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1 INTRODUÇÃO 
 

A produção leiteira brasileira chegou em 2018 aos 16,36 milhões de animais 

ordenhados com uma produção de 33,84 bilhões de litros de leite (BRASIL, 2019). Para 

que ocorra maximização dessa produção e uma nova gestação anualmente, é necessário 

que haja uma rápida recuperação do ambiente uterino durante o período pós parto 

(SHELDON, 2015), resultando em um bom desempenho reprodutivo para que se tenha 

lucratividade na produção leiteira (STANGAFERRO; WIJMA; GIORDANO, 2019). O 

período periparto compreende as três semanas anteriores e as três semanas posteriores 

ao parto e é marcada pela redução no consumo de alimento e o aumento na demanda de 

nutrientes para crescimento do concepto e síntese de leite (GRUMMER, 1995). Sendo 

assim, o animal é submetido a situações de extremas exigências metabólicas 

(LEBLANC, 2020). 

As infecções uterinas são responsáveis por perdas à longo prazo (CARVALHO 

et al., 2019), pois a eficiência reprodutiva do animal fica comprometida, havendo a 

necessidade de maior número de serviços por concepção, aumentando o número de 

inseminações (FOURICHON; SEEGERS; MALHER, 2000) e muitas vezes descarte 

dos animais acometidos (LEWIS, 1997). Infecções bacterianas uterinas são importantes 

porque interrompem a função do útero e ovários, assim como dos centros de controle no 

hipotálamo e pituitária (SHELDON; DOBSON, 2004), bloqueia a sinalização 

endócrina, interfere na capacidade do endométrio em suportar o desenvolvimento e 

implantação de embriões e desregula os ovários resultando em menor qualidade 

oocitária (BROMFIELD et al., 2015). Também alteram a expressão de genes 

relacionados à inflamação e imunidade no ambiente uterino, no istmo, ampola e nas 

células da granulosa por até três meses após a resolução da doença (HORLOCK et al., 

2020), além de afetar na fertilização dos ovócitos e no desenvolvimento inicial do 

embrião por mais de quatro meses (RIBEIRO et al., 2016).  

A granulosa de folículos dominantes apresentam alterações no transcriptoma 

após seis semanas da resolução de um caso de metrite (PIERSANTI et al., 2019) assim 

como também alterações no transcriptoma de oócitos 60 dias após a resolução de 

endometrite (PIERSANTI et al., 2020). Dickson et al. (2020) observaram em vacas com 

endometrite induzida oócitos com baixa capacidade de atingir o estágio de mórula após 

fertilização in vitro (FIV). Buso et al. (2018) relataram taxa de descarte de 19,4% para 
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as vacas com retenção de placenta (RP) e, estas apresentaram 46 dias a mais no período 

de serviço quando comparado a vacas saudáveis, além do aumento no número de 

inseminações para se tornarem gestantes. Além disso, a ocorrência de RP predispõe o 

animal a doenças como a metrite, (até 50% de chances) e a endometrite subclínica, 

(3,15 vezes mais chances) (KASIMANICKAM et al., 2004; LEBLANC, 2008). 

Durante o parto, as barreiras físicas 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 involução uterina após o parto, o útero é contaminado 

por bactérias ambientais as quais são eliminadas no processo de involução uterina 

normal (MARQUES JÚNIOR; MARTINS; BORGES, 2011). Alterações nos 

mecanismos de defesa local e, por consequência, persistência, ou aderência, das 

bactérias patogênicas comprometem o ambiente uterino resultando em diferentes 

quadros de infecção uterina (SHELDON et al., 2009; SHELDON; DOBSON, 2004). O 

estabelecimento, a gravidade e a persistência dos diferentes tipos de infecção são 

influenciados pela condição do ambiente uterino, por fatores genéticos, além das 

imunidades inata e adquirida (WILLIAMS et al., 2007). 

O sistema imune inato é o principal responsável por combater a contaminação 

bacteriana do útero por uma variedade de defesas anatômica, fisiológica e fagocítica. As 

barreiras fisiológicas incluem as grandes quantidades de muco secretado pela vagina, 

cérvix e, em particular, durante o estro. A barreira fagocitária é fornecida pela invasão 

de neutrófilos, em resposta ao desafio bacteriano, que são as células fagocíticas mais 

importantes a serem recrutadas a partir da circulação periférica para o lúmen do útero, 

internalizando e eliminando as bactérias, e contribuindo para a formação de pus quando 

os fagócitos morrem (SHELDON; DOBSON, 2004). 

