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RESUMO

O consideravel impacto econdmico causado pela ocorréncia de doengas uterinas em vacas
leiteiras intensifica a realizagdo de pesquisas sobre a prevaléncia das secre¢des uterinas e
os métodos ideais de diagnostico. O presente trabalho teve por finalidade determinar a
prevaléncia da endometrite e cervicite em 453 pegas do aparelho reprodutor de vacas
mesticas leiteiras destinadas ao abate e verificar a concordancia entre a presenca de
secre¢do nas regides cervical e uterina e a confirmagdo na citologia e histologia. Além
disso, avaliar a correlacdo entre endometrite e cervicite. Através da determinagdo da
sensibilidade e especificidade e do indice Kappa verificou-se que a concordancia entre a
presenca de secrecao (uterina/cervical) e a técnica de citologia (cytobrush) endometrial e
cervical foi baixa entre os dois métodos diagnoésticos, também foi constatado que a
histologia consiste em bom método diagndstico, porém mais invasivo e de maior custo.
Em relacdo a associacdo da cervicite e endometrite foi observada baixa concordancia.
Portanto, conclui-se que o diagnéstico das doencas uterinas realizado apenas pela
presenca das secregdes € falho, sendo necessario um exame complementar citologico e se
possivel associado ao histologico, auxiliando na diminuig¢ao dos problemas reprodutivos e

aumentando o desempenho reprodutivo das vacas leiteiras.

Palavras-chave: Endometrite, Cervicite, Citologia, Histologia.



ABSTRACT

The considerable economic impact caused by the occurrence of uterine diseases in dairy
cows intensifies research on the prevalence of uterine secretions and the ideal methods of
diagnosis. The objective of this study was to determine the prevalence of endometritis
and cervicitis in 453 pieces of the reproductive apparatus of dairy cows destined to
slaughter and to verify the concordance between the presence of secretion in the cervical
and uterine regions and the confirmation in cytology and histology. In addition, to
evaluate the correlation between endometritis and cervicitis. Through the determination
of the sensitivity and specificity and the Kappa index, it was verified that the agreement
between the presence of secretion (uterine / cervical) and the endometrial and cervical
cytobrush technique was low between the two diagnostic methods, it was also verified
that Histology consists of a good diagnostic method, but more invasive and higher cost.
Regarding the association of cervicitis and endometritis, low concordance was observed.
Therefore, it is concluded that the diagnosis of uterine diseases performed only by the
presence of secretions is flawed, and a cytological and, if possible, histological
examination is necessary, helping to reduce reproductive problems and increase the

reproductive performance of dairy cows.

Key words: Endometritis, Cervicitis, Cytology, Histology.



SUMARIO

CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS ........cooviiivieeieeeeeeeeeeeeeeeeseeessenenens 10
1. INTRODUGAO ... 10
2. REVISAO DE LITERATURA ....ccetiiriiiiierieeeneieeinesesiessseiseseesssessesseseseseesisenes 12
2.1. Desempenho r€prodUtIVO. ........eceeiieeiiieeiieeeiiee ettt eee e eaee e sree e sereeeeneas 12
B o) 4§02 4 1 SRR 12
2.3. Fungao ovariana associada @ dOenga UteriNa ...........cccueeevuveeeeueeeeireeeeireeeereeeevee e 14
2.4. Mecanismo de defesa do TIEeT0 .....c.eveeruiiriiiiirieieeicceeeeeee e 15
2.5. Principais iNfECCOES ULETINAS .....ccueeruieeiieriieeiieniieeeiteeiteeiee et e seeeebeeseaeeseeseeeenbeeeenes 17
2.5, 10 IMIBETIER ..ttt ettt ettt et she e et e bt e et e sab e e b e eaeas 17
2.5.2. ENAOIMEIILE ..ottt ettt ettt ettt ettt et esate e b e eaees 18
2.5.30 CRIVICIER ..euveiiiieieeiie sttt ettt ettt ettt et et ettt et s bttt et e s st e bt enbesanenes 19
2.6. Cervicite e sua correlagdo com a endometrite..........cceeevveeeciieeeiieeeiieeeiee e, 19
2.7. Alteragdes no utero ocasionadas por traumas (1€S0€S) .......ceeveeecrveercreeeriieeenieeenen. 20
REFERENCIAS ...ttt esss st 21
CAPITULO 2 — SECRECOES UTERINAS EM VACAS LEITEIRAS MESTICAS
DESTINADAS AO DESCARTE NA REGIAO DO TRIANGULO MINEIRO........... 29
1. INTRODUGAO ... 29
2. MATERIAL E METODOS......ccooiimiiimriiriseeiesesesesessssesssssssssses s ssesssessseeens 30
2.1. Coleta de material...........cooouieiiiiiiiiieee e 30
2.2. Processamento das amOSLIAS. ........eeruueriieriieeiiieniieenite ettt ettt et e 31
2.3. Diagndstico das alteragdes do trato reprodutivo.........c.eeeeeereeerieeriienieenieeeie e 32
2.4, ANALISE @SLALIEICA. .. .eveeieriieieitectete ettt 32
3. RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt st e b entesseenteeneesneennens 32
3.1. Prevaléncia de secreg0es Uterinas € CEIVICAIS .....ueeirurrreeeiirreeeeeitreeeeeeieeeeeeeireeeeeenenes 32
3.2. Analise de concordancia entre a avaliagdo da secrecdo e exame citologico ........... 34
3.3. Avaliacdo das lesdes macroscopicas € histopatologicas...........ceecveeveeriieniienveennen. 35
3.4.Correlacao entre a avaliacao da secrecao, lesdo, citologia e histologia ................... 37
4. DISCUSSAD ...ttt sttt 37
5. CONCLUSAD. ..ottt ettt ettt 40

REFERENCTIAS ..ot e e s et s s et e e e s s et e s s e s e e s nes s e e 41



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1- Utero de vaca: com endometrite clinica - secregdo purulenta (A),

mucopurulenta (B), cervicite clinica — secre¢do purulenta (C) e mucopurulenta

FIGURA 2 - Esfregacgo citologico (40X) de utero (A) e cérvix (B) com presenca de
polimorfonucleares, circulos vermelhos indicando 0s

TEEULTOTTLOS .o e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaeeananan 34

FIGURA 3- Histologia do utero com endométrio apresentando infiltrado inflamatorio
difuso intenso A - 10X (circulos vermelhos), glandulas endometriais degeneradas
(circulo preto), hiperemia (seta verde) e B (referente ao circulo vermelho - 40X) com

presenga de polimoOTfONUCIEATES...........eevviiiiieiiieeiie et 35

FIGURA 4- Histologia da cérvix com endométrio apresentando infiltrado inflamatorio
difuso intenso A (circulo preto) (10X) e B (circulo vermelho) (40X) com presenga com

presenga de polimoTfONUCICATES ..........ceevieriiiiiieiiieieeie et 36

FIGURA 5- Utero de vaca com presenca de hematoma A (circulo preto) e histologia
com vasos repletos de hemdcias B (seta preta). Cérvix com presenca de hiperemia C

(circulo amarelo) e histologia com hemécias D (circulo

FIGURA 6- Prevaléncia de endometrite e cervicite citoldgicas e presenca de secrecoes

de acordo com a presenca ou auséncia de alteragdes macroscopicas



LISTA DE ABREVIACOES

L PG g oo Prostaglandina
2. DPP e ettt ettt e e enes Dias pos-parto
3. BEN. o e Balango Energético Negativo
4. BHBA ... oottt et ees B-hidroxibutirato
S.NEFA. e Acidos graxos nio esterificados
0. IGF-1.. (oo, Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
T LHu et e Hormonio luteinizante
B Lttt et ettt et ettt sabeebeesnaeeteeenaaens Imunoglobulinas
O B et e a——————— Estrogeno
LO. Gl ettt ettt e et e e et e e et e e s aee e e saeeessaeeensaeeenbaaeesaeennneeenns Corpo luteo
L1 MAMP St e Padrdes moleculares microbianos
L2, TR S ettt ettt ettt ettt et ettt et enae e e e Toll-like receptors
| 2 O 7 2 USSP C-type lectin receptors
14. NLRS.ccoiciiiiiiieeiiees e Nucleotidebinding oligomerization domain-like
I5. RLR’S eviieieeeeeeeeee e Retinoic acid-inducible gene I-like receptors
LO. TEP e ettt e et e e e e e Intervalo entre partos
L7 MGttt sttt ettt Minas Gerais
L8, S.L M. it Servigo de Inspe¢ao Municipal
L. GT A . e e e Guia de transito animal
20, PMIN Sttt et Polimorfonucleares



