdo uterina foi semelhante aos
verificados por Aradjo et al. (1974) e
Carvalho (2009), e inferior ao de Lara
(1985). A involugdo uterina de pluriparas
mesticas Holandés x Zebu nesses estudos
foi, em média, de 28,3 dias, 25,2 dias e 31,7
dias, respectivamente. Baixas incidéncias
de infeccOes uterinas durante o puerpério
podem estar relacionadas com a répida
involug&o uterina nos grupos de vacas Gir e
F1 Holandés x Gir no presente estudo.
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Tabela 25. Periodo de involucdo uterina e retorno da atividade ovariana luteal (RAOL) de acordo com o

grupo experimental (médias + desvios padréo).

Grupo

Involucdo uterina (dias) n  RAOL (dias)

Gir sem retencdo de placenta
F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta

27,7+10,1 00 -
251+47 06 385+59

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (Teste t de Student, P > 0,05).

A ocorréncia tardia da primeira ovulagéo,
detectada ap6s o término da involugdo
uterina nos dois grupos de vacas, confirma
que o periodo de involugdo ndo é afetado
pelo atraso do RAOL (Paisley et al., 1986;
Gonzalez Sanchez et al., 1999b). O
intervalo do parto a primeira ovulagdo das
vacas Gir (média de 64,0 dias) foi muito
superior ao periodo de involugdo uterina
(média de 29,5 dias) no estudo de Gonzélez
Sanchez et al. (1999b), verificando-se que o
aumento da concentracdo de progesterona,
decorrente da formagdo do corpo liteo, ndo
influenciou na involucdo do Utero.

Fatores  genéticos  exercem  efeito
significativo sobre a ocorréncia da primeira
ovulagdo, principalmente em condicOes
tropicais. Ragas taurinas apresentam anestro
p6s-parto mais curto que as ragas zebuinas
(Roche et al., 1992; Abeygunawardena e
Dematawewa, 2004; Crowe, 2008; Ford et
al., 2011). A influéncia da raca no RAOL
ainda ndo é bem compreendida. Ao fazer
comparag0es, diferentes manejos adotados
apos o parto ndo podem ser negligenciados
(Short et al., 1990; Crowe, 2008).

A presenca do bezerro pode ter sido o
principal fator que contribuiu para a
auséncia de RAOL em vacas Gir no
presente estudo, j& que esses animais
apresentavam boa condi¢do corporal ao
parto, a qual foi mantida durante o periodo
experimental (Tabela 20). Borges et al.
(2004) também n&o observaram ocorréncia
de ovulacdo em vacas Gir mantidas com
seus bezerros e monitoradas por meio de
ultrassonografia até 50 dias apds o parto.

Enquanto as vacas leiteiras ordenhadas
apresentam retorno da atividade ovariana

entre 15 e 45 dias apds o parto, as vacas de
corte que amamentam suas crias podem
ovular pela primeira vez entre 30 e 130 dias
ap6s o parto, dependendo da condicdo
corporal (Forde et al., 2011). Devido ao
baixo estoque de LH na hipdfise anterior, a
supressdo da ciclicidade no poés-parto
precoce é independente do efeito da
amamentacdo. A partir da segunda semana
apos o parto, o acumulo de LH na hipd&fise é
restabelecido, porém, observa-se supressdo
da liberagdo pulsatil desse hormodnio e
atraso do RAOL quando a vaca é mantida
com seu bezerro (Williams et al., 1987;
Grimard et al., 1995; Griffith e Williams,
1996). O prolongamento do anestro pés-
parto é devido a acdo inibitoria dos
peptideos opidides enddgenos sobre a
liberacdo de GnRH e LH (Silveira et al.,
1993). Essas substancias séo produzidas no
sistema nervoso central e na hipofise
anterior das vacas que amamentam suas
crias e estdo relacionadas com sinais
exteroceptivos proporcionados pela viséo e
pelo olfato (Griffith e Williams, 1996).

Em relacdo aos 50% das vacas F1 Holandés
X Gir que ovularam até 42 dias ap6s o parto
no presente estudo, a média de dias para
deteccdo do primeiro corpo lateo foi
superior as relatadas por Araljo et al.
(1974) e Lara (1985) para vacas mesticas
Holandés x Zebu, que foram de 29,9 e 27,3
dias respectivamente.

A proporcdo de vacas leiteiras que néo
apresentam RAOL até 42 dias ap6s o parto
¢ um bom indicador da nutricdo adequada
de um rebanho. Se essa taxa ultrapassar
25%, a dieta deve ser examinada com
cuidado, visando adotar estratégias para
aumentar a ingestdo de alimentos e
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minimizar o BEN (Britt, 1992). O BEN esta
relacionado com nutricdo inadequada,
reducdo do ECC e aumento da producdo de
leite nas primeiras semanas apds o parto,
verificando-se atraso no RAOL (Opsomer
et al, 2000; Rekwot et al, 2000;
Abeygunawardena e Dematawewa, 2004;
Crowe, 2008). Na presenca de BEN, o
atraso no RAOL é devido & menor
pulsatilidade do LH, que resulta em falhas
na ovulagdo do foliculo dominante (Diskin
et al., 2003; Butler, 2006). Como verificado
na Tabela 20, o ECC das vacas F1
Holandés x Gir aos 42 dias ap6s o parto foi
semelhante (P < 0,05) ao ECC observado
no dia do parto. Portanto, esses animais ndo
tiveram reducdo da condigdo corporal
durante o periodo experimental, indicando
que ndo houve BEN, nem influéncia da
condigéo corporal no RAOLC.

A supressdo da liberacdo de GnRH pelo
hipotallamo e dos pulsos de LH pela
hipéfise anterior nas primeiras semanas
apos o parto podem ser potencializados pela
amamentacdo (Grimard et al., 1995). No
presente estudo, as vacas F1 Holandés x Gir
amamentavam seus bezerros duas vezes ao
dia, durante e/ou apds a ordenha. Contudo,
no estudo de Ruas et al. (2006), diferentes
manejos de ordenha ndo influenciaram no
intervalo do parto ao primeiro estro de
vacas Holandés x Zebu. Vacas ordenhadas
sem a presenca do bezerro, com presenga
momentanea ou com presenca constante do
bezerro, manifestaram o primeiro estro apés
0 parto, em média, aos 100,1 £ 66, 7 dias,
130,8 + 70,8 dias e 119,8 + 52,6 dias,
respectivamente. A diminui¢do do ECC foi
relacionada com o atraso do RAOLC.

No estudo de Carvalho (2009), vacas
mesticas Holandés x Zebu com boa
condicdo corporal, ovularam, em média, aos
51,6 + 23,3 e aos 44,6 £ 17,7 dias apds o
parto nas estacbes chuvosa e seca,
respectivamente. Do total de 51 vacas
avaliadas, 80,0% ovularam até 90 dias ap6s
0 parto. Esses dados sugerem que O

monitoramento das vacas F1 Holandés x
Gir durante 42 dias no presente estudo foi
insuficiente para detectar a ocorréncia da
primeira ovulacdo desses animais, a qual
pode ocorrer, fisiologicamente, em
momentos mais tardios apds o parto.

3.5. Transcricdo génica endometrial de
receptores tipo Toll 1/6, 2, 4,5 e 9, NODs
le?2,CD14 e MD2

Como relatado no Capitulo Il da tese em
questdo, os valores de Ct da p-actina
apresentaram maior estabilidade quando
comparados aos valores de Ct do GAPDH,
portanto, a [-actina foi escolhida como
normalizador para o calculo da transcrigdo
génica endometrial relativa dos receptores
tipo Toll 1/6, 2, 4,5e 9, NODs 1 e 2, e dos
coreceptores CD14 e MD2, em vacas Gir
(Graéfico 6) e F1 (Gréfico 7).

De maneira semelhante as vacas
Holandesas, o endométrio das vacas Gir e
F1 Holandés x Gir possui amplo potencial
de defesa contra bactérias patogénicas,
sendo capaz de expressar todos 0s
receptores de  padrGes  moleculares
microbianos considerados no presente
estudo. Até o momento, a transcri¢do
endometrial de imunomediadores em vacas
Zebu e mesticas Holandés x Zebu ndo havia
sido relatada. No primeiro dia ap6s o parto,
0 nivel de transcricdo endometrial relativa
de TLR5 em vacas Gir foi maior que o0s
demais. Com excecdo do TLR9 e do CD14,
as variagOes dos niveis de transcricdo dos
receptores de padrbes  moleculares
microbianos em vacas F1 Holandés x Gir
entre o primeiro e o sétimo dia ap6s o parto,
foram parecidas com as observadas em
vacas Gir. Foram encontradas diferencas
pontuais entre 0s momentos de coleta das
amostras (P < 0,05): as vacas Gir
apresentaram maior nivel de transcri¢éo
endometrial relativa de TLR5 no primeiro
dia apés o parto, enquanto as vacas F1,
apresentaram maior nivel de transcricdo de
TLR9 no sétimo dia apés o parto.
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Gréfico 6. Transcri¢do génica de receptores de padrdes moleculares microbianos (médias + erros padrao)
no endométrio de vacas Gir (n = 7), no primeiro e no sétimo dia apds o parto. * Diferenca significativa
(teste de Wilcoxon), P < 0,05.
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Gréfico 7. Transcri¢do génica de receptores de padrdes moleculares microbianos (médias + erros padrao)
no endométrio de vacas F1 Holandés x Gir (n = 9), no primeiro e no sétimo dia apés o parto. * Diferenca
significativa (teste de Wilcoxon), P < 0,05.
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Diferentes fatores podem estar relacionados
com as variagBes dos niveis de transcri¢do
génica de TLR5 e TLRY, entre os dois
momentos de coleta das amostras de
endométrio das vacas Gir e F1 Holandés x
Gir,  respectivamente.  Entre  outros,
podemos citar: diferencas na quantidade e
patogenicidade das bactérias presentes no
ambiente uterino, mecanismos individuais
de regulacdo da resposta imunolégica e
componentes genéticos.

O TLRS é responsavel pelo reconhecimento
de um sitio altamente conservado da
flagelina, essencial para a formacdo de
protofilamentos e movimentacdo de
bactérias flageladas (Hayashi et al., 2001;
Smith et al., 2003). A maotilidade por meio
de flagelos, juntamente com a capacidade
de aderéncia as células do hospedeiro por
meio de fimbrias e a liberagdo de toxinas,
sdo considerados importantes fatores de
viruléncia associados a patogenicidade das
bactérias que contaminam o (tero de
bovinos (Sheldon et al., 2010; Bicalho et
al., 2012). Por sua vez, o TLR9 reconhece
dinucleotideos CpG (do inglés cytosine-
phosphate-guanosine)  ndo  metilados,
presentes em grande quantidade no DNA de
células procariotas e raramente observado
no DNA de eucariotas. Portanto, diferentes
espécies de bactérias, Gram-positivas e
Gram-negativas, incluindo E. coli, S.
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Sao
reconhecidas pelo TLR9 de acordo com a
frequéncia de dinucleotideos CpG ndo
metilados presentes nas suas sequéncias de
DNA (Dalpke et al., 2006).

As bactérias contaminantes do ambiente
uterino das vacas ap6s 0 parto sdo
provenientes das fezes, do trato genital, da
pele e do ambiente (Noakes et al., 1991;
Rocha et al., 2004; Potter et al. 2010;
Bicalho et al., 2012). No estudo de Rocha et
al. (2004), as bactérias mais frequentes em
amostras de contetdo cervicovaginal de
vacas mesticas Holandés x Gir obtidas
durante o periparto foram: E. coli (27,7%),

Staphylococcus coagulase negativa (21,8%)
e Streptococcus spp. (19,8%). As bactérias
menos frequentes nos isolados foram:
Corynebacterium spp., Bacillus spp.,
Corynebacterium bovis, Pseudomonas spp.,
Staphylococcus coagulase positiva,
Enterobacter aerogenes, T. pyogenes,
Citrobacter  freundii e  Citrobacter
amalonaticus. Verifica-se portanto, que a
maioria dessas bactérias sdo semelhantes as
isoladas a partir de amostras do contetdo
uterino de vacas Holandesas (Tabela 13).
Porém, o Utero de vacas mantidas em
sistemas de manejo extensivo, intensivo ou
semi-intensivo, estd exposto a diferentes
desafios bacterianos devido aos variados
niveis de contaminagdo fecal do ambiente
durante o periparto.

No presente estudo, as vacas Gir foram
mantidas em pastagens de Brachiaria spp.
durante todo o periodo experimental, sendo
trazidas ao curral somente no primeiro e no
sétimo dia apds o parto, para realizacdo das
biopsias endometriais. As vacas F1
Holandés x Gir também foram mantidas em
pastagens de Brachiaria spp. durante o
parto e o puerpério, porém, eram trazidas ao
curral duas vezes ao dia e permaneciam
nesse ambiente durante o periodo da
ordenha e da suplementacdo com
concentrado. Portanto, pode-se inferir que a
diminuicdo do nivel de transcricdo génica
endometrial do TLR5 em vacas Gir e 0
aumento do nivel de transcricdo do TLR9
em vacas F1, entre o primeiro e 0 sétimo
dia apds o parto, podem estar relacionados
com a exposicdo do Utero desses animais a
diferentes desafios bacterianos.

O estabelecimento de infecgGes uterinas
depende do balanco entre a quantidade,
patogenicidade dos microrganismos
invasores e a capacidade de regular os
mecanismos relacionados com a resposta
inflamatéria endometrial nas primeiras
semanas apds o parto (Noakes et al., 1991;
Potter et al. 2010; Bicalho et al., 2012). No
presente estudo, nenhuma vaca Gir
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apresentava sinais clinicos de metrite
puerperal aguda e somente uma vaca F1
Holandés x Gir apresentava essa afec¢do
aos sete dias ap6s o parto. Nos exames
ginecoldgicos realizados até 42 dias ap6s o
parto, as incidéncias de infecgdes uterinas
foram relativamente baixas nos dois grupos
experimentais (Tabelas 22, 23 e 24) quando
comparadas as incidéncias de infecgdes
uterinas observadas nos grupos de vacas
Holandesas sem e com retengdo de placenta
(Tabelas 11 e 12).

Variagbes genéticas podem  explicar
diferencas nas respostas individuais do
hospedeiro na presenca de patdgenos
(Horne et al., 2008; Sordillo et al., 2009).
Ao observar os Graficos 6 e 7, verificamos
que as vacas Gir e F1 Holandés x Gir
apresentaram niveis de transcricdo génica
endometriais de receptores de padrdes
moleculares  microbianos relativamente
diferentes daqueles obtidos para as vacas
Holandesas sem e com retencdo de placenta
(Gréficos 4 e 5), principalmente no
primeiro dia ap6s o parto. Porém, devido a
interferéncia de fatores externos ligados aos
animais e/ou ao ambiente, tais como, ordem
de parto, distocias e outras complicacdes
puerperais, ndo é possivel estimar o
verdadeiro  papel dos componentes
genéticos na suscetibilidade ou resisténcia a
ocorréncia de infeccdes uterinas (Pinedo et
al., 2013).

3.6. Correlagbes entre o0s niveis de
transcricdo génica endometriais de
receptores de padrbes moleculares
microbianos no primeiro e no sétimo dia
ap6s o parto, a temperatura retal e o
periodo de involugdo uterina

Ao correlacionar os niveis de transcricao
génica endometriais dos receptores de
padrdes moleculares microbianos obtidos
no primeiro e no sétimo dia apds o parto,
foram observadas algumas correlagdes
positivas ou negativas, significativas (P <
0,05) e altas (r > 0,70) nos grupos de vacas

Gir (Tabela 26) e F1 Holandés x Gir
(Tabela 27).

Como relatado no capitulo 11, 0 aumento ou
a diminuicdo dos niveis de transcricdo dos
receptores de padrbes  moleculares
microbianos de forma simultanea depende
da interacdo com seus respectivos MAMPSs.
Quanto  maior a concentragdo de
componentes imunoestimuladores, maior é
a variacdo simultinea dos niveis de
transcricdo de alguns imunomediadores
(Goldammer et al., 2004; Schaefer et al.,
2004; Ibeagha-Awemu et al., 2007).

Nas correlagbes entre 0s niveis de
transcricdo endometriais dos receptores de
padrdes moleculares microbianos e a
temperatura retal no primeiro e no sétimo
dia ap6s o parto, foram encontradas apenas
relacbes ndo significativas (P > 0,05),
médias (0,40 < r < 0,70) ou baixas (r <
0,40) nos grupos de vacas Gir e F1
Holandés x Gir (Tabela 28).

A presenca de E. coli no ambiente uterino
pode resultar em elevagdo da temperatura
corporal em vacas com metrite puerperal
aguda, devido a passagem da endotoxina
LPS do ambiente uterino para a corrente
sanguinea (Sheldon et al.,, 2004b). No
presente  estudo  foram  observadas
incidéncias relativamente baixas de metrite
puerperal aguda (Tabela 22) e hipertermia
(Item 3.2) na primeira semana ap6s o parto,
0 que pode explicar a auséncia de relagéo
entre 0s niveis de transcricdo génica
endometriais dos receptores de padrdes
moleculares microbianos e a variacdo da
temperatura retal em vacas Gir e F1.

Entre os niveis de transcricdo génica
endometriais dos receptores de padrdes
moleculares microbianos e o periodo de
involucgdo uterina, os grupos de vacas Gir e
F1 apresentaram algumas correlagdes
significativas (P < 0,05) e altas (r > 0,70),
positivas ou negativas, no primeiro e no
sétimo dia apds o parto (Tabela 29).
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Tabela 26. Correlacdes entre os niveis de transcricdo génica endometriais de receptores tipo Toll (TLRS)
1/6,2,4,5e 9, NODs 1 e 2, e coreceptores CD14 e MD2 em vacas Gir, no primeiro e no sétimo dia apds
0 parto.

Transcricao génica endometrial em vacas Gir no primeiro dia ap6s o parto (r)

TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2

TLR1/6 0,43 0,29 0,82* 0,61 0,39 0,14 0,93* 0,60
TLR2 0,75 0,25 0,46 -0,25 0,43 0,57 -0,37
TLR4 0,50 0,54 -0,29 0,57 0,39 -0.09
TLRS 0,57 0,43 0,14 0,79* 0,83
TLR9 0,18 0,75 0,43 -0,09
NOD1 -0,21 0,39 0,60
NOD2 0,04 -0,31
CD14 0,66

Transcri¢ao génica endometrial em vacas Gir no sétimo dia apds o parto (r)

TLR2 TLR4 TLRS5 TLR9 NOD1 NOD?2 CD14 MD?2

TLR1/6 0,86* 0,57 0,79* 0,54 0,68 0,64 0,64 -0,17
TLR2 0,43 0,57 0,46 0,54 0,36 0,71 0,12
TLR4 0,43 0,04 0,04 0,79* 0,86* -0,12
TLR5 0,86* 0,57 0,71 0,32 -0,67
TLR9 0,43 0,29 0,04 -0,46
NOD1 0,25 0,21 -0,06
NOD?2 0,50 -0,76
CD14 0,35

(*) Correlacao de Spearman significativa (P < 0,05), nivel alto (r > 0,70).