Após injúria tecidual os mediadores inflamatórios são liberados gerando os 

sinais de inflamação que são dor, calor, rubor, intumescência e perda de função. Dentre 

os mediadores inflamatórios incluem as citocinas como as interleucinas (IL) 1β, IL6 e 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), quimiocinas como IL8 e prostaglandina E2. 

Esses mediadores vão direcionar a resposta inflamatória, atrair e ativar células imunes, 

como neutrófilos e macrófagos para retirar as células hospedeiras danificadas e 

microorganismos. Várias citocinas estão envolvidas na inflamação, algumas com várias 

funções (SHELDON et al., 2014). Citocinas são moléculas de sinalização que regulam a 

inflamação, imunidade e hematopoiese. E as quimiocinas são proteínas que estimulam a 
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quimiotaxia, que é o deslocamento dos leucócitos aos locais de infecção (SHELDON; 

CRONIN; BROMFIELD, 2019).  

Além disso, doenças não-uterinas também estão relacionadas a baixa eficiência 

reprodutiva como, por exemplo, a mastite. Ahmadzadeh et al. (2009) demonstraram 

aumento dos dias em aberto e do serviço por concepção em vacas acometidas por 

mastite. Resultados semelhantes aos encontrados por Santos et al. (2004) em que, vacas 

com mastite tiveram menores taxas de concepção na primeira IA, mais dias em aberto, 

maiores taxas de aborto e aumento de chances de abate por baixa eficiência. Mastite 

também reduz as taxas de crescimento do folículo ovariano (LAVON et al., 2011) e 

altera expressões de genes envolvidos na resposta imune endometrial, como moléculas 

de adesão celular e vias de sinalização (CAMPOS et al., 2018). A taxa de prenhez por 

inseminação também é afetada por doenças respiratórias, digestivas e metabólicas, 

como a hipocalcemia (RIBEIRO et al., 2013). Além disso, a fertilização dos ovócitos e 

desenvolvimento inicial do embrião também é afetado por doenças inflamatórias 

(RIBEIRO et al., 2016). Animais afetados por laminite e cetose também precisam de 

mais inseminações e apresentaram maior intervalo entre parto e concepção quando 

comparados com vacas saudáveis (MELLADO et al., 2018). 

Com isso, a hipótese deste estudo foi que vacas com RP e mastite clínica no pós-

parto apresentam piores índices reprodutivos por estas patologias interferirem na 

imunidade inata endometrial e expressão de receptores dos hormônios esteroidogênicos 

ao final do puerpério. Portanto, os objetivos com este estudo foram: a) avaliar o efeito 

da RP e mastite clínica pós-parto na eficiência reprodutiva de vacas mestiças leiteiras 

(experimento 1); b) avaliar o efeito destas doenças na imunidade inata endometrial e 

receptores dos hormônios esteroidogênicos (experimento 2). Justifica-se a escolha da 

RP como doença uterina por ela não estar mais presente ao final do puerpério e não 

provocar alterações clínicas evidentes por tempo mais prolongado como a endometrite 

clínica.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

Um sistema imunológico adequado protege as vacas de uma variedade de 

organismos patogênicos. Para que isso ocorra adequadamente há uma dinâmica de 

tecidos, células e moléculas que podem ser classificadas em imunidade inata e 

adaptativa ou adquirida. O sistema inato é a resposta rápida que acontece segundos após 

a exposição ao patógeno, respondendo a qualquer lesão tecidual e neutralizando uma 

ampla variedade de microrganismos. O sistema adaptativo é atrasado em relação a 

imunidade inata podendo levar dias para apresentar uma resposta, isso porque ela é mais 

específica a patógenos e pode ser aumentada pela repetição a exposição ao mesmo. Para 

que ocorra proteção ideal os dois sistemas devem trabalhar em sinergia (SORDILLO, 

2016). Nessa dissertação será dada maior ênfase nas inflamações uterinas e na 

imunidade inata bovina. 

