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Resumo

KRAUSE, Ana Rita Tavares. Proteinas de fase aguda e suas relagcées com o
desempenho reprodutivo e produtivo de vacas leiteiras pos-parto. 2013.
52 f. Dissertagcdao (Mestrado). Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O periodo de transicdo de vacas leiteiras, caracterizado pelo balangco energético
negativo (BEN), em que a demanda por nutrientes é maior do que a capacidade de
ingestdo da vaca, tem sido negativamente correlacionado com a retomada da
atividade ovariana pos-parto, bem como condi¢do de saude da vaca, devido ao estado
inflamatério que o BEN produz. Proteinas de fase aguda sdo marcadores inespecificos
da inflamacgéo e tém sido utilizadas para avaliar o estado inflamatério e a chance de
ocorréncia de doencgas, pois sdo produzidas na resposta inflamatoéria sistémica. O
objetivo deste estudo foi avaliar se 0 momento da ovulagédo pds-parto esta relacionado
com a secrecao de proteinas de fase aguda, indicadores de lipomobilizacao e
percentagem de células polimorfonucleadas (PMN) na citologia endometrial. Vacas
multiparas da raga Holandés (n = 20), foram selecionadas pelo nimero de lactagdes (=
3), produgéo de leite na ultima lactacao (7891+1184/Kg/305 dias) e histérico negativo
de enfermidades no ultimo ano produtivo. Amostras de sangue foram coletadas
semanalmente do dia -21 relativo ao parto até os 30 dias pds-parto, e também dia do
parto e dias 3, 6 e 9 pds-parto, para avaliacdo da concentragcao das proteinas de fase
aguda: haptoglobina, albumina e paraoxonase, dos metabdlitos glicose e acidos
graxos nao esterificados (AGNE). Para avaliagdo do retorno a ciclicidade, amostras de
sangue foram coletadas semanalmente do dia 16 ao dia 44 pés-parto para avaliagao
das concentracbes seéricas de progesterona. Exames ginecoldgicos e vaginoscopia
foram realizados nos dias 1812, 25+3 e 3312 pos-parto, para avaliacdo e
caracterizacado de secrecao uterina. Citologia endometrial foi realizada aos 3712 dias
pos-parto, para avaliar a saude uterina, através de lavado uterino de baixo volume. As
vacas foram divididas de acordo com o retorno da atividade ovariana pds-parto até os
4412 dias em Vacas Ovuladas (Grupo VO = 12) e Vacas Anovuladas (Grupo VA = 8).
Vacas do grupo VA tiveram menores concentragdes de albumina em todo o periodo
pré (P = 0,03) e pos-parto (P = 0,01), maiores concentragdes séricas de haptoglobina
no pré-parto (P = 0,04) e tenderam a ter menores concentragdes de paraoxonase no
pos-parto do que o grupo VO (P = 0,09). Nao foram observadas diferengas nas
concentragdes de glicose, AGNE e insulina (P > 0,05) entre os grupos. Vacas do
grupo VO tiveram menor contagem de células PMN na citologia endometrial do que
vacas que nao ovularam (26,3% vs 53,4% PMN; P = 0,05). Aos 2513 dias pés-parto,
apenas 1 vaca do grupo VO apresentou secregao uterina alterada na vaginoscopia,
enquanto que 3 vacas do grupo VA apresentaram secregao alterada (P = 0,07). Em
conclusao, vacas que retornam mais cedo a atividade ovariana pos-parto apresentam
resposta inflamatéria sistémica menos acentuada, ndo sao influenciadas por
lipomobilizagcao e tem melhor saude uterina.

Palavras chave: albumina, haptoglobina, ovulagdo, paraoxonase, periodo de
transicao, vacas leiteiras.



Abstract

KRAUSE, Ana Rita Tavares. Acute phase proteins and their relationships
with the reproductive and productive performance of dairy cows
postpartum. 2013. 52 f. Dissertation (Master). Programa de Pdés-Graduagéao
em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The transition period in dairy cows, characterized by negative energy balance (NEB),
where the nutrient demand is greater than the cow intake capacity, has been negatively
correlated with the resumption of ovarian activity during postpartum, as well as the cow
health, due the inflammatory state generated by the NEB state. Acute phase proteins
are nonspecific inflammatory markers and have been used to assess the inflammatory
state and the risk of disease occurrence, as they are produced in response to systemic
inflammatory. The aim of this study was to evaluate if the postpartum ovulation moment
is related with the acute phase proteins release, indicators of lipomobilization and
polymorphonuclear (PMN) cell percentage in the endometrial cytology. Holstein
multiparous cows (n = 20), were selected by the number of lactations (= 3), milk yield in
the last lactation (7891 = 1184/Kg/305 days) and negative history of iliness in the last
year of production. Blood samples were collected weekly from day -21 relative to
calving to 30 days postpartum, and also during the calving day, 3", 6™ and 9" days
postpartum to evaluate the concentration of acute phase proteins: haptoglobin, albumin
and paraoxonase, glucose and non-esterified fatty acids (NEFA). To evaluate the
cyclicity resumption, blood samples were collected weekly from day 16 to day 44
during the postpartum period to evaluate the concentrations of progesterone.
Gynecological and vaginoscopic examinations were performed at the days 18 + 2, 25 £
3 and 33 * 2 during postpartum to evaluation and characterization of uterine secretion.
Endometrial cytology was carried out at 37 + 2 days postpartum, to assess the uterus
health, using uterine low volume flushing. Cows were divided according to the
postpartum resumption of ovarian activity until 44 + 2 days in ovulated cows (OV
Group = 12, 60%) and cows that did not ovulated (AV = 8, 40%). The cows of the AV
group had lower concentrations of albumin during all the pre-partum (P = 0.03) and
postpartum period (P = 0.01), higher pre-partum concentrations of haptoglobin (P =
0.04) and tended to have lower postpartum concentrations of paraoxonase than the OV
group (P = 0.09). No differences were observed in the concentrations of NEFA and
glucose (P> 0.05) between groups. Cows of the OV group has lower PMN cells count
in endometrial cytology than cows that did not ovulate (26.3% vs 53.4%, PMN; P =
0.05). At 25 £ 3 days postpartum, only 1 cow in the OV group showed abnormal uterine
secretion in vaginoscopy analysis, while 3 cows in the AV group had abnormal
secretion (P = 0.07). In conclusion, cows that had earlier postpartum ovarian activity
resumption showed a less pronounced systemic inflammatory response, the
lipomobilization did not affect and had better uterine health.

Key words: albumin, haptoglobin, ovulation, paraoxonase, transition period, dairy
COWS.
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1. Introducéao Geral

O periodo de transicdo de vacas leiteiras, que compreende as trés
semanas que antecedem o parto e as trés primeiras semanas da lactacao, é
caracterizado pelo comprometimento da saude, no qual a maioria dos
problemas metabdlicos e a incidéncia de doengas de rebanhos leiteiros podem
ocorrer (Drackley 1999). O principal desafio metabdlico enfrentado pelas vacas
€ o0 aumento subito e acentuado da necessidade de nutrientes, para
crescimento final do feto, produgcédo do colostro e leite, em um momento que a
ingestdo de matéria seca (IMS) e o fornecimento de nutrientes nao
acompanham essa necessidade, caracterizando o balanco energético negativo
(BEN). Adaptacdes adequadas das rotas metabodlicas do figado para as
necessidades de energia, drasticamente aumentadas neste periodo, sé&o
importantes para um periodo de transicao bem sucedido (Drackley et al., 2001).

As semanas que antecedem o parto sdo marcadas pela reducao na IMS
ocasionada pelo crescimento acelerado do feto no terco final da gestagao e por
alteracdes hormonais caracteristicas do periodo, que culminam com perda de
peso e escore de condigao corporal (ECC). Como consequéncia, ocorre
mobilizacao de tecido adiposo (triacilglicerol - TAG) e deposigao de lipideos no
figado durante o pds-parto (Drackley et al., 2005). A metabolizagéo de lipideos
no figado, como fonte de energia para a vaca, pode exacerbar a capacidade do
o0rgao e caracterizar a esteatose hepatica, disturbio comum do periodo de
transicdo, que ocasiona hipofungcdo do figado, que acaba por ndo conseguir
produzir a energia necessaria para a vaca, agravando o BEN. Corpos cetdnicos
(betahidroxibutirato — BHBA, acetoacetato e acetona) sdo produzidos como
fonte alternativa de energia, o que pode em excesso, ser prejudicial para a
vaca, ocasionando quadros de cetose clinica ou subclinica e pode ser
mensurada pelas concentracdes séricas de BHBA.

