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RESUMO

PEREIRA, Danilsy Cornélio, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2023.
Tratamentos alternativos para endometrite em fémeas bovinas leiteiras. Orientador: José
Domingos Guimardes. Coorientadoras: Bruna Waddington de Freitas e Simone Eliza Facioni

Guimaraes.

Os estudos na utilizagdo do plasma rico em plaquetas (PRP) mostraram que as plaquetas atuam
no processo de hemostasia, cicatrizagcdo de feridas e reepitelizacdo, liberando diversos fatores
de crescimentos que estimulam a angiogénese, a mitose celular, a quimiotaxia dos neutréfilos,
macréfagos e fibroblastos. O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia do
tratamento com plasma rico em plaquetas associado ou ndo a antibiéticos e solugao fisioldgica,
todos via intrauterina, em fémeas bovinas positivas para endometrites pos-parto. A partir dos
21 dias pos-parto foram selecionadas 32 vacas, por meio de exame ultrassonografico, com
presenca ou nao de liquido no utero, sendo realizado as mensuracdes do didmetro uterino e
diametro dos 1° e 2° maiores foliculos e contagem da populacdo folicular do ovério direito e
esquerdo. Foi feito lavado uterino de baixo volume com 100 mL de soluco fisioldgica a 0,9 %
de NaCl, e amostras do lavado encaminhado para andlises de laboratoriais. Posteriormente
foram selecionadas 24 vacas positivas para endometrite pds-parto e oito vacas negativas para
endometrite pds-parto, sendo distribuidas em 4 grupos com 8 animais cada, grupo 1:
Tratamento com infusdo intrauterina com plasma rico em plaquetas e antibidtico (n=8; PRP +
ATB); grupo 2: Tratamento com infusdo intrauterina com plasma rico em plaquetas (n=8; PRP);
grupo 3: Tratamento com lavado intrauterino com solugdo fisiologica a 0,9 % de NaCl (n=8;
controle positivo) e grupo 4: sem tratamento (n=8; controle negativo). O preparo do PRP foi
de forma autdloga, por puncdo da veia jugular. Apds a infusdo dos tratamentos, de acordo com
os respectivos grupos, foi aguardado nove dias e realizado novamente as avaliacdes
ginecoldgicas e coletas de amostras para anélises laboratoriais. Houve diferenca (p<0,05), no
grupo 3 e 4 observando a idade da categoria pluripara € primipara. Apds o tratamento se
observou na avaliagio macroscépica do fluido uterino, melhora nos grupos 1 e 3 de 87,5 % e
no grupo 2, melhora de 75 %. Na primeira avaliacio da contagem do percentual de
polimorfonucleares (% PMN) houve diferenca (p<0,05) entre os grupos com e sem endometrite,
e apds o tratamento, na segunda avaliacdo, nao houve diferenca (p>0,05) entre os grupos,
constatando a eficiéncia nos tratamentos. Comparando o % PMN nos animais com e sem

infeccdo uterina nos parametros de idade, ordem de parto, escore de condicdo corporal,



producdo de leite e didametro uterino, ndo foi verificado diferenca (p>0,05) entre os valores
obtidos nos diferentes grupos de tratamento. No exame microbioldgico, as bactérias mais
frequentes foram Escherichia coli, Trueperella pyogenes e Klebsiella pneumoniae, nao
havendo diferenca (p>0,05) entre os grupos estudados. Na atividade folicular se notou que na
primeira e segunda avalicdo ndo houve diferenca entre os didmetros do 1° e 2° maiores
foliculos, totais de foliculos, tanto no ovdrio direito como no ovario esquerdo (p>0,05). Diante
do exposto, o plasma rico em plaquetas (PRP) se mostra uma excelente alternativa para

tratamento em vacas com endometrite pds-parto, em detrimento aos tratamentos convencionais.

Palavras-chave: Bovinos, infec¢do uterina e plasma rico em plaquetas.



ABSTRACT

EREIRA, Danilsy Cornélio, M.Sc. Federal University of Vigosa, August 2023. Alternative
treatments for endometritis in dairy females. Advisor: José Domingos Guimaraes. Co-

supervisors: Bruna Waddington de Freitas and Simone Eliza Facioni Guimaraes.

Studies on the use of platelet-rich plasma (PRP) have shown that platelets act in the process of
hemostasis, wound healing and re-epithelialization, releasing several growth factors that
stimulate angiogenesis, cellular mitosis, chemotaxis of neutrophils, macrophages and
fibroblasts. The present study aimed to evaluate the efficiency of treatment with platelet-rich
plasma associated or not with antibiotics and saline solution, all intrauterine, in bovine females
positive for postpartum endometritis. From 21 days postpartum, 32 cows were selected through
ultrasound examination, whether or not there was any fluid in the uterus, with measurements
of the uterine diameter and diameter of the 1st and 2nd largest follicles and counting of the
follicular population of the ovary. right and left. A low-volume uterine lavage was performed
with 100 mL of 0.9% NaCl saline solution, and samples of the lavage were sent for laboratory
analysis. Subsequently, 24 cows positive for postpartum endometritis and eight cows negative
for postpartum endometritis were selected, being distributed into 4 groups with 8 animals each,
group 1: Treatment with intrauterine infusion with platelet-rich plasma and antibiotics (n=8;
PRP + ATB); group 2: Treatment with intrauterine infusion with platelet-rich plasma (n=8;
PRP); group 3: Treatment with intrauterine lavage with 0.9% NaCl saline solution (n=8;
positive control) and group 4: no treatment (n=8; negative control). The PRP was prepared
autologously, by puncture of the jugular vein. After the infusion of treatments, according to the
respective groups, nine days were waited and gynecological evaluations and sample collection
for laboratory analysis were carried out again. There was a difference (p<0.05) in groups 3 and
4, observing the age of the pluriparous and primiparous categories. After treatment, the
macroscopic evaluation of the uterine fluid showed an improvement of 87.5% in groups 1 and
3 and an improvement of 75% in group 2. In the first evaluation of the polymorphonuclear
percentage count (% PMN) there was a difference (p<0.05) between the groups with and
without endometritis, and after treatment, in the second evaluation, there was no difference
(p>0.05) between the groups, verifying the efficiency of the treatments. Comparing the % PMN
in animals with and without uterine infection in the parameters of age, birth order, body
condition score, milk production and uterine diameter, no difference (p>0.05) was found

between the values obtained in the different groups. of treatment. In the microbiological



examination, the most common bacteria were Escherichia coli, Trueperella pyogenes and
Klebsiella pneumoniae, with no difference (p>0.05) between the groups studied. In follicular
activity, it was noted that in the first and second evaluation there was no difference between
the diameters of the 1st and 2nd largest follicles, total follicles, in both the right and left ovaries
(p>0.05). In view of the above, platelet-rich plasma (PRP) is an excellent alternative for

treating cows with postpartum endometritis, to the detriment of conventional treatments.

Keywords: Cattle, uterine infection and platelet-rich plasma.
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1. INTRODUCAO

De acordo com Leblanc (2010) todas as vacas leiteiras tem alteracdo fisiolégica no
periodo de transicdo, pois, ocorre menor ingestao de matéria seca, balango energético negativo,
perda de escore de condicdo corporal no inicio da lactagdo, reducdo da funcdo imunoldgica,
possibilitando a contaminagdo bacteriana uterina pds-parto.

Segundo Campos et al. (2011) as infec¢des uterinas resultam grande perdas econdmicas
para a atividade da bovinocultura leiteira, acarretando considerdvel redu¢cdo na rentabilidade
dos rebanhos. A maior incidéncia de doencgas ocorre no puerpério, provocando queda na
producdo de leite, menores taxas de concep¢ao, aumento no intervalo de parto, primeiro servigo
e aumento no descarte de vacas por falhas reprodutivas (Sheldon, 2004). Essas enfermidades
estdo associadas a retencdo de placenta, metrites, endometrites (Sheldon et al., 2006; Bell e
Roberts, 2007; Benzaquen et al., 2007).

As enfermidades puerperal é caracterizado com aumento de volume uterino, secre¢ao
purulenta e odor fétido, sendo que, a metrite consiste na inflamacao de todas camadas do utero,
sendo, endométrio, submucosa, muscular e serosa, ocorre dentro dos primeiros 21 dias pds-
parto, em casos mais severos, 0s animais podem apresentar sinais clinicos, como apatia, febre,
diminuir a ingestdo alimentar, toxemia entre outros, ja a endometrite € a inflamagdo uterina que
ocorre apods 21 dias pds parto, que envolve o endométrio e os tecidos glandulares, as fémeas
ndo apresentam sinais sist€mico, estd associagdo a infecg¢do cronica do ttero, com presenca de
bactérias patogénicas (Sheldon et al., 2009).