Tabela 27. Correlagdes entre os niveis de transcrigdo génica endometriais de receptores tipo Toll (TLRs)
1/6,2,4,5e9, NODs 1 e 2, e coreceptores CD14 e MD2 em vacas F1 Holandés x Gir, no primeiro e no
sétimo dia apds o parto.

Transcri¢do génica endometrial em vacas F1 Holandés x Gir no primeiro dia apds o parto (r)

TLR2 TLR4 TLRS TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD?2

TLR1/6 -0,22 0,08 0,78* 0,68 0,37 0,72* 0,55 0,45
TLR2 -0,40 -0,23 0,00 0,18 -0,23 0,17 0,21
TLR4 -0,32 0,13 -0,47 -0,27 0,27 -0,52
TLR5 0,68 0,70* 0,60 0,10 0,57
TLR9 0,47 0,17 0,57 0,09
NOD1 0,43 -0,10 0,36
NOD?2 0,20 0,64
CD14 -0,14

Transcricao génica endometrial em vacas F1 Holandés x Gir no sétimo dia apds o parto (r)

TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD?2 CD14 MD?2

TLR1/6 0,29 0,12 0,83* -0,10 0,87* 0,67 0,70* 0,57
TLR2 0,00 0,45 0,76* 0,55 0,21 0,64 -0,19
TLR4 0,13 -0,33 0,02 0,08 0,08 0,02
TLRS5 -0,02 0,95* 0,37 0,52 0,55
TLR9 0,20 0,23 0,50 -0,48
NOD1 0,48 0,73* 0,45
NOD2 0,65 0,02
CD14 0,24

(*) Correlacéo de Spearman significativa (P < 0,05), nivel alto (r > 0,70).
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Tabela 28. Correlagdes (r) entre os niveis de transcricdo génica endometriais dos receptores tipo Toll
(TLRs) 1/6, 2, 4,5 ¢ 9, NODs 1 e 2, coreceptores CD14 e MD2, e a temperatura retal (TR) das vacas Gir
e F1 Holandés x Gir, no primeiro e no sétimo dia p6s-parto (dpp).

Grupo TR TLR1/6 TLR2 TLR4

TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2

Gir 1dpp 047 044  -0,09
semRP 7dpp 020 002 052

F1 1dpp -0,43 0,01 -0,30
semRP  7dpp -0,27 0,17 0,33

-0,05 0,16 0,09 0,25 0,47 0,03

0,58 -0,07 0,54 025 049

-0,06  -0,43 0,01 -0,37  -044 -0,11

0,26 0,01 0,06 -0,09 0,61

Né&o foram observadas correlagdes significativas (Spearman, P > 0,05).

Tabela 29. Correlagdes (r) entre os niveis de transcricdo génica endometriais dos receptores tipo Toll
(TLRs) 1/6,2,4,5e 9, NODs 1 e 2, coreceptores CD14 e MD2, e o periodo de involugéo uterina (1U) das
vacas Gir e F1 Holandés x Gir, no primeiro e no sétimo dia pds-parto (dpp).

Grupo 1) TLR1/6 TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2

Gir 1dpp 0,19 -0,13 0,23
semRP  7dpp 0,77* 0,46 0,15

F1 1dpp -0,33 -0,75* 0,33
sesmRP 7dpp -0,77* -0,32 0,04

0,47 0,35 -0,04 0,08 0,00
0,69 0,81* 0,27 0,23 0,05

-0,33  -0,32 -044 -004 -033 -0,36
-0,36 0,08 -0,48 -0,84* -062 -0,26

(*) Correlacéo de Spearman significativa (P < 0,05), nivel alto (r > 0,70).

Ao considerar as correlagdes entre os niveis
de transcricdo endometrial de receptores de
padrdes moleculares microbianos e o0
periodo de involucéo uterina obtidas para o
grupo de vacas Gir, quanto maiores 0s
niveis de transcricdo génica de TLR1/6 e
NODL1 no sétimo dia apds o parto, maior o
periodo de involucdo uterina desses
animais. Ao contrario, no grupo de vacas
F1, menores niveis de transcrigdo
endometrial de TLR2 no primeiro dia ap6s
0 parto, e de TLR1/6 e NOD2 no sétimo dia
apos o parto, foram associados a periodos
mais prolongados de involugdo uterina
(Tabela 29). As variacdes dos niveis de
transcricdo génica de alguns receptores de
padrdes moleculares microbianos podem
estar relacionadas com o grau de
inflamagdo do endométrio no primeiro e no
sétimo dia ap6s o parto, porém, como
ocorrido no estudo com vacas Holandesas
(capitulo Il), por meio das analises
utilizadas, ndo foi possivel verificar se
houve relacdo entre os niveis de transcri¢do

endometrial  desses receptores e a
velocidade do processo de involugédo
uterina das vacas Gir e F1.

3.7. Relacdo entre as ocorréncias
puerperais e 0s niveis de transcricdo
génica endometriais de receptores de
padrdes moleculares microbianos

Como tentativa de esclarecer se houve
relacdo entre as ocorréncias puerperais e 0s
niveis de transcri¢cdo génica endometriais de
receptores de padrdes moleculares de
patdgenos obtidos no primeiro e no sétimo
dia ap6s o parto, foram criados diferentes
modelos de equacdo a partir da realizacdo
de anélises de regressdo multipla, sendo que
0s quatro grupos de vacas considerados
anteriormente  no  presente  estudo
(Holandesas com retencdo de placenta,
Holandesas, Gir e F1 Holandés x Gir sem
retencdo de placenta) foram analisados em
conjunto visando aumentar o n amostral e a
confiabilidade dos resultados.
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Ao associar a ordem de parto (igual a 2 ou
maior que 2), o escore de condicdo corporal
ao parto (menor ou igual a 3,5 ou maior que
3,5) e a ocorréncia ou ndo de retencdo de
placenta, com o nivel de transcrigdo
endometrial de cada receptor avaliado,
verificou-se que a ordem de parto e a
condicdo corporal das vacas ao parto nédo
interferiram nos niveis de transcricdo
endometrial de nenhum receptor nos dois
momentos de avaliagdo. Por sua vez, a
ocorréncia de retencdo de placenta foi

associada de forma altamente significativa
(r =0,4050; P < 0,01) com o aumento dos
niveis de transcricdo endometrial de CD14
no primeiro dia ap6s o parto (Tabela 30).

Os niveis de transcricdo endometrial de
todos os imunomediadores avaliados no
presente estudo ndo foram associados com a
variagcdo da temperatura retal, nem com a
ocorréncia de febre (temperatura retal maior
ou igual a 39,5°C) no primeiro e no sétimo
dia apds o parto (P > 0,05).

Tabela 30. Anélises de regressdo multipla: efeitos da ordem de parto (OP), do escore de condicdo
corporal (ECC) e da ocorréncia de retencdo de placenta (RP) sobre os niveis de transcricdo génica
endometriais dos receptores de padrées moleculares microbianos no primeiro dia p6s-parto (dpp).

Parametros R? (%) Parametro Coeficiente  Intervalo de confiancga (95%) P
TLR1/6 1dpp 15,10 OP>2 38,466 -63,010 a 139,94 0,4441
ECC 1dpp > 3,5 -79,728 -180,34 a 20,880 0,1158
RP -78,186 -192,15 a 35,783 0,1710
TLR2 1dpp 853 OP=>2 -29,774 -77,079a 17,531 0,2079
ECC 1dpp > 3,5 12,568 -34,332 a 59,468 0,5875
RP -8,822 -61,951 a 44,306 0,7363
TLR4 1dpp 13,16 OP>2 -100,03 -218,35a 18,277 0,0943
ECC 1dpp > 3,5 6,028 -111,27 a 123,33 0,9169
RP 59,712 -73,165 a 192,59 0,3653
TLR5 1dpp 18,10 OP>2 82,514 -17,344 2 182,37 0,1017
ECC 1dpp > 3,5 -44,312 -143,32 a 54,692 0,3672
RP -77,132 -189,28 a 35,019 0,1700
TLR9 1dpp 6,03 OP>2 4,335 -4,699 a 13,370 0,3342
ECC 1dpp > 3,5 -2,258 -11,216 a 6,699 0,6097
RP 1,890 -8,256 a 12,037 0,7057
CD14 1dpp 28,73 OP>2 -49,409 -63,048 a 257,81 0,4895
ECC 1dpp > 3,5 131,74 -11,507 a 274,98 0,0701
RP 233,45 71,187 a 395,72 0,0064**
MD2 1dpp 10,60 OP>2 30,544 -14,048 a 75,135 0,1717
ECC 1dpp > 3,5 -15,814 -60,024 a 28,395 0,4699
RP -14,915 -64,996 a 35,166 0,5468
NOD1 1dpp 19,30 OP>2 72,382 -20,702 a 165,47 0,1225
ECC 1dpp > 3,5 75,215 -17,071 a 167,50 0,1062
RP 102,20 -2,342 2 206,74 0,0550
NOD?2 1dpp 6,69 OP>2 -29,392 -136,93 a 78,145 0,5801
ECC 1dpp > 3,5 56,716 -49,900 a 163,33 0,2852
RP -4,265 -125,04 a 116,51 0,9429

(**) Associacdo altamente significativa (P < 0,01) entre as variaveis.
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Nos modelos de regressdo maultipla
utilizados para avaliar a eventual
interferéncia dos niveis de transcricdo
endometrial dos receptores de padrdes
moleculares microbianos nas ocorréncias de
infeccOes uterinas aos 7 (metrite puerperal
aguda), 14 (metrite clinica), 21 e 28
(endometrite clinica) dias ap6s o parto,
foram considerados somente 0s receptores
que apresentaram alguma diferenca
significativa nas comparacGes realizadas
anteriormente, entre 0 primeiro e o sétimo
dia apds o parto (TLR2, TLR4, TLR5,
TLR9 e CD14). Algumas associacdes
significativas (P < 0,05) foram observadas:
- O aumento da transcricdo endometrial de
CD14 (r = 0,4700) no primeiro dia ap6s o
parto foi associado com a ocorréncia de
metrite puerperal aguda (Tabela 31);

- A diminuicdo da transcricdo endometrial
de TLR2 (r = -0,3956) e 0 aumento da
transcricdo de CD14 (r = 0,3297) no
primeiro dia apds o parto, foram associados
com a ocorréncia de endometrite clinica aos
28 dias ap06s o parto (Tabela 32).

N&do foram encontradas associagdes
significativas (P > 0,05) entre o0s niveis de
transcricdo génica dos receptores de
padrdes moleculares microbianos e as
ocorréncias de endometrite subclinica aos
21 e aos 28 dias apds o parto.

Menores niveis de transcricdo de CD14 no
primeiro dia ap6s o parto foram associados
de forma significativa (r = -0,4643; P <
0,05) com a ocorréncia de involucdo uterina
até 28 dias ap6s o parto (Tabela 33).

Tabela 31. Andlise de regressdo mdltipla: efeito dos niveis de transcricdo génica endometriais de
receptores de padrdes moleculares microbianos no primeiro e no sétimo dia po6s-parto (dpp) sobre a
ocorréncia de metrite puerperal aguda (MPA).

Pardmetro R? (%) Imunomediador Coeficiente Intervalo de confianca (95%) P

MPA (7dpp) 47,09 TLR2 1dpp -0,001444 -0,005843 a 0,002955 0,5013
TLR2 7dpp 0,1327 -0,08785 a 0,3532 0,2239
TLR4 1dpp 0,0004098 -0,001999 a 0,002819 0,7264
TLR4 7dpp -3,977E-05 -0,004720 a 0,004640 0,9860
TLR5 1dpp -0,001324 -0,003215 a 0,0005683 0,1600
TLR5 7dpp -0,0001124 -0,004035 a 0,003810 0,9529
TLR9 1dpp -0,001387 -0,01854 a 0,01577 0,8678
TLR9 7dpp -0,003570 -0,06267 a 0,05553 0,9010
CD14 1dpp 0,001263 8,317E-05 a 0,002443 0,0371*
CD14 7dpp -0,001049 -0,002704 a 0,0006050 0,2007

(*) Associagdo significativa (P < 0,05) entre as variaveis.

Tabela 32. Andlise de regressdo multipla: efeito dos niveis de transcricdo génica endometriais de
receptores de padrbes moleculares microbianos no primeiro e no sétimo dia pés-parto (dpp) sobre as
ocorréncias de endometrite clinica (EC) aos 28 dias ap6s o parto.

Parametro R? (%) Imunomediador  Coeficiente Intervalo de confianca (95%) P

EC (28dpp) 47,07 TLR2 1dpp -0,004838 -0,009618 a -5,739E-05 0,0477*
TLR2 7dpp -0,002526 -0,2277 a 0,2226 0,9812
TLR4 1dpp -0,0001245 -0,002829 a 0,002580 0,9231
TLR4 7dpp 0,0002735 -0,004833 a 0,005380 0,9106
TLR5 1dpp -0,001068 -0,003141 a 0,001006 0,2898
TLR5 7dpp 0,001710 -0,002372 a 0,005791 0,3862
TLR9 1dpp -0,004446 -0,02591 a 0,01702 0,6653
TLR9 7dpp -0,02307 -0,08791 a 0,04177 0,4601
CD14 1dpp 0,001987 0,0005086 a 0,003466 0,0118*
CD14 7dpp -7,406E-05 -0,001662 a 0,001514 0,9222

~ (*) Associacdo significativa (P < 0,05) entre as variaveis.

98



Tabela 33. Andlise de regressdo multipla: efeito dos niveis de transcricdo génica endometriais de
receptores de padroes moleculares microbianos no primeiro e no sétimo dia pds-parto (dpp) sobre o

periodo de involugdo uterina.

Parametro  R?(%) Imunomediador  Coeficiente Intervalo de confianga (95%0) P
Inv. Utero 44,97 TLR2 1dpp 0,002249 -0,006483 a 0,01098 0,5822
até 28dpp TLR2 7dpp 0,1473 -0,1512 a 0,4459 0,3006
TLR4 1dpp 0,002115 -0,002116 a 0,006346 0,2947
TLR4 7dpp -0,005166 -0,01276 a 0,002427 0,1624
TLR5 1dpp -0,0002079 -0,003003 a 0,002587 0,8729
TLR5 7dpp -0,0007091 -0,006033 a 0,004614 0,7748
TLR9 1dpp 0,006579 -0,02050 a 0,03 0,6035
TLR9 7dpp 0,03172 -0,05407 a 0,1175 0,4330
CD14 1dpp -0,003313 -0,006585 a -4,067E-05 0,0477*
B CD14 7dpp 0,001052 -0,001154 a 0,003258 0,3165
(*) Associagdo significativa (P < 0,05) entre as variaveis.
Apesar das poucas associacoes parto interfere na contratilidade do
significativas obtidas a partir da realizacéo miométrio, dificulta a drenagem do
das analises de regressdo multipla, os conteldo remanescente da gestacdo e

resultados foram relevantes. Verificou-se
gue a ocorréncia de retencdo de placenta
implicou aumento do nivel de transcricdo
génica endometrial de CD14 no primeiro
dia ap6s o parto. Maiores niveis de
transcricdo de CD14 foram relacionados
com a ocorréncia de metrite puerperal
aguda. Como verificado na Tabela 11,
88,8% das vacas Holandesas que tiveram
retencdo de placenta apresentaram esse tipo
de infeccdo uterina aos sete dias ap6s o
parto. Maiores niveis de transcricdo de
CD14 também foram associados a
ocorréncia de endometrite clinica aos 28
dias ap6s o parto. Nessa ocasidao, 100% das
vacas Holandesas que tiveram retengdo de
placenta apresentavam endometrite clinica
(Tabela 11). Adicionalmente, maiores
niveis de transcricdo endometrial de CD14
no primeiro dia apés o parto foram
relacionados com atraso da involucédo
uterina. Como observado na Tabela 14, as
vacas Holandesas com retencédo de placenta
ndo haviam finalizado o processo de
involucdo uterina até 28 dias ap6s o parto.
Ao contrario, a maioria das vacas Gir e F1
Holandés x Gir apresentavam involucdo
uterina completa nessa ocasido (Tabela 25).

Até 0 momento, ja havia sido relatado que a
permanéncia da placenta no Utero apds o

favorece a multiplicacdo de bactérias
(Dohmen et al., 2000; Sheldon et al., 20044;
Hammon et al., 2006; Potter et al., 2010).
Os resultados do presente estudo sugerem
gue a retencdo de placenta também pode
interferir nos mecanismos de regulacéo da
resposta imunoldgica endometrial.

As lesdes endometriais decorrentes de
falhas na regulacéo da resposta inflamatoria
endometrial nas primeiras semanas apo6s 0
parto podem resultar em infertilidade, e,
consequentemente, aumento do descarte
involuntario de vacas. Juntamente com as
LBPs, o TLR4 e o MD2, o coreceptor
CD14 apresenta papel fundamental no
reconhecimento da E. coli, principal
bactéria associada a ocorréncia de metrite
puerperal aguda na primeira semana apds o
parto. Falhas ocorridas na ativacdo desses
receptores podem resultar em quadros
inflamatdrios exacerbados e/ou persistentes,
seguidos de ocorréncias de processos
infecciosos e atraso da involucdo uterina
(Rietdijk et al., 2008; Yunhe et al., 2013).

No estudo de Chapwanya et al. (2009), no
qual foram comparados 0s niveis de
transcricdo génica de diversos receptores de
padrdes  moleculares  microbianos e
mediadores pré-inflamatérios em amostras
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do endométrio de vacas Holandesas com
diferentes graus de inflamacéo (na segunda
semana apds o parto) e vacas Holandesas
sem sinais de inflamacdo (com nove
semanas apos o parto), a transcricdo génica
de CD14, juntamente com outros receptores
(TLRs 4, 5, 6 e 10) foi maior no primeiro
grupo. A relagéo direta entre 0 aumento da
transcricdo endometrial desses receptores e
a gravidade da resposta inflamatéria foi
relacionada com maior suscetibilidade a
ocorréncia de doengas uterinas.