A concentragdo sérica de acidos graxos nao esterificados (AGNE) é
utilizada como uma medida indireta da mobilizacdo do TAG a partir do tecido
adiposo, e em vacas leiteiras, o pico de produgcdo de AGNE se da nas
primeiras semanas da lactagcao (Mashek et al., 2001). Alguns autores citam que

vacas com concentragdes elevadas de acidos graxos ndo esterificados (AGNE)
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ja no preé-parto, tem o dobro de risco de incidéncia de disturbios apds o parto,
como mastite, deslocamento de abomaso, metrite, enfermidades do casco e
cetose, do que vacas com baixas concentragdes. Nas primeiras semanas apos
o parto esse risco quadriplica (Ospina et al., 2010).

As mudancas fisioldgicas que envolvem o periodo tem sido alvo de
estudos nos ultimos anos e mostram que vacas em periodo de transicio
apresentam um processo inflamatério relacionado com o final da gestacéo e
inicio da lactagcdo (Sordillo et al., 2009), mesmo na auséncia de infecgbes
microbianas e/ou patologias (Bionaz et al., 2007). O estresse deste periodo,
com alteragbes hormonais, metabdlicas e de manejo, compromete as defesas
imunoldgicas da vaca e as consequéncias deste processo inflamatério podem
ser observadas através da resposta de fase aguda, na qual individuos mostram
fendbmenos inflamatoérios, sem sintomas clinicos, o que pode ser detectado
através de proteinas de fase aguda, citocinas pro-inflamatorias, lipomobilizagéo
e estresse oxidativo (Bertoni et al., 2006). Uma melhor compreensao das
mudangas que ocorrem neste periodo pode diminuir os problemas de saude
relacionados e aumentar a rentabilidade de vacas leiteiras (Drackley, 1999).

Dados recentes sugerem que o estado inflamatério ocasionado pelo
BEN durante o periodo de transigdo em vacas leiteiras parece causar prejuizos
de ordem inflamatdria e metabdlica para a vaca, como um atraso no retorno da
atividade do figado, evidenciado pelas baixas concentragdes de proteinas de
fase aguda negativa como a albumina e paraoxonase, aumento nas
concentracdes de proteinas de fase aguda positivas como a haptoglobina (Hp)
e também pela reducédo das concentragcdes sericas de colesterol e glicose no
plasma e maiores valores de AGNE e BHBA (Trevisi et al., 2009). Uma clara
correlacido existe entre a imunossupressao, a ocorréncia de doencas, a
inflamacao e o estresse metabdlico, o que exige uma abordagem adequada
para desvendar a relacdo critica entre a causa e o efeito, bem como o
progndstico do estado de saude da vaca (Trevisi et al., 2012).

Extremo BEN e acentuada perda de condicdo corporal, durante o
periodo de transi¢do, também podem coincidir com insucesso no desempenho
reprodutivo subsequente (Drackley 1999). Vacas com baixo ECC no parto, ou

que tenham perda acentuada do ECC nas primeiras semanas apés o parto séo
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menos propensas a ovular, tem baixa taxa de submissdo a primeira
inseminagao até oito semanas pos-parto e de concepgao no primeiro servico,
maior probabilidade de perda de prenhez e aumento do intervalo parto-
concepcgao (Roche et al., 2009). Vacas que estdo com elevada condigéo
corporal ao parto também tém comprometimento da fertilidade, pois reduzem
mais cedo a IMS antes do parto, e demoram mais para aumentar este consumo
apdés o parto, como consequéncia tendem a ter uma maior mobilizacédo de
gordura e, portanto, um BEN mais grave, reducédo da fungdo imune e aumento
do risco de doengas metabdlicas (Roche et al., 2009).

Numerosos estudos tem relatado que o desempenho reprodutivo de
vacas leiteiras tem sido comprometido principalmente pela retomada atrasada
da atividade ovariana pés-parto (Lamming et al., 1998; Petersson et al., 2006).
A deficiéncia de energia prejudica a responsividade do hipotalamo ao estradiol
circulante, resultando em frequéncia reduzida de liberagdo de GnRH, com
reducao de pulsos de LH para selecao folicular e posterior ovulagao (Butler,
2003). Quando a primeira ovulagdo pos-parto ocorre apds os 35 dias, ja tem
sido definida como uma retardada atividade ovariana, com prejuizo no
desempenho reprodutivo subsequente, incluindo reducdo na taxa de prenhez e
aumento do intervalo parto-concepgao (Gautam et al., 2010). Entretanto, ainda
nao esta claro até quando deve ocorrer a primeira ovulagao pds-parto para um
melhor desempenho reprodutivo.

A intensa selegédo de vacas leiteiras para produgéo de leite, ignorando
fatores como a sanidade, também é um fator que vem diminuindo a fertilidade
(Butler, 1998). A causa de infertilidade de vacas leiteiras € multifatorial, mas
gira em torno do excesso de energia usada para a producgao de leite a custa de
outros processos fisioldégicos, como a reproducao (Walsh et al., 2011). Taxas
de concepgao de um unico servigo para vacas leiteiras no pos-parto diminuiram
cerca de 65 % para 38 % ao longo dos ultimos 40 anos, ficando clara a
evidéncia de que o aumento da producao de leite esta relacionado a reducao
da fertilidade (Crowe & Williams, 2012). Shrestha et al. (2004) mostraram que
dois tercos de vacas de alta produgdo de um mesmo rebanho tinham a
retomada da ciclicidade ovariana pos-parto atrasada, com primeira ovulagao

tardia e prolongamento da fase Iutea como as causas mais comuns de fungao
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ovariana anormal. Infecgdes uterinas, com descarga cervico-vaginal anormal e
involugéo uterina incompleta até os 35 dias pés-parto, BEN e perda acentuada
de ECC pds-parto também foram fatores que influenciaram negativamente a
retomada da ciclicidade, formagado de cistos ovarianos e de corpo luteo nao
funcional.

Um disturbio comum no pés-parto de vacas leiteiras e que também
prejudica a fertilidade subsequente e a retomada da atividade ovariana pos-
parto € a endometrite subclinica, onde vacas afetadas ndao exibem sinais da
doenca, tornando-a de dificil diagndstico. Uma das técnicas de diagnostico
para a deteccdo da inflamagéo uterina subclinica é a citologia, avaliada através
da contagem de células polimorfonucleadas (PMN) em amostras de lavado ou
escova uterina, sendo associada com pior desempenho reprodutivo quando
realizada apos os 35 dias pos-parto (Kaufmann et al., 2009). Williams et al.
(2007) forneceram evidéncias de que a presencga de patdgenos no utero apds o
parto afeta a atividade ovariana, e que nos primeiros dias da lactagcao esses
patdogenos perturbam o crescimento e a funcdo do foliculo ovariano e nos
animais que ovulam a primeira onda folicular pés-parto, o corpo luteo formado
produz menores concentracbes de progesterona. Galvdo et al. (2010)
encontraram mesma prevaléncia de endometrite subclinica entre vacas que
ovulam até 21 ou até 49 dias pos-parto, porém em vacas que nao ovularam até
49 dias pés-parto, a prevaléncia de endometrite foi maior.

Aproximadamente 35% das vacas podem ser clinicamente afetadas por
infecgdo uterina nos primeiros 21 dias de lactagéo, e pelo menos 10 a 20%
destas, persistem com a infecgdo de forma subclinica apds esse periodo
(McDougall et al., 2007; Sheldon et al., 2009). Marcadores inespecificos da
inflamacgédo, como as proteinas de fase aguda, tém sido associados com
doenca uterina e fertilidade reduzida (Sheldon et al., 2004). Burke et al. (2010),
observaram que vacas com endometrite subclinica pods-parto, tinham
concentragbes mais elevadas de haptoglobina (Hp) aos 42 dias pds-parto e
concentracdes de albumina reduzidas durante todo o periodo de transicao,
enquanto que Huzzey et al. (2009), encontraram maiores concentragbes de Hp
em vacas com doenga uterina nas primeiras semanas pos-parto,

diagnosticadas pela presenga de secregcdo uterina anormal. Endometrite
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subclinica, diagnosticada pela elevada contagem de células PMN, além de
estar associada com pior desempenho reprodutivo e atraso na retomada de
ciclos estrais normais, contribui para maior taxa de perdas embrionarias devido
a inflamagao do endométrio (McDougall et al., 2007). Inflamagao do endométrio
no pos-parto pode comprometer a capacidade uterina de producado de
prostaglandina suficiente para causar lutedlise (Olson et al., 1984), como
resultado, o utero esta constantemente sob influéncia da progesterona, o que
favorece ainda mais o crescimento bacteriano (Shrestha et al., 2004).