Segundo Scrollavezza et al. (1997) o tratamento convencional de vacas com endometrite,
a administragdo de antibidtico por via parenteral e/ ou via infusdo uterina, necessita a espera do
periodo de caréncia do farmaco e descarte do leite, sendo assim, estudos realizados na area
clinica reprodutiva, vem buscando formas alternativas de tratamento economicamente vidveis
e eficientes em vacas com endometrite, principalmente ao fato de evitar ou minimizar os
residuos no leite, tempo de caréncia para o consumo e descarte do leite.

Estudos em terapias regenerativas tem empregado os produtos derivados do sangue do
animal, ap6s o preparo do plasma rico em plaquetas. A concentragdo plaquetaria pode aumentar
de trés a cinco vezes seus beneficios, apresentando acdes no processo de hemostasia,
cicatrizacdo de feridas e reepitelizacdo, por meio de diversos fatores de crescimentos que
estimulam a angiogénese, a mitose celular, a quimiotaxia dos neutréfilos, também sua eficicia

na prevengao de possiveis isquemias apds injuria tecidual (Gasperini, 2003), podendo ser uma



17

estratégia ou alternativa no tratamento para vacas com endometrite pds-parto.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Eventos fisioldgicos reprodutivos em vacas leiteiras pds-parto

No Puerpério ocorre alteracdes fisioldgicas no utero imediatamente apds o parto,
iniciando a sua recuperagdo normal e finaliza até o primeiro estro fértil do animal estabelecendo
uma nova gestacao (Alvarenga, 2006; Martins, Borges, 2011). Este periodo € dividido em duas
etapas: puerpério de delivramento onde ocorre a expulsdo dos envoltdrios fetais até 12 horas
apos a expulsdo do feto, o prolongamento desse periodo se torna patoldgico, sendo denominada
retencdo de placenta (Noakes, Parkinson e England, 2001a; Bicudo, 2002) e o puerpério
propriamente dito que € caracterizado pela involucao uterina, ocorrendo rapida diminui¢do do
tamanho uterino, devido ao processo de involugdo das fibras musculares, mobilizacao de células
de defesa, incluindo muco, células fagociticas e anticorpos e reparacdo das estruturas
endometriais (Bicudo, 2002; Azawi, 2008).

Para que ocorra normalmente a involug¢do uterina, alguns hormonios sd@o necessdrios,
sendo, a ocitocina secretada durante a descida do leite, auxilia na contracdo uterina e expulsao
dos fluidos uterino, o hormonio estrégeno (E2) auxilia na barreira fisica e também na
contratilidade uterina, auxiliando na drenagem do fluido, o hormdnio prostaglandina 2a
(PGF2a) produzido e secretado pelo proprio utero ¢ uma molécula pro-inflamatdéria, ativa a
producdo de citocinas que promove a sintese de leucotrienos B4 (LTB4) que sdo quimiotaticos
que tem como func¢ao atrair os neutréfilos, para que ocorra a fagocitose e a funcao dos linfécitos
na superficie do endométrio (Lewis, 2004; Fernandes e Figueiredo, 2007), a lutedlise do corpo
liteo gestacional € necessario, porque o corpo liteo produz o hormdnio progesterona (P4) que
€ considerado imunossupressor, sendo assim, tem a funcio de inibir o mecanismo de defesa do
utero, consequentemente retardando o processo de involugdo uterina, podendo propiciar a
instalacdo de um quadro de metrite e posteriormente endometrite uterina (Seals et al., 2002;

Lewis, 2003, 2004; Rocha et al., 2004).

2.2 Patologias reprodutivas em vacas leiterias no pds-parto
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De acordo com Sheldon et al. (2006) o puerpério patolégico € a ocorréncia de
manifestagdes dos sinais clinicos da infeccdo uterina, e depende da intensidade e
patogenicidade dos agentes microbianos presentes o ttero.

Quando ocorre modificagdes nos mecanismos de defesa uterino permitem que bactérias
aerdbicas, como Escherichia coli e Trueperella pyogenes (anteriormente denominada como
Arcanobacterium pyogenes) € anaerobias, como Fusobacterium necrophorum e Prevotella
melaninogenica entre outras, se desenvolvam no ambiente uterino, resultando em maior grau
de inflamacdo endometrial, acarretando nas patologias uterinas pés-parto (Sheldon e Dobson,
2004; Williams et al., 2005).

A reten¢do de placenta € uma patologia reprodutiva que ocorre logo apds a expulsdo do
feto, onde a placenta fica retida por tempo superior a 12 horas. A frequéncia dessa patologia
pode variar de 1,9 a 39,2 % (Benedictus, 2015). Os principais fatores de riscos que estdo
associados a incidéncia de retencdo de placenta sdo indug¢do de parto, aborto, gestacdes
gemelares, distocia, fetotomia, cesdrea, defici€ncias nutricionais, agentes infecciosos, entre
outros (Beagley et al., 2010).

De acordo com Sheldon (2009) de 80 a 100 % das vacas apresentam bactérias no limen
uterino nas duas primeiras semanas pos-parto, alguns animais conseguem debelar a infec¢do
sem ter a necessidade de tratamento, mas, devido a exposi¢cdo da placenta aderida ao utero por
mais de 12 horas pds-parto, consequentemente 20 % ou mais dessas vacas, apresentaram
aumento de concentracdo bacteriana no utero, e posteriormente um quadro de metrite. Em
algumas fazendas, a metrite ocorre em aproximadamente em 20 % das vacas em lactacao,
podendo ter uma variagdo de 8 a 40 % dessa enfermidade (Curtis et al., 1985; Goshen e Shpigel,
2006; Hammon et al., 2006; Huzzey et al., 2007; Galvao et al., 2009).

A metrite ocorre em até 21 dias pds-parto, acometem as estruturas do endométrio, os
tecidos glandulares e principalmente as camadas musculares (miométrio) (Boralli e Zappa,
2012). Os animais podem apresentar descarga uterina fétida associada a sinais sist€ mico e febre
(> 39,4 °C) (Sheldon et al., 2006). Apos a persisténcia dessa patologia acima de 21 dias p0s-

parto, passando clinicamente a ser endometrite uterina.

2.3 Endometrite pds-parto

A endometrite uterina € a inflamacdo do endométrio, com presenca de descarga vaginal

de muco purulento, onde o animal niao apresenta sinais sist€émicos e ocorre acima de 21 dias

pos-parto (Leblanc et al., 2002). Consequentemente ocasionando atraso na involugio uterina,
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baixo indice de concepg¢do ao primeiro servigo de insemina¢do e aumento do periodo de servigo
(Sheldon et al., 2004; Benzaquen et al., 2007).

Segundo Sheldon et al. (2009) a funcdo ovariana estd diretamente prejudicada,
dependendo da gravidade da contaminacdo uterina no puerpério, pois em alguns casos a
liberac@o de endotoxinas inibem a secre¢do pulsétil do hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) pelo hipotdlamo e consequentemente do hormodnio luteinizante (LH) pela glandula
hipéfisaria.

A endometrite de grau 1° consiste no processo inflamatério da mucosa endometrial, com
presenca de secrecao de estrias de pus pela via cérvico-vaginal, j4 o grau 2° observam-se uma
secrecdo muco purulenta, a cérvix levemente edemaciada e avermelhadas, o grau 3° o animal
apresenta expulsdo diariamente da secre¢do com aspecto purulento, mostrando uma infecao
mais intensa e grande volume cervical (Gautam et al., 2010).

A endometrite subclinica € uma forma cronica que ndo apresenta sinais clinicos, como
alteracdo no fluido uterino, seu efeito negativo na reproducdo € que a fémea apresenta repeti¢cao
de cio de forma regular ou irregular, consequentemente atrasando a sua fisioldgia reprodutiva
(Kasimanickam et al., 2004; Gilbert et al., 2005), e acomete 35 a 50 % das vacas entre o 35° e
60° dia pds-parto (Leblanc, 2008). Porém, sdo necessdrios alguns exames complementares para

diagnosticar as endometrites.

