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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais



1 INTRODUCAO

A produgdo leiteira brasileira chegou em 2018 aos 16,36 milhdes de animais
ordenhados com uma produg¢ado de 33,84 bilhdes de litros de leite (BRASIL, 2019). Para
que ocorra maximizacao dessa produgdo e uma nova gestacdo anualmente, ¢ necessario
que haja uma réapida recuperacdo do ambiente uterino durante o periodo pds parto
(SHELDON, 2015), resultando em um bom desempenho reprodutivo para que se tenha
lucratividade na produgao leiteira (STANGAFERRO; WIIMA; GIORDANO, 2019). O
periodo periparto compreende as trés semanas anteriores € as trés semanas posteriores
ao parto e ¢ marcada pela redugdo no consumo de alimento e o aumento na demanda de
nutrientes para crescimento do concepto e sintese de leite (GRUMMER, 1995). Sendo
assim, o animal ¢ submetido a situagdes de extremas exigéncias metabdlicas
(LEBLANC, 2020).

As infecgdes uterinas sdo responsaveis por perdas a longo prazo (CARVALHO
et al., 2019), pois a eficiéncia reprodutiva do animal fica comprometida, havendo a
necessidade de maior numero de servigcos por concepg¢ao, aumentando o niumero de
inseminacdes (FOURICHON; SEEGERS; MALHER, 2000) e muitas vezes descarte
dos animais acometidos (LEWIS, 1997). Infec¢des bacterianas uterinas sao importantes
porque interrompem a func¢ao do utero e ovarios, assim como dos centros de controle no
hipotdlamo e pituitdiria (SHELDON; DOBSON, 2004), bloqueia a sinalizacdo
enddcrina, interfere na capacidade do endométrio em suportar o desenvolvimento e
implantacdo de embrides e desregula os ovarios resultando em menor qualidade
oocitaria (BROMFIELD et al., 2015). Também alteram a expressio de genes
relacionados a inflama¢do e imunidade no ambiente uterino, no istmo, ampola e nas
células da granulosa por até trés meses apds a resolu¢do da doenca (HORLOCK et al.,
2020), além de afetar na fertilizagdo dos ovoécitos e no desenvolvimento inicial do
embrido por mais de quatro meses (RIBEIRO et al., 2016).

A granulosa de foliculos dominantes apresentam alteracdes no transcriptoma
apos seis semanas da resolu¢do de um caso de metrite (PIERSANTI et al., 2019) assim
como também alteracdes no transcriptoma de odcitos 60 dias apds a resolucao de
endometrite (PIERSANTI et al., 2020). Dickson et al. (2020) observaram em vacas com
endometrite induzida oodcitos com baixa capacidade de atingir o estdgio de moérula apods

fertilizagdo in vitro (FIV). Buso et al. (2018) relataram taxa de descarte de 19,4% para



as vacas com retencao de placenta (RP) e, estas apresentaram 46 dias a mais no periodo
de servico quando comparado a vacas saudaveis, além do aumento no nimero de
inseminacdes para se tornarem gestantes. Além disso, a ocorréncia de RP predispde o
animal a doengas como a metrite, (at¢ 50% de chances) e a endometrite subclinica,
(3,15 vezes mais chances) (KASIMANICKAM et al., 2004; LEBLANC, 2008).

Durante o parto, as barreiras fisicas da cérvix, da vagina e da vulva ficam
comprometidas, proporcionando a oportunidade para as bactérias ascenderem ao trato
genital a partir do meio ambiente, bem como da pele e fezes do animal (SHELDON;
DOBSON, 2004). Com isso, na involugdo uterina apds o parto, o utero ¢ contaminado
por bactérias ambientais as quais sdo eliminadas no processo de involug¢do uterina
normal (MARQUES JUNIOR; MARTINS; BORGES, 2011). Alteragdes nos
mecanismos de defesa local e, por consequéncia, persisténcia, ou aderéncia, das
bactérias patogénicas comprometem o ambiente uterino resultando em diferentes
quadros de infecg¢ao uterina (SHELDON et al., 2009; SHELDON; DOBSON, 2004). O
estabelecimento, a gravidade e a persisténcia dos diferentes tipos de infec¢do sdo
influenciados pela condicdo do ambiente uterino, por fatores genéticos, além das
imunidades inata e adquirida (WILLIAMS et al., 2007).

O sistema imune inato ¢ o principal responsavel por combater a contaminagao
bacteriana do ttero por uma variedade de defesas anatomica, fisioldgica e fagocitica. As
barreiras fisiologicas incluem as grandes quantidades de muco secretado pela vagina,
cérvix e, em particular, durante o estro. A barreira fagocitaria ¢ fornecida pela invasao
de neutrofilos, em resposta ao desafio bacteriano, que sdo as células fagociticas mais
importantes a serem recrutadas a partir da circulagdo periférica para o limen do utero,
internalizando e eliminando as bactérias, e contribuindo para a formagao de pus quando
os fagécitos morrem (SHELDON; DOBSON, 2004).

Apos injuria tecidual os mediadores inflamatorios sdo liberados gerando os
sinais de inflamag¢do que sao dor, calor, rubor, intumescéncia e perda de fungdo. Dentre
os mediadores inflamatdrios incluem as citocinas como as interleucinas (IL) 1B, IL6 e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), quimiocinas como IL8 e prostaglandina E2.
Esses mediadores vao direcionar a resposta inflamatoria, atrair e ativar células imunes,
como neutrofilos e macrofagos para retirar as células hospedeiras danificadas e
microorganismos. Varias citocinas estdo envolvidas na inflamagao, algumas com varias
funcdes (SHELDON et al., 2014). Citocinas sdo moléculas de sinalizagdao que regulam a

inflamagao, imunidade e hematopoiese. E as quimiocinas sdo proteinas que estimulam a



quimiotaxia, que ¢ o deslocamento dos leucocitos aos locais de infeccao (SHELDON;
CRONIN; BROMFIELD, 2019).

Além disso, doengas ndo-uterinas também estdo relacionadas a baixa eficiéncia
reprodutiva como, por exemplo, a mastite. Ahmadzadeh et al. (2009) demonstraram
aumento dos dias em aberto e do servico por concep¢do em vacas acometidas por
mastite. Resultados semelhantes aos encontrados por Santos et al. (2004) em que, vacas
com mastite tiveram menores taxas de concep¢do na primeira [A, mais dias em aberto,
maiores taxas de aborto e aumento de chances de abate por baixa eficiéncia. Mastite
também reduz as taxas de crescimento do foliculo ovariano (LAVON et al., 2011) e
altera expressdes de genes envolvidos na resposta imune endometrial, como moléculas
de adesdo celular e vias de sinalizagdo (CAMPOS et al., 2018). A taxa de prenhez por
inseminacdo também ¢ afetada por doengas respiratdrias, digestivas e metabolicas,
como a hipocalcemia (RIBEIRO et al., 2013). Além disso, a fertilizagdo dos ovocitos e
desenvolvimento inicial do embrido também ¢ afetado por doengas inflamatorias
(RIBEIRO et al., 2016). Animais afetados por laminite ¢ cetose também precisam de
mais inseminagdes € apresentaram maior intervalo entre parto e concep¢do quando
comparados com vacas saudaveis (MELLADO et al., 2018).

Com isso, a hipdtese deste estudo foi que vacas com RP e mastite clinica no pos-
parto apresentam piores indices reprodutivos por estas patologias interferirem na
imunidade inata endometrial e expressao de receptores dos hormdnios esteroidogénicos
ao final do puerpério. Portanto, os objetivos com este estudo foram: a) avaliar o efeito
da RP e mastite clinica pds-parto na eficiéncia reprodutiva de vacas mesticas leiteiras
(experimento 1); b) avaliar o efeito destas doencas na imunidade inata endometrial e
receptores dos hormdnios esteroidogénicos (experimento 2). Justifica-se a escolha da
RP como doenga uterina por ela ndo estar mais presente ao final do puerpério e nao
provocar alteragdes clinicas evidentes por tempo mais prolongado como a endometrite

clinica.
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2  REVISAO DE LITERATURA

Um sistema imunolégico adequado protege as vacas de uma variedade de
organismos patogénicos. Para que isso ocorra adequadamente ha uma dinamica de
tecidos, células e moléculas que podem ser classificadas em imunidade inata e
adaptativa ou adquirida. O sistema inato ¢ a resposta rapida que acontece segundos apos
a exposicdo ao patogeno, respondendo a qualquer lesdo tecidual e neutralizando uma
ampla variedade de microrganismos. O sistema adaptativo ¢ atrasado em relagcdo a
imunidade inata podendo levar dias para apresentar uma resposta, isso porque ela ¢ mais
especifica a patdgenos e pode ser aumentada pela repeti¢do a exposi¢cdo ao mesmo. Para
que ocorra protecao ideal os dois sistemas devem trabalhar em sinergia (SORDILLO,
2016). Nessa dissertagdo sera dada maior énfase nas inflamagdes uterinas e na

imunidade inata bovina.

2.1 Imunidade Inata

Nos animais existem barreiras que tentam impedir a entrada do patdégeno que
incluem pele, lagrima e muco e se eles violam essa barreira a resposta imune age
tentando impedir o seu estabelecimento (SORDILLO, 2016). A imunidade inata
consiste em resposta rapida por mecanismos celulares e quimicos. Assim que o
organismo percebe que existem componentes diferentes do habitual a imunidade inata €
capaz de centralizar as células da inflamag@o para eliminar o microorganismo, por isso
um animal ndo estd sempre doente (TIZARD, 2019). Virios fatores causam a
inflamacao, como tecido lesado, invasdo microbiana e geram sinais como vermelhiddo,
edema, calor, dor, perda de fun¢do do tecido. Isso vai aumentar a permeabilidade do
tecido vascular (endotélio) que vai extravasar os componentes sé€ricos e células imunes
para finalizar a inflamacdo e reparar tecidos. Porém a producdo exagerada de citocinas
pode levar a problemas fatais, como doengas autoimunes (TAKEUCHI; AKIRA, 2010)

Fazem parte deste processo da imunidade inata células, como neutrofilos,
macrofagos, células dendriticas, enzimas que formam o sistema complemento,
moléculas antimicrobianas naturais, proteinas ligadoras de carboidratos, células
epiteliais, endoteliais e fibroblastos (TAKEUCHI; AKIRA, 2010; TIZARD, 2019). O
sistema imune inato ndo apresenta memoria, porém sempre que a invasdo ¢ detectada
por meio de receptores preexistentes, ele responde imediatamente (FINLAY;

HANCOCK, 2004).
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Alguns sinais sdo alarmantes para que se inicie a inflamagao como as células que
estdo mortas, ou quase mortas, e tecidos lesionados que liberam moléculas denominadas
alarminas e estas apresentam fortes propriedades antimicrobianas e funcdes de
recrutamento de células (BIANCHI, 2007). Os macrofagos, células dendriticas (DCs) e
mastdcitos, também denominados células sentinelas, apresentam em sua estrutura
receptores que se ligam aos padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs)
expressos por bactérias, virus ou fungos que ativam vias de sinalizacdo e como
consequéncia ha a secre¢do de moléculas desencadeantes da inflamag¢dao (AKIRA;
HEMMI, 2003). Além dos PAMPs, existem também os padrdes moleculares associados
a danos celulares (DAMPs), que sdo reconhecidos pelos mesmos receptores que os
PAMPs sendo indicadores de lesdo tecidual, pois sdo liberados apds morte celular,
tecido lesado e em lesdes de matriz extracelular (CHEN; NUNEZ, 2010). Assim que
PAMPs e DAMPs sdo identificados, eles irdo regulamentar a transcricdo de genes
envolvidos na inflamagdo que codificardo citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas,
interferon (IFN) do tipo I e véarias outras (TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

Entre os produtos das células sentinelas temos as citocinas interleucinas, sendo
as principais IL1 e TNF-a, assim como IL6, IL12 e IL18. Outro produto das células
sentinelas sdo as quimiocinas, onde existem mais de 50 tipos diferentes (DESHMANE
et al., 2009; MCDONALD; KUBES, 2011; MEDZHITOV, 2008). A febre e o mal estar
¢ proveniente da produgdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) pelas células sentinelas, que
dardo origem a lipidios inflamatdrios, prostaglandinas e leucotrienos (LI et al., 2001).