A primeira ovulagéo apos o parto € geralmente observada dentro de trés
semanas pos-parto em cerca de 50% das vacas saudaveis (Kawashima et al.,
2007), e é aceito que a rapida retomada da fungao ovariana esta relacionada a
fertilidade elevada (Staples et al., 1990). No entanto, em quase 50% das vacas,
os foliculos dominantes ndo sao capazes de ovular e se tornam atrésicos ou
cisticos (Kawashima et al., 2007). Na maioria das vacas, o tempo médio para
primeira ovulagao poés-parto € ao redor dos 30 dias (Wiltbank et al., 2006).
Vacas criadas a pasto, em meédia, precisam de 4,2 ondas de crescimento
folicular antes da primeira ovulagéo, sendo este atraso geralmente atribuido ao
periodo de BEN no iniico da lactagcdo. Concentracbes elevadas de AGNE e
BHBA antes do parto, tem sido relacionadas com a fungdo imunoldgica
reduzida no periparto e doenga uterina (Hammon et al., 2006), que sao
conhecidos por influenciar negativamente a retomada da ovulagdo pos-parto
(Sheldon et al., 2002).

Baseando-se nessas informacdes, a investigacdo da retomada da
atividade ovariana pos-parto em vacas leiteiras e sua relacdo com o status
inflamatorio do periparto, BEN e saude uterina se faz necessario, sendo este o

objetivo explorado nesta dissertacao.
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2.1 Caracterizacao do Problema

Doencas uterinas no poés-parto tem atraido consideravel atengcao na
literatura veterinaria, como grandes causas de ineficiéncia reprodutiva em
bovinos de leite (Gilbert et al., 2005; Williams et al., 2005). Diversos trabalhos
citam a ocorréncia de metrites, endometrites (clinicas ou subclinicas) na ordem
de 40%.

O periodo puerperal na vaca devera evoluir de forma a permitir que a
funcdo reprodutiva da fémea esteja normalizada entre os 40-60 dias apds o
parto. Assim, a possibilidade de uma fémea conceber até os 85 dias pos-parto,
permitira atingir o objetivo econémico da exploragcdo com um parto/vaca/ano.
Muitos fatores podem contribuir para que este objetivo ndo seja atingido. Entre
eles incluem-se os que dependem do préprio animal e os que derivam
unicamente do sistema de exploragéo. Por vezes, erros cometidos no manejo
dos animais podem constituir causa de doenca e interferir com a fisiologia
reprodutiva (Sheldon et al., 2006).

No puerpério, o aparelho reprodutivo necessita voltar ao seu estado
normal, n&do gravidico, e este processo ocorre tanto macro como
microscopicamente, tendo reflexo direto na fungdo do sistema reprodutivo e
enddcrino do animal. Este processo engloba a involugao uterina propriamente
dita, a regeneragao do endométrio, eliminagdo da contaminacao bacteriana e o
reinicio da atividade ciclica ovarica fisioldgica, tornando o utero competente
para estabelecer uma nova gestacao (Sheldon et al., 2008).

Em uma involucgao uterina fisiolégica, aos 15 dias pds-parto o utero deve
estar totalmente palpavel e dos 14 aos 18 dias ja ndo se deve sentir a presenga
de fluido (Drost et al., 2002). Em animais saudaveis, o didmetro dos cornos
uterinos atinge os 3 — 4 cm aos 25 - 30 dias pos-parto, enquanto que a cervix
deve ter didmetro menor que 5 cm aos 40 dias (Mortimer et al., 1997). A
regeneracao epitelial esta completa aos 25 dias pods-parto, mas as camadas
mais profundas do utero s6 regeneram totalmente entre 6 — 8 semanas pos-
parto (Sheldon et al., 2006; Sheldon et al., 2008).

O sistema reprodutivo comunica-se com o exterior através da vagina e

vulva. Porém, no momento do parto as barreiras fisicas sao ultrapassadas e
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ocorre contaminacado bacteriana do trato reprodutivo em mais de 90% das
vacas (Sheldon et al., 2002; Sheldon et al., 2006). A infecgdo do utero é
diretamente influenciada pelo equilibrio entre contaminagao bacteriana local e
resposta do sistema imune durante a prenhez e em torno do parto. Episddios
de retencao de placenta e metrite imediatamente apos o parto aumentam as
chances de ocorrer endometrites ao longo do periodo voluntario de espera (até
aproximadamente 60 dias pos-parto), aumentando o periodo de dias em
aberto por reducado na fertilidade das vacas, ocasionando assim prejuizos
econdmicos ao sistema de produgao de leite (Sheldon et al., 2006; Sheldon et
al., 2008).

A debilidade imune de vacas no periparto aumenta a prevaléncia de
doencas infecciosas durante este periodo. As primeiras células a combater o
crescimento bacteriano s&o os neutrdfilos, recrutados da corrente sanguinea.
As principais classes de imunoglobulinas (IgM, IgA e 1gG), seja por difusao
passiva ou de produgao local, desempenham importante papel na protegao do
utero, agindo como opsoninas para aumentar a fagocitose, estimulando a
cascata do complemento, ou bloqueando patégenos de aderir as superficies
mucosas. Para que o organismo reconhega a infec¢do, existem células
especifcas no endométrio que possuem receptores Toll like (TLR) com
capacidade de reconhecer antigenos bacterianos. A ativagao destes
receptores dispara uma cascata sinalizadora que mobiliza as células imunes e
estimula o figado a produzir proteinas de fase aguda. O periodo do peri-parto
também é caracterizado por um aumento da secregao de prostaglandinas F o,
que aumentam as defesas uterinas (Singh et al., 2008). As proteinas de fase
aguda (APP’s) séo sintetizadas na ocorréncia de lesdes teciduais e tem fungao
protetora junto ao organismo. S&o proteinas presentes no soro sanguineo
circulante, sintetizadas no figado constantemente, podendo aumentar ou
reduzir sua produgdo de 60 a 1000 vezes durante infecgdes. No presente
trabalho serdo avaliadas as APP’s paraoxonase (PON), haptoglobina (Hp),
albumina e apolipoproteinas B100 (ApoB100). A Pon, a albumina e a ApoB100
sdo proteinas de fase aguda negativas, ha evidéncias de que a sintese de
PON ¢é afetada por varias condigbes fisiopatolégicas (como doengas graves,

LPS, desafios a citocinas pro-inflamatdrias), fendmenos estes que ocorrem
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com frequéncia no periodo de transicdo e sugerem que a PON desempenha
um papel em torno do parto (Bionaz et al., 2007); a redugcédo de albumina no
soro € um indicador de alteracao da fungcao hepatica (Bertoni et al., 2008), e
outros autores demonstraram que esta APP’s esta relacionada com a
incidéncia de doengas uterinas (Burke et al., 2010; Zerbe et al., 2000). A
ApoB100 € um componente essencial do nucleo de proteinas de densidade
muito baixa (VLDL) e é necessario para estabilizar esta particula. ApoB100
sérica € reduzida com a aproximagao do parto e redugdo na sintese e
secregao sao geralmente relacionados com acumulo excessivo de gordura no
figado e disfuncdo hepatica (ltoh et al., 1997). Gruffat et al. (1997) relataram
uma baixa regulagcdo da sintese hepatica de ApoB100 no pos-parto de vacas
leiteiras. Hp € uma APP’s positivas e tem a funcdo primaria de se ligar a
hemoglobina livre no plasma, impedindo a excrecdo renal de ferro e
prevenindo os efeitos oxidativos de sua permanéncia no vaso, também possui
habilidades imunomodulatérias.