Por meio das andlises de regressdo, foi
possivel verificar também que menores
niveis de transcrigdo génica endometriais de
TLR2 no primeiro dia ap6s o parto foram
associados com a ocorréncia de endometrite
clinica no 28° dia ap6s o parto. Os niveis de
transcricdo endometrial de TLR2 foram
relativamente baixos para todos 0s grupos
de vacas avaliados no presente estudo
(Gréficos 4, 5, 6 e 7), no primeiro e no
sétimo dia ap6s o parto. Porém, somente o
grupo de vacas Holandesas com retengéo de
placenta apresentaram reducéo significativa
da transcricdo de TLR2 entre o primeiro e 0
sétimo dia apds o parto. Como relatado, o
TLR2  estd relacionado com o
reconhecimento de MAMPs de bactérias
Gram-positivas, tais como, Staphylococcus
sp., Streptococcus spp. e T. pyogenes. As
duas primeiras sdo frequentemente isoladas
no contetdo uterino ap6s o parto, porém,
geralmente, ndo estdo associadas a lesdes
endometriais (Sheldon et al.,, 2004b;
Willians et al., 2005). Por sua vez, a T.
pyogenes € uma bactéria altamente
patogénica e esta diretamente relacionada
com a ocorréncia de infeccBes uterinas
cronicas. [Essa bactéria secreta uma
exotoxina hemolitica termossensivel, que
causa danos irreversiveis ao endométrio
(Miller et al, 2007). No estudo de Kaneko et
al. (1997), T. pyogenes foi a bactéria mais
frequente no contedido uterino de vacas com
retencdo de placenta aos 30 dias apds o
parto, indicando maior suscetibilidade a
infecgdo por T. pyogenes nessa ocasido.

4. CONCLUSOES

De maneira semelhante as vacas
Holandesas, as vacas Gir e F1 Holandés x
Gir  apresentaram  transcricdo  génica
endometrial de todos os receptores de
padrdes moleculares microbianos
considerados no presente estudo. Entre o
primeiro e o sétimo dia apds o parto, houve
diminuicdo do nivel de transcricdo génica
de TLR5 no grupo de vacas Gir e aumento
do nivel de transcricdo de TLR9 no grupo
de vacas F1. As diferengcas observadas
foram atribuidas a diversos fatores, tais
como, quantidade e patogenicidade das
bactérias presentes no ambiente uterino nos
dois momentos de avalia¢do, capacidade de
regular a resposta inflamatdria endometrial
e componentes genéticos.

Os dois grupos experimentais apresentaram
baixas incidéncias de infeccOes uterinas até
42 dias ap6s o parto. A involugdo uterina
ocorreu antes da deteccdo da primeira
ovulacdo e foi relativamente rapida. A
presenga constante da cria foi relacionada
com 0 anestro pos-parto das vacas Gir, e a
perda de condicdo corporal durante o
periodo experimental, com as falhas de
ovulagdo em 50% das vacas F1.

As associagOes entre ocorréncias puerperais
e transcricOes relativas de imunomediadores
indicam que a retencdo de placenta pode
interferir na modulagdo da resposta
imunolégica endometrial no primeiro dia
ap6s o parto, aumentando 0s niveis de
transcricdo génica de CD14. Maiores niveis
de transcricdo endometrial de CD14 foram
relacionados com a ocorréncia de infecgdes
uterinas agudas e crbnicas, e com 0 atraso
no processo de involugdo uterina.

Os resultados sugerem que vacas taurinas,
zebuinas e mesticas apresentam diferentes
mecanismos de regulagdo da imunidade
inata uterina apds o parto, 0s quais podem
estar relacionados com suscetibilidade ou
resisténcia as infeccles uterinas.
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CAPITULO IV

HISTOPATOLOGIA DO
ENDOMETRIO DE VACAS ZEBU
SUBMETIDAS A INFUSAO UTERINA
DE ESCHERICHIA COLI INATIVADA
NA FASE DE ESTRO

1. INTRODUCAO

A contaminagdo do ambiente uterino pode
ocorrer durante o coito ou ap6s o parto. A
contaminagdo do trato genital feminino
superior durante a relagdo sexual esta
diretamente relacionada com a ocorréncia
de doenca inflamatéria pélvica e
infertilidade em mulheres. Em rebanhos
bovinos, as fémeas sdo mais expostas a esse
tipo de contaminacdo em propriedades que
adotam a monta natural. A contaminacédo do
Gtero durante o parto esta associada a
ocorréncia de febre puerperal, doenga
responsével pela morte de milhares de
mulheres nos paises subdesenvolvidos. Em
bovinos, altas incidéncias de infeccOes
uterinas apds o parto causam elevado
impacto econdmico para a atividade leiteira
(Sheldon et al., 2009; Turner et al., 2012).
As vacas podem ser utilizadas como
modelos in vivo para estudar as interagdes
patégeno-hospedeiro e 0s mecanismos
relacionados com infeccdo e imunidade
uterina, apesar das bactérias que causam
infeccbes em humanos e bovinos serem
diferentes (Sheldon et al., 2010; Sheldon e
Bromfield, 2011).

Nas diversas fases do ciclo estral e da
gestacdo, as células epiteliais e estromais do
endométrio apresentam modificagdes nos
mecanismos de defesa, que consistem em
imunotolerancia na presenca de
espermatozoides e do feto, considerados
alogénicos, ou intolerdncia na presenca de
microrganismos com potencial patogénico.
A regulacdo da resposta imunoldgica
determina a importdncia do endométrio
para a manutencdo da fertilidade,
verificando-se que processos inflamatorios

exacerbados  e/ou  persistentes  sdo
prejudiciais para o tecido (Kannaki et al.,
2011; Turner et al., 2012). O estradiol ¢ a
progesterona parecem ser 0s principais
responsaveis pela regulacdo da resposta
imunoldgica e dos processos inflamatdrios
desencadeados pelas células endometriais
(Herath et al., 2006; Davies et al., 2008;
Borges et al., 2012), porém 0s mecanismos
de atuacdo desses horménios ainda ndo
foram esclarecidos (Sheldon e Bromfield,
2011; Turner et al., 2012).

Herath et al. (2006) avaliaram a possivel
regulagdo da resposta imune inata por
hormdnios esterdides em células epiteliais e
estromais do endométrio de bovinos, na
presenga de E. coli inativada ou cultura
purificada de LPS, lipossacarideo presente
na parede celular dessa bactéria. O LPS esta
diretamente relacionado com a
patogenicidade de determinados patotipos
de E. coli e com a ocorréncia de elevadas
incidéncias de infeccBes uterinas agudas em
vacas de alta producdo nas primeiras
semanas ap6s o parto. Os autores
observaram que houve reducgdo acentuada
da producéo de PGE e PGF2a pelas células
endometriais na presenga de progesterona
quando comparada & producdo obtida na
presenca de estradiol. Esses achados s&o
condizentes com a interferéncia dos
hormdnios esterdides na imunidade uterina
nas diferentes fases do ciclo estral dos
bovinos. Verifica-se que a imunidade é
reforcada no estro, quando o (tero
encontra-se mais suscetivel a invasdo de
patdgenos, e suprimida no diestro, quando o
Utero é preparado para receber o concepto
(Lewis, 2003; Azawi, 2008).

Para compreender 0s mecanismos que
atuam na regulacao da resposta imune inata
uterina dos bovinos, outros estudos foram
realizados in vitro (Herath et al., 2009b;
Cronin et al., 2012; Swangchan-Uthai et al.,
2012; Borges et al., 2102; Yunhe et al.,
2013). Um dos problemas verificados em
estudos com culturas de células é a perda da
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arquitetura do tecido e da relagdo
intercelular, devido & remo¢do dos
componentes da matriz extracelular, os
quais sdo importantes para a manutencgéo da
funcdo do epitélio e do estroma
endometriais (Borges et al., 2012).

Por outro lado, a caracterizagdo histoldgica
e molecular da resposta inflamatoria
endometrial in vivo depende da infusdo
uterina de microrganimos vivos ou
inativados. A inocula¢do com determinados
patétipos patogénicos de E. coli ndo
inativados pode levar a ocorréncia de
quadros de endotoxemia e resultar na morte
dos animais, como ja foi relatado em
estudos com bovinos (Del Vecchio et al.,
1992), camundongos (Sheldon et al., 2010)
e cabras (Shao et al., 2012). Portanto, para
evitar a ocorréncia indesejavel de sinais
clinicos de endotoxemia, optou-se no
presente estudo pela inoculagdo dos animais
com E. coli inativada. O objetivo foi avaliar
as alteragOes teciduais ocorridas in vivo, no
endométrio de vacas Zebu ap6s a
inoculacdo com suspensdo de E. coli
inativada por meio de infusdo uterina na
fase de estro. Espera-se que o LPS,
juntamente com outros padrées moleculares
microbianos da E. coli, estimulem a
ocorréncia de diferentes graus de
inflamagéo endometrial.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencéo de E. coli inativada

As amostras de E. coli foram obtidas a
partir do isolamento de bactérias
provenientes do contetdo uterino de quatro
vacas Holandesas com sinais clinicos de
metrite puerperal aguda na primeira semana
apés 0 parto (secrecdo cervicovaginal
sanguinopurulenta com odor  fétido,
temperatura retal > 39,5°C, desidratagdo e
inapeténcia), as quais ainda ndo haviam
sido submetidas a tratamento
antibacteriano. Para coleta do contedo
uterino de cada animal, uma seringa

descartavel de 10 mL foi acoplada a uma
pipeta rigida, utilizada para infuséo uterina
em vacas, protegida por uma camisa
sanitaria. Na entrada do Utero, a camisa
sanitaria era rompida e ap0s a coleta de uma
amostra do conteudo uterino, a pipeta era
novamente envolvida pela camisa sanitaria
para evitar a contaminacdo do material pela
secregdo cervicovaginal. As amostras
coletadas foram injetadas em tubos estéreis
contendo um swab e agar gel tipo Stuart,
meio de transporte comercial especifico
para bactérias. Imediatamente apds a coleta,
os tubos foram encaminhados ao
Laboratério de Bacteriologia da Escola de
Veterinaria da UFMG.

Com o auxilio de algas descartaveis
estéreis, 0,1 mL de cada amostra de
conteudo uterino foi plagueada em agar
MacConkey. Apds 24 horas de incubagao
em estufa a 37°C, foram obtidas col6nias de
E. coli em todas as placas. Bactérias moveis
e imoveis foram identificadas por meio de
testes bioquimicos (meio de IAL). Em
seguida, amostras dessas bactérias foram
armazenadas a -80°C em solugdo contendo
meio BHI e glicerol.

Para preparar as suspensdes de E. coli
inativada, solucbes contendo bactérias
moveis foram descongeladas e 0,1 mL de
cada amostra foi plaqueado em agar LB.
Apobs 24 horas de incubacdo em estufa a
37°C, algumas coldnias de bactérias foram
inoculadas em meio LB liquido e mantidas
em crescimento durante 18 horas, a 37°C,
sob agitacdo. Em seguida, o meio inoculado
foi centrifugado (3200 g, 10 minutos, 4°C)
e o0 pellet de bactérias obtido foi
ressuspendido em PBS estéril. As
suspensdes de E. coli foram ajustadas para
concentragdes de 1 x 10’ UFC/mL e 1 x 10°
UFC/mL por meio de um
espectrofotdmetro. Com o auxilio de
pipetas soroldgicas estéreis, as suspensdes
foram aliquotadas em tubos Falcon (30 mL
de suspensdo cada). As bactérias foram
inativadas pelo calor em banho-maria (80°C
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por 60 minutos) e as suspensdes foram
armazenadas a -4°C durante 48 horas. Para
confirmar a auséncia de contaminacéo e a
inativacdo das bactérias, amostras das
suspensdes foram plaqueadas em agar LB e
mantidas em estufa a 37°C por
aproximadamente 24 horas.

Duas amostras de suspensdo de E. coli
inativada com concentracdo de 1 x 107
UFC/mL e duas amostras com concentragao
de 1 x 10° UFC/mL foram infundidas em
vacas Zebu ciclicas, com boa condicéo
corporal, sem historico de infeccOes
uterinas. Os animais foram monitorados
durante 48 horas e ndo foram observados
sinais clinicos sistémicos, como aumento da
temperatura retal, diminuigdo da ingestéo
de alimentos e eliminagdo de secregédo
mucopurulenta pela wvulva. Optou-se
portanto, pela adocdo da suspensdo de E.
coli inativada com concentragdo de 1 x 10°
UFC/mL no presente estudo.

Todos os procedimentos adotados foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais, CEUA/UFMG (protocolo n°
335/2013, em anexo).

2.2. Sincronizacdo do estro, infuséo
uterina de E. coli inativada e realizacao
de bidpsias endometriais no estro e no
diestro

Na Fazenda Experimental da EPAMIG de
Felixlandia - MG (FEFX), 11 vacas Zebu
(bases geneticas Nelore e Gir) ndo
gestantes, com ECC médio de 3,4 + 0,5,
foram selecionadas apds a realizacdo de
exames ginecoldgicos seriados por meio de
palpagéo transretal e ultrassonografia, nos
quais nao foram verificados sinais clinicos
de infeccdo uterina e outras patologias
reprodutivas. Os mesmos procedimentos
foram adotados na Fazenda Experimental
Professor Hélio Barbosa, localizada em
Igarapé - MG, para selecionar 8 vacas Zebu
(bases genéticas Nelore e outras) néo
gestantes, com ECC médio de 2,9 + 0,5.

Para sincronizar o estro desses animais, foi
adotado o seguinte protocolo hormonal:

- Dia 0: Aplicacdo IM de 1 mL de benzoato
de estradiol (Estrogin®, Biofarm) e
implante intravaginal de um dispositivo de
progesterona de 1,9 g (CIDR®, Zoetis);

- Dia 7: Aplicagdo IM de 2 mL de
cloprostenol  sédico (Ciosin®, MSD
Saude Animal);

- Dia 8: Aplicagdo IM de 0,5 mL de
cipionato de estradiol (ECP®, Pfizer) e
retirada do dispositivo de progesterona.

A manifestacdo de estro foi monitorada de
forma visual. Todos os animais foram
submetidos a bidpsias endometriais entre 36
e 48 horas apds a retirada do implante de
progesterona. A pinga de biopsia (protegida
por uma camisa sanitaria) foi conduzida
através do trato genital até o corno direito
para coleta de uma amostra do endomeétrio,
a qual foi conservada em solucdo de
formalina tamponada a 10%.
Imediatamente ap6s a realizacdo da
primeira biopsia endometrial, 30 mL de
suspensdo de E. coli inativada foram
inoculados no Utero de 6 animais da FEFX
por meio de uma pipeta rigida, protegida
por uma camisa sanitéria e acoplada a uma
seringa de 50 mL. Os outros 5 animais
foram infundidos com 30 mL de PBS
estéril. Os mesmos procedimentos foram
adotados na Fazenda Experimental de
Igarapé, onde foi realizada infusdo uterina
de E. coli inativada em 4 animais e infuséo
de PBS em outros 4 animais. Os critérios
de escolha para infusdo uterina de E. coli
inativada ou PBS foram baseados na
observacdo ou ndo de manifestacdo do estro
ao final do protocolo hormonal, de acordo
com a ordem de entrada dos animais no
brete de contencéo (Tabela 34).

No intervalo entre 8 e 12 horas apds a
infusdo uterina de E. coli inativada ou PBS,
os animais foram submetidos a segunda
biopsia endometrial, sendo coletadas
amostras do corno esquerdo.
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Tabela 34. Distribuicdo das vacas da Fazenda Experimental da EPAMIG de Felixlandia (FEFX)
e da Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa (lgarapé) nos diferentes grupos

experimentais.

Grupo Local Manifestaram estro  Nao manifestaramestro  n parcial n total

PBS FEFX 03 02 05 09
Igarapé 03 01 04

E. coli inativada FEFX 03 03 06 10
Igarapé 03 01 04

A temperatura retal foi monitorada antes e
depois da realizacdo das infusdes uterinas
de E. coli inativada ou PBS. Com o
objetivo de prevenir 0 eventual
estabelecimento de infecgbes uterinas,
todos o0s animais receberam 30 mL de
antibidtico intrauterino (Gentrin), apds a
realizacdo da segunda bidpsia endometrial.

Dez dias ap6s a adocdo dos procedimentos
citados, os animais foram submetidos a
novas bidpsias endometriais na fase de
diestro. A ocorréncia da ovulagdo foi
detectada por meio de ultrassonografia,
verificando-se a presenca e o tamanho do
corpo luteo.

Todas as amostras de endométrio foram
encaminhadas ao Laboratério de Técnicas
Histoldgicas do Setor de Patologia Geral do
ICB/UFMG, em tubos contendo formalina
tamponada a 10%.

2.3. Procedimentos laboratoriais

Para realizacéo das andlises
histopatolégicas, as amostras de endométrio
fixadas em formalina tamponada a 10%,
foram desidratadas, diafanizadas e incluidas
em blocos de parafina. Com o auxilio de
um micrétomo, foram obtidos cortes
histolégicos de 4 pum de espessura. Os
cortes histolégicos foram corados com
hematoxilina e eosina. As analises foram
realizadas em microscopio Optico, sob
aumento de 200X e/ou 400X. As amostras
de um animal do grupo E. coli inativada
foram descartadas devido a baixa qualidade
dos cortes histoldgicos.

Os achados histopatoldgicos relacionados
com hiperemia e hemorragia foram
avaliados por meio dos escores: O
(ocorréncias ausentes); 1  (hiperemia
discreta); 2 (hiperemia discreta a moderada
e hemorragia discreta) ou 3 (hiperemia e
hemorragia moderadas a intensas).

As ocorréncias de edemas teciduais foram
classificadas em escores: 0 (ausente); 1
(discreto); 2 (moderado) ou 3 (intenso).

Os achados associados a inflamacdo
endometrial foram classificados em: 0
(ausente); 1 (discreta difusa ou superficial);
2 (moderada multifocal ou superficial) ou 3
(moderada difusa ou intensa multifocal).

2.4. Analises estatisticas

O teste Exato de Fischer foi utilizado para
comparar 0s percentuais de alteracOes
histpatoldgicas no endométrio
(hiperemia/hemorragia, edema e
inflamacdo), manifestacio de  estro,
ovulacdo e ocorréncias de febre entre os
grupos experimentais (PBS e E. coli
inativada) e entre os momentos de avaliagdo
(antes das infusdes uterinas no estro, apds
as infusbes no estro, e no diestro).

Os testes t de Student e SNK foram
utilizados para comparar as médias de
temperatura retal e tamanho do corpo luteo
entre 0s dois grupos e entre 0s trés
momentos de avaliacdo, respectivamente.
Previamente, os dados foram submetidos a
avaliagdo da normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov.
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Os testes de Mann Whitney e Friedman
foram utilizados para comparar 0s escores
de hiperemia’hemorragia, edema e
inflamacdo endometrial, entre 0s grupos e
entre  0s momentos de avaliagéo,
respectivamente.