Os receptores mais importantes que se ligam aos PAMPs denominam-se
receptores tipo Toll (TLRs). Existem os receptores intracelulares e os de superficie
celular, pois o invasor pode ser tanto extracelular quanto intracelular. Ao todo existem
pelo menos 13 tipos de receptores diferentes para distintas moléculas microbianas, eles
também podem se combinar para reconhecer outros agentes invasores. Os receptores de
superficie reconhecem principalmente proteinas e lipopolissacarideos (LPS) ja os
receptores intracelulares reconhecem é4cidos nucléicos virais (TAKEDA; AKIRA, 2001,
2005, 2007, 2015).

Assim que ocorre a ligacdo de um PAMP a um TLRs ha a produgao do fator de
transcricdo denominado de fator nuclear kappa-B (NF-xB) e este ¢ responsavel por
ativar os genes que codificam as citocinas IL1, IL6 ¢ TNF-a (CHEN; NUNEZ, 2010)
que sdo produzidas inicialmente como pro-moléculas sendo ativadas pela enzima

caspase-1 e desencadeando a proxima fase da resposta a inflamagao (GU et al., 1997). A



12

caspase-1 ¢ produzida quando os PAMPs se ligam aos TLRs, pois ha o estimulo por um
complexo protéico denominado inflamassoma (CHEN; NUNEZ, 2010; TAKEUCHI;
AKIRA, 2010; TIZARD, 2019). As bactérias ativam o inflamassoma, por meio dos
PAMPS ou por seus poros, que sdo detectados pelo inflamassoma NALP3, também
denominado criopirina ¢ que ¢ uma subfamilia dos receptores tipo nucleotide-binding
oligomerization domain (NOD) (PETRILLI et al., 2007).

As IL’s apresentam varias fungdes na inflamacao. A IL1 recruta macrofagos e a
IL1a recruta neutréfilos (CHEN; NUNEZ, 2010; RIDER, 2011). A IL1B também regula
fatores de crescimento ¢ citocinas estimulando a neovascularizacdo ¢ atragcdo de
mondcitos (ROSSI et al., 2005) e células inflamatorias (DINARELLO, 2002). Além
disso, promove liberacdo de proteinas de fase aguda como haptoglobina e proteina
amiloide sérica A (HEINRICH; CASTELL; ANDUS, 1990).

As IL’s também sdo sinalizam a presen¢a do concepto (HANSEN, 2011) como a
IL6 na fase de alongamento dos embrides de animais de producdo (vacas, porcas e
ovelhas) (MATHIALAGAN; BIXBY; ROBERTS, 1992). Ela também tem fung¢des nas
células, como no crescimento, na diferenciagdo, na inflamagao e na hematopoiese,
sendo uma citocina com multiplos efeitos (ALTUN et al., 2011) e propriedades anti-
inflamatorias e pro-inflamatorias (SCHELLER et al., 2011).

Um estudo relata que a IL6 esteja presente em niveis mais elevados no pré-parto
e niveis baixos associados a progesterona (P4) baixa em sangue periférico havia relagao
com RP e niveis mais altos no pré-parto de IL6 tendiam a afetar a funcdo placentéria
normal (ISHIKAWA et al., 2004). A IL8 recruta neutrofilos e monodcitos ao local de
infeccdo para atrair e eliminar bactérias (SHELDON; CRONIN; BROMFIELD, 2019) e
ativa neutrofilos nos processos inflamatorios bovinos (GALLIGAN; COOMBER,
2000).

A quimiocina CCLS5 também conhecida como RANTES (Regulated on
Activated Normal T-Cell Expressed and Secreted) induz migragdo e recrutamento in
vitro de células T, células dendriticas, eosinéfilos, células NK (natural killer),
mastocitos e basofilos (MARQUES et al., 2013; SCHALL et al., 1990) e pode também
ser angiogénica e aumentar o potencial metastitico das células cancerigenas
incentivando a migracao de células para os locais de sua producdo. Inicialmente
pensava que esta quimiocina era uma proteina especifica de célula T, porém estudos

verificaram ser produzida por varias células do corpo como plaquetas, macrofagos,
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eosinofilos e fibroblastos assim como células epiteliais, endometriais, e endotelial

(APPAY; ROWLAND-JONES, 2001).

2.2 Imunidade no periparto

Virios trabalhos descrevem a imunossupressao durante o periodo periparto, que
leva o animal a ser mais susceptivel a outros problemas, como a mastite, em virtude de
uma queda na blastogénese linfocitaria e diminuicdo da capacidade migratoria dos
neutrofilos (KEHRLI; NONNECKE; ROTH, 1989a, 1989b; MALLARD et al., 1998) e
também a doengas metabodlicas, como hipocalcemia (MULLIGAN et al., 2006). Entdo a
provavel migragdo retardada dos neutrofilos vai gerar os distirbios nas respostas
inflamatorias junto a outros fatores imunes inatos durante a fase inicial da doenga. Um
exemplo dessa resposta inflamatoria descontrolada ¢é a gravidade e duracdo das mastites
nas vacas em lactacdo (SORDILLO, 2016).

Apds o parto temos um balango energético negativo (BEN) associado a uma
diminuigdo do escore de condigdo corporal (ECC). Acidos graxos ndo esterificados
(NEFA) e B — hidroxibutirato (BHB) estdo elevados, indicativos de mobilizagao lipidica
e oxidagdo de acidos graxos (WATHES et al., 2007). Vacas que estdo acima do ECC
considerado normal no pré-parto podem prejudicar o figado, comprometendo a
producdo de glicose e aumentando as respostas inflamatérias (DRACKLEY, 1999;
FENWICK et al., 2008). A fungao imunologica ¢ suprimida durante o periodo periparto
e os niveis de neutrofilos caem drasticamente apos o parto prejudicando sua fungdo
(KEHRLI; NONNECKE; ROTH, 1989b; MALLARD et al., 1998), que ainda ¢ mais
comprometido quando temos associado o BEN grave com altas concentracdes de NEFA
e diminui¢do do indice de massa corporal (IMC) do animal (HAMMON et al., 2006;
WATHES et al., 2009).

O estado nutricional das vacas ¢ ligado @ manutengdo da fung¢@o imunologica e
da satde, sendo que dietas de baixa qualidade nutricional levard o animal a ter uma
resposta alterada da imunidade e distirbios de saude (SORDILLO, 2016). A perda de
ECC no periodo pos-parto ou baixo ECC no momento do parto sdo fatores que deixam a
vaca menos propensa a ovular, podem sofrer interferéncia na taxa de concepgdo ao
primeiro servico, tém maiores probabilidades de sofrerem aborto e aumento do intervalo

de parto até a concep¢ao (ROCHE et al., 2009).
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No periparto as vacas leiteiras sofrem muito estresse com a lactacao, o parto, o
baixo consumo voluntario de matéria seca, a alta demanda por energia e proteina, o
BEN e, tudo isso associado ao estresse oxidativo pode gerar disfungcdo na resposta
imune ¢ inflamatéria do animal (SORDILLO; AITKEN, 2009). O baixo consumo de
matéria seca esta relacionado com niveis elevados de NEFA que vao favorecer o
surgimento de esteatose que estard relacionado com funcdo neutrofilica prejudicada
(ZERBE et al., 2000).

Estudos relatam a influéncia do aumento dos esteroides durante o parto na
funcdo alterada dos neutréfilos por meio de interagdes especificas receptor-ligante
(BURTON et al., 2005) e também que as alteragdes nas concentragdes de estradiol ¢ P4
pré-parto apresentam efeitos diretos e indiretos nas capacidades funcionais de linfocitos
além de neutrofilos (LAMOTE et al, 2006), citocinas e outras moléculas
imunoestimulatorias no utero como prostaglandina F2alfa (PGF2a), 6xido nitrico
(LEWIS; WULSTER-RADCLIFFE, 2006; SEALS; WULSTER-RADCLIFFE; LEWIS,
2002; WULSTER-RADCLIFFE; SEALS; LEWIS, 2003). Por outro lado, Saut et al.
(2014) verificaram que ndo ha influéncia da fase do ciclo estral na expressao de
citocinas endometriais in vitro. Acredita-se que haja outros hormoénios homeoréticos
associados na disfun¢do imune e inflamatéria, ja que as alteragdes desses hormdnios
esteroides nao se sobrepdem a todo o periodo de transicdo (SORDILLO, 2016). Toda
essa disfuncdo dos neutrofilos durante esse periodo estd associada a ocorréncia dos
problemas pos-parto, incluindo a RP, metrite (HAMMON et al., 2006; KIMURA et al.,
2002) e dermatite interdigital (CATALANI et al., 2013).

2.3 Doencas do pos-parto e correlagio com a subfertilidade e eficiéncia
reprodutiva
A doenca uterina clinica causa impacto na eficiéncia reprodutiva dos bovinos
gerando como consequéncia a subfertilidade e a infertilidade (SHELDON; OWENS,
2017). As doencas inflamatorias sdo identificadas como uma das principais causas de
falhas reprodutivas em vacas, por isso manter uma boa satide do animal ¢ fundamental
para uma eficiéncia reprodutiva ideal em bovinos (RIBEIRO; CARVALHO, 2017).
Estudos evidenciam que o Utero nao seja estéril, sendo colonizado por vérias
espécies como Trueperella pyogenes (KARSTRUP et al., 2017; MOORE et al., 2017),

além disso, hd evidéncias de que essas bactérias possam invadir o utero por meio da
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circulacdo sanguinea, por exemplo, do intestino (JEON et al., 2017) ou por via
ascendente, da vagina ou ambiente (GALVAO; BICALHO; JEON, 2019).

Apbs o parto o Utero se apresenta aumentado de volume, preenchido com restos
de placenta e l6quios. E o desenvolvimento da doenga, ou ndo, depende do equilibrio
entre a imunidade do animal, patogenicidade dos microorganismos, fatores ambientais e
genéticos (SHELDON et al., 2009; SHELDON; CRONIN; BROMFIELD, 2019). Para
que ocorra a infeccdo pds-parto, os patégenos devem aderir & mucosa, colonizar ou
penetrar o epitélio e liberar as toxinas que vao levar ao estabelecimento da doenga
(SHELDON et al., 2006). Antigamente, as vacas toleravam essa invasao de bactérias
apds o parto sendo que, alguns animais desenvolviam a doenga, mas atualmente até
40% dos bovinos desenvolvem a doenga pos-parto, variando de metrite a endometrite
(SHELDON; CRONIN; BROMFIELD, 2019) devido a intensificagdo da producao
leiteira que ainda esté projetada para dobrar futuramente (BRITT et al., 2018).

As infecgdes do trato reprodutivo trazem como consequéncia disfungdes no
ovario (SHELDON et al., 2002), fertilidade comprometida, atraso no retorno a
ciclicidade e diminui¢do das taxas de concepcao por inseminagao artificial, além disso,
ha evidéncias de menores niveis de célcio no soro dessas vacas que apresentaram
doenca (RIBEIRO et al., 2013). As infec¢des uterinas interferem na progressao meiotica
do odcito in vitro aumentando as taxas de parada meidtica e interferindo na quebra da
vesicula germinativa, entdo as células da granulosa bovina desencadeiam uma resposta
ao LPS bacteriano gerando inflama¢ao (BROMFIELD; SHELDON, 2012).