2.1 Imunidade Inata 

Nos animais existem barreiras que tentam impedir a entrada do patógeno que 

incluem pele, lágrima 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 rápida por mecanismos celulares e químicos. Assim que o 

organismo percebe que existem componentes diferentes do habitual a imunidade inata é 

capaz de centralizar as células da inflamação para eliminar o microorganismo, por isso 

um animal não está sempre doente (TIZARD, 2019). Vários fatores causam a 

inflamação, como tecido lesado, invasão microbiana e geram sinais como vermelhidão, 

edema, calor, dor, perda de função do tecido. Isso vai aumentar a permeabilidade do 

tecido vascular (endotélio) que vai extravasar os componentes séricos e células imunes 

para finalizar a inflamação e reparar tecidos. Porém a produção exagerada de citocinas 

pode levar a problemas fatais, como doenças autoimunes (TAKEUCHI; AKIRA, 2010)  

Fazem parte deste processo da imunidade inata células, como neutrófilos, 

macrófagos, células dendríticas, enzimas que formam o sistema complemento, 

moléculas antimicrobianas naturais, proteínas ligadoras de carboidratos, células 

epiteliais, endoteliais e fibroblastos (TAKEUCHI; AKIRA, 2010; TIZARD, 2019). O 

sistema imune inato não apresenta memória, porém sempre que a invasão é detectada 

por meio de receptores preexistentes, ele responde imediatamente (FINLAY; 

HANCOCK, 2004).  
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Alguns sinais são alarmantes para que se inicie a inflamação como as células que 

estão mortas, ou quase mortas, e tecidos lesionados que liberam moléculas denominadas 

alarminas e estas apresentam fortes propriedades antimicrobianas e funções de 

recrutamento de células (BIANCHI, 2007). Os macrófagos, células dendríticas (DCs) e 

mastócitos, também denominados células sentinelas, apresentam em sua estrutura 

receptores que se ligam aos padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) 

expressos por bactérias, vírus ou fungos que ativam vias de sinalização e como 

consequência há a secreção de moléculas desencadeantes da inflamação (AKIRA; 

HEMMI, 2003). Além dos PAMPs, existem também os padrões moleculares associados 

a danos celulares (DAMPs), que são reconhecidos pelos mesmos receptores que os 

PAMPs sendo indicadores de lesão tecidual, pois são liberados após morte celular, 

tecido lesado e em lesões de matriz extracelular (CHEN; NUÑEZ, 2010). Assim que 

PAMPs e DAMPs são identificados, eles irão regulamentar a transcrição de genes 

envolvidos na inflamação que codificarão citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas, 

interferon (IFN) do tipo I e várias outras (TAKEUCHI; AKIRA, 2010).  

Entre os produtos das células sentinelas temos as citocinas interleucinas, sendo 

as principais IL1 e TNF-α, assim como IL6, IL12 e IL18. Outro produto das células 

sentinelas são as quimiocinas, onde existem mais de 50 tipos diferentes (DESHMANE 

et al., 2009; MCDONALD; KUBES, 2011; MEDZHITOV, 2008). A febre e o mal estar 

é proveniente da produção da ciclooxigenase-2 (COX-2) pelas células sentinelas, que 

darão origem a lipídios inflamatórios, 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 superfície 

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 

superfície reconhecem principalmente proteínas e lipopolissacarídeos (LPS) já os 

receptores intracelulares reconhecem ácidos nucléicos virais (TAKEDA; AKIRA, 2001, 

2005, 2007, 2015).  

Assim que ocorre a ligação de um PAMP a um TLRs há a produção do fator de 

transcrição denominado de fator nuclear kappa-B (NF-κB) e este é responsável por 

ativar os genes que codificam as citocinas IL1, IL6 e TNF-α (CHEN; NUÑEZ, 2010) 

que são produzidas inicialmente como pró-moléculas sendo ativadas pela enzima 

caspase-1 e desencadeando a próxima fase da resposta à inflamação (GU et al., 1997). A 
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caspase-1 é produzida quando os PAMPs se ligam aos TLRs, pois há o estímulo por um 

complexo protéico denominado inflamassoma (CHEN; NUÑEZ, 2010; TAKEUCHI; 

AKIRA, 2010; TIZARD, 2019). As bactérias ativam o inflamassoma, por meio dos 

PAMPS ou por seus poros, que são detectados pelo inflamassoma NALP3, também 

denominado criopirina e que é uma subfamília dos receptores tipo nucleotide-binding 

oligomerization domain (NOD) (PÉTRILLI et al., 2007). 