As andlises estatisticas foram realizadas por
meio do programa GraphPad Instat, verséo
3.10, considerando o nivel de significancia
de 5% para todos 0s testes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Parametros  reprodutivos e
fisioldgicos obtidos antes e apds a infusédo
uterina de PBS ou E. coli inativada

As  porcentagens de animais que
manifestaram estro ao final do protocolo
hormonal e de animais que ovularam dez
dias depois de serem inoculados com PBS
ou E. coli inativada por meio de infuséo
uterina foram semelhantes (P > 0,05;
Tabela 35). N&o foi observada diferenca
significativa do tamanho do corpo liteo
entre 0os animais que ovularam nos dois
grupos, sendo encontradas médias de 2,42 +
0,9 cm? e 2,08 + 0,4 cm?, respectivamente.

Estudos realizados in vitro e in vivo
demonstram que o LPS pode interferir no
eixo hipotalamico-hipofiséario-ovariano das
vacas, diminuindo a liberacdo de LH, ou,
pode atuar diretamente nas células da
granulosa  do  foliculo  dominante,
interferindo na sintese de estradiol, com
consequente atraso da ovulacdo, seguida de
formacdo de corpos liuteo pequeno, com
baixa capacidade de produzir progesterona
(Sheldon et al., 2002a; Willians et al., 2007,

2008; Magata et al., 2014). No presente
estudo, a auséncia de diferencas
significativas em relacdo a taxa de ovulagédo
e ao tamanho do corpo lGteo entre 0s grupos
de vacas inoculadas com PBS ou E. coli
inativada na fase de estro, indica que a
guantidade de LPS presente nas suspensdes
ndo foi suficiente para interferir na
atividade ovariana e no ciclo estral desses
animais.

As médias de temperatura retal dos grupos
PBS e E. coli inativada ndo diferiram (P >
0,05) nos trés momentos de avaliacdo
(Tabela 36). A ocorréncia de hipertermia
(temperatura retal > 39,5°C) foi observada
em todos 0S grupos experimentais e em
todos os momentos de avaliagdo, exceto no
diestro para o grupo de vacas inoculadas
com E. coli inativada (Tabela 37). As
ocorréncias de hipertermia antes e apés a
realizacdo das infusdes uterinas foram
semelhantes entre 0s grupos, porém, a
incidéncia de hipertermia em vacas
inoculadas com E. coli inativada foi
significativamente menor (P < 0,05) no
diestro, quando comparada a incidéncia
obtida apdés a infusdo uterina no estro.

Em geral, a temperatura retal é utilizada
para verificar a presenca de febre em
bovinos, sendo que o limite superior de
39,5°C ¢ fisiologicamente aceitavel para o0s
animais sadios (Van Saun, 2000; Koivisto
et al., 2001; Sheldon et al., 2006; Martins et
al., 2013). Porém, a temperatura corporal
pode variar de acordo com a estacdo do ano
e o horério do dia, verificando-se que nem
sempre sua elevacdo estd associada
necessariamente a presenca de febre (Smith
e Risco, 2005).

Tabela 35. Percentuais de vacas que manifestaram estro ao final do protocolo hormonal e de animais que
ovularam dez dias ap6s receberem infusdo uterina de PBS ou E. coli inativada, de acordo com o grupo

experimental.

Parametro

PBS E. coli inativada

Animais que manifestaram estro ao final do protocolo hormonal
Animais que ovularam dez dias depois da infuséo

66,7% (6/9)  60,0% (6/10)
77,8% (7/9)  70,0% (7/10)

Né&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos (teste Exato de Fisher; P > 0,05).
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Tabela 36. Temperatura retal no momento da bidpsia (médias + desvios padrdo) de acordo com o
momento de avaliagdo.

Momento de avaliacdo n PBS n E. coli inativada
Antes da infusdo uterina no estro (°C) 09 39,2 £ 0,4Aa 10 39,0 £ 0,6Aa
Apos a infusdo uterina no estro (°C) 09 39,3+ 0,3Aa 10 39,3+ 0,5Aa
No diestro (°C) 09 39,1 £ 0,4Aa 10 38,9 £0,5Aa

N&o foram observadas diferencas significativas (P > 0,05) entre os grupos (teste t de Student) e entre os
momentos de avaliacdo (teste Student Newman Keuls).

Tabela 37. Ocorréncias de hipertermia (temperatura retal > 39,5°C) de acordo com o momento de

avaliacdo.

Temperatura retal > 39,5°C PBS E. coli inativada
Antes da infusdo uterina no estro 22,2 % (2/9)Aa 30,0% (3/10)Aa
Apos a infusdo uterina no estro 33,3% (3/9)Aa 60,0% (6/10)Ba
No diestro 22,2 % (2/9)Aa 00,0% (0/10)Aa

Percentuais seguidos de letras mailsculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Exato
de Fisher (P < 0,05). N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos.

Contudo, a maior incidéncia de hipertermia
em vacas inoculadas com E. coli inativada
na fase de estro, em relagcdo a incidéncia
observada no diestro, pode estar relacionada
com a presenga da endotoxina LPS no
ambiente uterino. A interacdo entre o LPS,
0 TLR4 e os coreceptores CD14 e MD2,
ativa uma das vias de sinaliza¢do celular,
estimulando a producdo endometrial de
citocinas, quimiocinas, prostaglandinas,
entre outros mediadores pré-inflamatérios.
A passagem do LPS e/ou mediadores
inflamatérios do ambiente uterino para a
corrente sanguinea pode ser detectada por
receptores hipotalamicos responsaveis pela
termorregulacéo, resultando em elevagéo do
ponto de equilibrio da temperatura corporal
e ocorréncia de quadros febris (Sheldon e
Dobson, 2004; Sheldon et al., 2004b).

3.2.  Analises histopatologicas  do
endométrio no estro (antes e apos a
infusdo uterina de PBS ou E. coli
inativada) e no diestro

Considerando 0S escores de
hiperemia/hemorragia e edema tecidual que
consistiram basicamente em: 0 (parametro
ausente), 1 (ocorréncia discreta), 2
(ocorréncia moderada) e 3 (ocorréncia
grave), ndo foram observadas diferencas
significativas (P > 0,05) entre os grupos de

vacas inoculadas com PBS ou E. coli
inativada, nem entre os trés momentos de
avaliagdo (Tabelas 38 e 40). As incidéncias
desses achados foram  semelhantes,
observando-se a presenca de diferentes
escores de hiperemia/hemorragia e edema
nas fases de estro (antes e depois da infusdo
uterina de E. coli inativada ou PBS) e
diestro (Tabelas 39 e 41).

Quanto aos achados histopatolégicos
relacionados com ateracOes inflamatdrias
no endométrio, caracterizadas  por
infiltrados neutrofilicos de distribuicdo
superficial, multifocal, periglandular ou
difusa, com intensidade variavel, as vacas
inoculadas com E. coli inativada
apresentaram  escore de inflamagédo
significativamente maior (P < 0,05) que as
vacas inoculadas com PBS. Entre o0s
momentos de avaliacdo, o maior (P < 0,05)
escore de inflamagdo endometrial foi obtido
ap6s a inoculacdo com E. coli inativada
(Tabela 42). Ao comparar as ocorréncias de
inflamacGes endometriais apds a infusdo
uterina de PBS ou E. coli, considerando a
associacdo dos escores 0 ou 1 (ausente ou
discreto) e 2 ou 3 (moderado ou grave), foi
observada diferenga altamente significativa
(P < 0,01) entre os grupos. No diestro,
nenhum animal apresentou inflamagéo
endometrial grave (Tabela 43).
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Tabela 38. Escores de hiperemia/hemorragia endometriais (médias, medianas, minimo e maximo) em
vacas Zebu submetidas a bidpsias no estro (antes e depois da infusdo uterina) e no diestro. Escala: 0 a 3.

Momento Infus8o uterina de PBS Infusdo uterina de E. coli inativada
avaliacdo n Média Mediana Minimo Maximo Média Mediana Minimo Maximo
Estroantes 9 1,7 2 0 3 0,7 1 0 2
Estro depois 9 1,1 1 0 2 13 1 0 3
Diestro 9 1,6 2 0 3 2,0 2 0 3

Né&o foram observadas diferencas significativas (testes de Mann Whitney e Friedman; P > 0,05).

Tabela 39. Frequéncias dos escores de hiperemia/hemorragia em amostras do endométrio de vacas Zebu.

Momento da avaliagéo Escores PBS E. coli inativada
Antes da infuséo uterina no estro 0 11,1% (1/9) 44,4% (4/9)
1 22,2% (2/9) 44,4% (4/9)
2 55,6% (5/9) 11,1% (1/9)
3 11,1% (1/9) 0,0% (0/9)
Apbs a infusdo uterina no estro 0 11,1% (1/9) 22,2% (2/9)
1 66,7% (6/9) 44,4% (4/9)
2 22,2% (2/9) 11,1% (1/9)
3 0,0% (0/9) 22,2% (2/9)
Diestro 0 22,2% (2/9) 11,1% (1/9)
1 22,2% (2/9) 11,1% (1/9)
2 33,3% (3/9) 44,4% (4/9)
3 22,2% (2/9) 33,3% (3/9)

Né&o foram observadas diferencas significativas (teste Exato de Fisher, P > 0,05).

Tabela 40. Escores de edema endometrial (médias, medianas, minimo e maximo) em vacas Zebu
submetidas a biopsias uterinas no estro (antes e depois da infusdo uterina) e no diestro. Escala: 0 a 3.

Momento Infusdo uterina de PBS Infuséo uterina de E. coli inativada
avaliacdo n Média Mediana Minimo Maximo Meédia Mediana Minimo Maximo
Estroantes 9 1,3 1 0 3 0,9 1 0 2
Estro depois 9 1,0 1 0 2 1,3 1 0 3
Diestro 9 0,8 1 0 2 1,6 1 0 3

Né&o foram observadas diferencas significativas (testes de Mann Whitney e Friedman; P > 0,05).

Tabela 41. Frequéncias dos escores de edema em amostras do endométrio de vacas Zebu.

Momento da avaliacéo Escores PBS E. coli inativada
Antes da infuséo uterina no estro 0 22,2% (2/9) 33,3% (3/9)
1 33,3% (3/9) 44,4% (4/9)
2 33,3% (3/9) 22,2% (2/9)
3 11,1% (1/9) 0,0% (0/9)
Apbs a infusdo uterina no estro 0 22,2% (2/9) 22,2% (2/9)
1 55,6% (5/9) 44,4% (4/9)
2 22,2% (2/9) 11,1% (1/9)
3 0,0% (0/9) 22,2% (2/9)
Diestro 0 33,3% (3/9) 11,1% (1/9)
1 55,6% (5/9) 44,4% (4/9)
2 11,1% (1/9) 22,2% (2/9)
3 0,0% (0/9) 22,2% (2/9)

N&o foram observadas diferencas significativas (teste Exato de Fisher; P > 0,05).
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Tabela 42. Escores de inflamacdo endometrial (médias, medianas, minimo e maximo) em vacas Zebu
submetidas a bidpsias uterinas no estro (antes e depois da infusdo uterina) e no diestro. Escala: 0 a 3.

Momento Infusdo uterina de PBS Infusdo uterina de E. coli inativada
avaliacdo n Meédia Mediana Minimo Maximo Média Mediana Minimo Maximo
Estroantes 9 0,0Aa 0 0 0 0,0Aa 0 0 0
Estro depois 9 0,6Aa 1 0 1 2,1Bb 2 0 3
Diestro 9 0,3Aa 0 0 2 0,2Aa 0 0 1

Médias seguidas de letras maiUsculas distintas na mesma coluna e letras mintsculas distintas na mesma
linha diferem entre si (P < 0,05) pelos testes de Friedman e Mann Whitney, respectivamente.

Tabela 43. Frequéncias dos escores de inflamacdo em amostras do endométrio de vacas Zebu.

Momento da avaliacéo Escores PBS E. coli inativada
Antes da infuséo uterina no estro 0 100,0% (9/9) 100,0% (9/9)

1 0,0% (0/9) 0,0% (0/9)

2 0,0% (0/9) 0,0% (0/9)

3 0,0% (0/9) 0,0% (0/9)
Ap0s a infusdo uterina no estro 0 44,4% (4/9) 11,1% (1/9)

1 55,5% (5/9)_J 2 11,1% (1/9)

2 0,0% (0/9) a 33,3% (3/9)] b

3 0,0% (0/9) 44,4% (4/9)
Diestro 0 77,8% (7/9) 77,8% (7/9)

1 11,1% (1/9) 22,2% (2/9)

2 11,1% (1/9) 0,0% (0/9)

3 0,0% (0/9) 0,0% (0/9)

ab | etras minusculas distintas na mesma linha indicam diferenca altamente significativa entre os grupos,
considerando animais com escores 0 ou 1 e animais com escores 2 ou 3 (teste Exato de Fisher; P < 0,01).

Ao observar a Figura 1, referente as Ohtanil et al. (1993) observaram a
amostras do endométrio de uma vaca do ocorréncia de hemorragia e hiperemia
presente estudo que ndo apresentou sinais endometriais somente nos dias 0 e 1 do
de inflamacéo nas fases de estro, antes (A) ciclo estral, em um estudo no qual foram
e depois (B) da infusdo uterina de E. coli caracterizadas as alteracdes histoldgicas
inativada, e de diestro (C), verifica-se que ocorridas no epitélio e no estroma do
0s achados histologicos sdo semelhantes endométrio entre o dia 0 (dia da
aos descritos por Monteiro et al. (2003), em manifestacdo do estro) e o dia 20 do ciclo
um estudo comparativo com vacas e estral de fémeas bovinas. No presente
novilhas zebuinas, no qual os autores estudo, diferentes escores de hiperemia e
verificaram que, histologicamente, o hemorragia foram observados nas amostras
endométrio de fémeas da raca Nelore é de endométrio obtidas no dia da
revestido por epitélio pseudoestratificado manifestacdo do estro, por meio das
cilindrico, frequentemente intercalado por biopsias realizadas antes e depois da
epitélio simples, cilindrico ou cubico. infusdo uterina de E. coli inativada ou PBS.
Glandulas endometriais e vasos sanguineos Porém, a maioria das amostras de
de diferentes calibres podem ser observados endométrio dos dois grupos experimentais
no estroma. As glandulas endometriais s&o também apresentou hemorragia e hiperemia
revestidas por epitélio cilindrico simples e na fase de diestro (Tabela 39), apesar da
na fase de estro, podem apresentar dilatacdo baixa ocorréncia de quadros inflamatorios
devido ao aumento da producéo de muco. nessa ocasido (Tabela 43).
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infusdo uterlna na fase de estro. Auséncia de sinais de inflamacdo antes da infuséo (A), depois da infuséo
(B) e no diestro (C). H.E., 200X.

Quanto a presenca de edema tecidual, nas
caracterizacGes histolégicas do endométrio
realizadas por Ohtanil et al. (1993) durante
as diferentes fases do ciclo estral de fémeas
bovinas, essa ocorréncia foi mais evidente
no dia da manifestacdo do estro, porém, foi
observada na maioria das amostras
avaliadas durante todo o ciclo estral, 0 que
justifica os achados obtidos no presente
estudo. Na fase de estro, a maior
intensidade de edema no estroma
endometrial esta relacionada com elevadas
concentragdes plasmaticas de hormonios
estrogénicos em bovinos, verificando-se
vasodilatacdo local, aumento do fluxo
sanguineo, aumento da producdo de muco e
dilatagdo das glandulas endometriais
(Lewis, 2003; Azawi, 2008).

Além de atuarem como barreiras fisicas, as
células epiteliais e estromais do endométrio
sdo consideradas fundamentais para a
ativacdo das respostas imunoldgicas inata e
adquirida. Variagbes nas concentracdes de
horménios esterdides durante o ciclo estral
podem influenciar na organizacdo das
camadas endometriais, resultando em
alteracBes  histolégicas, funcionais e
imunoldgicas. Alguns microrganismos com
potencial patogénico, como a E. coli, séo
capazes de alterar a integridade do epitélio

endometrial, interferindo nas conexdes
intercelulares e na permeabilidade seletiva
das celulas epiteliais. Na presengca de
microrganismos invasores, a secrecdo de
citocinas e quimiocinas pelas células
epiteliais e estromais possibilita a
comunicacgdo entre o epitélio e o estroma
endometriais, favorecendo o recrutamento
de células de defesa (Hickey et al., 2011,
Amjadi et al., 2014).

A capacidade de combater a contaminagéo
uterina depende, inicialmente, da ativagdo
dos mecanismos relacionados com a
imunidade inata. Ao reconhecerem seus
respectivos MAMPs, receptores presentes
na membrana externa ou no citoplasma das
células epiteliais e estromais do endométrio,
desencadeiam respostas inflamatdrias com
0 objetivo de eliminar os microrganismos
invasores (Herath et al., 2009; Chapwanya
et al.,, 2010). Em segundo plano, a defesa
uterina depende da atracdo de células de
defesa mais especializadas, tais como
neutrdfilos e macrofagos. As quimiocinas
liberadas pelas células endometriais sdo
responsaveis pela atragdo de leucdcitos da
circulagio sanguinea. A CXCL8 por
exemplo, € uma das quimiocinas mais
estudadas, sendo reconhecida como
principal fator de atracdo de neutrofilos
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para o ambiente uterino (Sheldon e
Bromfield, 2011). No presente estudo, as
amostras de endométrio das vacas que
receberam infusdo uterina de E. coli
inativada apresentaram diferentes escores
de inflamagéo, variando de 1 (leve) a 3
(grave), de acordo com a presenga de
infiltrados neutrofilicos (Tabela 44). Em

torno de 90% (8/9) das vacas do presente
estudo apresentaram algum grau de
inflamacdo endometrial ap6s a infusdo
uterina de E. coli inativada durante o estro.
Desses, dois animais apresentavam
inflamacdo endometrial discreta dez dias
depois da realizacdo desse procedimento, na
fase de diestro (Tabela 43).

Tabela 44. Achados histopatolégicos relacionados com a ocorréncia ou ndo de inflamagéo endometrial
apos infusdo uterina de E. coli inativada em vacas Zebu no estro. HE, 400X.

Escores lo

Achados histopatol6gicos

Exem

34l

Amostra de endométrio sem inflamagéo:
- Epitélio endometrial intacto;

- Glandulas endometriais dilatadas;

- Epitélio glandular regular;

- Auséncia de infiltrados neutrofilicos;

- Vasos sanguineos bem definidos.

Amostra de endométrio com inflamacéo discreta:

- Presenca de poucos infiltrados neutrofilicos
multifocais superficiais (seta cheia);

- Glandulas endometriais parcialmente deformadas;

- Epitélio glandular irregular.

Amostra de endométrio com inflamagdo moderada:

- Infiltrados neutrofilicos multifocais mais evidentes
(setas cheias);

- Infiltrados neutrofilicos periglandulares (setas
vazias);

- AlteracGes vasculares.