Um caso de tratamento de metrite foi avaliado, em média, em um custo de 292
euros (DRILLICH et al., 2001) e anualmente esses casos podem chegar a um custo
estimado de 1,4 bilhdes de euros na Unido Europeia e 650 milhdes de dolares nos
Estados Unidos (SHELDON et al., 2009). O impacto economico das doencas uterinas,
além dos custos com o tratamento, inclui redug¢do da producao de leite, infertilidade,
falha na concepgdo, aumento dos dias em aberto e descarte do leite (LEBLANC, 2008;
SHELDON et al., 2009).

Um historico de doenga uterina é associado ao atraso no retorno da atividade
ciclica ovariana, ovario cistico e com fases luteas prolongadas (OPSOMER et al.,
2000). Um possivel motivo que relaciona a doenca uterina e disfuncdo ovariana € que
citocinas ¢ PAMPS prejudicam a funcdo endoécrina do hipotalamo e da hipofise
reduzindo assim a liberagdo de GnRH e pulsatilidade do LH afetando a fung¢ao ovariana

e também gerando mudangas na sintese endometrial de PGF2a para PGE2
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(BROMFIELD et al., 2015; KARSCH et al., 2002). Outro motivo seria que as citocinas
que estdo envolvidas na resposta de defesa no utero podem prejudicar o ovario
(SHELDON, 2019), como exemplo a IL6 e a TNF-a perturbam a esteroidogénese das
células foliculares dos ovarios de vacas (ALPIZAR; SPICER, 1994; SPICER, 1998). A
IL- 1B infundida intracerebroventricular por 4 a 6 dias causou interrupgao total do ciclo
estral além da diminuicdo e até bloqueio das concentragdes de LH e FSH (KALRA;
SAHU; KALRA, 1990; RIVESTT et al., 1993), além disso, essa interleucina pode inibir
a ativagdo de neurdénios GnRH em ratos (RIVEST; RIVIER, 1993) o que pode ser
indicativo de envolvimento na inibicdo central da secrecdo pulsatii de LH
(BATTAGLIA et al., 2000). E outro fator ¢ que PAMPs podem atingir o ovario a partir
do ttero, pois os liquidos aspirados dos foliculos dominantes tem as concentragdes de

endotoxina relacionadas com a gravidade da doenca (HERATH et al., 2007).

2.3.1 Retencao de placenta

Apds a expulsdo do feto a placenta ¢ eliminada geralmente dentro de 6 horas,
mas se ela ainda estiver presente dentro de 12 a 24 horas ap6s o parto, denomina-se essa
situagdo de RP (FERREIRA, 2010; SHELDON, 2019; SHELDON et al., 2008). As
contragdes miometriais apds 36 horas pds-parto cessam e, se elas ndo forem expulsas
até esse momento, a liberacdo ocorrera eventualmente como resultado da putrefagao
bacteriana (SHELDON, 2019). A incidéncia de RP pode variar de 2 a 5% dentro de um
rebanho, podendo se tornar maior em casos de distocias, partos gemelares € na presenca
de agentes infecciosos (SHELDON et al., 2008). Alguns estudos apresentam incidéncias
ainda maiores variando de 8,9% até 13,75% (FERNANDES et al., 2000; LAVEN;
PETERS, 1996; NOBRE et al., 2012; REZENDE; CAMPOS; SANTOS, 2013).

A RP ocorre por uma falha na rapida quebra da ligagdo cotilédone-cartincula
uterina apds o parto e esse insucesso no descolamento da placenta parece ser
relacionado com falha da imunidade em degradar os placentomas (HEUWIESER;
GRUNERT, 1987; LEBLANC, 2008; PETERS; LAVEN, 1996). Além disso, para que
haja a separagdo e expulsdo correta da placenta parece que existem fatores relacionados
a maturacdo da placenta envolvendo substancias bioquimicas: 1) a exsanguinagdo da
placenta, na parte fetal, no rompimento do umbigo que ird causar colapso e retracdao das
vilosidades do trofectoderma e sua separagdo fisica das criptas maternas; 2) as

contragdes uterinas que vao auxiliar a exsanguinagdo € a separacgao fisica facilitando a
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distorcao do placentoma e o “desabotoamento” do cotilédone da cariuncula (SHELDON,
2019).

Os fatores que predispdem a ocorréncia da RP sdo abortos, tempo de gestagdo
fora do normal, distocias, cesarianas, esteatose hepatica provavelmente por predispor a
atonia uterina, deficiéncia de selénio / vitamina E ou possivelmente vitamina A e falhas
na maturag¢do placentaria (parto prematuro, gémeos, partos induzidos e anormalidades
da relagdo estrogeno / progesterona ao final da gestagdo) (SHELDON, 2019), estresse
térmico por calor (DUBOIS; WILLIAMS, 1980), ECC (NOBRE et al., 2012) e estacao
do ano (BUSO et al., 2018; FERNANDES et al., 2012). Vacas em maior grau de BEN
pré parto, com menor vitamina E circulantes, deficientes de calcio ferro e zinco
apresentam maiores riscos para a ocorréncia de RP (LEBLANC et al.,, 2004
SHEETAL; CHOUDHARY; SENGUPTA, 2014).

Ha relato de animais que tiveram RP teriam menor atividade neutrofilica e
menor quimiotaxia da IL8, que seria um quimioatrator presente no cotilédone
(KIMURA et al., 2002). A RP foi associada a um aumento de dois a trés dias do
primeiro servico e uma taxa de concep¢ao menor, de 4 a 10%, resultando em mais 6 a
12 dias para a concepg¢ao (FOURICHON; SEEGERS; MALHER, 2000).

Em torno de 25% a 50 % das vacas que apresentam a RP podem desenvolver
metrite (LEBLANC, 2008) e a ocorréncia de endometrite clinica nesses animais que
apresentaram RP pode chegar a 3,5 vezes mais chances (KASIMANICKAM et al.,
2004). A RP esté associada a uma queda significativa na produ¢do de leite (DUBUC et
al., 2011), mesmo apds a resolucao do problema, dados chegam a 355 litros a menos
durante os primeiros 60 dias de lactag¢do, além do maior risco da ocorréncia de metrite

(SHELDON, 2019; SHELDON; RYCROFT; ZHOU, 2004).

2.3.2 Metrite

A metrite pode ocorrer em até 21 dias pds-parto, sendo mais comum nos
primeiros 10 dias pods-parto (SHELDON, 2019; SHELDON et al.,, 2006). A
caracterizacdo dessa doenca ¢ dada como utero aumentado de volume com liquido
aquoso vermelho-marrom a esbranqui¢ado viscoso, secre¢do uterina purulenta e
geralmente de odor fétido (SHELDON et al., 2008). Segundo Sheldon, Cronin e
Bromfield (2019), a doenca apresenta graus que variam de acordo com a apresentagdo

de sinais clinicos. Na metrite de grau 1 as vacas t€ém o utero aumentado de volume,
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descarga uterina purulenta e sem sinais sistémicos. J& no grau 2, os animais apresentam
também os sinais sistémicos, como baixa producdo de leite e febre. A metrite de grau 3,
denominada também metrite puerperal ou metrite toxica, os animais apresentam sinais
de toxemia, como inapeténcia, extremidades frias, fraqueza e depressdo, sendo o
progndstico ruim.

Apds o parto, em até uma semana, de 25% a 40% das vacas leiteiras sdo
acometidas por metrite (SHELDON et al., 2008, 2009). Vacas acometidas por metrite
severa passam menos tempo se alimentando nas semanas que antecedem a doenga, de 2
a 6 Kg a menos de matéria seca, em comparagdo a vacas saudaveis (HUZZEY et al.,
2007). O maior fator de risco para a ocorréncia de metrite ¢ a RP, de 25 a 50% de vacas
com RP desenvolvem metrite (LEBLANC, 2008). Uma meta-analise constatou que a
metrite foi relacionado a sete dias a mais para a primeira inseminagdo, taxas de
concepgao até 20% menores, o que gerava 19 dias a mais para o intervalo entre o parto e
a concepcao (FOURICHON; SEEGERS; MALHER, 2000). Também foi associada a
uma redugdo na produgdo leiteira, Giuliodori et al. (2013) demonstraram maiores
producdes em 90 dias de lactagdo das vacas saudaveis comparado com vacas com
metrite clinica e metrite puerperal sendo as médias na producdo de 2.646,56 kg,

2.235,62 kg e 2.367,20 kg, respectivamente.

2.3.3 Endometrite clinica

Endometrite clinica ¢ uma patologia que tem efeitos negativos na fertilidade de
vacas que sdo acometidas (GILBERT et al., 2005) prejudicando a fun¢do endometrial,
gerando um ambiente hostil para o embrido no trato genital feminino, alterando as
fungdes dos foliculos ovarianos e a saude dos ovoécitos (SHELDON; CRONIN;
BROMFIELD, 2019). A causa inicial mais comum € o crescimento polimicrobiano de
bactérias uterinas durante o poés-parto em especial patégenos como 7. pyogenes
associado ou nao com F. necrophorum e/ou espécies de Prevotella (SHELDON, 2019).

A endometrite clinica em vacas ¢ definida por presenca de secregcdo uterina
purulenta na vagina 21 dias apds o parto ou também secre¢do mucopurulenta na vagina
26 dias ap6s o parto (SHELDON et al., 2006). Existe uma classificagdo de acordo com
o muco vaginal observado que pode variar de 0 a 3, onde 0 ¢ uma secrecdo clara e
translucida, 1 ¢ uma secre¢ao contendo flocos de pus, 2 ¢ uma secrecdo contendo até

50% de contetido mucopurulento ¢ 3 ¢ onde ultrapassa 50% de material purulento
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(SHELDON et al., 2009). Até 20% do total de animais que tiveram metrite persistem
apresentando a doenga como endometrite clinica (SHELDON et al., 2008). Vacas com
endometrite clinica entre 20 a 33 dias pos-parto tiveram 1,7 mais chances de serem
descartadas por terem falha reprodutiva do que vacas sem endometrite (LEBLANC et
al., 2002). Vacas com endometrite clinica tiveram um aumento de 88 dias no periodo de
servigo e redugdo de 26% na taxa de prenhez aos 300 dias de lactacao (GILBERT et al.,
2005).

Manimaran et al. (2019) encontraram niveis periféricos significativamente
aumentados em vacas com endometrite clinica de proteinas de fase aguda como
haptoglobina, amildide sérica, alfa-1 glicoproteina acida e de citocinas como 113, TNF-

a e IL-6 comparadas com vacas saudaveis.

2.3.4 Endometrite subclinica

Endometrite subclinica tem como caracteristica a inflamacao do endométrio com
auséncia de sinais clinicos, sendo detectado geralmente por citologia da superficie
endometrial, na contagem dos neutrofilos polimorfonucleares (PMNs) (SHELDON et
al., 2009) e redug¢do do desempenho reprodutivo do animal (SHELDON, 2019). A
prevaléncia pode variar de 37% a 74% de acordo com o estudo realizado por Gilbert et
al. (2005) e, segundo 0 mesmo autor, uma propor¢ao maior ou igual a 5% de neutrofilos
na citologia de animais com 40 a 60 dias pos-parto ja ¢ considerado endometrite
subclinica. E para animais entre 21 a 33 dias pos-parto, segundo Kasimanickam et al.
(2004), essa porcentagem ¢ maior de 18% de neutrofilos.

Vacas com endometrite subclinica apresentam maiores expressdes génicas
endometriais de citocinas pro-inflamatorias e varios trabalhos mostram isso. Ghasemi et
al. (2012) encontraram expressao de TNF - a 20 vezes maior, de IL6 30 vezes maior e
de IL8 superior a 50 vezes mais o nivel de expressdo em comparacdo com vacas
saudaveis. Wagener et al. (2017) encontraram expressdes abundantes de IL1A e IL1B
em vacas com endometrite subclinica. Fischer et al. (2010) observaram expressoes
significativamente maiores de CXCLS5, IL1B, IL8 e TNF em vacas com endometrite
subclinica. Gabler et al. (2009) observaram expressdes aumentadas em vacas com

endometrite subclinica incluindo de IL1a e prostaglandina citosolica E sintase (cPGES).