Epidemiologicamente, cerca de 35% das vacas poOs-parto podem ser
clinicamente infectadas dentro dos primeiros 21 dias pds-parto e cerca de 10 a
20% apresentam endometrite apds esse periodo (Borsberry & Dobson, 1989;
McDougall et al., 2007; Sheldon et al., 2009). A prevaléncia da endometrite
diminui com o tempo pdés-parto (McDougall et al., 2007; Gautam et al., 2009)
pois, a maioria das vacas infectadas recupera-se espontaneamente. Porém,
sabe-se que nesses casos a fertilidade torna-se reduzida (McDougall et al.,
2007; Pleticha et al., 2009).
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2.2 Objetivos e Metas

2.2.1 Objetivo geral

Avaliar a relagao entre as proteinas de fase aguda no periodo de transicdo de
vacas leiteiras e sua relacdo com disturbios uterinos, retomada da atividade

ovariana e posterior desempenho reprodutivo.

2.2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar a ocorréncia de disturbios uterinos no pés-parto de vacas
leiteiras em sistema semi-extensivo de producao de leite.

2. Caracterizar a ocorréncia de endometrite subclinica no pds-parto de
vacas leiteiras, apos o periodo de involugao uterina.

3. Avaliar a relagao das proteinas de fase aguda com o desenvolvimento
de doencga uterina no pds-parto de vacas leiteiras.

4. Avaliar a relagdo entre o acumulo de gordura corporal no periodo de
transicdo de vacas leiteiras, caracterizando o balango energético
negativo pos-parto e desempenho reprodutivo.

5. Avaliar a relacdo de marcadores inflamatérios no pds-parto, através de
proteinas de fase aguda e perfil de leucdcitos na saude uterina pds-parto
de vacas leiteiras.

6. Avaliar o impacto de disturbios uterinos sobre o0 desempenho reprodutivo
através de parametros como retorno a ciclicidade, intervalo
parto/concepgédo (dias em aberto) e numero de inseminagdes por

concepgao.
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2.3 Metodologia e Estratégia de acao

Instalacdes: O experimento sera realizado no setor da Pecuaria Leiteira
da Granja Quatro Irméos, localizada no municipio de Rio Grande/RS, nas
coordenadas 32° 16’ S, 52° 32’ W. Os animais s&o mantidos em sistema semi-
extensivo de criagao, sendo mantidos a pasto e recebendo suplementagado no

cocho apds cada ordenha, todos sob mesmas condi¢gdes de manejo.

Animais e manejo: Serdo utilizadas 20 fémeas multiparas da raga

Holandés, com 3,27+0,12 lactagbes e produgdo média de 24,64+15,28 litros/dia
e peso médio de 600 kg entre 250 e 350 dias em lactagdo (DEL). A selegéo
dos animais se deu através do numero de lactacdes, producdo média em 305
dias da lactagcdo anterior e histérico negativo de enfermidades no ultimo ano
produtivo. Semanalmente, as vacas serao pesadas em plataforma de pesagem
(EziwweighS — TRU-TEST®) durante os periodos pré e poés-parto, quando
também foram coletados os dados de condi¢gdo corporal (ECC). O final da
lactagao prévia ocorrera em media por volta de 7 meses de gestagao, o animal
sendo alimentado exclusivamente a pasto, e transferidos para lote de fémeas
pré-parto aos 8 meses de gestacdo, onde, além de pastagem, receberdo
também suplementacao especifica para a esta categoria uma vez ao dia. Apos
o parto as fémeas entrardo para os lotes de vacas em lactagdo, ficando
primeiramente no lote de vacas colostro até 8 dias de lactagcao (DEL). Apds

passam para o lote de vacas de maior producao.

Coleta de amostras: A partir dos 250 dias de gestacdo, até o parto,

serao realizadas coletas semanais de sangue (18 ml), através de pungao do
complexo vascular coccigeo, em sistema do tipo vaccuntainer e a amostra
dividida em 3 frascos: 1 contendo EDTA 10% (5 ml de sangue), 1 inibidor da
via glicolitica (Fluoreto de Potassio 12%, 3 ml de sangue), e 1 frasco contendo
apenas o sangue (10 ml). Imediatamente, as amostras de sangue e com
Fluoreto de Potassio 12% serao centrifugadas a 3000rpm durante 15 minutos e
0 soro repassado para tubo eppendorf. As amostras provenientes do sangue
serao congeladas a -80°C para posteriores analises bioquimicas e as amostras
de Fluoreto serdo processadas para avaliacdo dos niveis de glicose sanguinea
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em até 72h através de método colorimétrico em espectrofotdmetro. As
amostras contendo EDTA 10% seré&o refrigeradas e enviadas para laboratorio
para hemograma. As vacas ainda serdo coletadas no dia do parto e
diariamente até o dia 3 pods-parto, ainda dia 6 e 9, apds serdo coletadas
semanalmente até os 60 dias pods-parto. A partir do 15° dia pds-parto, sera
avaliada a involugdo uterina e condicdo ovariana semanalmente durante 3
semanas, através de exames ginecoldgicos com 0s seguintes parametros:
temperatura retal; presenga de secrecéo vaginal externa, vaginoscopia através
de especulo vaginal, para avaliar e caracterizar a presenga de secregédo e
coloragado da mucosa cervical (Pleticha et al., 2009), palpacéo retal para avaliar
o diametro da cérvix, tamanho do utero, tdbnus uterino e presenga de estruturas
ovarianas utilizando-se aparelho ultrassonografico com transdutor linear
transretal de frequéncia 5.5MHz. Além dos exames ginecoldgicos, sera
analisada a concentragao de progesterona sérica, a partir do 15° dia pds-parto,
semanalmente até 60 DPP para determinacdo do retorno a ciclicidade das
vacas, considerando animais com concentragdao = 1 ng/ml como aqueles que ja
apresentam um corpo luteo funcional e, portanto, considerados ciclicos.

Apds o terceiro exame, sera realizada citologia uterina, através de
lavado uterino de baixo volume, técnica descrita por Gilbert et al. (2005). Esta
técnica utiliza 20 ml de solucéo fisiologica, introduzidos no interior do utero
através de pipeta de inseminagao equina estéril. Apds breve massagem uterina
(10 segundos), através de uma seringa de 60 ml é puncionado liquido (2 a 6
ml), sendo este apdés armazenado em tubos de ensaio, refrigerados e
processados em citocentrifuga em até 6h apdés a coleta. Logo apéds, sao
confeccionadas laminas para posterior  contagem de  células
polimorfonucleadas e através desta contagem ser caracterizada a ocorréncia
de doenga uterina (endometrite subclinica). Endometrite subclinica ou
citolégica foi definida como um aumento na proporcdo de células
polimorfonucleares em amostras de citologia endometrial obtidas através da

técnica de lavagem uterina.
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2.4 Resultados e Impactos esperados

Com os resultados obtidos neste projeto, serdo caracterizadas as
ocorréncias de disturbios uterinos bem como a sua influéncia futura no
desempenho reprodutivo de vacas leiterias em sistema semi-extensivo de
producdo. Da mesma forma sera buscado o entendimento da participacédo de
proteinas de fase aguda na ocorréncia de doengas uterinas, bem como quando
as mesmas comec¢am a influenciar a ocorréncia de disturbios e se estas
poderao ser marcadores dos mesmos.

Com a metodologia de diagnéstico através de lavagem uterina de
baixo volume, sera testada a viabilidade da utilizacdo da mesma como uma
ferramenta diagndstica para profissionais de campo, como também para

futuras pesquisas sobre a mesma tematica.
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Descricéo

2011
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2013

10 20
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Revisdo bibliografica

X X

X
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Reunides

X X

X

Coleta de dados a
campo

X

Analises bioquimicas
e hormonais

Organizacéao dos
dados

Analise estatistica

XX |IX Ix |x|X

Analise dos
resultados

Confeccao dos
artigos

< I [Xx[x |x

X

Submissdo dos
artigos

X

Riscos e dificuldades: Aspectos ligados a metodologia do trabalho, envolvendo
interferéncias no manejo dos animais de propriedade comercial e execugao das
analises bioquimicas e hormonais.
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2.6 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica e

Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Pelotas.
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3. Relatorio de Trabalho de Campo

3.1. Local

O experimento foi realizado nas dependéncias de uma fazenda
particular, produtora de leite tipo B, localizada no municipio de Rio Grande/RS,
Brasil (32° 16’ S, 52° 32’ O), no periodo de dezembro de 2011 a junho de 2012.
A topografia local é tipicamente formada por planicies e por regides de
banhado, que s&o leves depressdes que alagam durante temporadas de chuva.
O clima do municipio é subtropical ou temperado, com verdes moderados
(temperatura média de 28°C) e invernos frios (temperatura média de 5°C),
porém, nos ultimos anos o Estado do RS tem passado por alteragées
climaticas, com verdes extremamente quentes, e a temperatura local chegando
a 35°C ou mais. A temperatura média anual é de 16,5°C e a precipitagdo média
anual é de 1.196 mm, as chuvas sao distribuidas ao longo do ano, com maior

frequéncia durante o inverno.