As IL´s apresentam várias funções na inflamação. A IL1β recruta macrófagos e a 

IL1α recruta neutrófilos (CHEN; NUÑEZ, 2010; RIDER, 2011). A IL1β também regula 

fatores de crescimento e citocinas estimulando a neovascularização e atração de 

monócitos (ROSSI et al., 2005) e células inflamatórias (DINARELLO, 2002). Além 

disso, promove liberação de proteínas de fase aguda como haptoglobina e proteína 

amiloide sérica A (HEINRICH; CASTELL; ANDUS, 1990).  

As IL´s também são sinalizam a presença do concepto (HANSEN, 2011) como a 

IL6 na fase de alongamento dos embriões de animais de produção (vacas, porcas e 

ovelhas) (MATHIALAGAN; BIXBY; ROBERTS, 1992). Ela também tem funções nas 

células, como no crescimento, na diferenciação, na inflamação e na hematopoiese, 

sendo uma citocina com múltiplos efeitos (ALTUN et al., 2011) e propriedades anti-

inflamatórias e pró-inflamatórias (SCHELLER et al., 2011).  

Um estudo relata que a IL6 esteja presente em níveis mais elevados no pré-parto 

e níveis baixos associados à progesterona (P4) baixa em sangue periférico havia relação 

com RP e níveis mais altos no pré-parto de IL6 tendiam a afetar a função placentária 

normal (ISHIKAWA et al., 2004). A IL8 recruta neutrófilos e monócitos ao local de 

infecção para atrair e eliminar bactérias (SHELDON; CRONIN; BROMFIELD, 2019) e 

ativa neutrófilos nos processos inflamatórios bovinos (GALLIGAN; COOMBER, 

2000).  

A quimiocina CCL5 também conhecida como RANTES (Regulated on 

Activated Normal T-Cell Expressed and Secreted) induz migração e recrutamento in 

vitro de células T, células dendríticas, eosinófilos, células NK (natural killer), 

mastócitos e basófilos (MARQUES et al., 2013; SCHALL et al., 1990) e pode também 

ser angiogênica e aumentar o potencial metastático das células cancerígenas 

incentivando a migração de células para os locais de sua produção. Inicialmente 

pensava que esta quimiocina era uma proteína específica de célula T, porém estudos 

verificaram ser produzida por várias células do corpo como plaquetas, macrófagos, 
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eosinófilos e fibroblastos assim como células epiteliais, endometriais, e endotelial 

(APPAY; ROWLAND-JONES, 2001). 

  

2.2 Imunidade no periparto 

Vários trabalhos descrevem a imunossupressão durante o período periparto, que 

leva o animal a ser mais susceptível a outros problemas, como a mastite, em virtude de 

uma queda na blastogênese linfocitária e diminuição da capacidade migratória dos 

neutrófilos (KEHRLI; NONNECKE; ROTH, 1989a, 1989b; MALLARD et al., 1998) e 

também a doenças metabólicas, como hipocalcemia (MULLIGAN et al., 2006). Então a 

provável migração retardada dos neutrófilos vai gerar os distúrbios nas respostas 

inflamatórias junto a outros fatores imunes inatos durante a fase inicial da doença. Um 

exemplo dessa resposta inflamatória descontrolada é a gravidade e duração das mastites 

nas vacas em lactação (SORDILLO, 2016). 

Após o parto temos um balanço energético negativo (BEN) associado a uma 

diminuição do escore de condição corporal (ECC). Ácidos graxos não esterificados 

(NEFA) e β – hidroxibutirato (BHB) estão elevados, indicativos de mobilização lipídica 

e oxidação de ácidos graxos (WATHES et al., 2007). Vacas que estão acima do ECC 

considerado normal no pré-parto podem prejudicar o fígado, comprometendo a 

produção de glicose e aumentando as respostas inflamatórias (DRACKLEY, 1999; 

FENWICK et al., 2008). A função imunológica é suprimida durante o período periparto 

e os níveis de neutrófilos caem drasticamente após o parto prejudicando sua função 

(KEHRLI; NONNECKE; ROTH, 1989b; MALLARD et al., 1998), que ainda é mais 

comprometido quando temos associado o BEN grave com altas concentrações de NEFA 

e diminuição do índice de massa corporal (IMC) do animal  (HAMMON et al., 2006; 

WATHES et al., 2009). 