2.3.5 Mastite clinica
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A mastite ¢ uma infec¢ao da glandula mamaria causada em vacas principalmente
por bactérias. Pode acontecer sem sinais clinicos evidentes (mastite subclinica) ou com
sinais que vao de diminuicdo da produgdo leiteira, leucdcitos aumentados no leite,
alteragdes na sua composicao, febre, quarto mamario edemaciado e febril (HANSEN;
SOTO; NATZKE, 2004). Segundo Jamali et al. (2018) em uma meta-analise a taxa de
incidéncia de mastite clinica varia de 13 a 40 casos a cada 100 vacas/ano.

Roberson (2012) classifica a mastite de acordo com a gravidade da doenga.
Segundo o autor, casos leves consistem em leite anormal onde a vaca ndo ¢ afetada
sistemicamente e o ubere, visivelmente, ndo estd edemaciado ou firme. Nesse caso, por
ser leve, ha tempo para se realizar o exame de cultura para o tratamento correto. O
quadro moderado, além de apresentar o leite anormal, hé a presenca de sinais sistémicos
como desidratagcdo, temperatura elevada, frequéncia cardiaca ou respiratoria elevada e
pelo menos um dos quartos edemaciado e firme. Esse caso requer tratamento imediato
pelo menos até sair o resultado do exame de cultura. J4 o caso grave a vaca apresenta o
leite anormal, pode, ou ndo, ter edema no ubere e apresenta dois ou mais sinais
sist€émicos, precisando de tratamento imediato. Em todos os casos acima citados héa a
recomendacao do exame de cultura para identificacao e tratamento corretos.

O aparecimento de mastite nos primeiros 28 dias pds-parto mostrou um atraso
no aparecimento da ciclicidade normal do ovério e do estro (HUSZENICZA et al.,
2005). Essa inflamacdo na glandula mamaéria também alterou a expressdo génica das
células da teca e granulosa, reduziu a taxa de crescimento do foliculo ovariano
(LAVON et al., 2011), aumentou o numero de inseminagdes, diminuiu as chances de
prenhez na primeira inseminac¢do, aumentou dias em aberto, alterou a manifestacdo do
estro e diminui produgdo de leite (CAMPOS et al, 2020; DAHL et al., 2017,
DALANEZI et al., 2020; HUDSON et al., 2012; REMNANT et al., 2019; SANTOS et
al., 2004). Além disso, provocou alteracdes na expressao endometrial de genes
envolvidos na resposta imune, em moléculas de adesdo celular e em vias de sinalizacao
(CAMPOS et al., 2018). Perdas gestacionais podem ocorrer em funcdo das endotoxinas
ou respostas inflamatorias e imunoldgicas que ocorrem na mastite (DAHL et al., 2017),
como, por exemplo, as citocinas que vao levar a niveis estabelecidos de NO e PGF2a
(KUMAR et al., 2017). E o aumento do nimero de servigos por concepgao em vacas
com mastite pode se dar pela alta concentra¢ao das citocinas que vao modular a fungdo
reprodutiva, inibindo a secrecdo das gonadotrofinas que sdo responsaveis pela ovulacao,

maturacdo de odcitos, foliculogénese e fungdo luteal (HANSEN; SOTO; NATZKE,
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2004). Além do mais, certas citocinas podem diminuir a liberagao de LH (MCCANN et
al., 2000), sendo que IFN - o mostrou ter essa agdo (BARROS et al., 1992), assim como
IL6 bloqueou a secre¢do de estradiol induzida pelo hormodnio foliculo estimulante

(FSH) de células da granulosa bovina (ALPIZAR; SPICER, 1994).
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CAPITULO 2: Efeito da retengio de placenta e mastite clinica pds-parto na
eficiéncia reprodutiva e expressao génica de citocinas e receptores esteroidogénicos
no endométrio de vacas leiteiras mesticas
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RESUMO

As doengas uterinas e nao-uterinas no pos-parto impactam na eficiéncia reprodutiva
de vacas leiteiras. No entanto, além de pouco conhecimento em relacdo a vacas
mestigas, ainda ndo esta claro como estas enfermidades interferem negativamente
na fertilidade. A hipotese deste estudo foi que vacas mesticas com retencao de
placenta (RP) e mastite clinica no pos-parto apresentam piores indices reprodutivos
por estas patologias interferirem na imunidade inata endometrial e expressdo de
receptores dos hormonios esteroidogénicos ao final do puerpério. Portanto, os
objetivos com este estudo foram: a) avaliar o efeito da RP e mastite clinica pds-
parto na eficiéncia reprodutiva, periodo de servigo e intervalo parto-primeira
inseminagao artificial (IA) de vacas mesticas leiteiras (experimento 1); b) avaliar o
efeito destas doengas na imunidade inata endometrial e receptores dos hormonios
esteroidogénicos (experimento 2). Para o exp. 1, 232 vacas foram avaliadas e
divididas nos grupos saudavel, RP e mastite clinica. As vacas foram inseminadas a
medida que se observava estro ou submetidas ao protocolo de IATF. As avaliagdes
de ocorréncia das doengas se davam apds o parto até o final do periodo voluntario
de espera e o diagnostico de gestacdo em torno de 32 dias apods IA. Para o exp. 2,
foram utilizadas 30 vacas, divididas em trés grupos (n=10) iguais ao experimento 1.
Entre 40-50 dias pos-parto era realizado exame clinico, exame ginecoldgico e
coleta de amostra endometrial por cyfobrush para citologia endometrial e expressao
génica pela técnica de qRT-PCR de IL1B, IL6, CCLS, ESR1 e PGR. No exp. 1, a
taxa de concepg¢do na primeira IA e porcentagem de vacas gestantes aos 150 dias
foram menores em animais doentes (RP, mastite) e os dias do intervalo parto-
primeira IA e periodo de servigo foram maiores nos animais doentes. No exp. 2,
26,7% (8/30) dos animais apresentaram endometrite subclinica. A IL1[ apresentou
maior expressao nos grupos doentes, IL6 apresentou menor expressao no grupo RP
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e a CCL5 nao teve diferenga entre os grupos. Nao foi observado diferenca na
expressdo génica dos receptores de esteroides ESR1 e PGR entre vacas doentes e
saudaveis. Concluiu-se que vacas com retencdo de placenta e mastite clinica no
pos-parto apresentam piores indices reprodutivos, alteragdo na expressao génica
endometrial das citocinas IL1p e IL6, porém nao apresentam alteragdo na expressao
de receptores dos hormonios esteroidogénicos ao final do puerpério.

Palavras-chave: Doenca, transcri¢do, inflamagao, puerpério

ABSTRACT

The postpartum uterine and non-uterine diseases impact the reproductive efficiency
of dairy cows. However, in addition to little knowledge regarding crossbred cows,
it is not yet clear how these diseases negatively affect fertility. The hypothesis of
this study was that crossbred cows with placenta retention (RP) and clinical mastitis
in the postpartum period have worse reproductive rates because these pathologies
interfere with endometrial innate immunity and expression of steroidogenic
hormone receptors at the end of the puerperium. Therefore, the objectives with this
study were: a) to evaluate the effect of PR and postpartum clinical mastitis on
reproductive efficiency, service period and interval between birth and first artificial
insemination (Al) of crossbred dairy cows (experiment 1); b) to evaluate the effect
of these diseases on innate endometrial immunity and steroidogenic hormone
receptors (experiment 2). For exp. 1, 232 cows were evaluated and divided into the
healthy, PR and clinical mastitis groups. Cows were inseminated as estrus was
observed or submitted to the IATF protocol. The assessments of the occurrence of
diseases took place after delivery until the end of the voluntary waiting period and
the diagnosis of pregnancy around 32 days after Al. For exp. 2, 30 cows were used,
divided into three groups (n = 10) equal to experiment 1. Between 40-50 days
postpartum clinical examination, gynecological examination and endometrial
sample collection by cytobrush for endometrial cytology and gene expression by
IL1B, IL6, CCLS, ESR1 and PGR gRT-PCR technique. In exp. 1, the conception
rate in the first Al and the percentage of pregnant cows at 150 days were lower in
sick animals (PR, mastitis) and the days of the birth-first Al interval and service
period were higher in sick animals. In exp. 2, 26.7% (8/30) of the animals had
subclinical endometritis. IL1B showed higher expression in sick groups, IL6
showed less expression in RP group and CCLS5 had no difference between groups.
There was no difference in the gene expression of ESR1 and PGR steroid receptors
between sick and healthy cows. It was concluded that cows with placenta retention
and clinical mastitis in the postpartum period present worse reproductive indexes,
alteration in the endometrial gene expression of the cytokines IL1p and IL6,
however, they do not present changes in the expression of steroidogenic hormone
receptors at the end of the puerperium.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa o segundo maior efetivo do rebanho mundial de bovinos
com 213,5 milhdes de cabecas. Na producdo leiteira brasileira, nos ultimos anos,
houve aumento na produtividade de leite e queda no niamero de vacas ordenhadas,
sendo que a producdo no Brasil alcangou 33,84 bilhdes de litros com 16,36 milhdes
de animais ordenhados (BRASIL, 2019). Com isso, ¢ fundamental estabelecer bom
desempenho reprodutivo para que haja lucratividade (STANGAFERRO; WIIMA;
GIORDANO, 2019). Deste modo a rapida recuperagdo do periodo pds-parto para
que o ambiente uterino possa se preparar para uma nova gesta¢do todo ano se torna
uma ferramenta importante para maximizar a producao (SHELDON, 2015).

As doengas uterinas clinicas causam grande impacto na satde reprodutiva
dos bovinos gerando como consequéncia a subfertilidade e infertilidade (RIBEIRO
et al., 2013; SHELDON; OWENS, 2017), além de ovarios cisticos ¢ fases luteas
prolongadas (OPSOMER et al., 2000). De acordo com Fourichon, Seegers, e
Malher (2000), vacas com retencdo de placenta (RP) apresentam aumento de dois a
trés dias no primeiro servico, menor taxa de concepcao que pode variar de 4% a
10%, resultando em seis a 12 dias a mais para a concepg¢do. Buso et al. (2018)
observaram 46 dias a mais no periodo de servigo e uma taxa de descarte de 19,4%
por RP, quando comparado a vacas saudaveis, além do aumento no niimero de
inseminagoes artificiais (IA) para as vacas se tornarem gestantes. Ha também uma
correlagdo da ocorréncia RP com a queda na produgdo leiteira (DUBUC et al.,
2011), chegando a 355 litros a menos nos primeiros 60 dias de lactacdo
(SHELDON; RYCROFT; ZHOU, 2004).

A RP tem incidéncia variando de 4% a 8%, sendo que podem ocorrer
maiores variagdes de acordo com o tipo de parto, nascimento de gémeos, influéncia
de agentes patogénicos, deficiéncia de vitamina E ou selénio e falhas na maturag¢ao
placentaria (SHELDON, 2019). A RP também predispde o animal a outras doengas,
ha dados de que 25% a 50% dos animais podem vir a apresentar metrite
(LEBLANC, 2008) e a ocorréncia de endometrite subclinica tem 3,15 vezes mais

chances (KASIMANICKAM et al., 2004).
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Doengas nao-uterinas, isto €, que ndo estdo relacionadas ao ttero, também
estdo associadas a problemas na eficiéncia reprodutiva. A mastite clinica até 28 dias
pos-parto (DPP) atrasa a ciclicidade normal do ovario e do estro (HUSZENICZA et
al., 2005), reduz a taxa de crescimento do foliculo ovariano (LAVON et al., 2011),
aumenta o numero de IA, diminui as chances de prenhez na primeira [A e aumenta
o periodo de servico (CAMPOS et al., 2020; DALANEZI et al., 2020). Outras
doengas como as respiratdrias, digestorias e metabdlicas como aumentos de acidos
graxos nao-esterificados (NEFA) e hipocalcemia subclinica também afetam a
retomada do ciclo estral e na taxa de prenhez por [A (RIBEIRO et al., 2013).
Ribeiro et al. (2016) demonstraram que doengas inflamatérias impactam
negativamente na fertilizacdo dos ovocitos, desenvolvimento inicial do embrido e
que podem persistir por mais de quatro meses.