2.3.1 Diagnésticos de endometrite

De acordo Miller et al. (1980), Kristula e Bartholomew (1998) e Leblanc et al. (2002) a
palpacdo uterina transretal apds trés semanas pos-parto para identificar o atraso na involugdo
uterina ou da cérvix € uma técnica subjetiva para detectar vacas com endometrites, pois, O
tempo de involugdo uterina pode variar entre animais, € alguns estudos mostram apenas 22 %
de eficdcia pela palpacdo transretal na identificagdo da endometrite.

O exame com vaginoscopio € baseado na avaliagdo da secre¢do que se apresenta anormal,
sendo elas, muco turvo, purulenta, mucopurulenta e muco sanguinolento na vagina e cérvix,
devido essa alteracdo a taxa de vacas com endometrite aumenta para 59 a 82 %, tendo a presenca
de bactérias (Bretzlaff, 1987; Leblanc et al., 2002a).

Segundo Kasimanickam et al. (2004), Barlund et al. (2008) e Boralli et al. (2012) o exame
ultrassonogréfico € uma 6tima ferramenta, pois, auxilia a verificar a presenca de contetido no
ldmen uterino, quando maior a imagem hiperecoica, maior é a chance de contaminacio

bacteriana, podendo fornecer diagndstico imediato para endometrite clinica.
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Para coleta de amostra do fluido uterino, para o exame de citologia endometrial, pode-se
realizada a técnica de lavado uterino com solucdo fisiolégica (NaCl 0,9 %) ou a técnica de
escova endometrial (cytobrush), (Kaufmann et al., 2009). Quando se tem processo
inflamatorio/infecioso, ocorre proliferacio de leucécitos polimorfonucleares (PMN),
principalmente os neutréfilos, que sdo dentre as células fagociticas, as mais abundantes na
circulacio e também as primeiras células a serem ativadas na defesa pelo sistema imunolégico
(Hammon, 2006).

De acordo com Kenney (1978) e Bonnet et al. (1991a) a técnica da bidpsia uterina, com
a avaliacdo histolégica do fragmento uterino, contribui na avaliacdo reprodutiva da fémea,

possibilitando o prognostico e auxiliando na conduta de tratamento.

2.3.2 Tratamentos para endometrite

Os tratamentos para endometrite tem como objetivo controlar e tratar a infec¢do uterina,
e consequentemente prevenir novas infeccdes, restabelecendo a satide e a produtividade animal
(Leblanc, 2008).

Os antibidticos sao comumente utilizando na terapia de endometrite, seja ela, de uso
sisttmico ou local. Os farmacos mais utilizando sdo: tetraciclina, penicilina, cefapirina,
cloranfenicol, gentamicina, sulfonamida, oxitetraciclina, entre outras, porém, existe
controvérsia sobre o uso, devido ao uso indiscriminado podendo acarretar resisténcia
bacteriana, e o prejuizos de residuos de antibidticos no leite (Sheldon e Dobson, 2004,
Fernandes et al., 2007, Leblanc, 2008).

De acordo com Santos et al. (2010) a bactéria de maior prevaléncia na endometrite pos-
parto é a trueperella pyogenes, apresentando alta resisténcia (54,2 %) para a oxitetraciclina,
porém menor quando comparado a outros principios ativos, sendo, amoxicilina (56,9 %),
ampicilina (86,1 %), cloranfenicol (100 %), florfenicol (59,7 %) e penicilina (86,1 %), e apenas
a tetraciclina apresentou valor inferior de 50 % de resisténcia.

De acordo com Sheldon (2007) e Azawi (2008) a via mais utilizada para tratamento de
vacas com endometrite € a via intrauterina, apesar da sua eficiéncia ser questiondvel, pois, tem
como desvantagens, dependo do farmaco utilizado pode causar irritagdes levando a lesdes
endometriais, além da necessidade de descartar o leite por contaminacdo de residuo de
antibidticos.

Quando se tem presenca de corpo liteo no ovdrio, é necessdrio o uso de prostaglandina

F2a (PGF2a) para promover a lutedlise do corpo luteo e induzir o estro, proporcionando
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aumento natural da concentracdo de estr6geno e estimular o sistema imunolégico,
possibilitando ao ttero, combater a infecdo uterina pelo aumento leucocitdrio ao 6rgao
reprodutor (Lewis, 1997; Sheldon, 2007).

No estudo de Gautam et al. (2010) 74,7 % das vacas que tiveram endometrite antes de 60
dias pds-parto recuperaram-se espontaneamente, enquanto 25,3 % tiveram persisténcia do
quadro patoldgico entre 61 e 150 dias pds-parto. Portanto, recomenda-se tratar todos os animais
que apresentam endometrite clinica, ja que, nos casos mais graves, 0s animais nao sao capazes
de combater a infeccdo uterina, e os danos acarretados ao endométrio podem reduzir ou

impossibilitar as fémeas de se tornarem gestantes (Sheldon, 2007; Gautam et al., 2010).

2.3.2.1 Tratamento alternativo para endometrite pds-parto: plasma rico em plaquetas

Segundo Gasperini (2003) e Vendramin et al. (2006) o plasma rico em plaquetas (PRP)
se refere a hemocomponente obtido a partir da centrifugacdo do sangue total, contém alta
concentracdo de plaquetas em pequeno volume de plasma. De acordo com Lopez et al. (2012)
as plaquetas sdo anucleadas, de formato ovoides ou arredondadas, provenientes das células da
medula 6ssea denominada megacaridcito, sdo pequenos fragmentos citoplasmaticos que variam
de tamanho entre 2,9 a 4,3 um.

As plaquetas possuem citoplasma que contém granulos e armazenam diversas proteinas
bioativas. Segundo Urman et al. (2019) os granulos das plaquetas possuem multiplas proteinas,
sendo, peptideos antimicrobianos, fibronectina e vitronectina, inimeros fatores de crescimento,
como fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento epidérmico
(EGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento de hepatdcitos (HGF),
fator de crescimento transformante-f (TGF-B), fator de crescimento semelhante a insulina
(IGFs) e fator de crescimento endotelial vascular (VEFG) (Bock et al., 2002) e citocinas
contendo as interleucinas anti-inflamatorias e pro-inflamatérias (Frantz et al., 2020).

Quando se tem a ativacdo das plaquetas, ocorre a estimulacdo dos a-granulos e liberagao
das moléculas no local lesionado, promovendo o recrutamento de outras plaquetas, leucdcitos
e proteinas plasmadticas, para atuarem no processo de reparagdo tecidual (Cremonesi et al.,
2020).

Segundo Foster et al. (2009) nos primeiros 10 minutos apds a ativacdo das plaquetas,
70 % dos fatores de crescimento sdo secretados pelos a-granulos e depois 95 % durante a
primeira hora. No entanto, nos estudos de Redler et al. (2011) notaram-se que apds a ativacao

e liberagcdo dos fatores de crescimento, as plaquetas permanecem sintetizando essas moléculas
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por aproximadamente 10 dias, mantendo assim seus efeitos biologicos por mais tempo. No
entanto, McCarrel e Fortier (2009) constataram quando se tem ativacdo das plaquetas, sem
utilizacdo dos agentes exdgenos, ocorre a liberacao mais lenta e por tempo prologando.
Estudos de Dal et al. (2019) demonstraram eficiéncia da administracao de plasma rico em
plaquetas intramamadria na recuperacao de vacas leiterias com mastite. J4 Lange-Consiglio et
al. (2015) e Marini et al. (2016) constaram que administrag¢do intrauterina de plasma rico em
plaquetas em vacas com problemas reprodutivos, sendo, endometrite ou sindrome de repeti¢ao
de estro, ocasionaram diminui¢do do processo inflamatério no endométrio, ¢ aumento do

percentual de vacas prenhas de 33 para 70 %.
3. HIPOTESE
O plasma rico em plaquetas € eficaz no tratamento de endometrite em vacas leiteiras.
4. OBJETIVO
4.1 Objetivo geral
Avaliar a eficiéncia do tratamento via intrauterina com plasma rico em plaquetas
associado ou ndo a antibidticos e solugdo fisiolégica, em fémeas bovinas positivas para
endometrites pds-parto.
4.2 Objetivos especificos
e Avaliar os efeitos dos tratamentos pela avaliacdo macroscépica do fluido uterino;
e Avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a populagdo de microrganismos por meio do
cultivo microbiolégico de amostra de fluido uterino;
e Avaliar os efeitos dos tratamentos pela citologia endometrial por meio do percentual
dos polimorfonucleares no fluido uterino;

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Etica
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O estudo foi realizado em conformidade com as recomendacdes da Legislacdo Brasileira,
ap6s a aprovacio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Vigosa (CEUA/UFV) protocolo 02/2022, sendo supervisionado e coordenado pelo Médico
Veterinério José Domingos Guimaraes, CRMV-MG 5379.