Amostra de endométrio com inflamacéo grave:
- Infiltrados neutrofilicos intensos difusos;

- Glandulas endometriais degeneradas;

- Hiperemia/Hemorragia grave.
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Na presenca de microrganismos com
potencial patogénico, os neutrofilos sdo as
células de defesa recrutadas mais
rapidamente da circulacdo sanguinea para o
ambiente uterino. Posteriormente,
macréfagos e linfécitos também auxiliam
na remoc¢do dos patdgenos. Quanto mais
grave 0 processo inflamat6rio, maior a
quantidade de leucdcitos presentes no
tecido endometrial (Sheldon e Dobson,
2004; Chapwanya et al., 2009).

Além de promover a remocdo dos
patégenos, a resposta inflamatéria atua na
cicatrizacdo dos tecidos. A resposta
inflamatéria aguda é caracterizada por:
liberacdo de mediadores pro-inflamatorios,
vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo,
extravasamento de liquidos e aumento do
metabolismo celular. Quando atua de forma
eficiente, a resposta inflamatdria é capaz de
remover rapidamente os patdgenos e manter
a integridade do tecido (Sordillo et al.,
2009). O estradiol e a progesterona parecem
ser 0s principais responsaveis pela
modulacdo das respostas imunolégicas e
processos inflamatérios  desencadeados
pelas células endometriais e células de
defesa que atuam no trato reprodutivo dos
bovinos (Sheldon e Bromfield, 2011).

Achados semelhantes aos obtidos no
presente estudo foram relatados por Del
Vecchio et al. (1992). Esses autores nao
observaram a ocorréncia de processos
inflamatérios moderados ou graves em
exames histopatolégicos de amostras de
endométrio de vacas Angus submetidas a
bidpsias uterinas 12 dias ap6s a realizacdo
de infusBes seriadas de PBS ou suspensdes
contendo E. coli e T. pyogenes néo
inativados (30 mL, concentracdo final = 1 x
10° UFC/mL). Nesse estudo, as infusdes
uterinas foram realizadas durante 3 dias
consecutivos, entre 0 8° e 0 14° dia apos a
primeira manifestacdo de estro no pos-
parto. Todas as vacas inoculadas com E.
coli tiveram infeccdo uterina aguda, porém,
12 dias ap6s o término das infusbes, as

amostras de endométrio desses animais
apresentavam poucos infiltrados
neutrofilicos superficiais, indicando que a
inflamacdo ja havia sido debelada.

No estudo de Sheldon et al. (2010), no qual
foram realizadas infusdes uterinas de LPS
purificado ou E. coli ndo inativada em
camundongos, as analises histologicas
revelaram a presenga de infiltrados de
neutrofilos e macréfagos no endométrio 24
horas apds a infusdo. A resposta
inflamatdria endometrial induzida pelo LPS
foi mais superficial que a resposta induzida
pelas bactérias vivas, as quais colonizaram
0 endométrio, causaram  alteracOes
histol6gicas mais graves no epitélio e no
estroma, e sinais clinicos de endotoxemia
nos animais inoculados.

A inoculagdo de E. coli ndo inativada por
meio de infusdo uterina em cabras no 25°
dia ap6s o parto também causou sinais de
inflamacdo endometrial mais graves (Shao
et al., 2012). Doze horas apds a inoculacao,
todos as amostras de endométrio dos
animais inoculados apresentaram infiltrados
neutrofilicos difusos, hemorragia
endometrial grave, desprendimento da
camada epitelial do endométrio e sinais
sistémicos de endotoxemia.

Nos estudos citados anteriormente (Del
Vecchio et al., 1992; Sheldon et al., 2010;
Shao et al., 2012), ndo foram relatadas
ocorréncias de infiltrados neutrofilicos nas
amostras de endométrio dos animais
controle, que foram inoculados com solugéo
estéril de PBS por meio de infusdo uterina.
No presente estudo, 55,5% (5/9) dos
animais inoculados com PBS apresentaram
alguns infiltrados neutrofilicos multifocais
no estroma endometrial. Portanto, o0s
achados obtidos podem estar relacionados
com a agdo de hormonios estrogénicos,
responsaveis pelo reforco da imunidade
inata durante o estro, fase na qual o Utero
encontra-se mais suscetivel a invasdo de
patégenos (Lewis, 2003; Azawi, 2008).
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4, CONCLUSOES

A infusdo de E. coli inativada no Utero de
vacas Zebu durante a fase de estro induziu a
ocorréncia de quadros inflamatérios
endometriais leves, moderados ou severos,
em 88,8% dos animais inoculados,
confirmando que a capacidade de regular a
resposta imunoldgica pode variar inclusive
entre animais da mesma raga, uma vez que
todos foram submetidos ao mesmo desafio.

5. PERSPECTIVAS

A compreensdo das variagdes ocorridas na
transcricdo génica endometrial e na
ativagdo dos receptores de padrles
moleculares  microbianos em  bases
genéticas bovinas suscetiveis ou resistentes
a infeccOes uterinas, serd fundamental para
estabelecer tratamentos mais eficientes para
as doencas uterinas que acometem as vacas,
as mulheres e fémeas de outras espécies,
causando  subfertilidade e  impacto
econdmico incalculavel.

Os achados histopatol6gicos, obtidos a
partir de amostras de endométrio de vacas
inoculadas com E. coli inativada por meio
de infusdo uterina na fase de estro, indicam
gue os procedimentos adotados neste
experimento podem ser utilizados em
estudos futuros com o objetivo de elucidar
0s mecanismos relacionados com a
modulacdo da resposta inflamatéria uterina
em bovinos, particularmente, para explicar
diferencas entre vacas taurinas e zebuinas
quanto a ocorréncia de infeccOes uterinas.

Nosso grupo de pesquisa pretende dar
sequéncia aos estudos sobre regulacdo da
imunidade inata uterina, comparando as
respostas inflamat6rias endometriais de
vacas de diferentes bases genéticas (no
anestro e nas quatro fases do ciclo estral),
apo6s submeté-las a desafios com MAMPs
sintéticos e/ou obtidos a partir de bactérias
inativadas.
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ANEXOS

Protocolo 1. Certificado de aprovagdo dos procedimentos adotados nos capitulos Il e I11.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 49/2011, relativo ao projeto intitulado “Expressdo
endometrial de receptores tipo "TOLL" apds o parto, ocorréncias puerperais,
aspectos reprodutivos e produtivos de vacas das racas Holandés, Gir e Mesticas
Fi Hoiandés X Gir", que tem como responsavel(is) Alan Maia Borges , esta(ao) de
acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 27/
04/2011.

Este certificado expira-se em 27/ 04/ 2016.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 49/2011, related to the project entitled
“Postpartum toll-like receptors MRNA levels in the endometrium, puerperium
occurrences, reproductive and productive aspects of Holstein, Gir and Holstein
XGir F1 crossbred cows’, under the supervisiors of Alan Maia Borges, is in agreement
with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in
Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in April 27, 2011.

This certificate expires in April 27, 2016.

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.bri/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br

(Mod.Cert. v1.0)
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Protocolo 2. Certificado de aprovacdo dos procedimentos adotados no capitulo 1V.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 335 / 2013, relativo ao projeto intitulado “Transcricdo endometrial de
receptores de padrdes moleculares de patdégenos em vacas Zebu apds infusdo uterina de E. coli inativada
no estro”, que tem como responsavel Alan Maia Borges, est4 de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 10/12/2013. Este certificado espira-se em 10/12/2018.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 335 / 2013, related to the Project entilted “Endometrial transcription
of pattern recognition receptors in Zebu cows after uterine infusion of inactivated E. coli during estrus”,
under the supervision of Alan Maia Borges, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was
approved in 10/12/2013. This certificates expires in 10/12/2018.

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 10/12/2013.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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Quadros 1 e 2. Composicdo da dieta das vacas em lactacdo na Fazenda Bom Jardim: composicdo média
dos alimentos retirada da tabela CQBAL e composicdo da dieta fornecida para o lote pds-parto.

Alimento % MS PB* EE* MM* |CHOT* | NDT* | DMS* | FDN* | FDA* LIG* Ca* p*
Silagem de milho 30,7 6,7 28 54 8338 63,0 56,6 58,0 324 6,1 03 02
Polpa citrica 85,2 8,1 3.2 6,9 819 0,0 0,0 23,7 28,0 13 24 12
Fubéa de milho 875 9,2 4,0 15 84,9 85,1 86,3 15,3 38 17 0,0 03
Carogo de algodad 904 236 19,5 37 56 776 72,3 474 38,6 0,0 0,0 0,0
Farelo de soja 88,6 479 1,6 6,3 449 81,0 85,1 14,1 99 2,6 0,3 0,6
Cevada 20,2 34,8 79 33 57,1 76,0 0,0 0,0 24,8 0,0 0,0 0,0
Tifton 24,3 13,0 15 8,7 79,6 0,0 60,0 76,4 424 0,0 0.2 0.2
Nutron Milk 100,0 0,0 0,0 100,0 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 02 01
* %% MS

Alimento Kg %MS | MS[* PB* EE* MM* |CHOT*| NDT* | DMS* | FDN* [ FDA* [ LIG* Ca* p*
Silagem de milho | 13000 [ 46061 | 3987 0,268 0,110 0,213 3,339 2513 2,257 2314 1293 0,244 0,013 0,007
Polpa citrica 0,500 4,920 0,426 0,034 0,014 0,029 0,349 0,000 0,000 0,101 0,119 0,005 0,010 0,005
Fubéa de milho 1,125 11,377 0,985 0,090 0,039 0,015 0,836 0,838 0,850 0,150 0,037 0,016 0,000 0,003
Carogo de algodad 0,500 5219 0,452 0,106 0,088 0,017 0,025 0,351 0,327 0,214 0,174 0,000 0,000 0,000
Farelo de soja 1575 | 16125 | 1,39 0,669 0,023 0,088 0,626 1131 1,187 0,196 0,138 0,036 0,005 0,008
Cevada 2,500 5,820 0,504 0,175 0,040 0,017 0,288 0,383 0,000 0,000 0,125 0,000 0,000 0,000
Tifton 2,500 7,012 0,607 0,079 0,009 0,053 0,483 0,000 0,364 0,464 0,258 0,000 0,001 0,001
Nutron Milk 0,300 3,466 0,300 0,000 0,000 0,300 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000
Total 22,000 [100,000| 8,656 | 1,422 [ 0,322 | 0,732 | 5946 | 5216 | 4,985 | 3,439 | 2,144 | 0,302 [ 0,030 [ 0,024
% Dieta 39,346 6,463 | 1,465 | 3,326 | 27,028 | 23,707 | 22,657 | 15,633 [ 9,747 | 1,372 | 0,137 | 0,110
% MS 16,427 | 3,723 8,453 | 68,695 | 60,253 | 57,585 | 39,732 | 24,772 | 3,487 0,349 0,279
* Kg

Lista de abreviaturas:

MS - Matéria
PB - Proteina

seca
bruta

EE - Extrato etéreo
MM - Matéria mineral

CHOT - Carboidratos totais
NDT - Nutrientes digestiveis totais

DMS - Digestibilidade da matéria seca

FDN - Fibra insoltvel em detergente neutro
FDA - Fibra insoltvel em detergente acido
LIG - Lignina

Ca - Calcio
P - Fésforo
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Quadro 3. Temperaturas de bulbo seco (BS) e bulbo umido (BU) utilizadas para calculo da umidade

relativa do ar.

DEPRESSAO DE BULBO UMIDO (Tgs — Tsu)
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(Fonte: Adaptacdo de Grimm, 1999)
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Quadro 4. indice de Temperatura e Umidade (ITU) para gado de leite. Em branco, auséncia de estresse;
em verde, estresse leve; em amarelo, estresse moderado; em rosa, estresse grave; em cinza, morte dos

animais.
I e Umidade relativa do ar (%)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

22,2 72
22.8 72 73
23x3 72 73 74
23.9 72 73 74 75
24.4 72 73 74 = 76
25.0 72 73 74 75 76 77
25.6 72 73 74 = 76 77 78
26,1 73 74 5 76 77 78 79
26,7 72 73 74 5 76 77 8 80
27,2 72 73 = 76 77 78 79 81
28.3 72 73 74 = 77 78 78 80 82
28,9 73 73 75 76 78 79 80 82 83
29.4 72 73 74 = 77 78 80 81 83 84
30,0 72 74 5 76 78 79 81 82 84 85
30,6 72 73 74 5 77 78 80 81 83 84 86
311 72 s 75 76 77 79 81 82 84 85 87
31,7 72 74 75 76 78 80 81 83 85 86 88
322 73 75 76 77 79 80 82 84 86 87 89
32,8 73 = 76 78 79 81 83 85 86 88 90
333 74 75 77 78 30 82 84 85 87 89 91
33,9 74 76 78 79 81 83 85 86 88 90 92
34,4 5 76 78 80 81 83 85 87 89 91 93
350 75 77 79 80 82 84 86 88 90 92 94
35.6 76 77 79 81 83 85 87 88 91 93 95
36.1 76 78 80 81 83 85 88 89 92 94 9
36,7 76 78 50 82 84 86 83 90 93 95 97
372 77 79 80 83 85 87 89 91 94 96 98
37.8 77 79 82 83 85 88 90 92 94 97

383 78 50 82 84 86 88 91 92 95 98

389 78 80 83 84 87 89 92 93 96

39,4 79 81 83 85 87 920 92 94 96

40,0 79 81 84 .10 38 1 93 94 97

4,6 80 82 84 B 89 91 94 95

41,1 80 82 85 87 89 92 94 96

41.7 81 83 85 88 90 93 95 97

42,2 81 83 86 88 91 94 96

42,8 81 84 87 89 92 94 97

433 82 84 87 89 92 95

43,9 82 85 88 90 93 2%

44,4 83 85 88 91 94 96

45,0 83 86 89 91 94 97

45.6 84 86 89 92 95

46,1 84 87 20 92 96

46,7 85 87 90 93 98

47.2 85 88 91 94

47.8 85 88 92 94

48.3 86 89 92 96

(Fonte: Adapatacdo de Armstong, 1994)
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Quadro 5. Composicdo do concentrado fornecido as vacas em lactacdo na Fazenda Experimental da

EPAMIG de Felixlandia.

Racdo Guabi Lactage PB EE MF MM |NDT (MS) Ca P
Co . Min. Min. Max. Max. Min. Max. Min.
Niveis de garantia por Kg do produto
22,00 3,00 7,00 10,00 86,00 1,80 0,55

Lista de abreviaturas:

PB - Proteina bruta
EE - Extrato etéreo
MF - Matéria fibrosa
MM - Matéria mineral

NDT - Nutrientes digestiveis totais

MS - Matéria seca
Ca - Calcio
P - Fosforo
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Gréfico Al. Transcricdo génica de TLR1/6, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, NOD1, NOD2 e CD14 em
amostras de macrdfagos derivados de mondcitos isolados do sangue de bovinos (médias + erros padréo).
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(A) @ Utero abdominal baixo @ Utero abdominal alto @ Utero pélvico
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Gréfico A2. Evolucdo da posi¢do do Utero durante o puerpério de vacas Holandesas sem retencdo de
placenta (A) e Holandesas com reten¢do de placenta (B).
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(A) B Cornos assimétricos @ Cornos simétricos
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Gréfico A3. Evolugdo da simetria dos cornos uterinos durante o puerpério de vacas Holandesas sem
retencdo de placenta (A) e Holandesas com retencéo de placenta (B).

136



(A) BPresenca de contetdo no Gtero O Auséncia de contetido no Gtero
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Gréfico A4. Presenga ou auséncia de conteldo uterino durante o puerpério de vacas Holandesas sem
retencdo de placenta (A) e Holandesas com retencédo de placenta (B).
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(A) BCérvixaberta OCérvixfechada
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Gréfico A5. Evolucdo da condicdo da cérvix durante o puerpério de vacas Holandesas sem retencdo de
placenta (A) e Holandesas com retencdo de placenta (B).
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(A) BPresenca de secrecdo cérvicovaginal B Auséncia de secrecéo cérvicovaginal
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(B) mPresenca de secrecdo cérvicovaginal @ Auséncia de secrecdo cérvicovaginal

100 +
90
80 A
70 1
60 -
50 A
30 A
20 1
10 4
0 -

7 14 21 28 35 42

(n=9) (n=9) (=7 (n=5) (n=3) (n=9)
Dias ap6s o parto
Gréfico A6. Presenca de secre¢do cervicovaginal durante o puerpério de vacas Holandesas sem retengdo
de placenta (A) e Holandesas com reten¢do de placenta (B).
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(A) mLéquio @ Secrecédo sanguinolenta DO Secrecdo sanguinopurulenta
O Secrecdo mucopurulenta OMuco com estriagdes de pus O Muco cristalino
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Gréfico A7. Evolucdo do aspecto da secrecdo cervicovaginal durante o puerpério de vacas Holandesas
sem retencdo de placenta (A) e Holandesas com retencédo de placenta (B).
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(A) W Secregdo fétida @ Secregdo sem cheiro
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Gréafico A8. Evolugdo do odor da secregdo cervicovaginal durante o puerpério de vacas Holandesas sem
retencdo de placenta (A) e Holandesas com retencédo de placenta (B).
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Gréfico A9. Evolucdo da posigdo do Utero durante o puerpério de vacas Gir (n = 9; A) e F1 Holandés x

Gir (n =12; B).
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Gréfico A10. Evolucdo da simetria dos cornos uterinos durante o puerpério de vacas Gir (n =9; A) e F1

Holandés x Gir (n = 12; B).
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(A) BPresengade conteddo no Utero @ Auséncia de contetdo no Gtero
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Gréfico A11. Presenca ou auséncia de conteido uterino durante o puerpério de vacas Gir (n = 9; A) e F1
Holandés x Gir (n = 12; B).
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Gréfico A12. Evolucdo da condicdo da cérvix durante o puerpério de vacas Gir (n = 9; A) e F1 Holandés
x Gir (n = 12; B).
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(A) B Presenga de secrecdo cérvicovaginal B Auséncia de secrecdo cérvicovaginal
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Gréfico A13. Presenca de secrecdo cervicovaginal durante o puerpério de vacas Gir (n = 9; A) e F1
Holandés x Gir (n = 12; B).
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Gréfico Al4. Evolugdo do aspecto da secre¢do cervicovaginal durante o puerpério de vacas Gir (n = 9; A)

e F1 Holandés x Gir (n = 12; B).
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(A) B Secrecdo fétida @ Secregdo sem cheiro
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Gréafico A15. Evolugéo do odor da secregdo cervicovaginal durante o puerpério de vacas Gir (n = 9; A)
e F1 Holandés x Gir (n = 12; B).
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TABELAS ESTATISTICAS

As tabelas seguem a ordem das analises estatisticas apresentadas na tese. Os valores de P <
0,05 foram destacados em negrito, e os valores de P entre 0,05 e 0,10 foram sublinhados.