Ao se observar o efeito destas doengas uterinas e nao-uterinas no ambiente
uterino, Horlock et al. (2020) mostraram que infecg¢des uterinas alteram a expressao
de genes relacionados a imunidade e inflama¢do do ambiente uterino, no istmo,
ampola e das células da granulosa por até trés meses apds a resolu¢do da doenga.
Este fato reforca a ideia de que regides do trato reprodutivo que ndo sdo afetadas
diretamente pela doenga, tenham sua contribui¢cdo com a ocorréncia de infertilidade
(RIBEIRO et al., 2016). Piersanti et al. (2019) verificaram que apds seis semanas
de resolugdo da metrite ainda permaneciam alteragdes no transcriptoma da
granulosa de foliculos dominantes e os autores acreditam que isso diminui a
qualidade dos o6citos e prejudica sua capacidade de desenvolvimento.

Campos et al. (2018) demonstraram que a mastite clinica provocou
importantes alteracdes na expressdo endometrial incluindo genes envolvidos na
resposta imune, em moléculas de adesdo celular e em vias de sinalizagdo, assim
como também observado na mastite subclinica (LAVON et al., 2011) alterando a
expressao génica das células da teca e granulosa.

A hipoétese deste estudo foi que vacas com RP e mastite clinica no pds-parto
apresentam piores indices reprodutivos por estas patologias interferirem na
imunidade inata endometrial e expressdo de receptores dos hormodnios
esteroidogénicos ao final do puerpério. Portanto, os objetivos com este estudo

foram: a) avaliar o efeito da RP e mastite clinica pos-parto na eficiéncia reprodutiva
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de vacas mestigas leiteiras (experimento 1); b) avaliar o efeito destas doencas na
imunidade inata endometrial e receptores dos hormonios esteroidogénicos
(experimento 2). Justifica-se a escolha da RP como doenga uterina por ela nao estar
mais presente ao final do puerpério € ndo provocar alteragdes clinicas evidentes por
tempo mais prolongado quando comparado a outras doengas uterinas, como a

endometrite clinica.

2 METODOLOGIA

Neste estudo foram realizados dois experimentos utilizando o total de 262
vacas mesticas Holandés x Gir oriundas de propriedades leiteiras comerciais do
estado de Minas Gerais, Brasil. Sendo 232 animas pertencentes a duas fazendas da
regido do Alto Paranaiba (experimento 1) e 30 animais pertencentes a trés fazendas

do Tridngulo Mineiro (experimento 2).

2.1 Experimento 1

Com o primeiro o experimento objetivou-se de avaliar o efeito da RP e da
mastite clinica pés-parto nos indices reprodutivos. Para tanto foram utilizadas 232
vacas com composicao genética variando de 3/4 Holandés 1/4 Gir a 7/8 Holandés
1/8 Gir de duas propriedades leiteiras, ambas criadas em sistema Compost barn no
periodo de 2017-2018. A divisdo dos grupos e os respectivos critérios de inclusdao
foram: a) grupo 1 (saudavel), vacas que ndo apresentaram nenhuma doenca
puerperal; b) grupo 2 (reten¢do de placenta — RP), vacas que ndo liberaram os
anexos fetais até 12 horas ap6s a paricao de acordo com Ferreira (2010); ¢) grupo 3
(mastite), vacas que apresentaram mastite clinica grau 1, de acordo com a definigdo
proposta por Roberson (2012), até o final do periodo voluntario de espera (30DPP).

Os animais receberam suplementagdao volumosa a base de silagem de milho
e pré-secado de Tifton 85, além do concentrado balanceado de acordo com a
producdo leiteira, d4gua e sal mineral ad libitum. A primeira fazenda com média de
90 vacas em lactagdo, com producdo diaria total de 2.400 litros de leite (27 kg de

leite/vaca/dia). A segunda fazenda possuia em média 215 animais em lactacdo com
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producdo diaria total de 8.000 litros de leite (37 kg de leite/vaca/dia). As vacas
eram ordenhadas trés vezes ao dia nas duas propriedades. Ambas fazendas
possuiam sistema de aspersao e ventilagdo na sala de espera da ordenha. A terapia
de secagem das vacas era feita aos 60 dias antes da data prevista para o parto € o
lote de vacas secas era mantido no Compost Barn recebendo dieta especifica para
esta fase, sendo constituida de volumoso, concentrado e suplementagao mineral.

O calendario sanitario, nas duas propriedades, obedeceu a legislacao
sanitaria estadual para bovinos contra febre aftosa e brucelose, acrescidas das
vacinas reprodutivas contra herpes virus bovino 1 (BoHV-1), virus da diarreia viral
bovina (BVDYV), leptospirose, além de raiva e das clostridioses. As vacas também
eram desverminadas duas vezes ao ano, com alternancia dos principios-ativos. As
vacas eram tratadas com somatotropina recombinante bovina (bST) a partir dos 60
DPP com intervalo de 14 dias entre as aplicagdes, até atingirem 190 dias de
gestacao.

No manejo reprodutivo, a [A era feita mediante observacdo de estro
(2x/dia), por cerca de 30 minutos. As vacas nao detectadas em estro eram
submetidas ao seguinte protocolo de IA em tempo fixo (IATF): Dia 0- inser¢ao do
dispositivo intravaginal de liberagdo lenta de progesterona (P4) contendo 1g desse
hormonio e injecao i.m. de 2,0 mg (2,0 ml) de benzoato de estradiol; Dia 7 - injecao
im. de 0,75 mg (3,0 ml) de cloprostenol sédico (PGF2a); Dia 9 - injecdo i.m. de
1,0 mg (0,5 ml) de cipionato de estradiol, de 0,5 mg (2,0 ml) de cloprostenol sodico
e retirada do dispositivo de P4; Dia 11 - IATF. As avaliagdes reprodutivas eram
feitas semanalmente nas propriedades com auxilio de aparelho de ultrassonografia
equipado com transdutor retal linear de 7,5-MHz (Mindray® modelo DP-2200
VET). As fémeas diagnosticadas com doenga pds-parto eram avaliadas
independente dos dias em lactagdo. O diagnoéstico de gestacao era realizado 32 + 4
dias ap6s a TA.

As varidveis avaliadas neste experimento foram a taxa de concep¢do na
primeira [A e porcentagem de vacas gestantes aos 150 dias pos-parto, o intervalo

parto-primeira IA e o periodo de servigo.

2.2 Experimento 2
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No segundo experimento objetivou-se avaliar a influéncia da RP e mastite
clinica pds-parto na imunidade inata endometrial e nos receptores esteroidogénicos.
Para tanto foram utilizadas 30 vacas leiteiras mesticas Holandés x Gir de trés
propriedades no periodo de 08/2019 - 02/2020. A divisao e critérios de inclusao
foram semelhantes ao experimento 1, ou seja: a) grupo 1 (saudéavel), dez vacas que
ndo apresentaram nenhuma doenga puerperal; b) grupo 2 (RP), dez vacas que ndo
liberaram os anexos fetais até 12 horas apds a paricao (FERREIRA, 2010); ¢) grupo
3 (mastite), dez vacas que apresentaram mastite clinica grau 1 apds o parto
(ROBERSON, 2012) até o final do periodo voluntario de espera (30DPP).

Os animais recebiam suplementacdo volumosa a base de silagem de milho,
além do concentrado balanceado, agua e sal mineral ad libitum. A fazenda 1 com
média de 280 vacas em lactagdo, com producao diaria total de 7500 litros de leite
(27 kg de leite/vaca/dia). A fazenda 2 com média de 270 vacas em lactagdo, com
produgdo diaria total de 6000 litros de leite (22 kg de leite/vaca/dia). E a fazenda 3
com média de 195 animais em lactagdo, com producao diaria total de 4200 litros de
leite (22 kg de leite/vaca/dia). Nas trés fazendas, as vacas eram ordenhadas duas
vezes ao dia, a terapia de secagem das vacas executada aos 60 dias antes da data
prevista para o parto com dieta especifica para esta fase, constituida de silagem de
capim. O calendario sanitdrio obedeceu a legislacao sanitaria estadual para bovinos,
além da vermifugagdo. As vacas eram tratadas com bST a partir dos 60 DPP com
intervalo de 14 dias entre as aplicagdes, até atingirem 190 dias de gestagao.

Entre 40 e 50 DPP foi realizado o exame clinico, exame ginecoldgico e
coleta de amostra endometrial por meio da técnica de escova endometrial
(citobrush), para avaliacdo da expressdo génica através da técnica de reacdo em

cadeia de polimerase em tempo real (QRT-PCR) e citologia endometrial.

2.2.1 Exame fisico geral e especifico do sistema genital feminino
No momento da coleta as vacas eram examinadas clinicamente quanto a
saude geral e parametros vitais de acordo com Feitosa (2008). Apenas vacas
clinicamente saudaveis no exame proposto foram inseridas no estudo. O ECC foi
avaliado no momento da coleta, numa escala de 1 a 5 pontos e subunidades de 0,25
(EDMONSON et al., 1989). O exame especifico do sistema genital foi realizado

pela palpacdo retal e avaliacdo ultrassonografica dos cornos uterinos para avaliagcdo
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da saude uterina e do fluido intrauterino (FIU), além da avaliagdo das
caracteristicas da secrecdo vaginal por meio do aparelho Metricheck®
(MCDOUGALL; MACAULAY; COMPTON, 2007, SHELDON; CRONIN;
BROMFIELD, 2019).

Em seguida, realizou-se a coleta de células endometriais pela técnica de
esfregaco endometrial cytobrush (KASIMANICKAM et al., 2004) para a confecg¢ao
de lamina para avaliagdo citologica e para realizagdo da qRT-PCR. Esta técnica
consiste na adaptagdo de uma escova cervical descartavel (labor import®) na ponta
de um aplicador de sémen de aco inoxidavel. Esse instrumento foi protegido por
uma bainha para inseminagdo e camisa sanitdria que eram trocados para cada
animal e o aplicador de inox era higienizado. Dessa forma, o cytobrush destinado a
realizacdo do qRT-PCR apds a coleta foi armazenado em tubo criogénico estéril
com tampa de rosca livre de DNAse, RNAse e metais pesados. No momento da
coleta as amostras foram armazenadas em botijao de transporte de nitrogénio
liquido com capacidade para 1 litro e, posteriormente, armazenado em ultrafreezer
vertical a -80° C. O cytobrush para a lamina de citologia apds a confeccdo da
mesma foi descartado.

As laminas de citologia endometrial foram coradas utilizando o kit Panotico
rapido (Laborclin®, Pinhais, Brasil), conforme recomendacdes do fabricante. A
leitura foi feita em microscopio Optico no aumento de 40X. Foram contadas 100
células e registrado o percentual de polimorfonucleares (PMN5) e células epiteliais.
A porcentagem de neutrofilos foi definida de acordo com Gilbert et al. (2005), ou

seja, uma propor¢ao maior ou igual a 5% foi considerada endometrite subclinica.