5.2 Propriedades

O experimento foi realizado nos meses de agosto a outubro de 2022, em propriedades de
vacas leiteiras, sendo, duas propriedades situadas no municipio de Coimbra nas coordenas 20°
51 S" de latitude e 42° 48 W" de longitude e uma propriedade no municipio de Cajuri, nas
coordenas de 20° 48 S" de latitude e 42° 48 W" de longitude, na regido da Zona da Mata Mineira,
sdo fazendas parceiras do Programa de Desenvolvimento da Pecudria Leiteira da Universidade

Federal de Vicosa (PDPL/ UFV).

5.3 Animais

Foram utilizadas 32 vacas acima de 21 dias pds parto, sendo, primiparas e pluriparas da
raca Holandesa (preta e branca), com idade de 27 a 93 meses de idade, da primeira a quinta
ordem de lactacdo, produgdo de leite média de 25,75 kg/dia, escore de condi¢@o corporal média
de 2,75, variando de 2,25 a 3,25 (escore de 1 a 5 — ECC; Dias et al., 2016), criadas em
confinamento no sistema de Compost Barn, sendo alimentadas com silagem de milho no cocho
de acordo com a produgdo de leite, sendo formulada pelo zootecnista responsdvel pelas
fazendas, e sal mineral e dgua ad libitum.

No exame ginecoldgico, foi utilizando ultrassom (Mindray® DP 2200 VET) acoplado
ao transdutor linear transretal de 5 e 7 mHz, para avaliacdo uterina quanto a presenca de
contetido intrauterino de acordo com a ecogenicidade da estrutura na imagem, a mensura¢ao
do diametro uterino, foi realizado na regido do ligamento externo dos cornos uterinos de acordo
com Kasimanickam et al. (2004), sendo classificados como negativos para endometrite com a
espessura uterina < 35 mm, suspeitos para endometrite com a espessura uterina entre 35 > x <
50 mm e positivos para endometrite a espessura uterina > 50 mm. A avaliacdo da atividade
ovariana foi realizada quanto ao didmetro dos 1° e 2° maiores foliculos e contagem dos nimeros

totais dos foliculos antrais em cada ovario.

5.4 Lavado uterino de baixo volume
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Ap6s a contensdo individual de cada vaca em tronco de contensdo apropriado, realizou-
se a avaliacdo ultrassonografica, foi feito a higienizacdo da regido perineal utilizando
desinfetante CB-30 (ourofino®) na concentragdo de 1 %, posteriormente foram submetidas ao
lavado uterino de baixo volume, com infusdao de 100 mL de solucdo fisiolégica 0,9 % (NaCl).
Uma sonda Foley de latex de 2 vias (22 Fr), protegida por uma camisinha sanitéria, que foi
rompida ap0s passar o ultimo anel cervical, apOs transpassar todos anéis cervicais e inflar o cuff
da sonda de Foley com 15 ou 20 mL de ar, o mandril foi removido e acoplado uma sonda em
Y estéril na ponta da sonda de Foley, e infusionado 100 mL da solucao fisiolégica 0,9 % (NaCl)
intrauterino, apds a realizagdo da massagem uterina por palpacdo transretal, a solucdo foi
sifonada diretamente em 2 tubos Falcon estéreis de 15 mL, que foram imediatamente tampados
para evitar contaminacdo. Os tubos foram mantidos em caixa isotérmica com gelo até o envio
ao laboratdrio para realizacdo das culturas microbioldgicas e identificacdo dos agentes e para

andlise citolégica endometrial, para avaliacao do percentual de células polimorfonucleares.

5.5 Analises laboratoriais

5.5.1 Citologia endometrial

A andlise da citologia endometrial foi realizada pela determinacdo do percentual de
polimorfonucleares. Apés a centrifugacdo das amostras a 700 g por 5 minutos, o sobrenadante
foi descartado, e amostra de cada pellet foi preparada em lamina empregando a técnica de
squash, colocando uma amostra do pellet sobre a 1amina de 26 x 76 mm para microscopia, €
utilizando outra 1amina sobre a amostra do pellet, lamina sobreposta foi retirada propiciando o
atrito e a confec¢do do esfregaco, em seguia as laminas foram coradas com kit panético rapido
— (laborclin®). Foi utilizado o microscépio ptico (Olympus, modelo CX31), em aumento de
1000 x, para contagem de 200 células polimorfonucleares em diferentes locais da ldmina, onde
ndo havia sobreposicio de células, para determinacdo do percentual de células
polimorfonucleares neutréfilos (% PMN).

Foram considerados positivos para endometrite, as amostras que apresentarem percentual
de polimorfonucleares superiores a 18 % de neutréfilos coletados entre 21 a 33 dias pos-parto,

ou maior que 10 % de neutr6filos em amostras de vacas com 34 a 47 dias (Sheldon et al., 2006).

5.5.2 Exame microbiolégico
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As amostras para exame microbiolégico foram encaminhadas em uma caixa de isopor
contendo gelo recicldvel (4 °C) para o laboratério parceiro Centro Experimental NOWAVET
Agro, localizado no municipio de Coimbra-Minas Gerais.

As amostras foram centrifugadas a 700 g por 10 minutos de acordo com Quinn et al.
(2005) e Koneman et al. (2008) e em seguida, 10 uL. da suspensdo das amostras foram semeadas
em uma placa de petri contendo dgar sangue de ovino 5 %, incubadas por 72 horas a 37 °C em
condi¢des de microaerofilia, para isolamento e identificacdo bacteriana por meio das

caracteristicas morfoldgicas das col6nias como tamanho, forma, coloracao.

5.6 Avaliacao macroscopica do fluido uterino

A avalia¢do macroscopica do conteudo uterino foi realizada imediatamente apds a coleta
de acordo com o critérios estabelecidos por Grunert e Gregory (1984) pelo aspecto e coloragao
do contetido do fluido uterino, sendo caracterizado como normal, o fluido muco (M) e coloragao
transparente, e fluido e coloragio patoldgica, foi classificado em: aspecto muco turvo (MT),
muco purulento (MP), purulento (P) e sanguinolento (S), e de acordo com a alteracdo da
coloracdo: opaco, amarelado, esbranqui¢cado, achocolatado e avermelhado. Sendo foi observado

também se as amostras tinham odor, e classificado como inodoro ou fétido.

5.7 Delineamento experimental

Posteriormente os animais foram distribuidos em quatro grupos, contendo, oito animais
por grupo, sendo 24 vacas classificadas positivas para endometrite e oito vacas negativas para

endometrite, como segue abaixo:

Grupo 1 (n=8; PRP + ATB): Tratamento com infusdo intrauterina com plasma rico em
plaquetas e antibidtico via intrauterina;

Grupo 2 (n=8; PRP): Tratamento com infusdo intrauterina com plasma rico em plaquetas;
Grupo 3 (n=8; controle positivo): Tratamento com lavado intrauterino com solucio
fisioldgica a 0,9 % de NaCl;

Grupo 4 (n=8; controle negativo): sem tratamento.
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Todas as vacas dos grupos 1, 2 e 3 antes de se efetuar o tratamento e imediatamente apds
a coleta das amostras do lavado uterino de baixo volume foram submetidas ao lavado uterino
com solucao fisioldgica para retirar o exsudato uterino, os lavados foram repetidos até que o
fluido uterino se mostrasse transparente, quando entdo as vacas foram submetidas aos

tratamentos especificos para cada grupo experimental.

5.8 Coleta de sangue para obtencio do plasma rico em plaquetas

Os animais do grupo 1 e 2 foram contidas em tronco de conten¢do apropriado e
submetidas a assepsia com alcool 70 % da regido cervical e pungdo de 100 mL de sangue da
veia jugular, utilizando seringa de 60 mL estéril, contendo o anticoagulante citrato de sodio a
5 %, e agulha 40 x 12 mm, o sangue foi depositado em dois tubos Falcon estéreis de 50 mL
cada, contendo anticoagulante citrato de sédio 3,8 %.