3.2. Animais, dieta e manejo

Vacas multiparas da raga Holandés (n = 40) de um rebanho de cerca de
900 vacas em lactagao, foram selecionadas pelo numero de lactagbes (=3
lactacdes), producao média em 305 dias na lactacdo anterior (= 7891£1184
kg/305 dias) e historico negativo de enfermidades no ultimo ano produtivo. As
vacas selecionadas foram acompanhadas dos 30 dias anteriores a data
prevista do parto até os 60 dias pds-parto, sendo inicialmente selecionadas 40
vacas, onde ao final do experimento foram utilizados apenas os dados de 20
vacas, que se mantiveram saudaveis durante o periodo experimental, ausentes
de doenca clinica, dificuldade de parto e retencdo de placenta. Os animais
foram mantidos em sistema semi-extensivo, ficando a pasto e recebendo
suplementacdo com dieta anibnica comercial no pré-parto e com volumoso e
concentrado apds cada ordenha durante a fase da lactagdo. Eram realizadas
duas ordenhas diarias, com intervalo de 12 horas. Apds o parto, as vacas eram
transferidas para os lotes de vacas em lactagao, onde permaneciam no lote de
vacas colostro até pelo menos 14 ordenhas, sendo transferidas apds este

periodo para o lote de vacas multiparas em até 150 dias de lactagado (DEL).
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Semanalmente durante o periodo experimental os animais foram conduzidos
até plataforma de pesagem (TRU-TEST®, Farma Tech SA), momento em que
também foi registrado o escore de condigado corporal (ECC), que foi avaliado
por trés técnicos em uma escala de 1 a 5, sendo 1 uma vaca muito magra e 5
uma vaca obesa (Wildman et al., 1982) sendo utilizada a média dessas

avaliagoes.
3.3. Coleta de amostras de sangue e analises

Para a coleta das amostras de sangue, os animais foram conduzidos até
brete de contengédo nas primeiras horas da manha, sendo coletado sangue do
complexo coccigeo, através de sistema vaccutainer. Foram coletados cerca de
15 mL de sangue de cada animal, que foram centrifugados 30 minutos apds a
coleta a 3000 rpm durante 15 minutos e o0 soro proveniente armazenado a -
20°C. As analises bioquimicas e hormonais foram realizadas no laboratério de
Bioquimica da Universidade Federal de Pelotas, através de espectofotometria
cinética e colorimétrica e leitura de placa, com excegdo da analise de
progesterona, que foi realizada através de radioimunoensaio em laboratério na
cidade de Sao Paulo/SP.

3.4. Exames poés-parto e citologia uterina

A partir do 15° dia pds-parto, as vacas foram avaliadas semanalmente
através de exame ginecolégico por palpagdo retal, ultrassonografia e
vaginoscopia. Apos o terceiro exame, foi realizada citologia endometrial,
através da técnica de lavagem uterina de baixo volume (Gilbert et al., 2005),
onde sao introduzidos 20 mL de solugao fisiolégica no interior do utero,
massageado por 10 segundos e o liquido recuperado € processado em
citocentrifuga. A lamina é corada e realizada a leitura através da contagem de
200 células polimorfonucleadas (PMN) e epiteliais. Para a avaliagdo da saude

uterina, € importante a proporcao de células PMN em cada amostra.

3.5. Manejo reprodutivo
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As vacas foram observadas quanto a manifestacao de cio duas vezes ao
dia (07:00 e 16:00 h) por cerca de 1 hora, a partir dos 45 dias em lactacao.
Vacas detectadas em cio foram inseminadas 12 horas apds. As vacas que nao
apresentaram cio até 60 dias pds-parto foram submetidas a um protocolo de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF). O protocolo consistia na insergéo
de um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (CIDR®; Pfizer Saude
Animal, Brasil) no Dia 0 do protocolo, concomitantemente com a aplicagéo i.m.
de 25 pg de lecirelina (GnRH; Gestran Plus®, Tecnopec, Brasil). No Dia 7 foi
realizada a remogéao do CIDR, seguido da inje¢ao i.m. de 25 mg de um analogo
da prostaglandina F,a (PG; Lutalyse®, Pfizer Saude Animal, Brasil). J& no dia
8, foi realizada uma aplicacéo i.m. de 1 mg de cipionato de estradiol (CE;
ECP®, Pfizer Saude Animal, Brasil) e 48 horas depois realizada a inseminagao
dos animais que néo foram observados em estro. Animais observados em estro
entre os dias 7 e 9 do protocolo eram inseminados 12 horas apds a deteccgao.
O diagndstico de gestacao (DG) foi feito aos 32+3 dias pos-IA através de
ultrassonografia transretal e confirmacao da gestagao 30 dias apds o primeiro
DG (6215). Animais n&o prenhes nos DG de 30 e 60 dias eram re-

sincronizados.
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Resumo

O restabelecimento da atividade ovariana e um ambiente uterino saudavel pés-parto esta
associado a severidade do balanco energético negativo (BEN) e da secrecdo de mediadores
inflamatdrios durante o periodo de transicdo. O objetivo deste estudo foi avaliar se 0 momento
da ovulacdo pds-parto esta relacionado com a percentagem de células polimorfonucleadas
(PMN) na citologia endometrial, indicador de mobilizacéo lipidica e a secrecéo de proteinas de
fase aguda. Foram utilizadas vacas multiparas da raca Holandés (n = 20) criadas em um sistema
semi-extensivo de producdo. Amostras de sangue foram coletadas do Dia -21 ao Dia 44 pos-
parto (Dia 0 = parto) para avaliagdo da concentracdo sérica de glicose, acidos graxos nédo

esterificados (AGNE), haptoglobina, albumina, paraoxonase e progesterona. Citologia
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endometrial foi realizada aos 37+2 dias pos-parto, para avaliagdo da quantidade de células
PMN. As vacas foram distribuidas de acordo com o retorno da atividade ovariana p6s-parto em;
1) Vacas Ovuladas (Grupo VO = 12) e; 2) Vacas Anovuladas (Grupo VA = 8). Vacas que
retornaram a atividade ovariana tiveram menor contagem de células PMN na citologia
endometrial do que vacas que ndo ovularam (26,3% vs 53,4% PMN; P = 0,05). Vacas do grupo
VA tiveram menores concentragdes séricas de albumina no pré- (P = 0,03) e pds-parto (P =
0,01), maiores concentragc6es de haptoglobina no pré-parto (P = 0,04) e tenderam a ter menores
concentragcdes de paraoxonase no poés-parto (P = 0,09). Em conclusdo, vacas que ovulam
durante o periodo voluntario de espera possuem menor contagem de células PMN endometriais
e status inflamatdério menos acentuado do que vacas que ndo ovulam.

Palavras chave: vacas de leite, haptoglobina, paraoxonase, albumina, Gtero, ovario.
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Introducéo

O periodo de transicdo de vacas leiteiras, que compreende as 3 semanas pré- e 3
semanas pos-parto, € um momento de extremo desafio metabolico e aumento do risco de
incidéncia de doencas (Drackley et al., 1999). Vacas selecionadas para alta producdo de leite
sofrem ainda mais os efeitos negativos do periodo de transicdo, pois seu elevado mérito
genético promove intenso direcionamento de nutrientes para producao de leite, em detrimento
de outros processos fisioldgicos, como a reproducédo (Walsh et al., 2011).