2.2.2 Técnica de reacido em cadeia de polimerase em tempo real (QRT-
PCR)

As extragoes de RNAs das amostras de cytobrush endometrial foram
realizadas no aparelho Maxwell® 16 Instrument (Promega, Madison, WI, USA)
juntamente com o kit de extracdo de RNA de tecido Maxwell® 16 LEV simply
RNA Tissue Kit (Referéncia: AS1280, Promega, Madison, WI, USA). Todas as
etapas seguiram as recomendacdes do fabricante, bem como foram utilizadas todas

as solugdes disponiveis no kit.



269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299

43

Aos tubos criogénicos contendo os cyfobrush foram adicionados 200 pl de
solugdo de homogeneizacdo e agitadas em voértex para recuperar a secregao
endometrial do cytobrush. Em seguida foram adicionados 200 ul de tampao de lise
e foram agitadas em voértex novamente. Os sobrenadantes foram coletados e
colocados nas cartridges (rack descartavel disponivel no kit). As cartridges foram
preparadas, utilizando todos os reagentes e posteriormente inseridas no aparelho
Maxwell® 16 Instrument para extragdo dos RNAs. Apds essa etapa, o RNA total
foi quantificado no Quantus™ Fluorometer utilizando o kit QuantiFluor® RNA
System (Referéncia: E3310, Promega, Madison, WI, USA), conforme
recomendacoes do fabricante.

A transcricdo reversa foi realizada utilizando o kit GoScript™ Reverse
Transcription System (Referéncia: A5001, Promega, Madison, WI, USA). Todas as
etapas foram realizadas de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Inicialmente Sul de Mix gDNA Removal foi previamente preparado com 10 ul da
respectiva amostra. Posteriormente essa mistura foi colocada no termociclador para
a primeira incubagdo. Enquanto isso o RT Mix foi preparado para ser misturado nos
tubos das amostras e incubados em termociclador novamente para a desnaturacao
da enzima transcriptase reversa. Ao final, o cDNA de cada amostra foi quantificado
no Quantus™ Fluorometer utilizando o kit Quantifluor™ ssDNA System
(Referéncia: E3190, Promega, Madison, WI, USA), respeitando as indica¢des do
fabricante e armazenado em freezer a -20°C até a utilizacdo em PCR em tempo
real.

A quantificacdo da expressdo relativa dos genes que codificam os
mediadores pro-inflamatorios ILIP, IL6, quimiocina CCLS, receptores dos
hormonios esteroidogénicos ESR1 (receptor de estrogénio o) e PGR foram
realizados no aparelho Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster, CA, USA), por meio do método comparativo de threshold
cycles (Ct). Foi utilizado o gene GAPDH como controle. A placa utilizada foi a de
96 pocos Axygen ® PCR-96 AB-C (Axygen 214 Scientific, Union City, CA, USA)
e as amplificacdes foram conduzidas em duplicata. As condigdes da reagao foram

determinadas em ciclos previamente padronizados de 50°C por 2 min, 95°C por 2
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minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, totalizando 2
horas.

Para a reacdo, utilizou-se o kit Quantinova™ Sybr® Green PCR, as
propor¢des dos reagentes utilizados no mix para cada amostra foram as seguintes:
Sul de sybr green PCR Master MIX, 1,0 ul de QN ROX Reference Dye, 0,2ul de
primer forward, 0,2ul de primer reverse, 1,6yl de agua livre de RNAse e 2,0ul de
cDNA na concentragdo de 35ng/ul, totalizando 10ul de reagdo. Os primers
utilizados para amplificar os genes IL1PB, IL6, quimiocina CCLS, receptores dos
hormdnios esteroidogénicos ESR1 e PGR estdo na tabela 1. O gene endogeno
selecionado foi o GAPDH, pois é expresso de forma estdvel em varias células
(VANDESOMPELE et al., 2002) e também em tecido uterino (WATHES et al.,
2009).

2.3 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica dos dados e confec¢do dos gréaficos foi utilizado o
programa estatistico GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EUA). O fator animal foi considerado como unidade experimental. Os dados foram
tabulados, inicialmente, em planilhas do programa Excel e a estatistica descritiva
foi apresentada em média, desvio-padrdo, erro padrao da média e porcentagem.

No experimento 1, para as variaveis qualitativas (taxa de concepgdo a
primeira IA e porcentagem de vacas gestantes aos 150 dias) utilizou-se o teste de
qui-quadrado e nas variaveis quantitativas (intervalo parto — primeira A e periodo
de servico) realizou-se o Teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados
apresentavam ou ndo distribuicdo paramétrica. As varidveis com distribuigao
paramétrica foram submetidas a analise de varidncia (ANOVA paramétrica) e pos-
teste de Comparacao Multipla de Bonferroni. As variaveis com distribuicdo nao-
paramétrica foram analisadas pelo teste de Kruskall-Wallis (Anova nao-
paramétrica) e pos-teste de Comparagdo Multipla de Dunn’s. A significancia
estatistica foi estabelecida como P<0,05.

No experimento 2, as varidveis quantitativas foram submetidas ao Teste de
Kolmogorov-Smirnov para verificar se apresentavam ou nao distribuicio

paramétrica. As varidveis com distribui¢do paramétrica foram submetidas a andlise
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de variancia (ANOVA paramétrica) e pods-teste de Comparacdo Multipla de
Bonferroni. As varidveis com distribuicdo ndo-paramétrica foram analisadas pelo
teste de Kruskall-Wallis (Anova ndo-paramétrica) e pos-teste de Comparacao

Multipla de Dunn’s. A significancia estatistica foi estabelecida como P<0,05.

3 RESULTADOS

3.1 Efeito da retencdo de placenta e mastite clinica nos indices

reprodutivos (experimento 1)

Das 232 vacas avaliadas, 79,3% (184/232) permaneceram sauddveis durante
o experimento e 20,7% (48/232) apresentaram alguma das duas doencgas pos-parto.
Das 48 vacas que adoeceram 9,5% (22/232) apresentaram casos de RP e 11,2%
(26/232) apresentaram mastite clinica.

O efeito da RP e mastite clinica nos indices intervalo parto-primeira IA e o
periodo de servico estd apresentado na figura 1. A RP e mastite clinica
apresentaram maior intervalo parto-primeira [A em comparagdo com vacas
saudaveis (P<0,0001). As médias para animais saudaveis, RP e mastite foram 51,3
+ 12,8 dias, 63,4 £ 14,3 dias e 62,4 + 14,8 dias, respectivamente (Figura 1A).
Também foi detectado efeito das doencas para o periodo de servico (P<0,0001)
sendo as médias para animais sauddveis, RP e mastite 86,3 + 65,0 dias, 117,1 +
41,9 dias e 144,4 + 79,5 dias, respectivamente (Figura 1B).

Verificou-se reducdo significativa (P=0,0062) na taxa de concep¢do na
primeira A dos grupos de vacas doentes comparados ao grupo de vacas saudaveis.
Fémeas saudaveis tiveram uma taxa de concepg¢ao a primeira IA de 41,3%, vacas
com RP e mastite clinica apresentaram concep¢ao de 13,6% e 19,2%,
respectivamente (Tabela 2). Aos 150 dias de lactagdo, 92,4% e 86,4%,
respectivamente, das vacas saudaveis e RP ja estavam gestantes. Em contrapartida,
das vacas que desenvolveram mastite clinica somente 53,8%, estavam gestantes aos

150 dias (Tabela 2).
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3.2 Influéncia da retencio de placenta e mastite clinica na imunidade
inata endometrial e receptores de hormonios esteroidogénicos

(experimento 2)

3.2.1 Parametros vitais e condiciio corporal dos animais
Todas as vacas estavam aparentemente saudaveis de acordo com o exame

clinico realizado. Os parametros vitais ¢ ECC estdo apresentados na Tabela 3.

3.2.1 Citologia endometrial
Dos 30 animais avaliados, 26,7% (8/30) apresentaram endometrite
subclinica (neutrdfilos > 5%) na leitura das laminas de citologia endometrial.
Dentro de cada grupo, 10% (1/10) foram pertencentes ao grupo saudavel, 40%
(4/10) ao grupo RP e 30% (3/10) ao grupo mastite clinica.

3.2.2 Expressao das interleucinas 1, 6 ¢ CCLS no endométrio bovino de
fémeas mesticas

As médias das expressoes dos genes IL1J, IL6 e CCLS5 estdo apresentadas

na Figura 2. A expressdo de mRNA do IL1J foi maior nos grupos com RP e mastite
clinica em relagcdo ao grupo saudavel (P=0,0234), ndo existindo diferenga entre os
grupos de doengas (Figura 2A). A expressdo de mRNA de IL6 foi menor no grupo
com RP diferindo dos grupos controle e mastite (P=0,043) (Figura 2B). Ja a
expressao de mRNA de CCLS5 ndo teve diferenga entre os trés grupos (P=0,2623)
(Figura 2C). As médias das expressdoes dos genes IL1B, IL6 e CCLS estdo

apresentadas na Figura 2.

3.2.3 Expressao dos receptores de estrogénio o e de progesterona no

endométrio bovino de fémeas mesticas

A média da expressdao de ambos os receptores de esterodides, PGR (P=0,924)
e ESR1 (P=0,1965), nao foi afetada pela presengca ou auséncia das doencas
avaliadas neste estudo. As expressdes dos receptores de hormodnios

esteroidogénicos ESR1 e PGR estdo apresentadas na Figura 3.
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4 DISCUSSAO

Este estudo foi capaz de testar algumas hipdteses relacionadas a
subfertilidade ou infertilidade em vacas leiteiras doentes no pos-parto e,
principalmente, reforcar que este efeito ocorre de maneira semelhante em vacas
mesticas dos cruzamentos oriundos de Gir x Holstein, que representam a grande
maioria de vacas ordenhadas no Brasil (ABCG, 2011). Este estudo corroborou com
diversos trabalhos na literatura que mostram o impacto das doengas e das
inflamag¢des na eficiéncia reprodutiva de vacas leiteiras e seus efeitos no
endométrio a longo prazo na reproducdo (CARVALHO et al., 2019; HORLOCK et
al., 2020; RIBEIRO et al., 2013, 2016; RIBEIRO; CARVALHO, 2017).

A incidéncia de RP no experimento 1 (9,48%) foi semelhante a apresentada
por Pandit (1981) na India (8,9%) em vacas Gir e seus cruzamentos e, inferior as
relatadas por Buso et al. (2018) de 14,5% em vacas Girolando, por Nobre et al.
(2012) de 12,8% em vacas mestigas holandés zebu, Fernandes et al. (2000) de
12,9% em vacas holandesas e Rezende, Campos e Santos (2013) que relataram
13,75% de RP em vacas holandesas. Islam et al. (2012) citam que a raga tem
influéncia direta na ocorréncia de RP, sendo que vacas mesticas indianas tiveram as
maiores incidéncias (/0,5%) quando comparadas as indianas puras (2,7%).

A incidéncia de mastite clinica neste estudo foi semelhante a apresentada
por Ribeiro et al. (2013) em vacas leiteiras mesticas (/2,9%) e Ribeiro et al. (2016)
em vacas Holandesas (10,6%).

Em nosso estudo, ao se analisar a taxa de prenhez na primeira IA observou-
se uma queda na média de até 27% na concepcao a primeira IA em vacas com RP e
de até 22% em vacas com mastite clinica, demonstrando os efeitos negativos desses
processos inflamatorios na eficiéncia reprodutiva de vacas mesticas leiteiras. Buso
et al. (2018) relataram que RP em vacas Girolando prolongou o periodo de servigo,
sendo 46 dias mais longo do que para vacas saudaveis. Em contrapartida,
endometrite subclinica ndo afetou a taxa de concepg¢do a primeira IA e na
porcentagem de gestacdo aos 150 dias em vacas Girolando (CARNEIRO et al.,
2014).