Posteriormente as amostras foram submetidas a técnica de dupla centrifugacio de acordo
com o protocolo descrito por Vendramin et al. (2006) (tabela 1), sendo a primeira centrifugagcao
com 400 g por 10 minutos, para separacdo do plasma da zona de névoa (capa leucocitéria) e
das hemdcias. O plasma sobrenadante de ambos os tubos foi arbitrariamente dividido em duas
fracOes (figura 1) fracdo plasmadtica superior (FPS) e fragdo plasmatica inferior (FPI). A FPI
considerada como sendo 50 % do plasma mais préximo a capa leucocitaria e a FPS (50 % da
fracdo plasmatica superior a FPI) foi descartada. A FPI foi transferida para um segundo tubo
Falcon estéril de 50 mL contendo anticoagulante e centrifugada, na rotacdo de 800 g por 10
minutos, para melhor obtencdo do plasma rico em plaquetas. Apds o termino da segunda
centrifugacdo, o plasma sobrenadante (75 % considerado pobre em plaquetas - PPP) foi
descartado, sendo conservado apenas 25 % (média de 20 mL) da fracdo inferior considerado
PRP. Apé6s o preparo do PRP, foi realizado a contagem das plaquetas manualmente, de acordo
com ao método de Todd & Sanford (1982), garantindo que as infusdes intrauterinas foram
realizadas com aumento da concentracio plaquetdria de aproximadamente 700 x10*/uL na
concentra¢do final do PRP, sendo de trés a cinco vezes mais concentrado quando comparado

ao sangue total.

Tabela 1: Protocolo de dupla centrifugacdo para obten¢do do plasma rico em plaquetas de

forma autélogo

Protocolo 1? centrifugacao 22 centrifugacao
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Velocidade Tempo (min.) Velocidade Tempo (min.)

400 g 10 800 g 10
G: for¢a G, MIN.: minutos. Falcon  ramin et al. (2006).
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50% FPI { Capa leucocitdria 75% Pee
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Figura 1: Demonstrativo da obtencdo de Plasma Rico em Plaquetas pelo método de
centrifugacdo. Esquema em preto e branco a esquerda: os tubos nimero 1 representam as
fracdoes plasmatica superior (FPS) e fracdo plasmatica inferior (FPI) obtida apds a 17
centrifugacdo. Esquema colorido ao centro: mostra como fica o sangue apds a 1° centrifugacgao.
Esquema em preto e branco a direita: o tubo nimero 2 representa a fracdo do plasma rica em
plaquetas (PRP) e fracdo do plasma pobre em plaquetas (PPP) obtidas apds a 2° centrifugagao.
Fonte: Vendramin et al. (2006).

Ap6s o preparo do PRP, oito vacas aleatoriamente positivas para endometrite, receberam
o tratamento de infusdo intrauterino de 20 mL PRP mais 50 mL de antibiético (METRIFIM® -
base de cloridrato oxitetraciclina - 5,7 g) por meio da extremidade da sonda de Foley, sendo
classificadas como grupo 1, ja para o grupo 2, mais oito vacas aleatdrias também positivas para
endometrite, receberam o tratamento de infusdo intrauterino com 20 mL de PRP. As oito vacas
escolhidas aleatdrias e positivas para endometrite para grupo 3, foram submetidas apenas ao
lavado uterino com solucao fisioldgica 0,9 % de NaCl, estéril, empregando em média 200 a 300
mL de solugdo ou até que o fluido sifonado saisse transparente.

ApOs a avaliacdo ultrassonografica uterina, mensurag¢do do didmetro do ttero e lavado
uterino de baixo volume com solucio fisiolégica NaCl 0,9 % estéril, ao constar que o contetido
uterino apresentava com aspecto fisiolégico (muco) com coloragao transparente, oito vacas que
foram classificadas como negativas para endometrite, foram utilizadas para o grupo 4, sem

tratamento.

5.9 Segunda avaliacio das vacas com ou sem endometrite pos parto

Apds nove dias do tratamento, as vacas foram submetidas novamente as mesmas

avaliacdes e procedimentos empregados na primeira avaliagdo, no intuito de verificar a
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presenca ou nio de conteuido intrauterino, mensura¢do do didmetro uterino e avaliagdo do perfil

folicular e coletas de amostras para as andlises microbioldgicas e citoldgicas.

Vacas pos parto (n=32)

1° avaliacdo

2° avaliacéo

Do Do
VACAS LACTANTES
US Us
' [
LB.V LBV
1 1
TT.OIU

Figura 2: Esquema da 1° e 2° avaliacdo experimental de vacas com e sem endometrite pds-

parto. LBV: Lavado de baixo volume, US: Ultrassonografia, T.T.O IU: Tratamento

intrauterino

6. ANALISES ESTATISTICAS

Para as anélises foi utilizado o software BioEstat 5.3 (Belém, Brasil). Na verificacao dos
pressupostos de normalidade dos residuos e de homogeneidade de variancia, os testes de
Shapiro Wilk e Levene foram executados respectivamente. Quando os dados se apresentaram
paramétricos, os testes t de Student, t de Student pareado ou ANOV A seguida do teste de Tukey
foram aplicados. J4 para dados ndo paramétricos foram considerados os testes de Mann-
Whitney, e os valores médios comparados pelos testes de Wilcoxon, Kruskal Wallis ou teste
de Dunn. Diferencas entre dados caracterizados como frequéncias foram analissadas por teste

exato de Fisher ou Qui-quadrado. Diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.

7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacao zootécnicas do rebanho experimental
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Na tabela 2 estdo sumariadas as caracteristicas dos animais em cada grupo experimental,
havendo diferenca (p<0,05) da idade das fémeas do grupo 3 (NaCl 0,9%; 56,63 + 21,33 meses
de idade) com as fémeas do grupo 4 (controle negativo; 30,13 + 10,22 meses de idade).

Na categoria animal, observou-se diferengas (p<0,05) no grupo experimental entre vacas
pluriparas e primiparas, sendo, no grupo 1 (PRP + ATB): 87,5 % pluriparas ¢ 12,5 %
primiparas; grupo 2 (PRP): 75 % pluriparas e 25 % primiparas; grupo 3 (NaCl 0,9 %): 62,5 %
pluriparas e 37,5 % primiparas e grupo 4 (controle negativo): 12,5 % pluriparas e 87,5%
primiparas, este ultimo, diferindo dos demais grupos quanto ao percentual de fémeas pluriparas

e primiparas (p<0,05).

Tabela 2: Pardmetros zootécnicas de vacas leiteiras primiparas e pluriparas

Percentual de Ordem de Producao
Grupos Idade (m) ECC
categoria animal parto leite/dia

Pluripara Primipara

G1 87,5 %™ 12,5 %"B° 52,38 £11,344 2,38 £0,74% 2,66 £0,33% 27,29 £12,624
G2 75 % A 25 % B° 47,38 + 17,06" 2,63 1,194 2,75 + 0,424 25,78 + 6,76*
G3 62,3 %A 37,5%8° 56,63 £21,334B 2,63 1,514 2,72 £0,53% 28,48 + 8,074
G4 12,5%%  87,5%* 30,13 £10,224€ 1,250,714 2,88 + 0,444 22,58 £3,134

Valores médios seguidos por letras maidsculas na mesma coluna e mindsculas na mesma linha e para cada
parametro, diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Kruskal Wallis; m: meses; ECC: escore de condi¢do corporal;
G1: grupo 1 tratamento infusdo intrauterina com plasma rico em plaquetas + antibiético; G2: grupo 2, tratamento
infusdo intrauterina com plasma rico em plaquetas; G3: grupo 3, lavado uterino com solugdo fisiolégica 0,9 %

(NaCl) estéril; G4: grupo 4, controle negativo, sem tratamento.

7.2 Padrdes de avaliagOes para confirmacgdo de infecdo uterina durante avaliacdo ginecoldgica

7.2.1 Avaliacao macroscopica do fluido uterino e sua eficiéncia pés-tratamento

Com relagdo as avaliagdes macroscépicas do fluido uterino (figura 3) se observou que na
1* avaliacdo, as fémeas dos grupos 1 (PRP + ATB), 2 (PRP) e 3 (NaCl 0,9 %), que sdo
considerados grupos positivos para endometrite (muco turvo, muco purulento, purulento e
sanguinolento), 100 % dos animais apresentaram alteragdo no fluido uterino na ocasido da
coleta. Na 27 avaliagcdo apds o tratamento, as fémeas do grupo 1 e 3, apresentaram 12,5 % dos
animais que permaneceram com muco patoldgico e no grupo 2 foram observados 25 % dos

animais com muco patolégico. Diante disso, se constatou a eficdcia do tratamento nas vacas
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positivas para endometrite por meio da avaliagdo macroscopica do fluido uterino, pois, nos

grupos 1 e 3 apenas uma fémea e no grupo 2 duas fémeas ndo ficaram curadas, respectivamente.