10

CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Devido a globalizacao, a bovinocultura, considerada uma das exploragdes de maior
importancia econdmica no Brasil, passou por aprimoramento no tocante ao aumento na
produtividade e qualidade do produto disponibilizado (RAMOS et al., 2001). Com o
aumento do consumo de leite e seus derivados, houve uma demanda na produtividade dos
rebanhos leiteiros que aumentaram consideravelmente. Em contrapartida observou-se
redugdo da eficiéncia reprodutiva, comprometendo as industrias de laticinios, visto que a
producdo de leite esta interligada a capacidade de prenhez da vaca (LUCY, 2001;
OLTENACU e ALGERS, 2005).

Vacas leiteiras no periparto diminuem a ingestdo de alimentos e consequentemente
ocorre depressao do sistema imunoldgico, ficando predispostas ao estabelecimento de
doengas puerperais (SORDILLO, 2009) que estdo diretamente relacionadas com a
reducdo da fertilidade (LUCY, 2001). Doengas uterinas causam diminui¢do nas taxas de
concep¢do, aumento no intervalo entre partos e no descarte de vacas por falhas
reprodutivas (LEBLANC et al., 2002a). A identificagdo do animal doente, bem como a
intervengdo para sua recuperagdo ¢ essencial na tentativa de minimizar os danos causados
pelas doencas puerperais a eficiéncia produtiva e reprodutiva do rebanho (SMITH e
RISCO, 2005).

Devido as alteragdes nos mecanismos de defesa, que favorecem o estabelecimento de
infec¢des uterinas (MATEUS et al., 2002; SHELDON et al., 2008; SENOSY et al.,
2009), vacas com complicacdes puerperais possuem involugdo uterina mais lenta do que
vacas com puerpério fisioldgico. Entretanto estas enfermidades uterinas puerperais nao
impedem o aparecimento do primeiro estro, porém o corpo liteo resultante desse estro
pode persistir em alguns casos pelo fato do utero infectado ndo produzir prostaglandina
(PGF,,) sendo fator luteolitico natural (LANSIAUX, 1984 apud FERREIRA et al.,
2000), perpetuando a condi¢do patoldgica, provavelmente por manter o utero sob a
influéncia da progesterona, favorecendo a multiplicagdo de microrganismos ao reduzir a
resisténcia do endométrio a infeccdo (JACKSON, 1977 apud FERREIRA et al., 2000).

O equilibrio entre a infecgdo bacteriana do utero ap6s o parto e a eficacia do sistema

imune a resposta inflamatéria determinam a incidéncia de doencas do aparelho reprodutor



11

(SHELDON e DOBSON, 2004). Diferentes graus de infec¢do uterina resultam em
respostas inflamatorias distintas, que podem ser exacerbadas e/ou persistentes e, em
alguns casos, evoluir para 6bito (YUNHE et al., 2013).

As doencas uterinas estdo associadas a subfertilidade e infertilidade (KOSSAIBATI
e ESSLEMONT, 1997; ESSLEMONT e KOSSAIBATI, 2002). Estes efeitos sobre a
fertilidade e os custos do tratamento demonstram que esta ¢ uma condicdo onerosa,
desafiando a industria de laticinios. A alta incidéncia de doenca uterina em bovinos
sugere que pode haver falhas na criacdo de vacas leiteiras desde a fase de bezerras, ou
ainda, uma predisposi¢do racial. Além disso, perdas financeiras associadas a infeccdo
uterina sdo dependentes do custo do tratamento, reducdo da produgdo de leite,
infertilidade e dias ndo produtivos que o animal passa a somar para a propriedade.
Doengas uterinas provindas de traumas também geram custos e podem causar
infertilidade (SHELDON et al., 2008).

Metrite e endometrite estdo associadas a diminuicdo da taxa de prenhez e
consequentemente descarte involuntario (BARTLETT et al., 1986; SHELDON e
DOBSON, 2004; GILBERT et al., 2005). De acordo com Rutigliano et al. (2008), vacas
diagnosticadas com reten¢ao de placenta e metrite pos-parto possuem duas vezes mais
chances de desenvolverem endometrite apds 30 dias pos-parto (DPP). J4 a endometrite
subclinica ¢ caracterizada pelo aumento da propor¢do de polimorfonucleares,
especialmente neutrofilos, diagnosticada através da citologia uterina (KAUFMANN et
al., 2009).

Os custos com tratamento podem ser elevados e por isso a prevengdao ¢ o método
mais eficaz para reduzir problemas reprodutivos sendo imprescindiveis para o controle de
doengas reprodutivas (SMITH et al., 2005). Para tanto, compreender a interagdo entre
metabolismo no animal e inflamagao pode auxiliar na preven¢ao de doencas reprodutivas
através da nutri¢ao, buscando aumentar o consumo de alimentos no periodo de transi¢ao,
com o intuito de melhorar a fungdo imune no periodo de transicdo (LEBLANC, 2008) e
diagnostico precoce das doengas com tratamentos adequados e direcionados (SMITH e
RISCO, 2005; SHELDON e DOBSON, 2004). Além disso, a observacao dos parametros
produtivos e reprodutivos ¢ essencial para o controle de doengas pos-parto (SHELDON e
DOBSON, 2004; SMITH e RISCO, 2005).

Pelo fato do desempenho reprodutivo impactar diretamente no sucesso da producao

leiteira, otimizar a eficiéncia reprodutiva contribui para melhorar as unidades de
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produgdo. Além disso, controlar essas doengas ¢ importante para a manutencao da satde

e bem-estar das vacas leiteiras (GILBERT, 2016).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Desempenho reprodutivo

O desempenho reprodutivo de vacas leiteiras apds o periodo voluntirio de espera
esta relacionado com a saude uterina apds o parto (DIJKHUIZEN e STELWAGEN,
1985; FERGUSON e GALLIGAN, 2000). Neste periodo ¢ preciso que haja supressao
bacteriana, restauracdo do endométrio, retorno ovariano a ciclicidade e involucao uterina
(NOAKES et al., 2001). Segundo Noakes et al. (2001), o intervalo completo de involucao
uterina ocorre entre 26 a 52 dias apods o parto, as alteragdes apods 20 a 25 dias pds-parto
geralmente sao quase imperceptiveis.

De acordo com Sheldon et al. (2009), vacas leiteiras podem apresentar contamina¢ao
bacteriana no utero até duas a trés semanas apos o parto. Isto se deve, em parte, a redugdo
da funcao imune inata, o que prejudica a regulacao da inflamagao durante o periparto.

Esta modula¢do da inflamagdo uterina é fundamental para o processo de involugcao
uterina e reparacao do endométrio. No entanto, o crescimento de bactérias patogénicas
pode superar as defesas imunes inatas, ou prolongar a inflamagdo, impactando na
fertilidade por favorecer a ocorréncia das doengas uterinas (LEBLANC, 2014).