CAPITULO Il
Tabela 9

Escore de condicdo corporal ao parto de acordo com o grupo experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P
Holandesas sem retencéo de placenta 11 0,0025
Holandesas com reten¢do de placenta 9

Escore de condi¢do corporal aos 42 dias apés o parto de acordo com o grupo experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P
Holandesas sem retencgéo de placenta 7 0,9026
Holandesas com reten¢do de placenta 3

Escore de condigdo corporal (ECC) de vacas Holandesas sem retengdo de placenta ao parto e aos 42 dias
apos o parto.

Teste de Wilcoxon

Tratamento n P
ECC ao parto 11 0,0313
ECC aos 42 dias ap6s 0 parto 7

Escore de condicdo corporal (ECC) de vacas Holandesas com retencéo de placenta ao parto e aos 42 dias
apos o0 parto.

Teste de Wilcoxon

Tratamento n P
ECC ao parto 9 0,5000
ECC aos 42 dias ap6s 0 parto 3

Tabela 10

Temperatura retal média de vacas Holandesas sem e com retencéo de placenta no momento da biépsia no
primeiro dia apés o parto, de acordo com o grupo experimental.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 0,6928 0,4973
Residuo 18

Temperatura retal média de vacas Holandesas sem e com retencdo de placenta no momento da biépsia no
sétimo dia apds o parto, de acordo com o grupo experimental.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 0,4375 0,6672
Residuo 17
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Temperatura retal de vacas Holandesas sem retencdo de placenta no primeiro e no sétimo dia apés o
parto.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 0,4975 0,6308
Residuo 9

Temperatura retal de vacas Holandesas com retengdo de placenta no primeiro e no sétimo dia ap6s o
parto.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 0,3507 0,7349
Residuo 8

Item 3.3

Temperatura retal > 39,5°C no momento da bidpsia em vacas Holandesas sem retencéo de placenta.

Exato de Fisher

Comparacéo Temperatura retal > 39,5°C Temperatura retal < 39,5°C P
1 dia apds o parto 5 6 1,0000
7 dias ap6s 0 parto 4 6

Temperatura retal > 39,5°C no momento da bidpsia em vacas Holandesas com retencdo de placenta.

Exato de Fisher

Comparacéo Temperatura retal > 39,5°C Temperatura retal < 39,5°C P

1 dia apds o parto 5 4 1,0000
7 dias ap6s o0 parto 6 3

Tabela 11

Ocorréncias de metrite puerperal aguda aos sete dias ap6s o parto de acordo com o grupo experimental.

Exato de Fisher

Comparagéo MPA presente MPA ausente P
Holandesas sem retengdo de placenta 6 4 0,3034
Holandesas com reten¢do de placenta 8 1

Ocorréncias de metrite clinica aos 14 dias apds o parto de acordo com o grupo experimental.

Exato de Fisher

Comparagéo MC presente MC ausente P
Holandesas sem retengdo de placenta 6 4 0,6380
Holandesas com retengdo de placenta 6 2

Ocorréncias de endometrite clinica aos 21 dias ap6s o parto de acordo com 0 grupo experimental.

Exato de Fisher

Comparacao EC presente EC ausente P
Holandesas sem retencgdo de placenta 3 7 0,1534
Holandesas com retengdo de placenta 5 2

Ocorréncias de endometrite clinica aos 28 dias apds o parto de acordo com o grupo experimental.

Exato de Fisher

Comparacao EC presente EC ausente P
Holandesas sem reten¢do de placenta 3 5 0,0754
Holandesas com retengdo de placenta 5 0
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Tabela 12

Ocorréncias de endometrite subclinica aos 21 dias apds o parto de acordo com o grupo experimental.

Exato de Fisher

Comparacao ES presente ES ausente P
Holandesas sem retenc¢éo de placenta 1 9 0,0037
Holandesas com retengdo de placenta 6 1

Ocorréncias de endometrite subclinica aos 28 dias apds o parto de acordo com o grupo experimental.

Exato de Fisher

Comparacao ES presente ES ausente P
Holandesas sem retencgdo de placenta 3 5 0,2657
Holandesas com reten¢do de placenta 4 1

Grafico 1

Isolados uterinos com presenca de Escherichia coli (E. coli) em vacas Holandesas sem e com retencéo de
placenta, no 1° dia apés o parto.

Exato de Fisher

Comparacéo E. coli presente E. coli ausente P
Holandesas sem retencgéo de placenta 6 5 0,3156
Holandesas com retengéo de placenta 6 1

Isolados uterinos com presenca de Escherichia coli (E. coli) em vacas Holandesas sem e com retencéo de
placenta, no 7° dia apés o parto.

Exato de Fisher

Comparacéo E. coli presente E. coli ausente P
Holandesas sem retengdo de placenta 5 5 0,6329
Holandesas com reten¢do de placenta 4 2

Isolados uterinos com presenca de Escherichia coli (E. coli) em vacas Holandesas sem e com retencéo de
placenta, no 14° dia ap6s o parto.

Exato de Fisher

Comparagéo E. coli presente E. coli ausente P
Holandesas sem retengdo de placenta 3 5 1,0000
Holandesas com reten¢do de placenta 3 4

Isolados uterinos com presenca de Escherichia coli (E. coli) em vacas Holandesas sem e com retencéo de
placenta, no 21° dia ap6s o parto.

Exato de Fisher

Comparacéao E. coli presente E. coli ausente P
Holandesas sem retencgdo de placenta 1 5 1,0000
Holandesas com retengdo de placenta 1 3

Gréfico 2

Ocorréncias de febre em vacas Holandesas sem e com retencao de placenta, no 1° dia apds o parto.

Exato de Fisher

Comparagéo Temperatura retal > 39,5°C Temperatura retal < 39,5°C P
Holandesas sem retencgdo de placenta 5 6 1,0000
Holandesas com retencdo de placenta 4 7
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Ocorréncias de febre em vacas Holandesas sem e com retencéo de placenta, no 7° dia ap6s o parto.

Exato de Fisher

Comparacéo Temperatura retal > 39,5°C Temperatura retal < 39,5°C P
Holandesas sem retencdo de placenta 4 6 1,0000
Holandesas com retengdo de placenta 3 3

Ocorréncias de febre em vacas Holandesas sem e com retengédo de placenta, no 14° dia ap6s o parto.

Exato de Fisher

Comparacao Temperatura retal > 39,5°C Temperatura retal < 39,5°C P
Holandesas sem retenc¢éo de placenta 3 5 1,0000
Holandesas com retengdo de placenta 2 5

Ocorréncias de febre em vacas Holandesas sem e com retengéo de placenta, no 21° dia ap6s o parto.

Exato de Fisher

Comparagao Temperatura retal > 39,5°C Temperatura retal < 39,5°C P
Holandesas sem retencgdo de placenta 0 6 0,4000
Holandesas com reten¢do de placenta 1 3

Grafico 3

Amostras de conteido uterino de vacas Holandesas sem e com retencdo de placenta com odor fétido, no
7° dia ap6s o parto.

Exato de Fisher

Comparacéo Odor fétido Sem cheiro P
Holandesas sem retencgéo de placenta 6 4 0,5879
Holandesas com retengdo de placenta 5 1

Amostras de conteido uterino de vacas Holandesas sem e com retencdo de placenta com odor fétido, no
14° dia ap6s o parto.

Exato de Fisher

Comparagao Odor fétido Sem cheiro P
Holandesas sem retengdo de placenta 7 1 1,0000
Holandesas com reten¢do de placenta 6 1

Amostras de contetdo uterino de vacas Holandesas sem e com retencdo de placenta com odor fétido, no
21° dia ap6s o parto.

Exato de Fisher

Comparagao Odor fétido Sem cheiro P

Holandesas sem retengdo de placenta 3 3 0,5714
Holandesas com reten¢do de placenta 3 1

Tabela 14

Periodo de involucéo uterina de acordo com o grupo experimental.

Fonte de variagdo GL t P

Tratamento 1 1,2650 0,2415
Residuo 8

Retorno da atividade ovariana luteal de acordo com o grupo experimental.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 0,3367 0,7422
Residuo 12
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Graficos4e5

Transcricdo génica endometrial dos receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4, 5 e 9, NODs 1 e 2, e dos
coreceptores CD14 e MD2 em vacas Holandesas sem retencdo de placenta e Holandesas com retengéo de

placenta no primeiro dia ap6s o parto.

Teste de Mann-Whitney

Comparagéo 1 n P

TLR1/6 vacas Holandesas sem retencédo de placenta 8 0,9591

TLR1/6 vacas Holandesas com retencdo de placenta 8

Comparagéo 2 n P

TLR2 vacas Holandesas sem retengdo de placenta 8 0,6454

TLR2 vacas Holandesas com retengéo de placenta 8

Comparacéo 3 n P

TLR4 vacas Holandesas sem retengdo de placenta 8 0,4418

TLR4 vacas Holandesas com retengéo de placenta 8

Comparacéo 4 n P

TLRS5 vacas Holandesas sem retengdo de placenta 8 0,1605

TLR5 vacas Holandesas com retengéo de placenta 8

Comparacéo 5 n P

TLR9 vacas Holandesas sem retengdo de placenta 8 0,1949

TLR9 vacas Holandesas com retengéo de placenta 8

Comparacéo 6 n P

CD14 vacas Holandesas sem retencéo de placenta 8 0,2786

CD14 vacas Holandesas com retencdo de placenta 8

Comparagéo 7 n P

MD2 no primeiro dia ap6s o parto 8 0,7104

MD?2 vacas Holandesas com retencdo de placenta 8

Comparacéo 8 n P

NOD1 vacas Holandesas sem retencéo de placenta 8 0,6454

NOD1 vacas Holandesas com retencdo de placenta 8

Comparacdo 9 n p

NOD?2 vacas Holandesas sem retencdo de placenta 8 0,5054
8

NOD?2 vacas Holandesas com retencdo de placenta

Transcricdo génica endometrial dos receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4, 5 e 9, NODs 1 e 2, e dos
coreceptores CD14 e MD2 em vacas Holandesas sem retencdo de placenta e Holandesas com retengdo de

placenta no sétimo dia ap6s o parto.

Teste de Mann-Whitney

Comparagéo 1 n p

TLR1/6 vacas Holandesas sem retencdo de placenta 8 0,6454

TLR1/6 vacas Holandesas com retencdo de placenta 8

Comparagéo 2 n P

TLR2 vacas Holandesas sem reten¢do de placenta 8 0,3282

TLR2 vacas Holandesas com retengdo de placenta 8

Comparacéo 3 n P

TLR4 vacas Holandesas sem retengdo de placenta 8 0,7984

TLR4 vacas Holandesas com retencéo de placenta 8

Comparacéo 4 n P

TLRS5 vacas Holandesas sem retengdo de placenta 8 0,7984
8

TLR5 vacas Holandesas com retengdo de placenta
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Cont. Comparagéo 5 n P

TLR9 vacas Holandesas sem retencgdo de placenta 8 0,6454

TLR9 vacas Holandesas com retencdo de placenta 8

Comparacdo 6 n P

CD14 vacas Holandesas sem retencéo de placenta 8 0,1949

CD14 vacas Holandesas com retencdo de placenta 8

Comparagéo 7 n P

MD2 no primeiro dia apds o parto 8 0,5350

MD?2 vacas Holandesas com retencéo de placenta 8

Comparacdo 8 n P

NOD1 vacas Holandesas sem retencdo de placenta 8 0,3282

NOD1 vacas Holandesas com retencdo de placenta 8

Comparagao 9 n P

NOD?2 vacas Holandesas sem retengdo de placenta 8 0,9591
8

NOD?2 vacas Holandesas com retencdo de placenta

Gréfico 4

Transcricdo génica endometrial dos receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4, 5 e 9, NODs 1 e 2, e dos
coreceptores CD14 e MD2 em vacas Holandesas sem RP, de acordo com 0 momento da bidpsia.

Teste de Wilcoxon

Comparagéo 1 n P

TLR1/6 no primeiro dia ap6s o parto 8 0,7422

TLR1/6 no sétimo dia apds o parto 8

Comparagéo 2 n P

TLR2 no primeiro dia apés o parto 8 0,8438

TLR2 no sétimo dia ap6s o parto 8

Comparacéo 3 n P

TLR4 no primeiro dia apés o parto 8 0,6406

TLR4 no sétimo dia apos o parto 8

Comparagéo 4 n p

TLR5 no primeiro dia apés o parto 8 0,8438

TLR5 no sétimo dia ap6s o parto 8

Comparagdo 5 n p

TLR9 no primeiro dia apés o parto 8 0,6406

TLR9 no sétimo dia ap6s o parto 8

Comparagéio 6 n p

NOD1 no primeiro dia apds o parto 8 0,5781

NOD1 no sétimo dia apds o parto 8

Comparagdo 7 n P

NOD2 no primeiro dia apds o parto 8 0,0781

NOD?2 no sétimo dia apds o parto 8

Comparacéo 8 n p

CD14 no primeiro dia ap6s o parto 8 0,0781

CD14 no sétimo dia apds o parto 8

Comparacédo 9 n P

MD2 no primeiro dia apés o parto 7 0,2188
7

MD?2 no sétimo dia apds o parto
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Gréafico 5

Transcricdo génica endometrial dos receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4, 5 e 9, NODs 1 e 2, e dos
coreceptores CD14 e MD2 em vacas Holandesas com RP, de acordo com 0 momento da bidpsia.

Teste de Wilcoxon

Comparagéo 1 n P
TLR1/6 no primeiro dia ap6s o parto 8 0,2500
TLR1/6 no sétimo dia ap0s o parto 8

Comparagéo 2 n P
TLR2 no primeiro dia ap6s o parto 8 0,0156
TLR2 no sétimo dia ap6s o parto 8

Comparagdo 3 n P
TLR4 no primeiro dia ap0s o parto 8 0,0547
TLR4 no sétimo dia ap6s o parto 8

Comparacéo 4 n P
TLR5 no primeiro dia apés o parto 8 0,9453
TLR5 no sétimo dia ap6s o parto 8

Comparacéo 5 n P
TLR9 no primeiro dia apés o parto 8 0,3828
TLR9 no sétimo dia ap6s o parto 8

Comparacéo 6 n P
NOD1 no primeiro dia ap6s o parto 8 0,3125
NOD1 no sétimo dia apds o parto 8

Comparagéo 7 n P
NOD?2 no primeiro dia ap6s o parto 8 0,9453
NOD?2 no sétimo dia apds o parto 8

Comparacéo 8 n P
CD14 no primeiro dia ap6s o parto 8 0,0078
CD14 no sétimo dia apés o parto 8

Comparagéo 9 n P
MD2 no primeiro dia ap6s o parto 7 0,5781
MD2 no sétimo dia apds o parto 7

Tabela 15

CorrelagBes entre os niveis de transcrigdo génica endometriais de receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4, 5
e 9, NODs 1 e 2, e coreceptores CD14 e MD2 em vacas Holandesas sem retencdo de placenta (RP), no
primeiro e no sétimo dia apds o parto.

Correlacéo de Spearman (Valores do nivel de significancia P)

Transcricao génica endometrial em vacas Holandesas sem RP no primeiro dia ap6s o parto

TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2

TLR1/6 0,1511 0,8401 0,2162 0,8401 04618 0,0962 0,1150  0,9063
TLR2 0,7930 0,0962 04618 04279 0,3268 0,6646  0,1389
TLR4 0,6191 0,8401 05364 0,3268 0,0962  0,3536
TLR5 0,8820 0,0694 0,0694 0,2162 0,3536
TLR9 0,8401 0,1150 0,3268 0,6615
NOD1 0,4279 05364 0,3024
NOD?2 0,0218  0,3536
CD14 0,6615
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Cont. Transcricdo génica endometrial em vacas Holandesas sem RP no sétimo dia ap6s o parto

TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2

TLR1/6 0,5008 0,8820 0,0218 0,2992 0,2992 0,3268 0,0368  0,3536
TLR2 0,6191 0,0694 0,1966 0,6646  0,0458 0,0218 0,4444
TLR4 0,9768 0,7520 0,1966  0,7520 0,5364  0,5948
TLR5 0,1150 0,1511 0,0218 0,0022 0,0663
TLR9 0,7520 0,2162  0,1511  0,0480
NOD1 0,1710  0,4279  0,0480
NOD2 0,0458  0,0341
CD14 0,2357
Tabela 16

Correlag@es entre os niveis de transcricdo génica endometriais de receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4, 5
e 9, NODs 1 e 2, e coreceptores CD14 e MD2 em vacas Holandesas com retengdo de placenta (RP), no

primeiro e no sétimo dia apds o parto.

Correlacdo de Spearman (Valores do nivel de significancia P)

Transcricdo génica endometrial em vacas Holandesas com RP no primeiro dia apds o parto

TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD?2

TLR1/6 0,1150 0,8401 0,0154 0,0368  0,1150 0,0004 0,7930  0,1389
TLR2 0,6191 0,2162 0,1710 0,5008 0,1710 0,7033  0,7825
TLR4 0,5008 0,6646  0,6191 0,6646 0,4279  0,9063
TLR5 0,0694  0,0279 0,0046 0,7520 0,0881
TLR9 04279 0,0218 0,7520 0,8397
NOD1 0,0694 0,8820  0,0067
NOD2 0,9349  0,1389
CD14 0,9635
Transcricdo génica endometrial em vacas Holandesas com RP no sétimo dia ap0s o parto
TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1  NOD2 CD14 MD2
TLR1/6 0,3268 0,7520 0,1150 0,5821  0,0962 0,0576 0,7033  0,9063
TLR2 0,7930 0,7033 0,4279  0,2162 0,0458 0,3894  0,3956
TLR4 0,4279 09768  0,7520 0,5821 0,4279  0,5560
TLR5 09768  0,2992 0,1150 0,8401  0,4444
TLR9 0,6191 0,4618 0,7033  0,1389
NOD1 0,3599  0,5821  0,3956
NOD2 0,2431  0,9063
CD14 0,5560
Tabela 17

Correlages (r) entre os niveis de transcri¢cdo génica endometriais dos receptores tipo Toll (TLRS) 1/6, 2,
4,5e9, NODs 1 e 2, coreceptores CD14 e MD2, e a temperatura retal (TR) das vacas Holandesas sem
retencdo de placenta e Holandesas com retengdo de placenta, no primeiro e no sétimo dia pds-parto (dpp).
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Cont. Correlacédo de Spearman (Valores do nivel de significancia P)

Grupo TR TLR1/6 TLR2 TLR4  TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14

MD2

Holandesas 1dpp 0,2992 0,0694 0,4618 0,7930 0,2992 0,4279 0,9768 0,9349
sem RP 7dpp 0,8820 0,9768 0,3599 0,5821 0,8401 10,7033 0,6191 0,7033

Holandesas 1dpp 0,9349 0,8401 0,1710 >0,9999 0,9349 0,7930 10,9768 0,3599
com RP 7dpp 09349 0,8401 0,1710 >0,9999 0,9349 10,7930 0,9768 0,3599

0,3956
0,5560

0,5948
0,5948

Tabela 18

Correlages (r) entre os niveis de transcri¢cdo génica endometriais dos receptores tipo Toll (TLRS) 1/6, 2,
4,5e 9, NODs 1 e 2, coreceptores CD14 e MD2, e o periodo de involucdo uterina (IU) das vacas

Holandesas, no primeiro e no sétimo dia pos-parto (dpp).