MUCO PATOLOGICO

120%

100 % (8/8) 100 % (8/8) 100 % (8/8)
100%

80%

60%
1° avaliacdo

40% 2° avaliacdo
25% (2/8)

20% 12,50% (1/8) 12,50% (1/8)

0%
Grupo 1 (PRP + ATB)  Grupo 2 (PRP) Grupo 3 (NaCl 0,9 %)

Figura 3: Frequéncia de endometrite de acordo com fluido uterino na 1* e 2* avaliagdo em vacas

leiteiras no pdés-parto, submetidas ao tratamento para endometrite. Legenda: G1: grupo 1 tratamento

infusdo intrauterina com plasma rico em plaquetas + antibiético; G2: grupo 2, tratamento infusdo intrauterina com
plasma rico em plaquetas; G3: grupo 3 lavado uterino com solucdo fisioldgica 0,9 % (NaCl) estéril; G4: grupo 4

controle negativo, sem tratamento, ( ) nimero de animais curados e total de vacas no grupo experimental.

7.3 Exame de citologia do fluido uterino de vacas leiterias no pds-parto

7.3.1 Determinagdo do percentual de polimorfonucleares na citologia endometrial do fluido

uterino

O percentual de polimorfonucleares (% PMN) no fluido uterino, na 1° avaliag¢do, no 1
grupo (PRP + ATB) apresentou 34 % PMN, no 2 grupo (PRP) 35 % PMN, no 3 grupo (NaCl
0,9 %) 29 % PMN e no 4 grupo 17 % PMN. Houve diferenga entre os valores obtidos, com o
grupo 4 (controle negativo) diferindo dos demais grupos (p<0,05; tabela 3).

Na 2% avaliacdo, ou seja, apds o tratamento para endometrite, ndo houve diferenca na
frequéncia de polimorfonucleares no fluido uterino entre os grupos (p>0,05) sendo: grupo 1
(12 %), grupo 2 (15 %), grupo 3 (14 %) em relacdo ao grupo 4 (10 %) que era grupo controle,
sem endometrite. Mostrando assim, a eficdcia dos tratamentos, na avaliacdo citologia

endometrial pelo percentual de polimorfonucleares (tabela 3).
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Tabela 3: Média e desvio padrdo do percentual de polimorfonucleares na 1* e 2* avaliacio

ginecoldgica em vacas leiteria no pds-parto, de acordo com o grupo experimental (G)

Avaliacoes G1 (%) G2 (%) G3 (%) G4 (%)
1° avaliacdo 34+0,075° 35+0,085? 29+ 0,069° 17 £ 0,062°
2° avaliacio 12+ 0,040° 15+0,032? 14%+0,029° 10+ 0,037*

Valores seguidos por letras mintsculas na mesma linha diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey; G1: grupo
1 tratamento infusdo intrauterina com plasma rico em plaquetas + antibidtico; G2: grupo 2, tratamento infusao
intrauterina com plasma rico em plaquetas; G3: grupo 3, lavado uterino com solugdo fisiolégica 0,9 % (NaCl)

estéril; G4: grupo 4, controle negativo, sem tratamento.

7.3.2 Polimorfonucleares de acordo com os paradmetros zootécnicos das fémeas entre os grupos

com e sem endometrite

Ap6s a andlise das medias e os desvios-padrao dos parametros idade, ordem de parto,
escore de condi¢do corporal e producdo de leite em relagio ao percentual de polimorfonucleares
(percentual de PMN > 18 % sdo considerados com endometrite e PMN < 18 % sdo animais sem
endometrite) verificou que niao houve diferenca (p>0,05) entre os grupos estudados.

Conforme a categoria animal (primipara e pluripara) e o percentual de
polimorfonucleares (PMN) ndo se verificou diferenca (p>0,05) no grupo com infec¢do (n = 16
e 7 de vacas pluriparas e primiparas, respectivamente) e sem infeccdo (n = 5 e 3 de vacas
pluriparas, respectivamente; tabela 4).

Comparando as categorias pluripara com primipara, também ndo houve diferenca

(p>0,05) entre os grupos com (>18 % PMN) e sem (<18 % PMN) infec¢do (tabela 4).

Tabela 4: Categoria animal, média + desvio padrdo dos pardmetros de idade, ordem de parto,
escore de condicao corporal (ECC) e produgdo de leite/dia de acordo com o percentual
polimorfonucleares (PMN) observado na 1* avaliacdo, de acordo com os grupos com (>18 %

PMN) e sem (<18 % PMN) infec¢do

Ordem Producao
Parametros N° da categoria animal Idade ECC
parto de leite/dia
Pluripara Primipara
Com infec¢do (>18% PMN) 16 7 496+17,1 24+11 27+04 26,6+9,2
Sem infec¢ao (<18% PMN) 5 3 36,0+18,6 1,7+12 3,004 24.1+33

(P>0,05) pelo teste de Fischer; PMN: polimorfonucleares, N° nimero.
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Ao se observar as médias e os desvios-padrao do didmetro uterino e o percentual de
polimorfonucleares, verifica-se que ndo houve diferenca (p>0,05) entre os grupos com (22,52
+ 8,83 € 22,36 £ 9,23 mm) e sem (18,41 £5,03 ¢ 21,46 = 9,41mm) infeccdo uterina na 1* e 2°
avaliacdo, respectivamente. Comparando a 1a com a 2a avaliagcdo, também nao houve diferenca

(p>0,05; tabela 5).

Tabela 5: Média + desvio padrao do didmetro uterino em vacas leiteiras, com e sem

endometrite, na 1* e 2* avaliac@o e entre os grupos

Didmetro uterino (mm)

Parametros

1° Avaliacio 2° Avaliagao
Com infeccdo (>18% PMN) 22,52 + 8,83 22,36 £9,23
Sem infecgiio (<18% PMN) 18,41 £5,03 21,46 £9.41

(P>0,05) pelo teste de Fisher; PMN: polimorfonucleares; mm: milimetros.

7.4 Exame microbiolégico de fluido uterino de vacas leiteiras no pds-parto

7.4.1 Exame microbioldgico

Das 64 amostras submetidas ao exame microbioldgico, obteve-se isolamento de um ou
mais microrganismo nas amostras de fluidos uterinos constatadas como positivas para
endometrite. Os mais frequentes foram as bactérias Escherichia coli, Trueperella pyogenes e
Klebsiella pneumoniae, nao havendo diferenca (p>0,05) entre a primeira (inicio do
experimento) e segunda avaliacdo (nove dias pds-tratamento) quantos aos agentes isolados nas
fémeas no qual a endometrite persistiu.

Porém, na 1* avaliacdo, a bactéria mais frequentemente isolada foi Trueperella pyogenes
presente em 61,5 % das amostras e a segunda bactéria foi Escherichia coli com 30,8 % e a
terceira bactéria foi Klebsiella pneumoniae com 7,7 % (tabela 6).

J4 na 2a avaliagdo, a Trueperella pyogenes, reduziu consideravelmente para 45,5 % dos
agentes identificados nos cultivos bacterianos (16 % do total das amostras), e as bactérias
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae nao foram identificadas.

De acordo com os resultados do exame microbioldgico na 2a avaliacdo, se pode afirmar
que os tratamentos para endometrite foram eficazes para alcancar a cura ou reduzir o nimero

de animais com infec¢do uterina (tabela 6).
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Tabela 6: Frequéncia de agentes patologicos em fluido uterino apds cultivo e isolamento

bacteriano (n=64) em avaliacdes ginecoldgicas de vacas leiteiras no pds-parto

Pés-parto %
Agentes Bacterianos

1? avaliaciao 2% avaliacao
Escherichia coli 30,76 -
Trueperella pyogenes 61,55 16
Klebsiella pneumoniae 7,69 -
Total 100 16

(P>0,05) pelo teste Kappa; N: nimero.