Outros fatores que interferem no desempenho reprodutivo da vaca leiteira sdo a
ordem de parto, o periodo seco, o balango energético negativo € o estresse por calor
(SANTOLARIA et al., 2012). Além disso, o estado clinico e/ou metabolico dos animais
também pode interferir negativamente na eficiéncia reprodutiva do rebanho, como

quadros de cetose e hipocalcemia (LOPEZ et al., 2006; FOURICHON et al., 2000).

2.2. Periparto

A fun¢do imune prejudicada estd associada a diminuicdo de calorias do periparto,
periodo que o crescimento do feto se contrapde a ingestdo de matéria seca, que diminui
em cerca de 20% ndo atendendo as demandas metabdlicas iniciais da lactagdo
(INGVARTSEN, 2006; GOFF et al., 1997). Com isto, a vaca entra no quadro de balango

energético negativo (BEN) resultando em defici€éncias nutricionais transitorias, seja por
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desbalanco mineral (calcio, fosforo, zinco, magnésio, cobre e iodo) ou de vitaminas A e
D (GALIMBERTT et al., 1977). Alteragdes bruscas nas concentracdes de progesterona e
estrogeno ao final da gestacao, associados ao aumento de cortisol no momento do parto e
o BEN também prejudicam a fun¢do imune das vacas (INGVARTSEN, 2006; GOFF et
al., 1997). Em ruminantes ¢ comum usar B-hidroxibutirato (BHBA) e 4cidos graxos ndo
esterificados (NEFA) como indicadores do metabolismo energético (KIDA, 2003) por
aumentarem proporcionalmente a mobiliza¢do de reservas lipidicas (GONZALEZ, 2000).

A captacdo de NEFA pelo figado aumenta em condigdes de intensa mobilizacdo de
gordura e o 6rgdo pode acumular triglicerideos no seu interior. Os NEFA sao convertidos
a corpos cetonicos, em momentos de intensa lipolise, e usados como fonte de energia
(DRACKLEY, 2001).

Predominantemente os corpos cetonicos apresentam-se na forma de BHBA
(WATHES, 2007) e o acimulo desses compostos no organismo acima do considerado
normal caracteriza o quadro de cetose. Em altas concentragdes, o0 BHBA pode estar
relacionado a deficiéncia energética e imunossupressdo, o que favorece o surgimento de
doencas no pos-parto (DRACKLEY, 1999; GOFF e HORST, 1996; GRUMMER, 1995).

O aumento das concentracdes de BHBA e NEFA em vacas sdo indicadores de
balanco energético negativo € o aumento das concentragcdes destes metabdlitos estd
associado a baixa eficiéncia reprodutiva (OSPINA 2010; WALSH 2007).

Segundo Sartori e Guardieiro (2010), vacas em BEN apresentam altas concentracdes
sanguineas de NEFA, BHBA e ureia, enquanto as taxas de glicose, insulina e fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) estdo baixas, pois sdo destinados a
sintese lactea. Tais alteracdes estdo comumente associadas a problemas reprodutivos
devido ao comprometimento da fun¢do ovariana e da fertilidade.

Os NEFA tem acdo sobre o hipotdlamo e hipoéfise, atuando como mensageiros
metabolicos, afetando a secre¢dao de gonadotrofinas (CANFIELD e BUTLER, 1990).

Segundo Marr et al. (2002), BHBA resulta da neoglicogénese em vacas em BEN e
tem a capacidade de inibir a produg¢ao folicular de estradiol e a ovulagdo e, assim como os
NEFA, atuam no hipotadlamo reduzindo a frequéncia dos pulsos de LH e nos ovarios,
diminuem a sensibilidade ao IGF-1 e insulina.

Além das alteragdes metabolicas, as vacas desenvolvem resisténcia a insulina. A
insulina restaura a responsividade do horménio do crescimento e aumenta a secre¢ao

folicular de estradiol, o que contribui juntamente com o BEN para a determinagdo da
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intensidade e duragdo da infeccdo (BUTLER et al., 2004). Este conjunto de fatores atuam
na patogénese de desordens uterinas pds-parto, incluindo retencao de placenta, metrite,
endometrite e disturbios ovarianos como anestro e cistos foliculares (GILBERT, 2016).
De acordo com Leblanc (2014), a contaminagdo bacteriana que ocorre no momento
do parto ¢ responsavel por desencadear o processo inflamatorio no utero. Além disso, o
autor afirma existir uma interrelagdo entre o status energético e funcao imune. Neste
sentido, a resposta imunoldgica primaria a infec¢do uterina ¢ realizada através dos
leucocitos polimorfonucleares principalmente os neutréfilos. Além destes, os macroéfagos
sdo importantes para a detec¢ao de padroes moleculares associados ao patégeno e doenga

reprodutiva pds-parto, iniciando uma resposta inflamatoria rapida, eficaz e limitada.

2.3. Fun¢ao ovariana associada a doenc¢a uterina

A funcdo endodcrina anormal das células uterinas pode afetar ndo apenas a capacidade
do utero em manter um embrido, mas também a funcdo ovariana (SHELDON et al.,
2008).

Para LeBlanc et al. (2002 b, a), Heuwieser et al. (2000) e Sheldon e Noakes (1998),
inducdo de lutedlise e estro ¢ um dos tratamentos mais eficazes para a infec¢ao uterina. A
fase estrogénica promove vasodilatacdo, com maior aporte sanguineo e
consequentemente aumento na concentragdo de imunoglobulinas, além de contratilidade
uterina. Em fase progesteronica, ha menor resisténcia as infec¢des devido a diminui¢ao
da contratilidade uterina e da atividade leucocitdria, em fun¢do do influxo sanguineo
reduzido e pela imunossupressao durante a gestagdo (NASCIMENTO e SANTOS, 1997).

Os esterdides ovarianos modulam a resposta das células uterinas contra patégenos
uterinos assim como os fatores dietéticos e o BEN que sdo importantes para a fungao
neutrofilica e resposta imune (HERATH et al., 2006).

Durante o BEN hda um aumento na concentracdo de NEFA circulantes, bem como
reducdo glicemia, insulina e IGF-1. Estas alteracdes metabodlicas reduzem os pulsos de
horménio luteinizante (LH), necessarios para estimular o desenvolvimento de foliculos
ovarianos, reduzindo também a resposta ovariana as gonadotrofinas. A diminui¢ao de
esteroides nos ovarios, estrogeno nos foliculos e progesterona apds a ovulagdo,
promovem atraso na involucdo uterina e o restabelecimento reprodutivo (BUTLER,

2008).
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2.4. Mecanismos de defesa do utero

Durante a resposta inflamatoria, devido ao maior aporte sanguineo ¢ aumento do
metabolismo celular (SORDILLO et al., 2009) ocorre a liberagdo de citocinas,
quimiocinas, peptideos antimicrobianos, proteinas de fase aguda, prostaglandinas, entre
outras substancias imunomodulatorias (SHELDON e DOBSON, 2004).

A imunidade inata ¢ fundamental na identificacdo dos microrganismos invasores €
controle da contaminagdo uterina em vacas, atuando por meio de respostas fisiologicas
fagocitarias e inflamatorias, iniciando a protecdo quando o hospedeiro € exposto pela
primeira vez a um agente infeccioso (SORDILLO et al., 2009). Este processo inclui as
barreiras fisiologicas da pele e mucosas, os peptideos antimicrobianos, o sistema
complemento e as células hematopoiéticas que localizam e eliminam os patdgenos, como
mondcitos, macrofagos, neutrofilos, eosinofilos e células Natural Killer (TURNER et al.,
2012; TAKEUCHI e AKIRA, 2010).

A defesa do hospedeiro contra determinadas substdncias e microrganismos
potencialmente patogénicos também estd associada as células do epitélio e do estroma de
que constituem barreiras passivas contra a infec¢do. Ademais as células epiteliais e
estromais sdao reconhecidas pelas estratégias de defesa mediadas pela imunidade inata e
ativacdo da imunidade adquirida (TURNER et al., 2012; TAKEUCHI e AKIRA, 2010).