Correlagdo de Spearman (Valores do nivel de significancia P)

Grupo 19) TLR1/6 TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NODl1 NOD2 CD14

MD2

Holandesas 1dpp 0,0883 0,0047 0,5603 0,0105 0,1334 0,2325 0,0390 0,0544
s/ec/ RP 7dpp 0,0072 0,3869 0,5603 0,0058 0,8651 0,1440 0,0490 0,6321

0,3599
0,5821

CAPITULO 11l
Tabela 20

Escore de condigéo corporal ao parto de acordo com o grupo experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P
Gir sem retencédo de placenta 9 0,3532
F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 12

Escore de condi¢do corporal aos 42 dias apés o parto de acordo com o grupo experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P
Gir sem retencédo de placenta 9 0,1484
F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 12

Escore de condigdo corporal (ECC) de vacas Gir ao parto e aos 42 dias ap0s o parto.

Teste de Wilcoxon

Tratamento n P
ECC ao parto 9 0,4375
ECC aos 42 dias ap0s o parto 9

Escore de condicao corporal (ECC) de vacas F1 Holandés x Gir ao parto e aos 42 dias ap6s 0 parto.

Teste de Wilcoxon

Tratamento n P
ECC ao parto 12 0,0625
ECC aos 42 dias ap0s 0 parto 12
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Tabela 21

Temperatura retal média de vacas Gir e F1 Holandés x Gir no momento da bidpsia no primeiro dia apos o
parto, de acordo com o grupo experimental.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 0,4210 0,6787
Residuo 17

Temperatura retal média de vacas Gir e F1 Holandés x Gir no momento da bidpsia no sétimo dia ap6s o
parto, de acordo com o grupo experimental.

Fonte de variag8o GL t P
Tratamento 1 0,3816 0,7070
Residuo 19

Temperatura retal média de vacas Gir no primeiro e no sétimo dia ap6s o parto.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 1,614 0,1506
Residuo 7

Temperatura retal média de vacas F1 Holandés x Gir no primeiro e no sétimo dia apés o parto.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 0,1085 0,9155
Residuo 11

Item 3.2

Temperatura retal > 39,5°C no momento da bidpsia em vacas Gir, no primeiro e no sétimo dia apés 0
parto.

Exato de Fisher

Comparagéo >39,5°C <39,5°C P
1 dia apds o parto 2 6 1,0000
7 dias ap6s o0 parto 1 7

Temperatura retal > 39,5°C no momento da biépsia em vacas F1 Holandés x Gir, no primeiro e no sétimo
dia apo6s o parto.

Exato de Fisher

Comparacéo >39,5°C <39,5°C P

1 dia apds o parto 3 9 1,0000
7 dias ap6s 0 parto 3 9

Tabela 22

Ocorréncias de metrite puerperal aguda aos sete dias ap0s 0 parto de acordo com o grupo experimental.

Exato de Fisher

Comparacdo MPA presente MPA ausente P
Gir sem retencédo de placenta 0 9 1,0000
F1 sem retencdo de placenta 1 11

Ocorréncias de metrite clinica aos 14 dias apds o parto de acordo com o grupo experimental.

Exato de Fisher

Comparagéo MC presente MC ausente P
Gir sem retencédo de placenta 2 7 1,0000
F1 sem retencdo de placenta 2 10
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Tabela 23

Ocorréncias de endometrite clinica aos 21 dias ap6s o parto de acordo com 0 grupo experimental.

Exato de Fisher

Comparacao EC presente EC ausente P
Gir sem retencéo de placenta 1 8 1,0000
F1 sem retengdo de placenta 1 11

Ocorréncias de endometrite clinica aos 28 dias apds o0 parto de acordo com o grupo experimental.

Exato de Fisher

Comparacéo EC presente EC ausente P
Gir sem retencéo de placenta 1 8 0,4286
F1 sem retengdo de placenta 0 12

Ocorréncias de endometrite clinica aos 35 dias ap6s 0 parto de acordo com 0 grupo experimental.

Exato de Fisher

Comparacéo EC presente EC ausente P
Gir sem retencéo de placenta 0 9 0,4857
F1 sem retengdo de placenta 2 10

Ocorréncias de endometrite clinica aos 42 dias ap06s o parto de acordo com 0 grupo experimental.

Exato de Fisher

Comparacéo EC presente EC ausente P
Gir sem retencéo de placenta 0 9 -
F1 sem retencdo de placenta 0 12

Tabela 24

Ocorréncias de endometrite subclinica aos 21 dias ap6s o parto de acordo com 0s grupos experimentais.

Exato de Fisher

Comparagéo ES presente ES ausente P
Gir sem retencédo de placenta 0 9 0,2286
F1 sem retengdo de placenta 3 9

Ocorréncias de endometrite subclinica aos 28 dias ap6s o parto de acordo com 0s grupos experimentais.

Exato de Fisher

Comparagéo ES presente ES ausente P
Gir sem retencédo de placenta 2 7 0,5534
F1 sem retencdo de placenta 1 11

Ocorréncias de endometrite subclinica aos 35 dias ap0s 0 parto de acordo com 0s grupos experimentais.

Exato de Fisher

Comparacdo ES presente ES ausente P
Gir sem retencéo de placenta 1 8 1,0000
F1 sem retencdo de placenta 1 11

Ocorréncias de endometrite subclinica aos 42 dias ap6s 0 parto de acordo com 0s grupos experimentais.

Exato de Fisher

Comparacéao ES presente ES ausente P
Gir sem retencéo de placenta 0 9 -
F1 sem retencdo de placenta 0 12
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Tabela 25

Periodo de involugdo uterina de acordo com o grupo experimental.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 0,2759 0,7856
Residuo 19

Gréficos6e 7

Transcricdo génica endometrial dos receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4,5 e 9, NODs 1 e 2, e dos
coreceptores CD14 e MD2 em vacas Gir e F1 Holandés x Gir no primeiro dia apés o parto.

Teste de Mann-Whitney

Comparacéo 1 n P
TLR1/6 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,2991
TLR1/6 vacas F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 9

Comparagéo 2 n P
TLR2 vacas Gir sem retencéo de placenta 7 0,2105
TLR2 vacas F1 Holandés x Gir sem retengdo de placenta 9

Comparacéo 3 n P
TLR4 vacas Gir sem retengéo de placenta 7 0,1738
TLR4 vacas F1 Holandés x Gir sem retengdo de placenta 9

Comparacéo 4 n P
TLRS5 vacas Gir sem retengéo de placenta 7 0,1142
TLR5 vacas F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 9

Comparagio 5 n p
TLR9 vacas Gir sem reten¢do de placenta 7 >0,9999
TLR9 vacas F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 9

Comparagéo 6 n p
CD14 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,7577
CD14 vacas F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 9

Comparagdo 7 n p
MD?2 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,2523
MD?2 vacas F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 9

Comparagéio 8 n P
NOD1 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,1738
NOD1 vacas F1 Holandés x Gir sem retencéo de placenta 9

Comparacdo 9 n P
NOD?2 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,9182
NOD?2 vacas F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 9

Transcricdo génica endometrial dos receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4, 5 e 9, NODs 1 e 2, e dos
coreceptores CD14 e MD2 em vacas Gir e F1 Holandés x Gir no sétimo dia apés o parto.

Teste de Mann-Whitney

Comparacgéo 1 n P
TLR1/6 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,5360
TLR1/6 vacas F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 9
Comparagéo 2 n P
TLR2 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,8665
TLR2 vacas F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 9

n P
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Cont. Comparagéo 3

TLR4 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,1246
TLR4 vacas F1 Holandés x Gir sem retencéo de placenta 9

Comparacéo 4 n P
TLRS5 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,8371
TLR5 vacas F1 Holandés x Gir sem retencéo de placenta 9

Comparacdo 5 n P
TLR9 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,2991
TLR9 vacas F1 Holandés x Gir sem retencéo de placenta 9

Comparacdo 6 n P
CD14 vacas Gir sem retencéo de placenta 7 0,9497
CD14 vacas F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 9

Comparagao 7 n P
MD?2 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,4009
MD?2 vacas F1 Holandés x Gir sem retencdo de placenta 9

Comparacdo 8 n P
NOD1 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,7577
NOD1 vacas F1 Holandés x Gir sem retengdo de placenta 9

Comparacéo 9 n P
NOD?2 vacas Gir sem retencdo de placenta 7 0,6806
NOD2 vacas F1 Holandés x Gir sem retengdo de placenta 9

Gréafico 6

Transcricdo génica endometrial dos receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4, 5e 9, NODs 1 e 2,
coreceptores MD2 e CD14 em vacas Gir, de acordo com 0 momento da biopsia.

e dos

Teste de Wilcoxon

Comparagéo 1 n P
TLR1/6 no primeiro dia apés o parto 7 0,2188
TLR1/6 no sétimo dia apds o parto 7
Comparagéo 2 n p
TLR2 no primeiro dia apds o parto 7 > 0,9999
TLR2 no sétimo dia ap6s o parto 7
Comparagéo 3 n p
TLRA4 no primeiro dia ap6s o parto 7 0,5781
TLR4 no sétimo dia ap6s o parto 7
Comparagéo 4 n p
TLR5 no primeiro dia apés o parto 7 0,0156
TLR5 no sétimo dia ap6s o parto 7
Comparagéo 5 n P
TLR9 no primeiro dia ap6s o parto 7 0,9375
TLR9 no sétimo dia ap6s o parto 7
Comparacéo 6 n p
NOD1 no primeiro dia apds o parto 7 0,2188
NOD1 no sétimo dia ap0s 0 parto 7
Comparacéo 7 n P
NOD2 no primeiro dia apds o parto 7 0,6875
NOD2 no sétimo dia ap0s 0 parto 7
Comparacéo 8 n P
CD14 no primeiro dia ap6s o parto 7 0,0781
CD14 no sétimo dia apds o parto 7

n P
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Cont. Comparagéo 9

MD2 no primeiro dia ap6s o parto
MD?2 no sétimo dia apds o parto

~

0,4375

Gréfico 7

Transcricdo génica endometrial dos receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4, 5 e 9, NODs 1 e 2, e dos
coreceptores CD14 e MD2 em vacas F1 Holandés x Gir, de acordo com 0 momento da bidpsia.

Teste de Wilcoxon

Comparagéo 1 n P

TLR1/6 no primeiro dia apds o parto 9 0,5703

TLR1/6 no sétimo dia apds o parto 9

Comparagéo 2 n P

TLR2 no primeiro dia apés o parto 9 0,2031

TLR2 no sétimo dia ap6s o parto 9

Comparacéo 3 n P

TLR4 no primeiro dia apés o parto 9 0,4258

TLR4 no sétimo dia ap6s o parto 9

Comparacéo 4 n

TLR5 no primeiro dia apés o parto 9 0,5703

TLR5 no sétimo dia ap6s o parto 9

Comparacéo 5 n P

TLR9 no primeiro dia ap6s o parto 9 0,0391

TLR9 no sétimo dia ap6s o parto 9

Comparacéo 6 n P

NOD1 no primeiro dia ap6s o parto 9 0,9102

NOD1 no sétimo dia apds o parto 9

Comparagéo 7 n P

NOD?2 no primeiro dia ap6s o parto 9 0,9102

NOD?2 no sétimo dia apds o parto 9

Comparagéio 8 n p

CD14 no primeiro dia ap6s o parto 9 0,9102

CD14 no sétimo dia ap6s o parto 9

Comparacdo 9 n p

MD2 no primeiro dia apds o parto 7 0,8438
7

MD2 no sétimo dia apds o parto

Tabela 26

CorrelagGes entre os niveis de transcricdo génica endometriais dos receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4,5
e 9, NODs 1 e 2, e coreceptores CD14 e MD2 em vacas Gir, no primeiro e no sétimo dia apds o parto.

Correlagdo de Spearman (Valores do nivel de significancia P)

Transcrigao génica endometrial em vacas Gir no primeiro dia apos o parto

TLR2 TLR4 TLR9 NOD1 NOD?2 CD14 MD2
TLR1/6 0,3536 0,5560 0,0341 0,1667 0,3956 0,7825 0,0067 0,2417
TLR2 0,0663  0,5948 0,3024 0,5948 0,3536 0,2000 0,4972
TLR4 0,2667 0,2357 0,5560 0,2000 0,3956 0,9194
TLRS5 0,2000 0,3536 0,7825 0,0480 0,0583
TLR9 0,7131 0,0663 0,3536 0,9194
NOD1 0,6615 0,3956 0,2417
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Cont.

NOD2 0,9635 0,5639
CD14 0,1750
Transcrigdo génica endometrial em vacas Gir no sétimo dia apds o parto
TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2
TLR1/6 0,0238 0,2000 0,0480  0,2357 0,1095 0,1389 0,1389 0,7139
TLR2 0,3536 0,2000  0,3024 0,2357 0,4444 0,0881 0,8028
TLR4 0,3536  0,9635 0,9635 0,0480 0,0238 0,8028
TLR5 0,0238 0,2000 0,0881 0,4976 0,1750
TLR9 0,3536 0,5560 0,9635 0,3556
NOD1 0,5948 0,6615 0,9194
NOD2 0,2667 0,1028
CD14 0,4972
Tabela 27

Correlag@es entre os niveis de transcri¢do génica endometriais dos receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2, 4,5
e 9, NODs 1 e 2, e coreceptores CD14 e MD2 em vacas F1 Holandés x Gir, no primeiro e no sétimo dia

apos o parto.

Correlagdo de Spearman (Valores do nivel de significancia P)

Transcricao génica endometrial em vacas F1 Holandés x Gir no primeiro dia apds o parto

TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2
TLR1/6 0,5809 0,8432 0,0172  0,0503 0,3363 0,0369 0,1328 0,2675
TLR2 0,2912 0,5517 >0,9999 0,6436 0,5517 0,6777 0,6191
TLR4 0,4101 0,7435 0,2125 0,4933 0,4933 0,1966
TLR5 0,0503 0,0433 0,0968 0,8100 0,1511
TLR9 0,2125 0,6777 0,2125 0,8401
NOD1 0,2499 0,8100 0,3894
NOD2 0,6134 0,0962
CD14 0,7520

Transcrigdo génica endometrial em vacas F1 Holandés x Gir no sétimo dia apds o parto

TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2
TLR1/6 0,5008 0,7756  0,0083 0,8100 0,0045 0,0589 0,0433 0,1511
TLR2 >0,9999 0,2675 0,0368 0,1710 0,6191 0,0962 0,6646
TLR4 0,7435 0,3853 0,9816 0,8432 0,8432 0,9768
TLR5 0,9816 0,0004 0,3363 0,1618 0,1710
TLR9 0,6134 0,5517 0,1777 0,2431
NOD1 0,1938 0,0311 0,2675
NOD2 0,0666 0,9768
CD14 0,5821
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Tabela 28

Correlagdes (r) entre os niveis de transcricdo génica endometriais dos receptores tipo Toll (TLRs) 1/6, 2,
4,5e9, NODs 1 e 2, coreceptores CD14 e MD2, e a temperatura retal (TR) das vacas Gir e F1 Holandés
x Gir, no primeiro e no sétimo dia pés-parto (dpp).

Correlacdo de Spearman (Valores do nivel de significancia P)

Grupo TR TLR1/6 TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2

Gir ldpp 0,3536 0,3536 0,8397 0,9063 0,7131 0,8397 0,5948 0,3024 >0,9999
semRP 7dpp 0,6615 09635 0,2357 0,1389 0,2000 0,9063 0,2357 0,5948 0,3556

F1 ldpp 0,2499 10,9816 0,4366 0,8801 0,2499 0,9816 0,3363 0,2499 0,7930
semRP 7dpp 0,4933 10,7033 0,3853 10,8801 0,4933 0,9816 0,8801 0,8100 0,4933

Tabela 29

Correlages (r) entre os niveis de transcri¢cdo génica endometriais dos receptores tipo Toll (TLRS) 1/6, 2,
4,5e 9, NODs 1 e 2, coreceptores CD14 e MD2, e o periodo de involugdo uterina (1U) das vacas Gir e F1
Holandés x Gir, no primeiro e no sétimo dia pés-parto (dpp).

Correlagdo de Spearman (Valores do nivel de significancia P)

Grupo 10] TLR1/6 TLR2 TLR4 TLR5 TLR9 NOD1 NOD2 CD14 MD2

Gir ldpp 0,6615 0,7825 0,5948 0,3024 10,3024 0,4444 0,9635 0,9063 0,9999
semRP 7dpp 0,0480 0,3024 0,7131 0,0663 0,0881 0,0341 0,5560 0,5948 0,9194

F1 l1dpp 0,3853 0,0255 10,3853 10,3853 0,3853 10,2298 0,9484 0,3853 0,3599
semRP 7dpp 0,0214 0,4101 0,9484 10,3363 0,8432 0,1938 0,0061 0,0857 0,5364

Analises de regressao multipla (Tabelas que ndo foram anexadas ao texto)

Anélises de regressdo maltipla: efeitos da ordem de parto (OP), do escore de condigdo corporal (ECC) e
da ocorréncia de retencdo de placenta (RP) sobre os niveis de transcricdo génica endometriais dos
imunomediadores no sétimo dia pds-parto (dpp).

Imunomediador R? (%) Parametro Coeficiente  Intervalo de confianca (95%) p
TLR1/6 7dpp 10,35 OP>2 38,719 -12,872 a 90,309 0,1355
ECC 7dpp > 3,5 -23,922 -79,512 a 31,668 0,3857
RP 5,805 -51,952 a 63,562 0,8384
TLR2 7dpp 6,10 OP>2 -0,3235 -1,134 20,4872 0,4200
ECC 7dpp > 3,5 -0,1967 -1,071 20,6780 0,6482
RP -0,4510 -1,358 a 0,4563 0,3168
TLR4 7dpp 309 O0OP>2 -24,824 -81,644 a 31,997 0,3786
ECC 7dpp > 3,5 -4,509 -65,735 a 56,718 0,8812
RP 5,864 -57,749 a 69,477 0,8516
TLR5 7dpp 1122 OP>2 39,468 -14,147 a 93,082 0,1429
ECC 7dpp > 3,5 -14,978 -72,749 a 42,793 0,5996
RP -30,068 -90,091 a 29,955 0,3137
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Cont.