7.5 Atividade ovariana em vacas leiteiras no pds-parto

Ao avaliar a atividade folicular por meio do exame ultrassonografico, sobre avaliacdes
do 1° e 2° maiores foliculos e totais de foliculos, tanto no ovdrio direito e no esquerdo, notou-
se que tanto na 1° e 2° avali¢do ndo houve diferenca (p>0,05), entre os paramentos avaliados
sendo: didmetros do 1° e 2° maiores foliculos, totais de foliculos, tanto no ovario direito como
no ovdrio esquerdo. Comparando a la avaliagdo com a 2a avaliag¢do, constatou-se também que

nao houve diferenca (p>0,05) entre os parametros acima avaliados (tabela 7).

Tabela 7: Atividade ovariana na 1* avaliagcdo (> 21 dias pds-parto) e na 2% avaliagdo (> 29 dias

pos-parto) de vacas leiteiras

OVD OVE
GRUPOS 1° DMF 2°DMF T. FOL 1° DMF 2°DMF T. FOL
1° AVALIACAO
Gl 9,45 + 4,94 6,29+3,68 9,00+£3,63 953+653 3,68+1,29 7,75+2,82
G2 8,50 + 4,89 546+298 10,63 +4,17 6,07+4,50 455+145 9,00 + 4,60
G3 9,47 + 4,29 6,56 +2,92  6,63+250 9,16+427 421+086 7,38+3,29
G4 13,14 4,57  731+3,62 800£540 780+2,15 459+1,62 725+3,11
2° AVALIACAO
Gl 10,94 £10,04 5034344 8,63+490  1047£6,00 6,64+3,89  825+4,83
G2 10,65+4,61  7,04+3,07 925£570  7,80+546  4,18+1,64  875+2,82
G3 1043+326 707193  650+2,07 8,03+272 436+1,24  6,63+292
G4 11,51 £5,13  4,68+1,53  538+226  10,03£4,67 4,75+2,17 10,25 + 4,65

(P>0,05) pelos testes de Kruskal Wallis, Wilcoxon e Teste T pareado; 1°DMF: diametro do primeiro maior
foliculo; 2°DMF: diametro do segundo maior foliculo; T. FOL: total de foliculos; OVD: ovirio direito; OVE:

ovdrio esquerdo; G1: grupo 1 tratamento infusdo intrauterina com plasma rico em plaquetas + antibidtico; G2:
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grupo 2, tratamento infusdo intrauterina com plasma rico em plaquetas; G3: grupo 3, lavado uterino com solucio

fisiologica 0,9 % (NaCl) estéril; G4: grupo 4, controle negativa.

8. DISCUSSAO

8.1 Comportamento do rebanho experimental

De acordo com a categoria animal, estudos anteriores verificaram que existe maior
possibilidade de ocorrer endometrite clinica em vacas primiparas do que em vacas pluriparas
(Ghanem et al., 2002; Leblanc et al., 2002; Dubuc et al., 2010; Gautam et al., 2010; Potter et
al., 2010; Giuliodori et al., 2013). Tal fato, segundo Sheldon et al. (2009) as primiparas podem
apresentar mais distorcia, podendo levar ao aumento de dreas uterinas lesadas durante o parto,
maior probabilidade de retencdo de placenta, danos tecidual e consequentemente maior
contamina¢do bacteriana, seguida por endometrite clinica ou subclinica. No entanto, estudos
realizados por Giuliodori et al. (2017) constataram que nao hé relacao de endometrite com o
nimero de partos, sendo corroborado pelo presente estudo (tabela 2), nota-se que o grupo
experimental 4, que sdo vacas negativas para endometrite 87,5 % das vacas eram primiparas e
nos grupos de vacas com infeccao uterina (1, 2 e 3) com total de 24 animais, apenas sete vacas
eram primiparas.

Na avaliacdo da condi¢do de reserva energética e status nutricional do rebanho no
periparto, segundo Kim e Suh (2003) e Hoedemaker, Prange e Gundelach (2009) a diminui¢ao
do ECC ¢ associada com a diminui¢do da fertilidade do animal, podendo acarretar a
predisposicao as doencas nos podais, deslocamento de abomaso e doengas metabdlicas, e
também enfermidades uterinas, tais como metrite € endometrite. Em outro estudo, associando
escore da condicdo corporal e percentual de polimorfonucleares com endometrite, Bacha e
Regassa (2009) verificaram que vacas acima de quatro semanas pds-parto apresentaram 28,5 %
de infecc¢do uterina com ECC < 2,50, concluindo que, vacas com menor escore de condi¢ao
corporal, possuem maior probabilidade de apresentar um quadro de endometrite, em
comparagdo as vacas com ECC = 2,75.

No presente estudo, na avaliagdo da frequéncia de polimorfonucleares no fluido uterino
(tabela 4), as vacas com infec¢do (>18% PMN) apresentaram ECC < 2,70, embora corrobore
aos estudos anteriormente citados e ao estudo de DuBuc et al. (2010) onde os autores

verificaram que as vacas tiveram mais predisposi¢ao a endometrite citologica, quando o escore
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de condi¢cdo corporal estava abaixo de 2,75. O grupo 4, representado pelas vacas sem
endometrite, apresentaram escore de condicdo corporal acima desses valores (2,88+0,44),
porém sem diferenca estatistica entre os demais grupos quanto a frequéncia de endometrite
(tabela2). Grummer, Hayirli e Mashek (2004) sugeriram que em vacas leiteiras, o ideal de
escore de condicao corporal, no dia do parto € de 2,75 a 3,00, e ndo perder mais de 0,5 pontos
de ECC entre o parto e primeiro servi¢o, pois, abaixo disso, ocorre muitos efeitos negativos
para sua sanidade pds-parto, lactacdo e posteriormente reprodugdo, podendo entrar em periodo
de anestro prolongado.

Segundo Mateus et al. (2002) e Kasimanickam et al. (2004) o exame ultrassonogréfico é
um método confidvel para diagnosticar vacas negativas para endometrite, pois, apresenta boa
especificidade 79,1 %. Diante disto, Kasimanickam et al. (2004) propuseram uma classificacdo
para diagnostico de endometrites baseado no didmetro dos cornos uterinos, sendo que em vacas
negativas para endometrite, o didmetro uterino € < 35 mm, em vacas suspeitas para endometrite,
diametro de 35 = X < 50 mm e em vacas positivas para endometrite, o didmetro = 50 mm.
No entanto, no presente estudo, na avaliagao do didmetro uterino (tabela 5), os valores obtidos
nao corroboram com os autores, constatou que o didmetro uterino das vacas com endometrite
foi de 22,55 + 8,83 mm e apds os tratamentos foi para 21,46 £ 9,41 mm, e o grupo controle
apresentou 18, 41 + 5,03 mm. Entretanto, Barlund et al. (2008) afirmam que além da avaliacao
ultrassonogréfica sdo necessarios métodos complementares como avaliagdo macroscépica do
fluido uterino, citologia endometrial, cultura bacteriana, para avaliacdo de vacas com ou sem
endometrite.

Segundo Rocha et al. (2004) e Williams et al. (2005) no ambiente uterino podem ser
encontradas diversas bactérias, tanto bactérias Gram-positivas, como as Gram-negativas, sendo
corroborado pelo presente estudo (tabela 6) onde foram isoladas as bactérias Trueperella
pyogenes que sdo bactérias Gram-positivas e as bactérias Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae que sao Gram-negativas.

Segundo estudos realizados por Azawi et al. (2008) as coletas de conteudo uterino em
vacas acima de 21 dias pds-parto, apresentam grande isolamento de cepas de Trueperella
pyogenes, sendo correlacionadas com endometrites severas, e subsequentemente com
infertilidade ao primeiro servigo, podendo ou ndo estar associada com a Escherichia coli. O
presente estudo corrobora aos estudos de Williams et al. (2005) que verificaram que as bactérias
Trueperella pyogenes e Escherichia coli, tiveram maior prevaléncia em vacas com endometrite,

quando comparadas com 0s outros patogenos.
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De acordo Santos et al. (2012) o crescimento de Trueperella pyogenes em vacas com
infec¢Oes uterinas instaladas a partir do 350 dia pds-parto, € pertinente pelo crescimento de
Escherichia coli durante a primeira semana do puerpério. LeBlanc (2008) verificou que 15 a
20 % das vacas possuiam endometrite clinica entre quatro a seis semanas pds-parto. Azawi et
al. (2008) afirmam também que essas bactérias causam alteragdes no ambiente uterino, levando
a hipdxia tecidual por conta do metabolismo microbiano, consequentemente, ativa a células
inflamatoérias como os polimorfonucleares, principalmente neutréfilos.