Em caso de falha na imunidade inata, a resposta imunologica adquirida ¢ ativada
(JANEWAY e MEDZHITOV, 2002), podendo ser do tipo humoral, quando efetuada
pelos linfécitos B, e/ou celular quando realizada pelos linfocitos T. A memoria
imunologica confere protecao ao hospedeiro quando o mesmo antigeno volta a lhe causar
injaria (SORDILLO et al., 2009; WERLING e JUNGI, 2003). As imunidades inata e
adquirida devem interagir de forma coordenada e equilibrada, garantindo a defesa do
hospedeiro. A supressdo do patogeno deve ser realizada por meio de respostas
imunologicas reguladas para evitar prejuizos aos tecidos do hospedeiro (SORDILLO et
al., 2009).

Outro importante mecanismo de defesa apds o parto € a contratilidade do miométrio,
que promove a expulsdo do conteudo uterino. Vacas com puerpério fisiologico
apresentam rapida involucdo do utero e da cérvix, com consequente eliminagdo da
contaminagdo bacteriana por meio de descargas uterinas em funcdo das contragdes
uterinas (AZAWTI, 2008). Este mecanismo associado a produ¢ao de muco pelas glandulas

endometriais, especialmente durante o estro, caracterizam importantes respostas
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fisiologicas contra a contaminacdo bacteriana (AZAWI, 2008; SHELDON ¢ DOBSON,
2004). Considera-se que a resposta mediada por neutrofilos seja a mais importante das
respostas leucocitarias (AZAWI, 2008; HAMMON et al., 2006, SHELDON ¢ DOBSON,
2004; LEWIS, 1997; HUSSAIN e DANIEL, 1992).

Logo ap6s o parto, as carunculas proporcionam, por quimiotaxia, a migracdo das
células de defesa da circulagdo sanguinea para a superficie do endométrio (HUSSAIN e
DANIEL, 1992; MARQUES JUNIOR, 1993). Os neutréfilos sao as células de defesa
recrutadas previamente da circulagdo sanguinea para o ambiente uterino no intuito de
combater os patogenos. Posteriormente, macrofagos também auxiliam na remocao destes
patogenos (SHELDON e DOBSON, 2004).

A defesa humoral também pode ser verificada através da dosagem de
imunoglobulinas (Ig) nas secre¢des uterina e vaginal. Watson et al. (1990) e Dhaliwal et
al. (2001) infectaram vacas experimentalmente, através da infusdo intrauterina de
Archanobacterium pyogenes, e verificaram aumento dos titulos de IgM, IgG e IgA apds o
estabelecimento de endometrites, sem alteracdo dos titulos na circulagdo sanguinea,
indicando que ha producao de imunoglobulinas no tutero e na vagina. A IgA, encontrada
principalmente no muco vaginal, ¢ a principal imunoglobulina que atua na protecao
contra os agentes patogénicos, enquanto a IgG, tem como fungdo proteger esse Orgao
contra os agentes patogénicos e suas toxinas (WATSON et al., 1990).

Os hormoénios também atuam na defesa uterina, os principais envolvidos no
mecanismo de defesa hormonal sdo a prostaglandina (PGF,,) e o estrogeno (E;). A
progesterona ¢ considerada imunossupressora, visto que inibe os mecanismos de defesa
do tutero, podendo atrapalhar o processo de involucdo e predispor o utero a infecgdes
(DHALIWAL et al., 2001; SEALS et al., 2002; LEWIS, 2003 e 2004).

O estrogeno acelera a defesa imunoldgica do ttero ao aumentar a vascularizagdo do
endométrio, assim como a contratilidade do miométrio e favorecer a produg¢dao de muco,
auxiliando na limpeza uterina (SHELDON et al., 2003; AZAWI, 2008).

A prostaglandina ¢ produzida principalmente pelo endométrio apds o parto e ¢é
responsavel por promover a lise do corpo luteo (CL), e a sintese de leucotrienos B4, por
se tratar de uma molécula pré-inflamatéria que estimula a producdo de citocinas. Os
leucotrienos, por sua vez, sdo quimiotaticos, isto ¢, atraem neutrofilos, estimulam a
fagocitose e a funcdo dos linfocitos na superficie do endométrio (FERNANDES e

FIGUEIREDO, 2007; LEWIS, 2004, 2003 e 1997).
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A concentragdo de prostaglandina na circulagdo ¢ maior nos primeiros sete dias apos
o parto, o que coincide com a maior velocidade da involugdo uterina. Baixas
concentragdes ocorrem em torno de 15 dias apds o parto, quando ocorre o aumento da
concentragdo de progesterona circulante (KOZICKI, 1998).

Os receptores de padrdoes moleculares microbianos, denominados “padrdes
moleculares microbianos” ou MAMPs, sdo componentes estruturais conservados durante
o processo de evolugdo que também constituem importante fator de mecanismo de defesa
do endométrio (AUSUBEL, 2005).

Estes imunoestimuladores na superficie dos patdégenos possibilitam o seu
reconhecimento por receptores caracteristicos do hospedeiro, presentes na circulagdo
sanguinea, como componentes do sistema complemento, ou ligados a superficie de
células hospedeiras. Esses receptores podem desencadear a fagocitose do patogeno e
estimular a expressdo génica da célula hospedeira, promovendo a inducdo de respostas
imunes inatas (BEUTLER, 2004).

Quatro classes de receptores de padrdes moleculares microbianos ja foram
identificadas: os TLRs (7oll-Like Receptors) e CLRs (C-type Lectin Receptors), que sao
proteinas transmembranares, os NLRs (Nucleotidebinding Oligomerization Domain-Like
Receptors) e RLRs (Retinoic acid-inducible gene I-Like Receptors), que sao proteinas
citoplasmaticas. As células epiteliais e estromais do endométrio de bovinos expressam a
maioria desses receptores. A interacdo entre os MAMPs e seus respectivos receptores
promove a ativacdo da cascata de sinalizagdo celular e elaboracdo da resposta
imunologica, verificando-se transcrigdo de imunomediadores, ativacdo da resposta

inflamatoria e fagocitose dos microrganismos (SCHAEFER et al., 2004; AKIRA, 2003).

2.5. Principais infeccoes uterinas
2.5.1. Metrite

Doenga clinica que afeta o bem-estar das vacas e reduz a produgdo leiteira. Envolve
todas as camadas da parede uterina podendo ocorrer hemorragia, edema, infiltragdo
leucocitaria e degeneragao tecidual (GIULIODORI et al., 2013; DUBUC et al., 2011;
OVERTON e FETROW, 2008). A metrite ¢ classificada em leve (Gtero aumentado de
volume, associado a descarga uterina amarronzada purulenta, podendo apresentar odor
fétido, sem a presenca de sinais sistémicos); moderada (quando além dos sinais citados

anteriormente ha hipertermia, queda na producao leiteira e apatia) e grave (presenca de
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toxemia, inapeténcia e depressdo) (SHELDON et al., 2009; WILLIAMS et al., 2005).
As principais bactérias responsaveis por causar metrite sdo: Escherichia coli,

Trueperella pyogenes, e o0s anaerdbios gram-negativos Prevotella melaninogenica

(BICALHO et al., 2012; MACHADO et al., 2012; SANTOS et al., 2012).

2.5.2. Endometrite

Processo inflamatério que impacta negativamente na eficiéncia reprodutiva dos
rebanhos, por ndo propiciar ambiente uterino adequado para a gestagdo, o que leva a
ocorréncia de repeticao de cios com consequente aumento no intervalo entre partos (IEP)
e dias ndo produtivos do animal. (NASCIMENTO e SANTOS, 2003). Com uma
prevaléncia geral de endometrite em cerca 26% entre 40 a 60 DPP, podendo variar de 5%
até¢ 50% (CHEONG et al., 2011; DUBUC et al, 2010a).