TLRY 7dpp 1228 OP>2 2,278 -0,9863 a 5,543 0,1640
ECC 7dpp > 3,5 -1,847 -5,365a 1,671 0,2915
RP -1,794 5,449 1,861 0,3234
CD14 7dpp 935 OP>2 35,039 -68,377 a 138,45 0,4935
ECC7dpp>35  -65669 177,10 a 45,765 0,2376
RP -66,438 -182,22 2 49,340 0,2498
MD2 7dpp 183 OP>2 9,778 -74,721 2 94,276 0,8144
ECC7dpp>35  -23534 -114,58 a 67,516 0,6007
RP -24,071 -118,67 a 70,528 0,6064
NOD1 7dpp 23,15 OP>2 11,197 -1,497 a 23,891 0,0816
ECC 7dpp > 3,5 -11,56 -25,247 22,110 0,0943
RP -12,039 -26,251 22,172 0,0937
NOD2 7dpp 538 OP>2 -12,775 -39,647 a 14,098 0,3386
ECC7dpp>35  -11,197 -40,154 2 17,759 0,4350
RP -1,753 -31,837 228,332 0,9059

Anélises de regressdo multipla: efeito dos niveis de transcri¢do génica endometriais de imunomediadores
sobre a temperatura retal (TR) no primeiro e no sétimo dia pds-parto (dpp).

Temperaturaretal R? (%) Imunomediador  Coeficiente  Intervalo de confianca (95%) P

TR 1dpp 26,58 TLR1/6 1dpp -0,001397 -0,003927 a 0,001132 0,2609
TLR2 1dpp 0,002628 -0,007712 a 0,01297 0,5999
TLR4 1dpp 0,0003411 -0,001079 a 0,001762 0,6200
TLR5 1dpp 0,0004274 -0,001927 a 0,002782 0,7074
TLR9 1dpp -0,003933 -0,02006 a 0,01220 0,6147
CD14 1dpp 0,0002425 -0,001071 a 0,001556 0,7027
MD?2 1dpp 0,001284 -0,002755 a 0,005324 0,5126
NOD1 1dpp 0,0006149 -0,001305 a 0,002535 0,5096
NOD2 1dpp -0,0006236 -0,004798 a 0,003550 0,7572

TR 7dpp 26,27 TLR1/6 7dpp 0,0002378 -0,006121 a 0,006596 0,9380
TLR2 7dpp -0,002379 -0,3284 a 0,3236 0,9879
TLR4 7dpp -0,0001132 -0,004781 a 0,004555 0,9598
TLR5 7dpp 0,001280 -0,009535 a 0,01210 0,8058
TLR9 7dpp -0,02349 -0,1451 a 0,09810 0,6886
CD14 7dpp 0,0008639 -0,002810 a 0,004538 0,6262
MD2 7pp 0,002321 -0,001498 a 0,006141 0,2170
NOD1 7dpp -0,002641 -0,05417 a 0,04888 0,9151
NOD2 7dpp -0,001856 -0,01053 a 0,006813 0,4517

Anélises de regressdo multipla: efeito dos niveis de transcricdo génica endometriais de imunomediadores
sobre a ocorréncia de febre (temperatura retal > 39,5°C) no primeiro e no sétimo dia pds-parto (dpp).

TR >39,5°C R% (%) Imunomediador Coeficiente Intervalo de confianca (95%) P

Febre 1dpp 24,31  TLR1/6 1dpp -0,001128 -0,004187 a 0,001931 0,4485
TLR2 1dpp -0,001939 -0,01444 2 0,01057 0,7483
TLR4 1dpp 0,0004141 -0,001304 a 0,002132 0,6186
TLR5 1dpp 0,001080 -0,001767 a 0,003928 0,4358
TLR9 1dpp -0,003230 -0,02274 a 0,01628 0,7320
CD14 1dpp 0,0004039 -0,001184 a 0,001992 0,5997
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Cont. MD2 1dpp -0,001299 -0,006185 a 0,003586 0,5832

NOD1 1dpp 0,0003633 -0,001959 a 0,002685 0,7462
NOD?2 1dpp 0,001120 -0,003928 a 0,006168 0,6466
Febre 7dpp 19,40 TLR1/6 7dpp 0,0005712 -0,004126 a 0,005269 0,8006
TLR2 7dpp -0,06270 -0,3035a0,1781 0,5899
TLR4 7dpp 0,0001080 -0,003341 a 0,003557 0,9481
TLR5 7dpp 0,0007602 -0,007229 a 0,008750 0,8433
TLR9 7dpp -0,02102 -0,1108 a 0,06880 0,6278
CD14 7dpp 0,0004020 -0,002312 a 0,003116 0,7585
MD2 7pp 0,001031 -0,001791 a 0,003853 0,4514
NOD1 7dpp 0,004376 -0,03369 a 0,04244 0,8112
NOD?2 7dpp -0,0002920 -0,006696 a 0,006112 0,9245

Anélise de regressdao multipla: efeito dos niveis de transcri¢do génica endometriais de imunomediadores
no primeiro e no sétimo dia pés-parto (dpp) sobre as ocorréncias de metrite clinica (MC).

Inf. uterina R? (%)  Imunomediador Coeficiente Intervalo de confianca (95%) P

MC (14dpp) 28,02 TLR2 1dpp 0,0006605 -0,004846 a 0,006167 0,8045
TLR2 7dpp 0,1409 -0,1244 20,4063 0,2801
TLR4 1dpp -0,0001065 -0,002984 a 0,002771 0,9391
TLR4 7dpp -0,001658 -0,007247 a 0,003931 0,5420
TLR5 1dpp -0,0001864 -0,002516 a 0,002144 0,8688
TLR5 7dpp -0,002151 0,002254 a -0,006869 0,3520
TLR9 1dpp 0,0008119 0,009863 a -0,01983 0,9353
TLR9 7dpp -7,558E-05 0,03454 a -0,07236 0,9983
CD14 1dpp 0,0005142 0,0007577 a -0,001072 0,5055
CD14 7dpp -0,0007444 0,0009587 a -0,002751 0,4471

Anélise de regressdao multipla: efeito dos niveis de transcrigdo génica endometriais de imunomediadores
no primeiro e no sétimo dia p6s-parto (dpp) sobre as ocorréncias de endometrite clinica (EC).

Inf. uterina R? (%) Imunomediador Coeficiente Intervalo de confianga (95%) P

EC (21dpp) 29,97 TLR2 1dpp -0,002852 -0,007586 a 0,001882 0,2218
TLR2 7dpp 0,05437 -0,1811 a 0,2899 0,6335
TLR4 1dpp 0,0008386 -0,001862 a 0,003540 0,5224
TLR4 7dpp -0,002369 -0,007573 a 0,002835 0,3515
TLR5 1dpp -0,001605 -0,003608 a 0,0003972 0,1094
TLR5 7dpp 0,001181 -0,002893 a 0,005255 0,5502
TLR9 1dpp 0,005289 -0,01261 a 0,02319 0,5426
TLR9 7dpp 0,01707 -0,04840 a 0,08254 0,5905
CD14 1dpp 0,0003955 -0,001197 a 0,001988 0,6081
CD14 7dpp -0,0001023 -0,001825 a 0,001621 0,9021

Anélise de regressdao multipla: efeito dos niveis de transcri¢do génica endometriais de imunomediadores
no primeiro e no sétimo dia p6s-parto (dpp) sobre as ocorréncias de endometrite subclinica (ES).

Intervalo de confianca

Inf.uterina R?(%)  Imunomediador Coeficiente (95%) P

ES 21dpp 39,09 TLR2 1dpp -0,003916 -0,008689 a 0,0008573 0,1019
TLR2 7dpp 0,008186 -0,2293 a 0,2456 0,9431
TLR4 1dpp 0,001455 -0,001268 a 0,004178 0,2763
TLR4 7dpp -0,002183 -0,007430 a 0,003064 0,3937
TLR5 1dpp -0,0008604 -0,002879 a 0,001159 0,3824
TLR5 7dpp -0,0006625 -0,004770 a 0,003445 0,7387
TLR9 1dpp 0,00107 -0,01698 a 0,01912 0,9021
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Cont. TLR9 7dpp 0,04561 -0,02040 20,1116 0,1638
CD14 1dpp 0,0005135 -0,001092 a 0,002119 0,5100
CD14 7dpp -0,001309 -0,003046 a 0,0004281 0,1308

Analise de regressdo multipla: efeito dos niveis de transcricdo génica endometriais de imunomediadores
no primeiro e no sétimo dia pos-parto (dpp) sobre as ocorréncias de endometrite subclinica (ES).

Intervalo de confianca

Inf. uterina  R%? (%)  Imunomediador Coeficiente (95%) P

ES 28dpp 44,29 TLR2 1dpp -0,004594 -0,01013 a 0,0009437 0,0974
TLR2 7dpp 0,08728 -0,1735 20,3481 0,4867
TLR4 1dpp 0,002179 -0,0009535a 0,005311 0,1589
TLR4 7dpp -0,005409 -0,01132 a 0,0005068 0,0703
TLR5 1dpp -0,001055 -0,003457 a 0,001346 0,3640
TLR5 7dpp -0,0001811 -0,004909 a 0,004547 0,9360
TLR9 1dpp -0,002798 -0,02767 a 0,02207 0,8138
TLR9 7dpp 0,06935 -0,005761 a 0,1445 0,0679
CD14 1dpp 0,0003284 -0,001385 a 0,002041 0,6886
CD14 7dpp -0,001065 -0,002905 a 0,0007752 0,2365

CAPITULO IV
Item 3.1.

Tamanho médio do corpo lUteo de vacas Zebu dez dias apds receberem infusdo uterina de PBS ou E. coli
inativada.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 0,8793 0,3965
Residuo 13

Tabela 35

Animais que manifestaram estro ou ndo ao final do protocolo hormonal, de acordo com o grupo
experimental.

Exato de Fisher

Parédmetro PBS E. coli inativada P
Animais que manifestaram estro 6 8 0,6285
Animais que ndo manifestaram estro 3 2

Animais que ovularam ou ndo dez dias ap0s receberem infusdo uterina de PBS ou E. coli inativada.

Exato de Fisher

Parédmetro PBS E. coli inativada P
Animais que ovularam 7 7 1,0000
Animais que ndo ovularam 2 3

Tabela 36

Temperatura retal média de vacas Zebu antes da infusdo uterina de PBS ou E. coli inativada.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 0,8967 0,3824
Residuo 17
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Temperatura retal média de vacas Zebu depois da infusdo uterina de PBS ou E. coli inativada.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 0,1258 0,9013
Residuo 17

Temperatura retal média de vacas Zebu dez dias ap6s receberem infusdo uterina de PBS ou E. coli
inativada.

Fonte de variagdo GL t P
Tratamento 1 1,156 0,2636
Residuo 17

Temperatura retal média de vacas Zebu de acordo com 0 momento de avaliagdo (antes da infusdo uterina
de PBS na fase de estro, apds a infusdo e no diestro).

Anadlise de variancia

Fonte de variagdo GL Soma dos quadrados Quadrado médio F P
Tratamento 2 0,1474 0,0737 0,6458 0,5374
Individual 8 1,2560 0,1570 1,3760

Residual 16 1,8260 0,1141

Coeficiente de Variacdo 3,230

Temperatura retal média de vacas Zebu de acordo com 0 momento de avalia¢do (antes da infuséo uterina
de E. coli inativada na fase de estro, ap6s a infusdo e no diestro).

Anadlise de variancia

Fonte de variagdo GL Soma dos quadrados Quadrado médio F P
Tratamento 2 0,9740 0,4870 1,706 0,2097
Individual 9 2,4990 0,2776 0,9724

Residual 18 5,1390 0,2855

Coeficiente de Variagao 8,612

Tabela 37

Hipertermia (temperatura retal > 39,5°C) antes e ap6s a infusdo uterina de PBS na fase de estro.

Exato de Fisher

Comparagéo >39,5°C <39,5°C P
Antes da inoculagdo com PBS 2 7 1,0000
Apos a inoculagdo com PBS 3 6

Hipertermia (temperatura retal > 39,5°C) ap0s a infusdo uterina de PBS na fase de estro e dez dias depois,
na fase de diestro.

Exato de Fisher

Comparacéao >39,5°C <39,5°C P
Apos a inoculagdo com PBS 3 6 1,0000
Dez dias depois da inoculagéo 2 7

Hipertermia (temperatura retal > 39,5°C) antes e ap6s a infuséo uterina de E. coli inativada na fase de
estro.

Exato de Fisher

Comparacdo >39,5°C <39,5°C P
Antes da inocula¢do com E. coli inativada 3 6 0,6372
Apbs a inoculagdo com E. coli inativada 5 4
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Hipertermia (temperatura retal > 39,5°C) ap06s a infusdo uterina de E. coli inativada na fase de estro e dez
dias depois, na fase de diestro.

Exato de Fisher

Comparacao >39,5°C <39,5°C P
Apds a inoculagdo com E. coli inativada 5 4 0,0294
Dez dias depois da inoculagdo 0 9

Hipertermia (temperatura retal > 39,5°C) antes da infusdo uterina na fase de estro.

Exato de Fisher

Comparacao >39,5°C <39,5°C P
Vacas inoculadas com PBS 2 7 1,0000
Vacas inoculadas com E. coli inativada 3 6

Hipertermia (temperatura retal > 39,5°C) depois da infuséo uterina na fase de estro.

Exato de Fisher

Comparacao >39,5°C <39,5°C P
Vacas inoculadas com PBS 3 6 0,6372
Vacas inoculadas com E. coli inativada 5 4

Hipertermia (temperatura retal > 39,5°C) na fase de diestro

Exato de Fisher

Comparacéo >39,5°C <39,5°C P
Vacas inoculadas com PBS 2 7 0,4706
Vacas inoculadas com E. coli inativada 0 9

Tabela 38

Escore de hiperemia/hemorragia antes da infusdo uterina de acordo com o grupo experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P
Vacas inoculadas com PBS 9 0,0632
Vacas inoculadas com E. coli inativada 9

Escore de hiperemia/hemorragia depois da infusdo uterina de acordo com o grupo experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P
Vacas inoculadas com PBS 9 0,8454
Vacas inoculadas com E. coli inativada 9

Escore de hiperemia/hemorragia dez dias depois da infusdo uterina, de acordo com o grupo experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P
Vacas inoculadas com PBS 9 0,4057
Vacas inoculadas com E. coli inativada 9

Escore de hiperemia/hemorragia endometrial em vacas inoculadas com PBS, de acordo com 0 momento
de avaliagéo.

Teste de Friedman

Tratamento Fr P
Antes da infusdo uterina no estro 2,074 0,3545
Apos a infusdo uterina no estro

No diestro
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Cont.
Escore de hiperemia/hemorragia endometrial em vacas inoculadas com E. coli inativada, de acordo com o
momento de avaliagdo.

Teste de Friedman

Tratamento Fr P
Antes da infusdo uterina no estro 6,083 0,0578
Ap6s a infusdo uterina no estro

No diestro

Tabela 39

Escore de edema endometrial antes da infusdo uterina de acordo com o grupo experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P
Vacas inoculadas com PBS 9 0,3523
Vacas inoculadas com E. coli inativada 9

Escore de edema endometrial depois da infusdo uterina de acordo com o0 grupo experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P
Vacas inoculadas com PBS 9 0,6342
Vacas inoculadas com E. coli inativada 9

Escore de edema endometrial dez dias depois da infusdo uterina, de acordo com o grupo experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P
Vacas inoculadas com PBS 9 0,0958
Vacas inoculadas com E. coli inativada 9

Escore de edema endometrial em vacas inoculadas com PBS, de acordo com 0 momento de avaliagéo.

Teste de Friedman

Tratamento Fr P
Antes da infusdo uterina no estro 1,615 0,4459
Apos a infusdo uterina no estro

No diestro

Escore de edema endometrial em vacas inoculadas com E. coli inativada, de acordo com 0 momento de
avaliacéo.

Teste de Friedman

Tratamento Fr P
Antes da infusdo uterina no estro 3,308 0,1913
Apos a infusdo uterina no estro

No diestro

Tabela 40

Escore de inflamag8o endometrial antes da infusdo uterina de acordo com o grupo experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P

©

Vacas inoculadas com PBS Né&o se aplica
Vacas inoculadas com E. coli inativada 9

170



Escore de inflamacgdo endometrial depois da infusdo uterina de acordo com o grupo experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P
Vacas inoculadas com PBS 9 0,0052
Vacas inoculadas com E. coli inativada 9

Escore de inflamagcdo endometrial dez dias depois da infusdo uterina, de acordo com o grupo
experimental.

Teste de Mann-Whitney

Tratamento n P
Vacas inoculadas com PBS 9 0,9515
Vacas inoculadas com E. coli inativada 9

Escore de inflamagdo endometrial em vacas inoculadas com PBS, de acordo com o momento de
avaliagéo.

Teste de Friedman

Tratamento Fr P
Antes da infusdo uterina no estro 6,333 0,0621
Apos a infusdo uterina no estro

No diestro

Escore de inflamacéo endometrial em vacas inoculadas com E. coli inativada, de acordo com 0 momento
de avaliagéo.

Teste de Friedman

Comparacéo Fr P
Antes/Depois da infusdo uterina no estro 15,077 <0,01
Antes da infuso uterina no estro/Diestro > 0,05
Depois da infusdo uterina no estro/Diestro < 0,05
Tabela 41

Ocorréncia de hiperemia/hemorragia endometrial moderada ou grave apos a infusdo uterina de PBS ou E.
coli inativada

Exato de Fisher

Hiperemia/Hemorragia EscoresOe 1l Escores2e 3 P
Vacas inoculadas com PBS 7 2 1,0000
Vacas inoculadas com E. coli inativada 6 3

Tabela 42

Ocorréncia de edema endometrial moderado ou grave ap6s a infusdo uterina de PBS ou E. coli inativada

Exato de Fisher

Edema EscoresOe 1 Escores 2 e 3 P
Vacas inoculadas com PBS 7 2 1,0000
Vacas inoculadas com E. coli inativada 6 3

Tabela 43

Ocorréncia de inflamagdo endometrial moderada ou grave apds a infusdo uterina de PBS ou E. coli
inativada

Exato de Fisher

Inflamag&o EscoresOe 1 Escores2e 3 P
Vacas inoculadas com PBS 9 0 0,0023
Vacas inoculadas com E. coli inativada 2 7
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