A homeostasia e a salide da vaca leiteira durante o periodo de transicdo pode determinar
0 sucesso reprodutivo logo apds o periodo voluntério de espera (PVE). Para que vacas leiteiras
apresentem uma adequada performance reprodutiva é necessario que, durante este periodo
critico, a fémea ovule um ovdcito competente e forneca ambiente uterino adequado para a
fertilizacdo e desenvolvimento embrionario e fetal (Pursley et al., 2011). Vacas leiteiras que
retomam a atividade ovariana rapidamente apds o parto tem mais chances de conceber mais
rapidamente no pos-parto. A dificuldade de se atingir bons indices reprodutivos logo ap6s o
PVE pode comecar a estabelecer-se mesmo antes do parto, com a ocorréncia de adaptacdes
fisiologicas que podem ser prejudiciais a fungdo ovariana.

Além dos eventos metabolicos que podem afetar a performance reprodutiva no PVE, a
contaminagdo do Utero pode também contribuir para que falhas na concepgdo ocorram. Cerca de
80 a 100 % dos animais apresentam bactérias no limen uterino nas primeiras semanas pos-parto
(Sheldon et al., 2006). Bactérias patogénicas estdo associadas com inflamacéo do endométrio e
secrecdo vaginal purulenta (Sheldon et al.,, 2009), o que aumenta consideravelmente a
quantidade de neutr6filos polimorfonucleares (PMN) no endométrio. A maioria das vacas
consegue se recuperar de forma natural, entretanto, pelo menos 20 % persistem com a infeccéo
ap6s 3 semanas pos-parto desenvolvendo endometrite. VVacas com endometrite apresentam
maior numero de dias em aberto e redugdo de concepcdo na primeira inseminacdo (Fourichon et

al., 2000).
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A baixa performance reprodutiva pds-parto pode também estar ligada a alta liberacéo de
mediadores inflamatorios secretados durante o periodo de transicdo, as chamadas proteinas de
fase aguda (PFA) (Wira and Fahey, 2004), um mecanismo natural de defesa (Hirvonen et al.,
1999). Proteinas plasmaticas sintetizadas no figado tém suas concentra¢des reduzidas quando o
figado € acionado para dar suporte ao sistema imune durante a reposta inflamatoria (Fleck,
1989), o que acontece com as concentracdes de PON e albumina, que sdo proteinas de fase
aguda negativa. Ja o contrario acontece com a Hp, que em processo inflamatério estabelecido
tem aumento na sua concentracdo, sendo portanto, uma proteina de fase aguda positiva. Duas
importantes PFA em vacas de leite sdo a haptoglobina (Hp) e a paraoxonase (PON) (Bionaz et
al., 2007). Vérios estudos tém registrado a associa¢do do aumento das concentra¢bes de Hp em
infeccBes uterinas pds-parto (Skinner et al., 1991; Smith et al., 1998; Regassa and Noakes,
1999; Sheldon et al., 2001), uma vez que a Hp é uma das PFA mais reativas em bovinos
(Eckersall and Bell, 2010). Em contraste, concentra¢fes reduzidas de PON e albumina também
tém sido associadas com infecgdes uterinas, pois processos inflamatdrios tipicos do periodo de
transi¢cdo podem levar a uma dréstica reducdo da secrecdo dessas proteinas pelo figado (Turk et
al., 2004; 2005; Burke et al., 2010).

Baseado nestas consideragdes, hipotetizamos que vacas que ovulam durante o PVE tem
menor estresse nutricional, alteracdes na secrecdo de proteinas de fase aguda e menor
contaminagdo uterina. O objetivo deste estudo foi avaliar se 0 momento da ovula¢do pos-parto
esta relacionado com a: 1) percentagem de células PMN endometriais; 2) mobilizacdo lipidica e;

3) secrecdo de proteinas de fase aguda no periodo de transicao de vacas leiteiras.

Materiais e Métodos

Vacas e desenho experimental
O experimento foi conduzido entre dezembro de 2011 e junho de 2012 em uma

propriedade localizada no municipio de Rio Grande/RS - Brasil (32° 16 S, 52° 32’ O). Todos
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os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas, sob o nimero de registro 4551.

Inicialmente, 40 vacas leiteiras multiparas (=3 lactagdes), com escore de condicdo
coporal (ECC) de 3,1+0,4 e peso vivo (PV) de 629,77+42,71 Kg, da raca Holandés participaram
deste estudo. No entanto, 20 vacas foram diagnosticadas com um ou mais distdrbios periparto,
incluindo distocia, reten¢do de placenta, mastite, laminite e hipocalcemia e foram excluidas do
experimento. As vacas eram mantidas em sistema semi-extensivo, a base de pastagem e
suplementacgdo de concentrado apds cada ordenha. A ordenha era realizada duas vezes ao dia,
com intervalo de 12 horas. Os animais foram selecionados pelo nimero de lacta¢Ges, produgdo
meédia em 305 dias na lactacdo anterior (> 7891+1184 kg/305 dias) e histérico negativo de
enfermidades no Gltimo ano produtivo.

As vacas foram divididas em dois grupos experimentais de acordo com retorno da
atividade luteal no periodo po6s-parto. As fémeas foram divididas em: 1) Grupo Vacas Ovuladas
(VO), vacas que tiveram concentracdes de progesterona (> 1 ng/mL) em pelo menos duas
coletas de sangue consecutivas entre 16 e 44 dias pds-parto e; 2) Vacas Anovuladas (VA), que
ndo tiveram aumento nas concentracdes de progesterona (< 1 ng/mL) até o Dia 44 p6s-parto
(Stevenson & Britt, 1979).

Coletas de sangue e andlises bioquimicas e hormonais

As coletas de sangue para as analises bioguimicas foram realizadas nos dias -21, -14, -7,
-3, ao parto (Dia 0), e nos dias 3, 6, 9, 16, 23 e 30. Para avaliacdo do retorno a ciclicidade foi
realizada a mensuracéo da concentragdo sérica de progesterona (P4) nos dias 16, 23, 30, 37 e 44
pos-parto. O sangue foi coletado por venopuncdo coccigea utilizando sistema vaccutainer. As
amostras de sangue utilizadas para as analises bioquimicas foram coletadas em tubos contendo
ativador de coagulo (16x100mm, 10 ml, Vacuplast®/Shandong/China) e fluoreto de sédio
(13x75mm, 4 ml, Vacuplast®, Zhejiang/China), centrifugados em até 30 minutos apds a coleta
a 3000 rpm durante 15 minutos. O soro foi separado e congelado a -80°C para posterior anélise.

O soro proveniente do tubo com fluoreto foi refrigerado e destinado para analise de
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concentracdo de glicose em até 72 horas. As amostras de sangue para analise de progesterona
foram centrifugadas (3000 rpm / 15 minutos) logo apds a coleta, sendo que o soro foi
armazenado a -20°C.

As amostras de soro foram descongeladas em temperatura ambiente antes de cada
analise. A técnica de espectofotometria colorimétrica (Biospectro® SP - 220, Curitiba, PR,
Brasil) foi utilizada para avaliacdo sérica da albumina e glicose através de kits comerciais (Lab
Test®, Lagoa Santa, MG). Espectofotometria cinética UV acoplada a sistema de aquecimento
PTC-2 Peltier foi utilizada para analise sérica da paraoxonase utilizando kit comercial
(Zeptometrix® Corporation, Buffalo, NY, EUA). Através de leitor de placa (Thermo Plate®, TP
Reader, Sdo Paulo, SP, Brasil) foram efetuadas avaliagbes séricas com kits comerciais de &cidos
graxos néo esterificados (AGNE - Wako NEFA-HR, Wako Chemicals®, EUA), segundo Ballou
et al. (2009) e haptoglobina de acordo com Jones & Mould (1984). A concentragdo sérica de
progesterona (P4) foi determinada, utilizando um kit comercial de radioimunoenssaio (Coat-A-
Count®, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA) como descrito em Burke et al.
(2003).

Exames clinicos e citologia uterina

As vacas foram examinadas aos 18+2, 25+3 e 33+2 dias pds-parto por vaginoscopia
para avaliar e caracterizar a presenca de secrecdo e coloracdo da mucosa cervical (Pleticha et al.,
2009). Para a técnica de vaginoscopia, a vulva foi limpa com papel toalha e um espéculo vaginal
higienizado foi introduzido no interior do canal vaginal e, utilizando uma fonte de luz, o canal
vaginal e a cérvix foram inspecionados e registrada a presenca de secre¢do. A descarga vaginal
foi classificada em uma escala de 0 a 3 (0 = muco, 1 = presenca de estrias de pus, 2 = >50%
exsudato purulento, 3 = hemorrégica e/ou com exsudato purulento), adaptado de Williams et al.
(2005) e Sheldon et al. (2006).