O estado nutricional das vacas é ligado à manutenção da função imunológica e 

da saúde, sendo que dietas de baixa qualidade nutricional levará o animal a ter uma 

resposta alterada da imunidade e distúrbios de saúde (SORDILLO, 2016). A perda de 

ECC no período pós-parto ou baixo ECC no momento do parto são fatores que deixam a 

vaca menos propensa a ovular, podem sofrer interferência na taxa de concepção ao 

primeiro serviço, têm maiores probabilidades de sofrerem aborto e aumento do intervalo 

de parto até a concepção (ROCHE et al., 2009). 
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No periparto as vacas leiteiras sofrem muito estresse com a lactação, o parto, o 

baixo consumo voluntário de matéria seca, a alta demanda por energia e proteína, o 

BEN e, tudo isso associado ao estresse oxidativo pode gerar disfunção na resposta 

imune e inflamatória do animal (SORDILLO; AITKEN, 2009). O baixo consumo de 

matéria seca está relacionado com níveis elevados de NEFA que vão favorecer o 

surgimento de esteatose que estará relacionado com função neutrofílica prejudicada 

(ZERBE et al., 2000). 

Estudos relatam a influência do aumento dos esteroides durante o parto na 

função alterada dos neutrófilos por meio de interações específicas receptor-ligante 

(BURTON et al., 2005) e também que as alterações nas concentrações de estradiol e P4 

pré-parto apresentam efeitos diretos e indiretos nas capacidades funcionais de linfócitos 

além de neutrófilos (LAMOTE et al., 2006), citocinas e outras moléculas 

imunoestimulatórias no útero como prostaglandina F2alfa (PGF2α), óxido nítrico 

(LEWIS; WULSTER-RADCLIFFE, 2006; SEALS; WULSTER-RADCLIFFE; LEWIS, 

2002; WULSTER-RADCLIFFE; SEALS; LEWIS, 2003). Por outro lado, Saut et al. 

(2014) verificaram que não há influência da fase do ciclo estral na expressão de 

citocinas endometriais in vitro. Acredita-se que haja outros hormônios homeoréticos 

associados na disfunção imune e inflamatória, já que as alterações desses hormônios 

esteroides não se sobrepõem a todo o período de transição (SORDILLO, 2016). Toda 

essa disfunção dos neutrófilos durante esse período está associada à ocorrência dos 

problemas pós-parto, incluindo a RP, metrite (HAMMON et al., 2006; KIMURA et al., 

2002) e dermatite interdigital (CATALANI et al., 2013). 

 

2.3 Doenças do pós-parto e correlação com a subfertilidade e eficiência 

reprodutiva 

A doença uterina clínica causa impacto na eficiência reprodutiva dos bovinos 

gerando como consequência a subfertilidade e a infertilidade (SHELDON; OWENS, 

2017). As doenças inflamatórias são identificadas como uma das principais causas de 

falhas reprodutivas em vacas, por isso manter uma boa saúde do animal é fundamental 

para uma eficiência reprodutiva ideal em bovinos (RIBEIRO; CARVALHO, 2017). 

Estudos evidenciam que o útero não seja estéril, sendo colonizado por várias 

espécies como Trueperella pyogenes (KARSTRUP et al., 2017; MOORE et al., 2017), 

além disso, há evidências de que essas bactérias possam invadir o útero por meio da 
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circulação sanguínea, por exemplo, do intestino (JEON et al., 2017) ou por via 

ascendente, da vagina ou ambiente (GALVÃO; BICALHO; JEON, 2019). 