Histologicamente, a endometrite ¢ definida como inflamagdo das células do
endométrio uterino, com ruptura ou ndo da camada epitelial (BONDURANT, 1999). O
diagnostico histopatologico permite visualizacdo de todas as camadas do utero e
classificagdo da inflamag¢ao em aguda ou cronica (CHAPWANYA, 2010; BONNETT,
1991), entretanto, sua realizagdo a campo ¢ dificultada pelo fato de exigir uma bidpsia
uterina, o que poderia agravar o estado do animal, podendo leva-lo a septicemia, o que
torna um método pouco utilizado.

A endometrite clinica esta associada a infec¢ao uterina (WILLIAMS et al., 2005),
caracterizada pela presenca de secre¢ao uterina purulenta detectavel na vagina entre 21 e
26 DPP ou mucopurulento detectavel na vagina apds 26 DPP (SHELDON et al., 2009). O
escore de endometrite de acordo com o aspecto da secre¢@o a partir de 21 DPP pode ser
utilizado como progndstico para o tratamento e evolugdo da doenga (SHELDON e
NOAKES, 1998).

Gautam et al. (2010) classificaram a endometrite clinica em grau 1 pela presenca de
secre¢do cervicovaginal com estriacdes de pus; grau 2, secrecdo mucopurulenta; grau 3,
secre¢do purulenta; e grau 4, secrecdo mucopurulenta ou purulenta, com presenca de
contetido uterino.

Dentre os principais agentes infecciosos causadores da endometrite clinica,
destacam-se: Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Escherichia coli, Proteus spp. €

Actinomyces pyogenes, produzindo infecgdes isoladas ou mistas, assim como Clostridium
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spp, Micrococcus, Pseudomonas spp., Enterobacter spp. € Bacillus spp. (ANDRADE,
2005; CARLTON, 1998).

A endometrite subclinica ou citolégica ¢ uma doenca cronica caracterizada pela
presenga de polimorfonucleares (principalmente neutr6filos) ao exame citolégico, na
auséncia de sinais clinicos de inflamacgao e exsudato purulento (GILBERT, 2004). Ocorre
frequentemente em vacas leiteiras e esta associada a prejuizos econOmicos € baixo
desempenho reprodutivo, com aumento do intervalo entre partos, baixa taxa de
concepgdo e repeticdo de cios (HAMMON et al., 2006; LEBLANC et al., 2002a), com
aumento do intervalo entre partos, baixa taxa de concepg¢do e repeticdo de cios
(SHELDON et al., 2008; DUBUC et al., 2010a; BONNEVILLE-HEBERT et al., 201 1).

Como nao pode ser detectada por simples inspecao visual, a citologia ¢ a técnica
preferida para o diagnostico, principalmente por ser simples, de baixo custo ¢ menos

invasiva comparado a histologia (GILBERT, 2005; KASIMANICKAM, 2004 e 2005).

2.5.3. Cervicite

A cérvix representa a barreira fisica entre a vagina e o utero (WEHREND et al.,
2003). A cervicite afeta 15% a 40% das vacas leiteiras e gera perdas econdmicas
substanciais por afetar o desempenho reprodutivo dos animais (DEGUILLAUME et al.,
2012). E definida clinicamente pela presenca de edema cervical a vaginoscopia,
associado a congestdo da mucosa, aumento e endurecimento do colo e presenga de flocos
de pus na vagina (GRUNERT et al., 2005). Histologicamente ¢ definida pela presenca de
infiltrado inflamatério na mucosa cervical (SANTOS et al., 2011). A citologia, a presenca
de polimorfonucleares superior a 5% ja evidencia prejuizos na taxa de concepcao
(DEGUILLAUME et al., 2012). Para Gilbert (2016) a cervicite ¢ a principal causa de

exsudato vaginal em bovinos, na auséncia de inflamacao endometrial.

2.6. Cervicite e sua correlacio com a endometrite

Deguillaume et al. (2012), através da citologia descobriram que a cervicite existe
independentemente da endometrite, a prevaléncia de endometrite isolada foi de 13%,
cervicite 11% e 32% das vacas tinham ambas as condi¢des. Tanto a cervicite como a
endometrite contribuiram para reduzir a taxa de prenhez, e as vacas acometidas pelas

duas doencas tiveram mais problemas reprodutivos do que aquelas com apenas uma.
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Dubuc et al. (2010b) constataram que a endometrite apresenta efeito na reproducao e
que tinham fatores de risco distintos da cervicite. A endometrite estd associada ao
balanco energético negativo, enquanto a cervicite, na maioria dos casos, ocorre em
consequéncia de complicacdes obstétricas. Além disso, os autores afirmam que ambas as
condi¢des sdo mais frequentes em vacas que apresentaram metrite puerperal aguda.

Segundo Deguillaume et al. (2012), aproximadamente metade das vacas com
endometrite clinica também apresentam cervicite, ¢ 50% a 75% das vacas com
endometrite subclinica t€ém cervicite. Segundo Leblanc (2014) o tratamento da cervicite
ndo foi estudado diretamente. Suspeita-se que o beneficio observado do tratamento da
endometrite clinica inclui-se beneficios para algumas vacas com cervicite, porém o

tratamento para endometrite subclinica ndo representa beneficios para a cervicite.

2.7. Alteracdes no utero ocasionadas por traumas (lesdes)

O risco de uma vaca ndo emprenhar apds periodo de servigo ideal pode ser atribuido
a infecgdes uterinas ou traumas. Traumas e falhas na atividade ovariana podem causar
infertilidade em vacas (SHELDON et al.,, 2008). Traumas, associado a lesdao do
endométrio, possivelmente causa a liberacdo de compostos denominados auto-anticorpos
(imunoglobulinas) presentes no plasma sanguineo da fémea, que, em contato com os
espermatozdides ou embrides ndo os reconhecem como células proprias do organismo
impactando diretamente na eficiéncia reprodutiva dos animais (RAIMUNDO, 2014).

Os traumas também estdo relacionados a infec¢do puerperal do utero com a falha nos
mecanismos de imunidade uterina e clevada contaminacdo bacteriana no utero,
juntamente com a distocia, retengdo das membranas fetais e higiene deficiente (MATEUS
et al., 2002).

Segundo Sheldon et al. (2009), os traumas e infec¢do bacteriana tém maior
importancia na endometrite clinica, enquanto a resposta imune ¢ mais importante na
endometrite citologica. Segundo Palma (2001), a endometrite subclinica ¢ causada
geralmente por algum trauma mecanico favorecendo a entrada de bactérias no limen

uterino.
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CAPITULO 2 - SECRECOES UTERINAS EM VACAS LEITEIRAS MESTICAS
DESTINADAS AO DESCARTE NA REGIAO DO TRIANGULO MINEIRO

1. INTRODUCAO

A produgdo leiteira lucrativa estd associada a uma administragao eficiente do rebanho
leiteiro e o desempenho reprodutivo insatisfatéorio ¢ um importante entrave produtivo
(GROHN; RAJALA-SCHULTZ, 2000). Apesar de toda evolugdo que ocorreu no campo
da reproducdo animal, os problemas reprodutivos continuam trazendo prejuizos aos
sistemas de produgdo de leite (KOZIKI, 1991; BEKANA et al., 1996).

Alteragdes ocorridas no periparto das vacas leiteiras, como a diminui¢do da ingestao
de alimentos e o aumento stbito na demanda energética devido ao inicio de lactacdo,
afetam o estado nutricional resultando em balancgo energético negativo (BEN) (BUTLER,
2000). Esse quadro retarda a primeira ovulagdo pela inibicdo dos pulsos de LH, baixa
concentracdo de glicose, IGF-1 e insulina que restringem a produgdo de estrogeno pelo
foliculo (BUTLER, 2000). As associagdes desses eventos alteram o sistema imunoldgico
aumentando o risco de desenvolvimento das doengas metabolicas como acidose, lipidose
hepatica e doengas reprodutivas (ROCHE, 2006) com o estabelecimento de doencas
uterinas (SORDILLO et al., 2009).