Os efeitos negativos das doengas na eficiéncia reprodutiva sao multifatoriais

e ainda necessitam de maiores esclarecimentos (BROMFIELD et al., 2015;
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RIBEIRO et al., 2016; SHELDON, 2019). Segundo Bromfield et al. (2015) e
Karsch et al. (2002), as doencas, em virtude da presenca do patdogeno e ativagdo da
resposta imune, provocam alteragdes nas vias necessarias para a fungdo ovariana e,
desta forma, causam um impacto negativo na fertilidade, como atraso no
crescimento do foliculo dominante, reduc¢do na liberagdo de GnRH e pulsatilidade
do LH e alteram a sintese endometrial de PGF2a para PGE2. As interleucinas como
a IL6 e a TNF- o perturbam a esteroidogénese das células foliculares dos ovarios de
vacas (ALPIZAR; SPICER, 1994; SPICER, 1998) e a ILIB infundida
intracerebroventriculamente por 4 a 6 dias causa interrupgao total do ciclo estral e
inibi¢do da ativagdo de neurdnios GnRH em ratos (RIVEST; RIVIER, 1993), além
da diminuicao e at¢ mesmo bloqueando a liberagdo de LH e FSH (KALRA; SAHU;
KALRA, 1990; RIVESTT et al., 1993).

Além disso, as doengas inflamatorias, sejam elas uterinas ou ndo-uterinas,
podem provocar alteragdes significativas nas expressoes de importantes genes
envolvidos na resposta imune endometrial, como em moléculas de adesao celular e
de vias de sinalizagdo. Campos et al. (2018) demonstraram estes efeitos com
infusdes experimentais intramamarias de lipopolissacarideos (LPS) em wvacas
Holandesas e Ribeiro et al. (2016) em genes estimulados por interferon (ISG) em
leucocitos de sangue periféricos.

Em nosso estudo, os efeitos negativos da RP e mastite clinica no intervalo
parto — primeira IA e no periodo de servigo foram notoérios nas vacas mesticas.
Houve comprometimento do desempenho reprodutivo provocado pelas doengas,
aumentando o tempo para se tornarem gestantes. Esses resultados corroboraram
com outros estudos a campo que mostram o efeito negativo da mastite clinica na
eficiéncia reprodutiva de vacas Holandesas aumentando as chances de
reinseminacdo em 20% quando mastite ocorreu antes da primeira 1A, reduzindo
numeros de A por concepgao de 50% para até 20% e apresentando dias em aberto
de 84 dias para até 160 dias (CAMPOS et al., 2020; DAHL et al., 2017; HUDSON
etal., 2012; REMNANT et al., 2019).

Os resultados do experimento 2 evidenciaram uma ocorréncia de 26,7% dos
animais apresentando endometrite subclinica, semelhante ao descrito por Buso et al.

(2018) de 27,49% de endometrite subclinica em 462 vacas leiteiras Girolando na
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mesma regido do presente estudo (Minas Gerais). Esses valores sdo menores que os
encontrados em vacas Holandesas com 40-60 DPP por Gilbert et al. (2005) de 53%
de prevaléncia (n=141) e semelhantes aos encontrados por Cheong et al. (2011) que
encontraram 25% de vacas Holandesas com endometrite subclinica (n=779) com
40-60 DPP.

A expressdo da quimiocina CCLS5 foi semelhante entre os grupos com e sem
doenga uterina/nao-uterina ¢ do gene IL6 foi significativamente menor no grupo
RP. Porém, a expressao de IL1p foi significativamente maior em grupos de vacas
doentes comparado ao grupo saudavel. Esse ultimo achado corrobora com o
resultado apresentado por Fischer et al. (2010) que trabalharam com um grupo de
vacas Holandesas saudaveis (n=9), com endometrite clinica (n=9) e subclinica
(n=9) e observaram diferenga na expressao de IL1B em vacas saudaveis em
comparagdo com vacas com endometrite clinica ou subclinica, aumentando em
vinte ¢ 5 vezes mais a expressio na endometrite subclinica e clinica,
respectivamente. A ILIP ¢ uma citocina importante, pois ativa células vasculares
endoteliais, promove infiltragao de células inflamatorias (DINARELLO, 2002) e
estimula a liberacdo de proteinas de fase aguda como haptoglobina, proteina
amiloide sérica A, ceruloplasmina e proteina C reativa pelo figado (HEINRICH;
CASTELL; ANDUS, 1990).

No presente estudo, as coletas foram feitas em uma média de 45 dias pos-
parto, diferentemente de Fischer et al. (2010) que realizaram coletas mais recentes
no puerpério (21-27 DPP), demonstrando que os efeitos na expressao da IL1p pode
se estender por mais tempo apoés o evento doenca. Fagundes et al. (2019)
verificaram que ndo houve diferencas nas expressdes da quimiocina CCL5 em
vacas comparando regides carunculares e intercarunculares do epitélio endometrial
em graus de inflamag¢do ausente e leve, porém a expressio foi maior nos
endométrios com inflamacdo grave quando comparados aos grupos sem € com
inflamagao leve. Em nosso estudo ndo houve diferenga na expressdo da quimiocina
CCLS entre os trés grupos estudados.

O efeito persistente da doenca no endométrio foi muito bem evidenciado por
Horlock et al. (2020), que verificaram que, mesmo apos trés meses da infusdo

experimental de agentes patogénicos Escherichia coli ou Trueperella pyogenes no
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utero de novilhas, ainda permaneciam alteragdes no transcriptoma do endométrio e
em regides distantes da infeccdo. Esses autores acreditam que vérias regides do
trato reprodutivo possam contribuir com a infertilidade observada apos a doenga
uterina. Horlock et al. (2020) também verificaram poucas transcrigdes para IL6,
semelhante ao observado no presente estudo.

Na pesquisa de Ishikawa et al. (2004), avaliando vacas dois meses antes e
depois do parto, observaram que vacas holandesas com RP apresentaram
concentracdes sanguineas de IL6 menores que o grupo normal, semelhante ao
presente estudo em que o grupo RP teve menores expressdes de IL6 em relagdo ao
grupo saudavel. Esses autores acreditam que niveis sanguineos pré-parto reduzidos
de IL6 sejam uma ferramenta para prever RP apds o parto.

Ha trabalhos na literatura que relatam a supressdo pela progesterona de
diversas citocinas e outras moléculas imunoestimulatorias no tutero, como a
prostaglandina F2alfa (PGF2a), 6xido nitrico, IL8, IL6, IL12 e leucotrieno B4
(LEWIS; WULSTER-RADCLIFFE, 2006; SEALS; WULSTER-RADCLIFFE;
LEWIS, 2002; WULSTER-RADCLIFFE; SEALS; LEWIS, 2003). Entretanto,
pouco se conhece sobre o efeito da doenga intra-uterina e extra-uterina na expressao
génica dos receptores de esteroides ESR1 e PGR, sendo que neste estudo nao se
observou interferéncia do fator doenga na expressdo destes receptores em vacas
mesticas.

De forma geral, os dados mais recentes da literatura sdo consistentes em
mostrar que as doengas uterinas interferem na reproducdo. As doencas uterinas
estdo associadas a alteragdes no transcriptoma da granulosa e na qualidade dos
odcitos (PIERSANTT et al., 2019). Vacas com endometrite clinica induzida tem
odcitos com menores capacidades de atingir o estagio de morula ap6s a fertilizacdo
in vitro (FIV) (DICKSON et al., 2020). Além disso, Piersanti et al. (2020)
demonstraram que em até 60 dias ap6és a infeccdo por endometrite clinica
experimental foram encontradas alteracdes no transcriptoma de odcitos e
correlagdes negativas com a expressdo endometrial de IL6, afetando a capacidade
de desenvolvimento dos oocitos. Os resultados encontrados no presente estudo
(exp.1) mostraram que vacas leiteiras mesti¢cas Gir x Holandés, que apresentam

doencas uterinas ou extra-uterinas, apresentam baixa eficiéncia reprodutiva
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semelhante ao reportado em vacas leiteiras especializadas da raga Holandesa. Além
disso, observaram-se alteracdes persistentes no ambiente endometrial (exp.2),
avaliadas ao final do puerpério, sugerindo que este possa ser um dos fatores que
contribuem negativamente na eficiéncia reprodutiva destes animais.

Na avaliagdo do efeito das doengas (RP, mastite clinica) estudadas no
endométrio, as principais diferengas foram observadas na expressdo génica da
citocina IL1B e IL6, no entanto, entende-se que para uma melhor compreensao
destes eventos, um nimero maior de mediadores inflamatorios e receptores devem
ser avaliados. Diante dessas informacdes poder-se-a4 propor novas terapias e
prevencdes para uma melhora nos indices reprodutivos e fertilidade de vacas em
propriedades leiteiras. Além disso, compreender melhor por quanto tempo apds o

parto ainda ocorre esse efeito negativo no ambiente uterino.

5 CONCLUSOES

Concluiu-se que vacas com retengdo de placenta e mastite clinica no pds-
parto apresentam piores indices reprodutivos, alteragdo na expressao génica
endometrial das citocinas IL1P e IL6 e ndo apresentam alteragdo na expressdo de

receptores dos hormonios esteroidogénicos ao final do puerpério.
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Tabela 1 — Sequéncia dos primers para amplificacio de RNAm por reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR)

Gene Dire¢ado do primer Sequéncia do primer
IL1P Forward ACGAGTTTCTGTGTGACGCA
Reverse TGCAGAACACCACTTCTCGG
IL6 Forward GGGCTCCCATGATTGTGGTA
Reverse GTGTGCCCAGTGGACAGGTT
CCL5 Forward CATGGCAGCAGTTGTCTTTATCA
Reverse CTCTCGCACCCACTTCTTCTCT
ESR1 Forward CAGGCACATGAGCAACAAAG
Reverse TCCAGCAGCAGGTCGTAGAG
PGR Forward TCCCCCCACTGATCAACTTG
Reverse TCCGAAAACCTGGCAGTGA
GAPDH Forward GGTCACCAGGGCTGCTTTTA
Reverse TTCCCGTTCTCTGCCTTGAC

Nota: IL1B — Interleucina 1B; IL6 — Interleucina 6; CCL5 — Ligante da quimiocina 5; ESR1 —
Receptor de estrogénio a; PGR — Receptor de progesterona; GAPDH — Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase.
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Intervalo parto - primeira IA Periodo de servigo
A a P<0.0001 B . P<0.0001
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Figura 1 - Efeito da retencdo de placenta e mastite no intervalo parto — primeira IA
(A) e periodo de servico (B). Letras diferentes indicam diferenga estatistica por
one-way ANOVA e pos-teste de comparacdo multipla de Bonferroni (A). Letras
diferentes indicam diferenga estatistica por Kruskall-Wallis e pos-teste de
compara¢do Multipla de Dunn’s. Ambos os testes a 5% de significancia (P<0,05).
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Tabela 2 - Efeito da retencdo de placenta (RP) e mastite clinica na taxa de

concepgdo e na porcentagem de vacas gestantes aos 150 dias de lactacao.

Saudavel RP Mastite P valor
Concepgio 1° 1A (%) 41,3*(76/184) 13,6"(3/22) 19,2°(5/26)  0,0062
Gestantes aos 150 dias (%) 92,4* (170/184) 86,4* (19/22) 53,8° (14/26) <0,0001

Nota: Letras diferentes indicam diferenga estatistica a 0,05% de significancia (Teste de qui-
quadrado).
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Tabela 3 — Médias e desvio padrao dos parametros vitais avaliados e escore de
condig¢do corporal dos animais pertencentes aos trés grupos do experimento dois.