Após o parto o útero se apresenta aumentado de volume, preenchido com restos 

de placenta e lóquios. E o desenvolvimento da doença, ou não, depende do equilíbrio 

entre a imunidade do animal, patogenicidade dos microorganismos, fatores ambientais e 

genéticos (SHELDON et al., 2009; SHELDON; CRONIN; BROMFIELD, 2019). Para 

que ocorra a infecção pós-parto, os patógenos devem aderir à mucosa, colonizar ou 

penetrar o epitélio e liberar as toxinas que vão levar ao estabelecimento da doença 

(SHELDON et al., 2006). Antigamente, as vacas toleravam essa invasão de bactérias 

após o parto sendo que, alguns animais desenvolviam a doença, mas atualmente até 

40% dos bovinos desenvolvem a doença pós-parto, variando de metrite a endometrite 

(SHELDON; CRONIN; BROMFIELD, 2019) devido à intensificação da produção 

leiteira que ainda está projetada para dobrar futuramente (BRITT et al., 2018). 

As infecções do trato reprodutivo trazem como consequência disfunções no 

ovário (SHELDON et al., 2002), fertilidade comprometida, atraso no retorno a 

ciclicidade e diminuição das taxas de concepção por inseminação artificial, além disso, 

há evidências de menores níveis de cálcio no soro dessas vacas que apresentaram 

doença (RIBEIRO et al., 2013). As infecções uterinas interferem na progressão meiótica 

do oócito in vitro aumentando as taxas de parada meiótica e interferindo na quebra da 

vesícula germinativa, então as células da granulosa bovina desencadeiam uma resposta 

ao LPS bacteriano gerando inflamação (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 bilhões de euros na União Europeia e 650 milhões de dólares nos 

Estados Unidos (SHELDON et al., 2009). O impacto econômico das doenças uterinas, 

além dos custos com o tratamento, inclui redução da produção de leite, infertilidade, 

falha na concepção, aumento dos dias em aberto e descarte do leite (LEBLANC, 2008; 

SHELDON et al., 2009). 

Um histórico de doença uterina é associado ao atraso no retorno da atividade 

cíclica ovariana, ovário cístico e com fases lúteas prolongadas (OPSOMER et al., 

2000). Um possível motivo que relaciona a doença uterina e disfunção ovariana é que 

citocinas e PAMPS prejudicam a função endócrina do hipotálamo e da hipófise 

reduzindo assim a liberação de GnRH e pulsatilidade do LH afetando a função ovariana 

e também gerando mudanças na síntese endometrial de PGF2α para PGE2 
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(BROMFIELD et al., 2015; KARSCH et al., 2002). Outro motivo seria que as citocinas 

que estão envolvidas na resposta de defesa no útero podem prejudicar o ovário 

(SHELDON, 2019), como exemplo a IL6 e a TNF-α perturbam a esteroidogênese das 

células foliculares dos ovários de vacas (ALPIZAR; SPICER, 1994; SPICER, 1998). A 

IL- 1β infundida intracerebroventricular por 4 a 6 dias causou interrupção total do ciclo 

estral além da diminuição e até bloqueio das concentrações de LH e FSH (KALRA; 

SAHU; KALRA, 1990; RIVESTT et al., 1993), além disso, essa interleucina pode inibir 

a ativação de neurônios GnRH em ratos (RIVEST; RIVIER, 1993) o que pode ser 

indicativo de envolvimento na inibição central da secreção pulsátil de LH 

(BATTAGLIA et al., 2000). E outro fator é que PAMPs podem atingir o ovário a partir 

do útero, pois os líquidos aspirados dos folículos dominantes tem as concentrações de 

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

2.3.1 Retenção de placenta 

Após a expulsão do feto a placenta é eliminada geralmente dentro de 6 horas, 

mas se ela ainda estiver presente dentro de 12 a 24 horas após o parto, denomina-se essa 

situação de RP (FERREIRA, 2010; SHELDON, 2019; SHELDON et al., 2008). As 

contrações miometriais após 36 horas pós-parto cessam e, se elas não forem expulsas 

até esse momento, a liberação ocorrerá eventualmente como resultado da putrefação 

bacteriana (SHELDON, 2019). A incidência de RP pode variar de 2 a 5% dentro de um 

rebanho, podendo se tornar maior em casos de distocias, partos gemelares e na presença 

de agentes infecciosos (SHELDON et al., 2008). Alguns estudos apresentam incidências 

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 rápida quebra da ligação cotilédone-carúncula 

uterina após 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 separação e expulsão correta da placenta parece que existem fatores relacionados 

a maturação da placenta envolvendo substâncias bioquímicas: 1) a exsanguinação da 

placenta, na parte fetal, no rompimento do umbigo que irá causar colapso e retração das 

vilosidades do trofectoderma e sua separação física das criptas maternas; 2) as 

contrações uterinas que vão auxiliar a exsanguinação e a separação física facilitando a 
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distorção do placentoma e o “desabotoamento” do cotilédone da carúncula (SHELDON, 

2019). 