Doengas uterinas sdo responsaveis por grandes perdas economicas devido a queda na
producao de leite, as menores taxas de concepcao, aumento no intervalo entre partos e
descarte involuntério por falhas reprodutivas (SHELDON et al., 2009; LEBLANC et al.,
2002a; HUSZENICZA et al., 1999).

Os danos ao endométrio e a falha na atividade ovariana sdo as causas de infertilidade
na ocorréncia de doengas uterinas (SHELDON et al., 2008). O ambiente uterino
inadequado pode prolongada a fase lutea ocorrendo falha na ovulagdo devido a supressao
da liberacdo da prostaglandina pelo endométrio e seu transporte para o ovario. Desta
forma, os animais emprenham tardiamente apresentando baixo desempenho reprodutivo
(SHRESTHA et al., 2004).

A metrite consiste em processo inflamatorio que envolve todas as camadas do utero
(BONDURANT, 1999). Ja a endometrite clinica ¢ caracterizada pela presenga de
secrecdo vaginal purulenta detectada entre 21 e 26 dias pds-parto (DPP) ou

mucopurulenta apés 26 DPP (SHELDON et al, 2009; SHELDON et al., 2006;
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LEBLANC et al., 2002a). A endometrite subclinica por sua vez, consiste em processo
inflamatério na auséncia de sinais de endometrite clinica, diagnosticada pela porcentagem
de polimorfonucleares > 5% (GILBERT, 2004; KASIMANICKAM et al., 2004, 2005;
DEGUILLAUME et al., 2012). E a cervicite definida clinicamente pela presenca de
edema cervical, associado a congestdo da mucosa, aumento e endurecimento do colo e
presenca de flocos de pus na vagina (GRUNERT et al., 2005). Histologicamente, as
doengas uterinas sao definidas como presenga de infiltrados inflamatérios no endométrio
(BONDURANT, 1999).

Os neutrofilos constituem o componente mais importante da defesa uterina frente as
doengas (BONDURANT, 1999; HUSSAIN, 1989). Elevadas concentragdoes de
progesterona suprimem a contratilidade do miométrio, secre¢ao das glandulas uterinas,
producao de muco cervical e atividade fagocitaria dos neutréfilos (BONDURANT, 1999;
HUSSAIN, 1989; FRANK et al., 1983), permitindo a instalagdo de infeccdo uterina
(LEBLANC, 2008). A PGF2a também possui acao pro-inflamatdria que pode melhorar a
funcdo dos neutrédfilos (LEWIS, 2004). O estrogeno também influencia na fungdo imune
uterina (FRANK et al., 1983; BONDURANT, 1999), pois nesta fase hd aumento do fluxo
sanguineo para o utero, assim como a producao de muco uterino (SHELDON et al., 2003;
AZAWI, 2008) e atividade das células polimorfonucleares (HAWK et al., 1960).

Acompanhar a involugdo uterina no puerpério ¢ medida fundamental para a
identificacdo de infec¢des uterinas, visando intervir de maneira pontual e acertada, com o
intuito de melhorar a eficiéncia reprodutiva do rebanho (SMITH e RISCO, 2005;
MARQUES, 1993).

Objetivou-se verificar em vacas leiteiras mesticas abatidas, a prevaléncia de cervicite
e endometrite citologicas por meio da técnica de cytobrush, e pelo fato da descarga
vaginal purulenta ser uma caracteristica utilizada a campo como método diagndstico para
cervicite e endometrite clinica, verificar a concordancia entre a presenca de secre¢ao nas
regides cervical e uterina e a confirma¢do do quadro na citologia e histologia. Além

disso, observar a associagdo entre cervicite e endometrite.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta de material

Foram coletadas 453 pecas do aparelho reprodutor feminino de vacas leiteiras
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mestigas destinadas ao abate, provenientes de fazendas localizadas em seis municipios da
regido do Tridngulo Mineiro, Minas Gerias (MG). O periodo de coleta das amostras foi
de outubro de 2015 a maio de 2016. As pecas foram obtidas de um frigorifico
inspecionado pelo Servico de Inspe¢do Municipal (S.I.M.) da cidade de Uberlandia - MG,
sendo que a origem dos animais foi constatada através da Guia de Transito Animal
(GTA). Adotaram-se como critérios de inclusdo que as vacas fossem adultas, multiparas,
com mais de 60 dias pos-parto e involugao uterina macroscopica, independente da fase do
ciclo estral.

Os uteros foram coletados na linha de abate, acondicionados em sacos plasticos
individuais e encaminhados refrigerados ao Laboratorio de Satide em Grandes Animais
para processamento em no maximo de duas horas. Por se tratar de pegas do aparelho
reprodutor feminino de vacas abatidas, o estudo ndo sofreu avaliagdo do Comité de ética

na utilizagdo de animais.

2.2. Processamento das amostras

Foram coletadas amostras citoldgicas da cérvix e corpo uterino. Os uteros foram
lavados externamente com alcool 70% para proceder a técnica de cyfobrush cervical e
uterina, adaptada de Kaufmann et al. (2009), com escova cervical descartavel (labor
import™) para confeccido de esfregacos em laminas para microscopia, corados pelo Kit
Panético rapido”.

A escova cervical foi inserida até a por¢ao média da cérvix, rotacionada por trés
vezes, retirada sutilmente e o esfregaco confeccionado em lamina para microscopia.
Posteriormente, uma incisdo transversal com lamina de bisturi (n° 21) na por¢ao média do
corpo uterino foi realizada onde a escova cervical foi inserida e também rotacionada por
trés vezes, retirada sutilmente, para obten¢do das amostras de citologia uterina através do
esfregago em lamina microscopica.

A leitura das laminas foi feita em microscopio Optico em aumento de 400X a partir
da contagem de 100 células por dois observadores independentes. Os tipos celulares
identificados foram células epiteliais (descamagdo), neutréfilos, linfocitos e macrofagos.

Ao observar lesdes macroscopicas e/ou secrecdo purulenta ou mucopurulenta nas
regides cervical e/ou uterina, um fragmento de lem?” contendo a interface das regides
alterada/normal era colhido e armazenado em frascos estéreis contendo formaldeido 10%

para posterior andlise histopatologica (TOLOSA et al., 2005). O infiltrado inflamatorio
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encontrado foi classificado em discreto, moderado e intenso (GONZALES et al. 1985).

2.3. Diagnéstico das alteracoes do trato reprodutivo

O diagnéstico da endometrite e cervicite clinicas se baseou na presenca de secrecao
purulenta e/ou mucopurulenta em utero e cérvix. Classificou-se a contagem de
polimorfonucleares (PMNs) > 5% como cervicite citolégica (DEGUILLAUME et al.
2012) e endometrite citologica (AHMADI et al. 2006; DEGUILLAUME et al. 2012;
GILBERT et al., 2005) desde que os animais nao apresentassem secrecao nestas regioes.

Utero e cérvix foram observados macroscopicamente com o intuito de avaliar as

alteracdes com maior incidéncia.

2.4. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram transcritos em planilhas de Excel e a partir de entdo se
procedeu a analise estatistica descritiva dos dados. A andlise de concordancia entre os
diagnosticos baseados na presenga de secrecao cervical e uterina e as técnicas de citologia
e histologia foi realizada pelo teste Kappa (LANDIS e KOCH, 1977) a 95% de

significancia.