Saudavel RP Mastite P-valor
Freq. respiratéria (mpm) 48,35+ 10,78 54,43 +£19,59 52,36+ 18,81 0,2615
Freq. cardiaca (bpm) 68,80+ 18,46 71,65+24,57 71,43+22,33 0,1121
Freq. ruminal (mov/3min) 2,0£0,0 2,2+0,7 22+0,8 0,7443
Temperatura (°C) 38,3+0,4 38.4+0,6 38,3+0,5 0,6044
ECC (1 -5) 2,94 +£0,11 2,87 +0,18 3,02+0,32 0,6517

Nota: Bpm, batimentos por minuto; mpm, movimentos por minuto; mov/3min, movimentos
ruminais completos em 3 minutos. Teste de one way-ANOVA com pos-teste de Bonferroni (FR, FC
e temperatura) e Kruskal-Wallis com pods-teste de comparagdo multipla de Dunn’s. Todos os testes
com significancia de 5% (P<0,05).
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Figura 2 - Expressdo dos transcritos dos genes IL1f3, IL6 e CCLS5 de fémeas
bovinas. Letras diferentes indicam diferenca estatistica por one-way ANOVA e pos-

teste de comparagdo multipla de Bonferroni com 5% de significancia (P<0,05).
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Figura 3 - Expressdo dos receptores de esteroides de fémeas bovinas. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica por one-way ANOVA com o pos-teste de
comparac¢do multipla de Bonferroni a 5% de significancia (P<0,05).
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ANEXO 1: Certificado da comissdo de ética na utilizagdo (CEUA) da

Universidade Federal de Uberlandia

@ Universidade Federal de Ubedandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduago
Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)
Rua Ceard, S/M - Bloco 2T, sala 113 — CEP 38405-315
Campus Umuarama — Uberlandia™G — Ramal (VolP) 3423;
e-mail: ceva@propp.ufu br; www. comissoes. propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 128/17 DA COMISSAQ DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUAMFU 00317

Projeto Pesguisa: Ocoméncia de doengas no peri-parto pode comprometer
resposta imune uterina inata e a eficiéncia reprodutiva de vacas |eiteiras
mesticas?.

Pesquisador Responsavel: Ricarda Maria dos Santos
O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com

animais nos limites da redagdo e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatorio final.

Situag@o: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

0OBS: A CEUAMFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AQ CEUA PARA FINS DE
AMALISE E APROVACAD DA MESMA.

Uberléndia, 19 de julho de 2017.

, -
.
sl !

Prof. Dr. Liicio Vilela Cameiro Girfio
Coordenador da CEUAMLFU
Dortaria n® 665/17
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ANEXO 2: Normas para a publicagdo da revista Ciéncia Rural

Normas para publicacido

ESCOPO:

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da
Universidade Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes
bibliograficas e notas referentes a area de Ciéncias Agrarias, que deverdo ser
destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisdes e notas devem ser encaminhados via eletronica e
editados preferencialmente em idioma Inglés. Os encaminhados em Portugués
poderao ser traduzidos apos a 1° rodada de avaliagdo para que ainda sejam
revisados pelos consultores ad hoc e editor associado em rodada subsequente.
Entretanto, caso nao traduzidos nesta etapa e se aprovados para publicagdo, terdo
que ser obrigatoriamente traduzidos para o Inglés por empresas credenciadas
pela Ciéncia Rural e obrigatoriamente terdo que apresentar o certificado de
traducdo pelas mesmas para seguir tramitacdao na CR.

Empresas credenciadas:

- American Journal Experts (http://www.journalexperts.com/)

- Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/)

- BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com)

- Edanz (http://www.edanzediting.com)

- Editage (http://www.editage.com.br/) 10% discount for CR clients. Please inform
Crural10 code.

- Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for
special rates.

- GlobalEdico (http://www.globaledico.com/)

- JournalPrep (http://www.journalprep.com)

- Liberty Medical Communications (http://libertymedcom.com/)

- Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)

- Readytopub (https://www.readytopub.com/home)

LIMITE DE PAGINAS:

Todas as linhas deverao ser numeradas e paginadas no lado inferior direito. O
trabalho devera ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm com, no méximo, 25
linhas por pagina em espago duplo, com margens superior, inferior, esquerda e
direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O méximo de paginas
serd 15 para artigo cientifico, 20 para revisao bibliografica ¢ 8 para


http://www.journalexperts.com/
http://www.bioedit.co.uk/
http://www.biomedproofreading.com/
http://www.edanzediting.com/
http://www.editage.com.br/
http://www.enago.com.br/forjournal/
http://www.globaledico.com/
http://www.journalprep.com/
http://libertymedcom.com/
http://www.proof-reading-service.com/pt/
https://www.readytopub.com/home

950
951
952

953
954
955
956

957

958

959
960
961
962
963
964
965
966
967
968
969

970
971
972
973
974
975
976
977
978

979
980
981
982
983
984
985
986
987
988

989

990

67

nota, incluindo tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser
disponibilizados ao final do texto e individualmente por pagina, sendo que nao
poderdo ultrapassar as margens ¢ nem estar com apresentacio paisagem.

Tendo em vista o formato de publicagdo eletronica estaremos considerando
manuscritos com paginas adicionais além dos limites acima. No entanto, os
trabalhos aprovados que possuirem paginas excedentes terdo um custo adicional
para a publicacdo (vide taxa).

ESTRUTURA:

3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes

tépicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key
words; Introducao com Revisao de Literatura; Material e Métodos; Resultados e
Discussdo ou resultados/discussA£o (juntos); Conclusio; Referéncias e Declaragio
de conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentagdo; Contribuicdo dos
autores; Fontes de Aquisi¢do; Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranga
devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e
animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovaciao de um
comité de ética institucional ja na submissdo. Alternativamente, pode ser enviado
um dos modelos ao lado (Declaracio Modelo Humano, Declaracio Modelo
Animal).

4. A revisao bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes
topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key
words; Introdu¢ao; Desenvolvimento; Conclusao; Referéncias e Declaragao de
conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Contribuicao dos autores;
Fontes de Aquisi¢do e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranc¢a devem
aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais
obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovaciao de um comité de
ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode ser enviado um dos
modelos ao lado (Declaracao Modelo Humano, Declaracio Modelo Animal).

5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem
subdivisao, porém com Introdugdo; Metodologia; Resultados e Discussado e
Conclusdo; podendo conter tabelas ou figuras); Referéncias e Declaracdo de
conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentagao; Contribui¢do dos autores;
Fontes de Aquisi¢do e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem
aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais
obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacio de um comité de
ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode ser enviado um dos
modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

COVER LETTER:


http://coral.ufsm.br/ccrrevista/taxas_extras.htm
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo1a.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo1a.pdf
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo3a.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo3a.pdf
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo2a.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo2a.pdf
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal.doc
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991 6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as
992  seguintes informagdes em inglés, exceto para artigos submetidos em
993  portugués (lembrando que preferencialmente os artigos devem ser submetidos em
994  inglés).
995
996  a) What is the major scientific accomplishment of your study?
997  b) The question your research answers?
998  ¢) Your major experimental results and overall findings?
999  d) The most important conclusions that can be drawn from your research?
1000  e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for
1001  review?
1002
1003  Para maiores informagdes acesse o seguinte tutorial.

1004 7. Nao serao fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato
1005  pdfno endereco eletronico da revista www.scielo.br/cr.

1006
1007 TITULOS:

1008 8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) -

1009  inglés e portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo
1010  do artigo deve ser maitscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas
1011 e nomes cientificos no titulo. O nome cientifico s6 deve ser empregado quando
1012 estritamente necessario. Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais
1013 segdes quando necessarios.

1014 9. As citagdes dos autores, no texto, deverao ser feitas com letras maitsculas

1015  seguidas do ano de publicacdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de

1016  acordo com os reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996),
1017  como uma ma formacao congénita (MOULTON, 1978).

1018  10. Nesse link ¢ disponibilizado o arquivo de estilo para uso com o

1019  software EndNote (o EndNote ¢ um software de gerenciamento de referéncias,
1020  usado para gerenciar bibliografias ao escrever ensaios e artigos). Também ¢

1021  disponibilizado nesse link o arquivo de estilo para uso com o software Mendeley.
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2016. doi: 10.1590/0103-8478cr20150705 (Artigo publicado eletronicamente).

11.5. Resumos:
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graduacgdo e Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p.236. (OBS.: tentar evitar esse tipo de
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11.6. Tese, dissertagao:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas
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11.7. Boletim:

ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sao Paulo : Departamento de Producao
Animal, 1942. 20p. (Boletim Técnico, 20). (OBS.: tentar evitar esse tipo de
citagdo).

11.8. Informacao verbal:

Identificada no proprio texto logo apos a informacao, através da expressao entre
parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal).
Ao final do texto, antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endereco completo
do autor (incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de apresentacdo na qual foi
emitida a informacao.

11.9. Documentos eletronicos:

MATERA, J.M. Afeccoes cirurgicas da coluna vertebral: analise sobre as
possibilidades do tratamento cirirgico. Sdo Paulo : Departamento de Cirurgia,
FMVZ-USP, 1997. 1 CD. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacao).

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL
ANIMAL VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech
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Online. Available from: <http://www.zh.com.br/especial/index.htm>. Accessed:
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ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low
and conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas,
(Ireland), v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE.
1994-2000. Online. Available from: <http://www. Medscape.com/server-
java/MedlineSearchForm>. Accessed: Mar. 18, 2007.

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Anélise comparativa entre duas técnicas de
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SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997,
Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias -
UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC. (OBS.: tentar evitar
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DESENHOS, GRAFICOS E FOTOGRAFIAS:

12. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o numero de
ordem em algarismos ardbicos. A revista nao usa a denominagao quadro. As figuras
devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos, as figuras e
osgraficos (com largura de no maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico
sempre em qualidade maxima com pelo menos 300 dpi em extensdo .tiff. As tabelas
devem conter a palavra tabela, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e
ndo devem exceder uma lauda.

13. Os conceitos e afirmacdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade
do(s) autor(es).

14. Sera obrigatdrio o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O
artigo ndo tramitard enquanto o referido item ndo for atendido. Excepcionalmente,
mediante consulta prévia para a Comissao Editorial outro expediente podera ser
utilizado.

15. Lista de verificagdo (Checklist .doc, .pdf).

16. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagao.

17. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o
encaminhamento de uma justificativa pelo indeferimento.

18. Em caso de davida, consultar artigos de fasciculos j& publicados antes de
dirigir-se a Comissdo Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar a taxa de tramitacdo. Artigos
reencaminhados (com decisiio de Reject and Ressubmit) deverdo pagar a taxa de
tramitagdo novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo ndo terdo a taxa
de tramitacao reembolsada.

20. Todos os artigos submetidos passardo por um processo de verificacdo de plagio
usando o programa “Cross Check”.

CONTRIBUICAO DOS AUTORES:

21. Contribuicao dos autores

Para se qualificar para a autoria do manuscrito submetido, todos os autores listados
deveriam ter contribuicdes intelectuais substanciais tanto para a pesquisa quanto
para sua preparacao. Por favor, use um dos exemplos abaixo ou faga o seu.

Exemplo um

RW, RA e RCNO conceberam e projetaram experimentos. WC, LM e AA
realizaram os experimentos, BB realizou as analises laboratoriais. BB
supervisionou e coordenou os experimentos com animais e forneceu dados clinicos.
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BB realizou analises estatisticas de dados experimentais. WC, MB e NO
prepararam o rascunho do manuscrito. Todos os autores revisaram criticamente o
manuscrito e aprovaram a versao final.

Exemplo dois

Todos os autores contribuiram igualmente para a concepgao e redacao do
manuscrito. Todos os autores revisaram criticamente 0 manuscrito € aprovaram a
versao final.

Exemplo trés
Os autores contribuiram igualmente para o manuscrito

ORCID:

22. O ORCID (Open Research and Contributors Identification) permite a criagdo
de identificadores digitais unicos (ORCID ID) para pesquisadores, facilitando a
identificacao nacional e internacional do pesquisador e sua produgao.

Dessa forma recomendamos que todos os autores de cada submissdo adotem o
registro ORCiD em suas publicagdes.

72