Os fatores que predispõem a ocorrência da RP são abortos, tempo de gestação 

fora do normal, distocias, cesarianas, esteatose hepática provavelmente por predispor a 

atonia uterina, deficiência de selênio / vitamina E ou possivelmente vitamina A e falhas 

na maturação placentária (parto prematuro, gêmeos, partos induzidos e anormalidades 

da relação estrógeno / progesterona ao final da gestação) (SHELDON, 2019), estresse 

térmico por calor (DUBOIS; WILLIAMS, 1980), ECC (NOBRE et al., 2012) e estação 

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 cálcio ferro e zinco 

apresentam maiores riscos para a ocorrência de RP (LEBLANC et al., 2004; 

SHEETAL; CHOUDHARY; SENGUPTA, 2014).  

Há relato de animais que tiveram RP teriam menor atividade neutrofílica 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 três dias do 

primeiro serviço e uma taxa de concepção menor, de 4 a 10%, resultando em mais 6 a 

12 dias para a concepção (FOURICHON; SEEGERS; MALHER, 2000). 

Em torno de 25% a 50 % das vacas que apresentam a RP podem desenvolver 

metrite (LEBLANC, 2008) e a ocorrência de endometrite clínica nesses animais que 

apresentaram RP pode chegar a 3,5 vezes mais chances (KASIMANICKAM et al., 

2004). A RP está associada a uma queda significativa na produção de leite (DUBUC et 

al., 2011), mesmo após a resolução do problema, dados chegam a 355 litros a menos 

durante os primeiros 60 dias de lactação, além do maior risco da ocorrência de metrite 

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

2.3.2 Metrite 

A metrite pode ocorrer em até 21 dias pós-parto, sendo mais comum nos 

primeiros 10 dias pós-parto (SHELDON, 2019; SHELDON et al., 2006). A 

caracterização dessa doença é dada como útero aumentado de volume com líquido 

aquoso vermelho-marrom a esbranquiçado viscoso, secreção uterina purulenta e 

geralmente de odor fétido (SHELDON et al., 2008). Segundo Sheldon, Cronin e 

Bromfield (2019), a doença apresenta graus que variam de acordo com a apresentação 

de sinais clínicos. Na metrite de grau 1 as vacas têm o útero aumentado de volume, 
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descarga uterina purulenta e sem sinais sistêmicos. Já no grau 2, os animais apresentam 

também os sinais sistêmicos, como baixa produção de leite e febre. A metrite de grau 3, 

denominada também metrite puerperal ou metrite tóxica, os animais apresentam sinais 

de toxemia, como inapetência, extremidades frias, fraqueza e depressão, sendo o 

prognóstico ruim. 

Após o parto, em até uma semana, de 25% a 40% das vacas leiteiras são 

acometidas por metrite (SHELDON et al., 2008, 2009). Vacas acometidas por metrite 

severa passam menos tempo se alimentando nas semanas que antecedem a doença, de 2 

a 6 Kg a menos de matéria seca, em comparação a vacas saudáveis (HUZZEY et al., 

2007). O maior fator de risco para a ocorrência de metrite é a RP, de 25 a 50% de vacas 

com RP desenvolvem metrite (LEBLANC, 2008). Uma meta-análise constatou que a 

metrite foi relacionado a sete dias a mais para a primeira inseminação, taxas de 

concepção até 20% menores, o que gerava 19 dias a mais para o intervalo entre o parto e 

a concepção (FOURICHON; SEEGERS; MALHER, 2000). Também foi associada a 

uma redução na produção leiteira, Giuliodori et al. (2013) demonstraram maiores 

produções em 90 dias de lactação das vacas saudáveis comparado com vacas com 

metrite clínica e metrite puerperal sendo as médias na produção de 2.646,56 kg, 

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

 

2.3.3 Endometrite clínica 

Endometrite clínica é uma patologia que tem efeitos negativos na fertilidade de 

vacas que são acometidas (GILBERT et al., 2005) prejudicando a função endometrial, 

gerando um ambiente hostil para o embrião no trato genital feminino, alterando as 

funções dos folículos ovarianos e a saúde dos ovócitos (SHELDON; CRONIN; 

BROMFIELD, 2019). A causa inicial mais comum é o crescimento polimicrobiano de 

bactérias uterinas durante o pós-parto em especial patógenos como T. pyogenes 

associado ou não com F. necrophorum e/ou espécies de Prevotella (SHELDON, 2019). 