Para contagem de células polimorfonucleares (PMN) do dtero, citologia uterina foi
realizada através de lavado uterino de baixo volume (Gilbert et al., 2005) aos 37+4 dias p0s-

parto. Foram utilizados 20 mL de solucdo salina isotdnica, introduzidos no interior do Gtero
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através de pipeta de inseminacao artificial equina estéril por meio de uma seringa acoplada na
pipeta. Ap6s breve massagem do Utero por palpacao retal (10 segundos), o fluido foi recuperado
para a mesma seringa, armazenado em tubo de ensaio, refrigerado e processado em
citocentrifuga (Citocentrifuga CT 14 TekLab®) até 6 horas apds a coleta. O volume de fluido
recuperado variou de 2 a 6 mL de fluido foram recuperados. Laminas com o lavado foram
confeccionadas e coradas através de kit comercial (Panotico Rapido®, Laborclin, Pinhais, PR).
Foi realizada a leitura de 200 células por lamina, para contagem de células polimorfonucleadas
(PMN), mononucleadas e epiteliais em microscdpio éptico (aumento de 100 vezes) e efetuar a
proporcao de células PMN na amostra.
Anélise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o SAS 9.0 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). Para variaveis de medidas repetidas (e.g. paraoxonase, haptoglobina, albumina,
acidos graxos ndo esterificados e glicose), analise de variancia (ANOVA) utilizando o MIXED
procedure, foi usado para avaliar os principais efeitos do grupo, coleta e sua interagéo,
separando as coletas em pré e pos-parto. A propor¢do de células PMN aos 37+4 dias p6s-parto
foram analisadas através de analise de variancia ONE-WAY ANOVA. Para avaliacdo da salde
uterina via vaginoscopia, a presenca de secrecdo uterina aos 18+2, 25+3 e 33+2 DPP foi
comparada entre 0s grupos pelo teste do Qui-quadrado e pelo teste de Fisher, quando pertinente.

Em todos os testes o nivel de significancia utilizado foi de P < 0,05, valores de P entre

0,05 e 0,1 foram aceitos como tendéncia.

Resultados

Doze vacas (60%) ovularam e 8 (40%) ndo ovularam até 44+2 dias pos-parto. Vacas
que apresentaram atividade luteal tiveram menor contagem de células PMN (26,3 %) do que
vacas que néo ovularam (53,4 %; P = 0,05). Entre as 8 vacas do Grupo VO e 5 vacas do Grupos

VA examinadas ginecologicamente no 25+3 dias p6s-parto, apenas uma vaca do Grupo VO
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apresentou secrecdo alterada, enquanto que 3 vacas do Grupo VA apresentaram secrecao
anormal (P = 0,07).

Vacas Anovuladas tiveram concentragfes séricas de albumina menores do que vacas
ovuladas, no pré (P = 0,03) e no pos-parto (P = 0,01) (Figura 1A). Vacas do Grupo VA tiveram
aumento (P = 0,04) de concentracdes séricas de haptoglobina no periodo pré-parto (Figura 1B),
mas nao foram observadas diferencas entre os grupos (P > 0,05) nas concentracOes séricas de
paraoxonase. No entanto, vacas do Grupo VA tenderam a ter menor (P = 0,09) concentracéo
sérica de paraoxonase (Figura 1C) do que vacas do Grupo VO no periodo pés-parto (Figura
1C). Néo foram observadas diferencas (P > 0,05) nas concentracfes de AGNE e glicose entre os

Grupos (Figura 2).

Discussao

O objetivo principal deste estudo foi explorar as associagfes entre a ocorréncia de
endometrite e perfil metabdlico durante o periodo de transicdo em relacdo ao retorno da
ciclicidade po6s-parto. Os resultados demonstraram que a hipotese foi parcialmente comprovada,
pois o retorno da ciclicidade pés-parto foi relacionado a reducdo da percentagem de neutrdéfilos
PMN no utero, aumento das concentracdes séricas de albumina, redugdo de haptoglobina no
pré-parto e aumento de paraoxonase no pds-parto. Entretanto, mobilizacdo lipidica
aparentemente ndo influenciou no momento de retorno a ciclicidade pds-parto.

O maior comprometimento da saude uterina de vacas apds o parto, determinado através
da percentagem de células PMN no lavado uterino foi associado com atraso na primeira
ovulacdo pos-parto, evidenciando que a persisténcia da inflamacdo do endométrio apos a
involucdo uterina é prejudicial para o retorno a ciclicidade. A falta de atividade ovariana pos-
parto pode prejudicar a eliminacdo de patégenos do Gtero e contribuir para a persisténcia da
infeccdo uterina (Shrestha et al. 2004). Burke et al. (2010) utilizando um limite de 6% para

determinar vacas com alta e baixa contagem de células PMN no Utero, observaram que vacas
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com baixas contagens de células PMN, ovularam antes dos 63 dias pds-parto, quando
comparadas com vacas com alta contagem de células. A contaminacdo uterina pode afetar o
desenvolvimento folicular pela liberacdo exacerbada de citocinas pré-inflamatdrias pelas células
endometriais 0 que reduz a esteroidogénese das células granulosa (Spicer & Alpizar, 1994). A
pior salde uterina relacionada as vacas do Grupo VA, foi ainda evidenciada pela presenca de
secrecao vaginal alterada detectada no exame de vaginoscopia, entre os dias 22 e 28 pds-parto.
Deve-se tomar nota que devido a problemas logisticos de conciliar 0 manejo da propriedade
com as necessidades de nosso estudo, no exame vaginoscépico apenas 13 das 20 vacas foram
avaliadas. Além do atraso na primeira ovulacéo, vacas com aumento de PMN podem apresentar
subfertilidade devido ao aumento no intervalo entre ciclos estrais, o que influencia o recomeco
da ciclicidade pos-parto (Dobson et al., 2008). Em vacas com contaminacao e/ou inflamacao
uterina o primeiro foliculo dominante poés-parto tem um crescimento retardado e produz
menores concentracdes de estradiol, e quando ovula, forma um corpo liteo pequeno que produz
menores concentracfes de progesterona (Sheldon et al., 2002; Williams et al. 2007; 2008). A
presenca de contaminacdo bacteriana no Utero também pode modificar a capacidade de sintese
de prostaglandinas e perturbar os mecanismos de lutedlise, interferindo na producdo de
prostaglandinas, prolongando a fase luteinica e formagao de cistos (Williams et al., 2008).

Como observado anteriormente (Huzzey et al., 2009; Burke et al., 2010), o presente
trabalho detectou a associagdo entre as proteinas de fase aguda, a saude uterina e o retorno da
atividade ovariana poés-parto. Foram detectadas diferencas nas concentragdes séricas de
haptoglobina, paraoxonase e albumina entre vacas que ovularam e que ndo ovularam durante o
PVE. Entretanto, surpreendentemente, somente no periodo pré-parto as concentragdes séricas de
haptoglobina foram diferente entre os grupos, demonstrando que vacas que apresentam funcéo
ovariana comprometida pds-parto, ja apresentam certo grau de inflamacao no periodo pré-parto,
e consequentemente atrasam a ovulacdo pds-parto. Em um estudo, Huzzey et al. (2009)
mostraram que vacas com metrite pos-parto tinham maiores concentracdes de Hp do que vacas