Segundo Sheldon et al. (2009) a infeccao uterina com alta concentragdo de bactéria Gram-
negativa, principalmente Escherichia coli. sdo produtoras de lipopolissacarideos (LPS) em sua
parede, e essa alta sintese de LPS prejudicam a satide uterina.

Na avaliagdo da atividade ovariana, por meio da mensuracdo do didmetro folicular dos
ovérios, utilizando o ultrassom (tabela 7), nota-se que as vacas positivas para endometrite, na
la avaliagdo apresentaram o didametro do 1o maior folicular no ovério direito, sendo: grupo 1
(PRP + ATB; 9,45 + 4,94 mm), grupo 2 (PRP; 8,50 + 4,89 mm) e grupo 3 (NaCl 0,9 %; 9,47 +
4,29 mm) e esquerdo: grupo 1 (9,53 £+ 6,53 mm), grupo 2 (6,07 £ 4,50 mm) e grupo 3 (9,16 +
4,27 mm), sendo menores que 10 mm e de acordo com os autores Suziki et al. (2001) e Lavon
et al. (2008) quando se tem presenga de bactérias Gram negativas, pode ocorrer alteracdo na
secrecdo de FSH e LH, pelo eixo hipotalamico hipofisario gonadal, devido a existéncia do
lipopolissacarideo (LPS) presente na parede das bactérias.

Spicer e Alpizar (1994) verificaram que o aumento da liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias pelas células endometriais, pode afetar o desenvolvimento folicular, devido a
reducdo na sintese de estrogenos pelas células da granulosas, tal fato também foi verificado por
Sheldon et al. (2008) onde constataram que o diametro folicular fica comprometido, devido, a
baixa concentracdo plasmdtica de estradiol. Estudos anteriores de LeBlanc et al. (2002a) e
Williams et al. (2005) haviam verificado que em animais positivos para endometrite, as

estruturas ovarianas tinham menor didmetro folicular e com menor chance de ser palpdveis.

8.2 Efeitos dos tratamentos nas vacas com endometrite pés parto

O método de lavado uterino com solucao fisiologia 0,9 % (NaCl) tem a fun¢ado de auxiliar
na remoc¢ao mecanica de debris célulares, de microrganismos e mediadores inflamatérios do
Idmen uterino (Brinsko et al., 2003; Vanderwall, Woods, 2003; Knutti et al., 2010), sendo
corroborado pelo presente estudo, onde apds o lavado uterino e avaliagdo macroscopica do

fluido uterino e infusdo dos tratamentos em seu respectivos grupos (figura 3), houve eficiéncia



37

significativa no aspecto e coloracdo dos fluido uterino, mostrando-se fluido uterino fisiolégico
(aspecto do muco e coloracdo translicida), sendo que, nos grupos 1 (PRP + ATB) e 3 (NaCl
0,9 %), a frequéncia de 87,5 % (7/8) das vacas em cada grupo apresentam eficiéncia no
tratamento e no grupo 2 (PRP), a frequéncia de 75 % (6/8) das vacas apresentaram efici€éncia
do tratamento na avaliacdo macroscépica do fluido uterino.

Nos estudos de Kasimanickam et al. (2004) e Gilbert et al. (2005) obtiveram os resultados
de 35 a 50 % das vacas diagnosticadas com endometrite, por meio do método de citologia
endometrial por contagem do percentual polimorfonucleares. Ja Leblanc (2008) verificou de 15
a 20 % de vacas com endometrite entre 28 a 42 dias pds-parto. No presente estudo, se verificou
29 % de vacas com endometrite, no periodo de 21 a 40 dias pds-parto. Na la avaliagdao
ginecoldgica, as vacas positivas para endometrite, apresentaram valores médios no grupo
1(PRP + ATB; 34 % de PMN), grupo 2 (PRP; 35 % de PMN) e grupo 3 (NaCl 0,9 %; 29 % de
PMN) para percentual de polimorfonucleares (tabela 3).

ApOs os tratamentos das vacas com endometrite, observou reducdo significativa na
contagem do percentual de polimorfonucleares (% PMN), mostrando a eficiéncia em cada
grupo de tratamento (tabela 3), sendo, o grupo 1 (PRP + ATB; 12 % de PMN), grupo 2 (PRP;
15 % de PMN) e grupo 3 (NaCl 0,9 %; 14 % de PMN), corroborando com os estudos de Reghini
et al. (2016) que constataram reducdo no percentual de PMN, utilizando tratamento com PRP.

Segundo Bendinelli et al. (2010), Van Buul et al. (2011) a redu¢do no percentual de PMN
se da pelo efeito imunomodulador do PRP, pela via inibitéria do NF-kB (Fator nuclear kappa-
B) fazendo com que ocorra inibicdo das migracdes das células inflamatérias para o local da
inflamacao.

Sheldon et al. (2006) notaram que o uso de oxitetraciclina para tratamento intrauterino de
vacas com endometrite, provoca irritacio na mucosa endometrial. Meira Junior (2014)
constatou na la avaliacdo de citologia endometrial, 51,33 % no percentual de
polimorfonucleares, apds a infusdo intrauterina de oxitetraciclina, se obteve na 2a avaliagdo
(intervalo de nove dias) percentual de 33,71 %, considerando que a reduc¢do foi baixa em relagdo
aos outros farmacos utilizados nos outros grupos experimentais, relacionando ao fato do
farmaco utilizado causar irritacdo na mucosa endometrial, causando um processo inflamatério.

No entanto, no presente estudo, se verificou que no grupo 1, que recebeu tratamento com
plasma rico em plaqueta associado a antibidtico, na la avaliagdo apresentou o percentual de
34 % de PMN, ja na 2a avaliagdo apresentou 12 % de PMN, reducdo significativa, que nio se
mostrou diferente (p>0,05) ao valor obtido no grupo 4 (controle negativo) com 10 % na 2a

avaliacdo (tabela 3), constatando-se que o PRP minimizou o efeito do processo inflamatorio.
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Anitua et al. (2004) constataram que o PRP alterou os efeitos induzidos pelo LPS nas
células endometriais por meio da elimina¢do das bactérias produtoras, melhorando o ambiente
uterino, aumentando a expressdo génica. No presente estudo, na 2a avaliagdo (tabela 6)
constatou-se auséncia das bactérias Gram-negativas (Escherichia coli. e Klebsiella
pneumoniae), sintetizadoras de LPS em sua parede, apés os tratamentos, notando-se assim

eficiéncia dos tratamentos.

9. CONCLUSOES

O presente estudo demonstra que o uso de infus@o intrauterina com plasma rico em
plaquetas e antibidtico, plasma rico em plaquetas e solucao fisioldgica (NaCl 0,9 %) em vacas
com endometrite se mostraram eficazes no tratamento uterino.

Na avaliacdo por meio da citologia endometrial, notou-se reducdo do processo
inflamatoria uterino mediante do percentual polimorfonucleares, mostrando efici€éncia nos
tratamentos.

O uso do plasma rico em plaquetas e antibiético, plasma rico em plaquetas e solucao
fisioldgica (NaCl 0,9 %) se mostram eficazes no efeito bactericida para as bactérias Gram-
negativas (Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) e na reducdo do nimero de animais
positivos para bactérias Gram-positivas (Truperella pyogenes).

Desde modo, o uso do plasma rico em plaquetas, solucdo fisioldgica (NaCl 0,9 %) ou
plasma rico em plaquetas associado ao antibidtico sdo excelentes alternativas para tratamento
em vacas com endometrite pds-parto, mostrando eficicia semelhante aos demais tratamentos
empregados no presente estudo, porém, vale ressaltar que o plasma rico em plaquetas ndo
apresenta residuo no leite e nem resisténcia bacteriana por ser tratar de um hemocomponente
do sangue total do préprio animal, sendo assim, ndo havendo necessidade de descarte do leite,
e a agdo plaquetaria estimula os a-granulos e liberacdo das moléculas no local lesionado,
recrutando outras plaquetas, leucdcitos e proteinas plasmaticas, para atuarem no processo de

reparacdo tecidual, aumentando o seu potencial de cicatrizagao.
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