3. RESULTADOS

3.1. Prevaléncia de secrecdes uterinas e cervicais

Na avaliagdo das 453 pecas dos tratos reprodutivos, considerando apenas a presenga
de secrecdo no limen da cérvix e utero, observou-se que 10,8% dos animais (49/453)
apresentaram secre¢do purulenta ou mucopurulenta. Sendo 36,7% (18/49) apenas no
utero, 30,6% (15/49) apenas em cérvix e 32,6% (16/49) nas duas regides. As prevaléncias
de endometrite e cervicite (figura 1) observadas nas amostras do trato reprodutivo através
do exame macroscopico e citologico, de acordo com a fase do ciclo estral estdo

relacionadas na tabela 1.
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Tabela 1. Prevaléncia das afec¢des do trato reprodutivo observadas em vacas leiteiras

mesticas abatidas na regido de Uberlandia-MG.

Doengas uterinas Fase do ciclo estral*

anestro folicular luteinica

% (n)
% (n) % (n) % (n)
Endometrite 7,5 (34/453) 2,9% (1) 8,8% (3) 88,2% (30)
Clinica Cervicite 6,8 (31/453) 6,45% (2) 9,7% (3) 83,9% (26)

Cercivite e endometrite 3,5 (16/453) 6,3% (1) 18,8% (3) 75% (12)

Endometrite 5,5(23/419) 43% (1) 4,3% (1) 91,3% (21)
Citologica Cervicite 5,5 (23/422) 0 8,7% (2) 91,3% (21)
Cervicite e endometrite 0,5 (2/404) 0 0 100% (2)

Nota: *Realizado conforme Peter et al. (2009) e Ireland et al. (1980): anestro (auséncia de
crescimento folicular e corpo luteo); fase folicular (estrogénica); fase luteinica

(compreende as fases inicial, média e final do corpo luteo).

Figura 1- Utero de vaca: com endometrite clinica - secrecdo purulenta (A),

mucopurulenta (B), cervicite clinica — secre¢do purulenta (C) e mucopurulenta (D).
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3.2. Anilise de concordancia entre a avaliacdo da secrecao e exame citologico

A presenga de secre¢do (uterina/cervical) e a técnica de citologia (cytobrush),
endometrial e cervical (figura 2) apresentaram baixa concordancia entre os dois métodos
diagnéstico, evidenciada pelo baixo indice Kappa acompanhado de baixa sensibilidade e

alta especificidade (tabela 2).

Tabela 2: Anélise de concordancia diagnostica entre a presenga de secrecao e a técnica de

cytobrush.
PMN’s > 5% no ttero PMN’s > 5% na cérvix
Sim Nao Sim Nao
Sim 4 30 2 29
Secre¢ao
Nao 23 396 23 399
Indice kappa 0,069 0,11
Sensibilidade 14,8% 6,4%
Especificidade 92,9% 94,5%
valor preditivo positivo 11,8% 8%
valor preditivo negativo 94,5% 93,2%

Nota: Classificacdo de Kappa segundo Landis e Koch (1977): 0,00 - Péssima; 0,01 - 0,20
- Ruim; 0,21 - 0,40 - Razoavel; 0,41 - 0,60 - Boa; 0,61 - 0,80 - Muito boa ¢ 0,81 - 1,00 -

Excelente. PMN’s (leucocitos polimorfonucleares).

[ a.i N

Flgura 2- Esfregago citologico (40X) de utero (A) e cérvix (B) com presenca de

polimorfonucleares, circulos vermelhos indicando os neutréfilos.
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3.3. Avaliacao das lesdes macroscopicas e histopatologicas

As lesdes macroscopicas encontradas na cérvix e no utero foram acumulo de sangue
(sugestivo de hematoma), congestdo sanguinea (sugestivo de hiperemia), tecido com
aspecto gelatinoso (sugestivo de degeneracdo tecidual), petéquias, pontos enegrecidos
dispersos pela mucosa, crepitagdo, tecido friavel (ranger ao corte), (figura 5).

Dos 34 animais com endometrite clinica (com secrecdo uterina), 76,5% (26/34)
apresentaram lesdo inflamatoria multifocal e/ou difusa. Identificaram-se 41,22% (14/34)
dos uteros com infiltrado inflamatério discreto, 29,4% (10/34) moderado e 5,9% (2/34)
intenso (figura 3). Dentre os animais sem endometrite clinica (sem secre¢do uterina),
19,1% (80/419) apresentaram lesdes macroscopicas nesta regido, além da histologia
mostrar inflamacao endometrial leve em 1,7% (7/419) e moderada em 0,2% (1/419).

Na avaliagdo histopatoldgica da cérvix, dentre os 31 animais com cervicite clinica
(com secregdo cervical), 38,7% (12/31) apresentaram lesdo inflamatdria, das quais 32,3%
(10/31) se tratavam de infiltrado inflamatério discreto, 3,2% (1/31) moderado e 3,2%
(1/31) intenso (figura 4). Entretanto, dentre os animais sem secre¢do cervical, 2,8%
(12/422) apresentaram lesdes macroscopicas, porém, nenhum destes animais apresentou
lesao histopatologica microscopica.

Na avaliagdo das 453 amostras verificou-se a prevaléncia de 22,51% (102/453) de

lesdes macroscopicas em cérvix e utero. Destas, 87,25% (89/102) apresentavam lesdes

macroscopicas em utero e 12,74% (13/102) em cérvix.

Figura 3- Histologia do tutero com endométrio apresentando infiltrado inflamatdrio
difuso intenso A - 10X (circulos vermelhos), glandulas endometriais degeneradas (circulo
preto), hiperemia (seta verde) e B (referente ao circulo vermelho - 40X) com presenca de

polimorfonucleares.



Figura 4- Histologia da cérvix com endométrio apresentando infiltrado inflamatério
difuso intenso A (circulo preto) (10X) e B (circulo vermelho) (40X) com presenca com

presenca de polimorfonucleares.

Figura 5- Utero de vaca com presenca de hematoma A (circulo preto) e histologia com
vasos repletos de hemdcias B (seta preta). Cérvix com presenga de hiperemia C (circulo

amarelo) e histologia com hemacias D (circulo azul).
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3.4. Correlacao entre a avaliacdo da secrecio, lesdo, citologia e histologia
Os dados referentes a ocorréncia de secregoes, citologia e histopatologia a partir da

observacdo de lesdes macroscopicas em utero e cé€rvix estdo relacionados na figura 6.

Com lesdo macroscépica

A Inflamagdo
PMNZ 5% histoldgica
Utero v
Com secregdo
c Inflamagiio
PMNZ 5% histolégica

Cérvix AVA

Com secregdo

Sem lesdo macroscopica

B Inflamacdo
PMNz 5% histologica

(X

Com secrecao

D Inflamagdo

PMN2z 5% A histologica

Com secrecdo

Figura 6- Prevaléncia de endometrite e cervicite citologicas e presenca de secregdes de

acordo com a presenga ou auséncia de alteracdes macroscopicas.

4. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou os métodos diagnosticos citoldgico e histoldgico por se
tratarem de ferramentas importantes no auxilio ao diagnéstico das doengas do aparelho
reprodutor de fémeas bovinas, o que também foi descrito por Junior (2010). O mesmo
autor ainda ressalta que a inspec¢do direta dos 6rgdos genitais femininos externos, apesar
de ser um método classico semiologico para avaliar secregdes externas vaginais, € pouco
sensivel, o que também foi observado neste estudo.

Sheldon et al. (2006) ressaltam a dificuldade de se estimar a sensibilidade e
especificidade para um teste diagnostico para endometrite. Uma alternativa € utilizar o
desempenho reprodutivo como referéncia, porém esse método nao ¢ preciso podendo
ocorrer falhas, uma vez que muitos sdo os fatores que alteram a fertilidade de um animal
em determinado periodo (LEBLANC et. al., 2002a).