sadias entre o parto e 12° dia pos-parto, sendo que o pico de Hp ocorreu nos dias 3 e 6 pos-
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parto. Similarmente, no presente estudo o pico de Hp ocorreu no mesmo periodo. Sendo o parto
um evento caracterizado pela alta secrecdo de proteinas de fase aguda, podemos inferir que
devido a alta producdo e secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, ndo foi possivel detectar
diferencas entre os grupos no periodo pds-parto, pois tanto vacas que ovularam quanto as que
ndo ovularam tiveram altas concentracdes séricas de Hp. Por outro lado, o marcador de
inflamacdo PON, demonstrou diferengas entre 0s grupos no periodo pos-parto. Como a PON é
uma proteina gue apresenta-se com niveis reduzidos durante a resposta inflamatéria em modelos
animais (Costa et al., 2005), podemos afirmar que em momentos de alto grau de inflamacéo,
como nos primeiros dias apds o parto, a PON pode apresentar-se como melhor marcador para
distinguir vacas que terdo comprometimento reprodutivo do que a Hp. Entretanto, para provar
essa afirmacdo, mais estudos direcionados a essa questdo devem ser conduzidos. Evidéncias
indicam que baixas concentragdes de PON no periodo periparto estdo associados ao aumento do
risco de alteragBes uterinas no periodo pés-parto precoce (Bionaz et al., 2007). A PON esta
associada com o stress oxidativo, sendo correlacionados negativamente, o que significa que
vacas com menores concentraces de PON tem maior estresse oxidativo (Bionaz et al., 2007) e,
portanto, maior predisposicdo a doencas, que quando ndo se manifestam de forma clinica,
aparecem na forma subclinica, como a endometrite. A resposta inflamatéria sistémica de fase
aguda e sua associacdo com as concentracdes de Hp, albumina e PON, que ocorre no periodo
periparto, esta bem descrita (Turk et al., 2004; Turk et al., 2005; Humblet et al., 2006; Drillich
et al., 2007; Bionaz et al., 2007; Burke et al., 2010; Antoncic-Svetina et al., 2011; Bossaert et
al., 2012). No presente estudo, as concentragdes séricas de albumina foram menores durante
todo o periodo pré- e pés-parto nas vacas anovuladas. Green et al. (2011), encontraram menores
concentracdes de albumina em vacas com alta contagem de células PMN no Utero, utilizando
valores de PMN acima de 18% aos 21 dias pds-parto, enquanto Bionaz et al. (2007), registraram
menores concentracdes de albumina na primeira semana p6s-parto de vacas leiteiras anovuladas,
aumentando nas semanas subsequentes. No entanto, vacas que tiveram concentragdes mais

baixas de paraoxonase até os 63 dias pOs-parto, as concentracbes de albumina se mantiveram
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mais baixas (Bionaz et al., 2007). No presente estudo a maior queda nas concentragdes de
albumina ocorreu na segunda e terceira semana pds-parto, enquanto que nas concentrac@es de
PON, ocorreu na primeira e inicio da segunda semana pos-parto, entre os dias 3 e 9. Estas
guedas foram mais evidentes nos grupos de vacas anovuladas, com aumento gradual nas
concentracdes de albumina a partir da segunda semana pds-parto nas vacas ovuladas. Estes
resultados sugerem que a albumina pode representar um marcador interessante para avaliar
processos inflamatdrios associados aos processos reprodutivos pos-parto. Devido as proteinas
de fase aguda serem marcadores inespecificos da inflamacdo, a associacdo destas com
inflamacéo uterina diagnosticada por secre¢do vaginal ou citologia endometrial se torna de
dificil interpretagdo. Entretanto, na tentativa de evitar qualquer interpretacdo errada destes
resultados, somente foram envolvidas neste estudo vacas que se mantiveram clinicamente
saudaveis durante todo o experimento. Devido ao periodo de transi¢cdo de vacas leiteiras ser
altamente critico, o estudo destas proteinas surge como uma forma de se avaliar e predizer o
risco de doengas. Bionaz et al. (2007) observaram que a redugdo na capacidade do figado para
lidar com o aumento da demanda metabélica proximo ao parto pode ser diagnosticada através
de mudancas nas concentracOes séricas de PON, onde a medida que aumentam as concentragdes
de PON, a frequéncia de inflamacao grave diminui sendo a PON correlacionada negativamente
com Hp e positivamente com albumina. No entanto, com relacdo aos indices metabdlicos
indicadores de BEN e lipomobilizagdo, ndo foram encontradas diferencas entre os grupos,
resultado semelhante ao apresentado em nosso estudo, em que as vacas apresentam condigéo
inflamatdria caracteristica do periparto, ndo sendo influenciadas por lipomobilizagéo.

Vérios trabalhos tem relacionado o BEN com a primeira ovula¢do pds-parto (Reist et
al., 2000; Wiltbank et al., 2006; Bossaert et al., 2008; Santos et al., 2009; Burke et al., 2010;
Giuliodori et al., 2011; Castro et al., 2012). Apesar de as concentracbes de AGNE serem
fortemente associadas com a duracdo do intervalo anovulatério poés-parto (Butler, 2003;
Wiltbank et al., 2006), no presente estudo, ndo houve diferenca nos niveis de AGNE entre os

grupos. Vacas criadas em sistema de pastejo precisam em média de 4,2 ondas foliculares antes
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que a primeira ovulagdo pos-parto seja atingida (McDougall et al., 1995). Este atraso na
primeira ovulagdo é geralmente atribuido ao periodo de BEN durante o pds-parto recente e uma
reducéo na pulsatilidade do LH necessaria para estimular o crescimento final dos foliculos e a
producdo de estradiol (Butler 2001; Lamming et al., 1998; Staples et al., 1990). Giuliodori et al.
(2011), sugerem que os efeitos dos AGNE no atraso da primeira ovulagdo pds-parto podem ser
causados pela reducgdo da insulina, que regula a lipdlise e as consequentes concentracbes de
AGNE. Outros autores afirmam que a retomada da atividade ovariana pds-parto pode estar
associada com a quantidade de AGNE mobilizados durante o periodo pré-parto (Bossaert et al.,
2008; Castro et al., 2012). Vacas com menor mobilizagdo de gorduras no periodo seco e pre-
parto tendem a retomar a atividade ovariana pds-parto mais cedo. Por outro lado, varios estudos
também observaram que status energético pés-parto ndo foi relacionado com o intervalo
anovulatoério pos-parto (Pedernera et al., 2008; Burke et al., 2010; Castro et al., 2012). Estudos
em que utilizaram a condi¢do corporal (CC) para avaliar subjetivamente o estresse metabélico
de vacas de leite, demonstram que vacas com CC < 2,5 (escala de 1 — 5) tem aumento do
intervalo parto-primeira ovulagdo e possuem menor didmetro de foliculo anovulatério. No
entanto, a maioria de vacas classificadas como anovulatérias (63%) tinham adequada CC e
diametro folicular maior do que foliculos ovulatérios (> 20 mm) (Wiltbank et al., 2006). Desta
forma, podemaos inferir que o BEN e inadequado crescimento folicular podem explicar as causas
para que uma porgdo das vacas de leite se tornem anovulatorias, entretanto, ndo oferece uma
adequada explicacdo para todas as causas das condi¢cdes anovulatérias. Desta forma, uma
simples relacdo entre anovulacdo e nivel de BEN aparentemente ndo existe, assim, um modelo
fisiol6gico mais complexo € necessario para explicar completamente as condigdes anovulatorias
de vacas de leite (Wiltbank et al., 2002; Giimen & Wiltbank 2002). Estes registros corroboram
com os dados obtidos no presente estudo, pois nota-se claramente que as condi¢des
anovulatérias podem estar mais ligadas as condi¢des homeostaticas do organismo do que

propriamente apenas ligadas as condicGes de estresse nutricional.
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Estes resultados demonstram que vacas que ovulam durante o PVE, tem menor
contagem de células PMN na citologia endometrial, evidenciando melhor involucdo e saude
uterina. Além disso, aparentemente, as condigdes anovulatorias estdo mais relacionadas com a
condicdo inflamatdria sistémica, do que com o estresse nutricional caracteristico do periodo de

transicdo de vacas leiteiras.
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5. Concluséo geral

A resposta de fase aguda, avaliada através da sintese de proteinas, &
menos acentuada em vacas que retornam mais cedo a atividade ovariana apés
o parto, entretanto, lipomobilizagcdo parece nao influenciar no retorno a
ciclicidade. Vacas que ja estao ciclicas ao final do periodo voluntario de espera,
apresentam melhor saude uterina, caracterizada pela auséncia de secrecao
vaginal anormal entre a terceira e quarta semana pos-parto e menor contagem
de células polimorfonucleadas na citologia endometrial. Esses resultados
sugerem que o retorno a ciclicidade pos-parto esta mais relacionado com o
status inflamatorio no periparto do que com o estresse nutricional caracteristico
do periodo de transicdo de vacas leiteiras, evidenciando a necessidade de

melhor investigar as alteragdes no sistema imune que acometem este periodo.
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