Gilbert et al. (1998) e Kasimanickam et al. (2004) defenderam, assim como Cordeiro

et al. (1989) que a citologia endometrial ¢ um método pratico, mais acessivel e eficiente
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para a avaliagcdo dos processos infecciosos uterinos, ressaltando que os neutrofilos sdo a
principal linha de defesa do endométrio. Zerbe et al. (2002) confirmam ser os neutréfilos
as primeiras e principais células fagocitarias recrutadas da circulagdo periférica para o
limen uterino perante um processo infeccioso local. Esses dados corroboram com o
observado neste trabalho, pois o método citologico utilizado para o diagndstico das
doengas uterinas apresentou-se mais eficiente e com predominancia de neutrofilos na
avaliacdo microscopica.

Neste trabalho foi observada baixa concordancia entre os diagndsticos clinicos e
citolégicos. Dados semelhantes foram descritos por Dubuc et. al. (2010a) que
investigaram a porcentagem de animais que apresentavam endometrite clinica e
endometrite citoldgica e encontraram apenas de 36% a 38% de concordéncia, provaram a
fragilidade de um diagnostico de endometrite baseado na manifestagdo de secrecdo
genital que pode estar ligado a outras entidades morbidas como cistite, vaginites e
cervicites, firmaram neste estudo o conceito de que o diagndstico de inflamacdo
endometrial depende da avaliagdo citologica, o que também foi verificado por Barlund et
al. (2008), concordando ser a citologia o método mais indicado para o diagndstico de
endometrite subclinica. Os resultados expostos neste estudo indicam que a citologia
endometrial auxilia na identificacdo dos animais com endometrite subclinica, o que para
Kasimanickam et al. (2004) ajuda a beneficiar o tratamento precoce.

No entanto, para Pascottini et al. (2016), a citologia endometrial se limita a colheita
de células epiteliais segregadas no limen uterino, a camada epitelial do endométrio, e os
componentes celulares superficial do estrato; e eventuais células PMN presentes nesses
locais, confirmando ser a citologia uma amostragem superficial do endométrio uterino.

Segundo o mesmo autor, em comparagao com a histopatologia a citologia tem uma
menor sensibilidade ao diagnodstico de reagdes inflamatorias do endométrio em vacas
leiteiras. Desta forma o presente estudo avaliou a histopatologia uterina e cervical, que
permite o exame do epitélio endometrial e o estrato completo.

Neste estudo pode-se observar que a técnica de histologia oferece um bom valor
preditivo quanto ao diagnéstico de doengas reprodutivas, dado igualmente encontrado por
Bonnett et. al. (1993). A andlise uterina por histologia permite a observagdao da
morfologia endometrial que quando interpretada corretamente pode ser correlacionada
com infertilidade bovina (RODRIGUEZ et. al., 1991). Porém o método de diagndstico

histolégico trata-se de uma técnica dispendiosa para o processamento e andlise da
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amostra (GRUNET et. al., 2005).

Quando o utero ¢ infectado, células inflamatorias invadem o endométrio, nesta
situagdo perante a histologia pode-se observar necrose local, hiperemia, congestao, com
elevagdo no numero de células no tecido, linfocitos, macréfagos e neutrdfilos, com
presenca de glandulas uterinas apresentando dilatacdo cistica ou atrofia e com fibrose
periglandular, quadro relacionado com efeito deletério no desempenho reprodutivo
(SAGARTZ et. al.,, 1971; GONZALES et. al, 1985; CORDEIRO et. al. 1989;
BONNETT et. al., 1991, OHTANI, OKUDA, 1995; SAR et. al., 1996; LEWIS, 1997,
KASK et. al. 1998; GALINDO et. al., 2004). Dentre as observa¢des histologicas acima
citadas, no presente estudo pode-se observar em ttero e cérvix a presenga de hiperemia,
congestao, aumento do niimero de linfocitos, macrofagos e neutrédfilos, com presenca de
glandulas uterinas apresentando degeneragao.

Desta forma neste estudo fica claro que a associagdo de métodos de diagnostico de
infecgdes uterinas como a citologia e histologia, pode diminuir a ocorréncia de resultados
falso-positivos, como nos casos de endometrite clinica avaliada a campo, o que também
foi descrito por Westermann et al. (2010).

Embora, muitos métodos sejam utilizados para o diagnostico de endometrite e
cervicite, poucos podem ser Uteis na pratica, especialmente na endometrite subclinica. A
endometrite subclinica pode ser diagnosticada com precisdo quer citologicamente por
escova endometrial ou histologicamente (BLANCHARD et al., 1981, JAVED e KHAN,
1991, KASIMANICKAM et al., 2005, LEWIS, 1997 apud ORAL, et al., 2009).

A baixa correlagdo verificada neste estudo entre a presenca de secrecao € os métodos
confirmatorios de citologia e histologia possibilita um diagndstico “ndo preciso” a
campo, permitindo que animais com func¢do reprodutiva normal sejam tratados em
detrimento daqueles ndo diagnosticados adequadamente. Isto se deve ao fato de que o
diagnostico das doencas reprodutivas pautado na palpacao retal e observagdo da secregao
vaginal ¢ inespecifico (ORAL et al., 2009).

Portanto, a inspe¢do e avaliacdo vaginal dos métodos de descarga vaginal sdo uteis
para o diagnéstico de endometrite clinica, mas ndo para endometrite subclinica, sendo
que a auséncia de secrecdo uterina ndo ¢ verdadeiramente indicativa de auséncia de
inflamacdo uterina (KASIMANICKAM et al., 2004). Da mesma forma, neste estudo, 23
amostras foram avaliadas com auséncia de secrecdo em utero e cérvix, mas com PMN

acima de 5% caracterizando a endometrite e cervicite subclinica.
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A ocorréncia de animais sem secre¢do em cérvix e utero, mas com sinais de
inflamac¢dao no exame citoldgico aqui encontrada foi relevante, isso se deve, segundo
Sheldon et al. (2009), a persisténcia da inflamagao endometrial mesmo depois que o agente
bacteriano ja tenha sido eliminado do utero.

Em relagdo a associagdo da cervicite e endometrite, no presente estudo foi encontrado
3,5% para as doencas clinica e para as doencas citologica apenas 0,5% o que representa
pouca relacdo de concordancia. Para Deguillaume et al. (2012) a presenca ou auséncia de
cervicite ndo ¢ indicativa da presenga ou auséncia de endometrite. Ressaltam que a
inflamagdo endocervical afeta a concepcdo e que a avaliagdo geral do trato genital
apresenta maior beneficio ao desempenho reprodutivo do que apenas a inflamagdo
endometrial. Os resultados deste estudo também se assemelham ao encontrado por
Hartmann et al. (2016) que sugerem que a cervicite ocorre independentemente da
endometrite.

Avaliando as lesdes macroscOpicas em comparagdo com os achados citoldgicos e
histolégicos, neste estudo foi verificado que as amostras que apresentaram lesdes
macroscopicas nem sempre estavam associadas ao diagnostico citoloégico ou histoldgico
positivo. Neste trabalho também foi observado que a presenga de endometrite e cervicite
perante os quadros de lesdes macroscopicas ¢ menor quando comparado a auséncia de
lesdes. Para Palma (2001), a endometrite citologica ¢ causada geralmente por algum
trauma mecanico favorecendo a entrada de bactérias no lumen uterino. Sheldon et al.
(2009) sugerem que os traumas e infec¢do podem influenciar a endometrite clinica. Para

Leblanc (2008), estas hipdteses requerem uma investigacao mais aprofundada.

5. CONCLUSAO

O estudo permitiu concluir baixa concordancia entre a presenca de secre¢ao nas
regides cervical e uterina e a avaliacdo pela citologia, tornando o diagnéstico pouco
eficaz, quando embasado apenas na presenga de secre¢do. A confirmacdo do quadro das
doencas uterinas pela histologia oferece maior confianga quanto ao diagnostico
definitivo. Além disso, foi observada pouca associacao entre a cervicite € endometrite, e a
presenga de lesdo relacionada aos diagndsticos. Portanto ¢é necessario melhor

entendimento das infec¢des uterinas para a utilizagdo dos métodos de diagnostico.
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