A endometrite clínica em vacas é definida por presença de secreção uterina 

purulenta na vagina 21 dias após o parto ou também secreção mucopurulenta na vagina 

26 dias após o parto (SHELDON et al., 2006).  Existe uma classificação de acordo com 

o muco vaginal observado que pode variar de 0 a 3, onde 0 é uma secreção clara e 

translúcida, 1 é uma secreção contendo flocos de pus, 2 é uma secreção contendo até 

50% de conteúdo mucopurulento e 3 é 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 doença como endometrite clínica (SHELDON et al., 2008). Vacas com 

endometrite clínica entre 20 a 33 dias pós-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 clínica tiveram um aumento de 88 dias no período de 

serviço e redução de 26% na taxa de prenhez aos 300 dias de lactação (GILBERT et al., 

2005).  

Manimaran et al. (2019) encontraram níveis periféricos significativamente 

aumentados em vacas com endometrite clínica de proteínas de fase aguda como 

haptoglobina, amilóide sérica, alfa-1 glicoproteína ácida e de citocinas como I1β, TNF- 

α e IL-6 comparadas com vacas saudáveis.  

2.3.4 Endometrite subclínica 

Endometrite subclínica tem como característica a inflamação do endométrio com 

ausência de sinais clínicos, sendo detectado geralmente por citologia da superfície 

endometrial, na contagem dos neutrófilos polimorfonucleares (PMNs) (SHELDON et 

al., 2009) e redução do desempenho reprodutivo do animal (SHELDON, 2019). A 

prevalência pode variar de 37% a 74% de acordo com o estudo realizado por Gilbert et 

al. (2005) e, segundo o mesmo autor, uma proporção maior ou igual a 5% de neutrófilos 

na citologia de animais com 40 a 60 dias pós-parto já é considerado endometrite 

subclínica. E para animais entre 21 a 33 dias pós-parto, segundo Kasimanickam et al. 

(2004), essa porcentagem é maior de 18% de neutrófilos.  

Vacas com endometrite subclínica apresentam maiores expressões gênicas 

endometriais de citocinas pró-inflamatórias e vários trabalhos mostram isso. Ghasemi et 

al. (2012) encontraram expressão de TNF - α 20 vezes maior, de IL6 30 vezes maior e 

de IL8 superior a 50 vezes mais o nível de expressão em comparação com vacas 

saudáveis. Wagener et al. (2017) encontraram expressões abundantes de IL1A e IL1B 

em vacas com endometrite subclínica. Fischer et al. (2010) observaram expressões 

significativamente maiores de CXCL5, IL1B, IL8 e TNF em vacas com endometrite 

subclínica. Gabler et al. (2009) observaram expressões aumentadas em vacas com 

endometrite subclínica incluindo de IL1α e prostaglandina citosólica E sintase (cPGES).  

2.3.5 Mastite clínica 
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A mastite é uma infecção da glândula mamária causada em vacas principalmente 

por bactérias. Pode acontecer sem sinais clínicos evidentes (mastite subclínica) ou com 

sinais que vão de diminuição da produção leiteira, leucócitos aumentados no leite, 

alterações na sua composição, febre, quarto mamário edemaciado e febril (HANSEN; 

SOTO; NATZKE, 2004). Segundo Jamali et al. (2018) em uma meta-análise a taxa de 

incidência de mastite clínica varia de 13 a 40 casos a cada 100 vacas/ano. 

Roberson (2012) classifica a mastite de acordo com a gravidade da doença. 

Segundo o autor, casos leves consistem em leite anormal onde a vaca não é afetada 

sistemicamente e o úbere, visivelmente, não está edemaciado ou firme. Nesse caso, por 

ser leve, há tempo para se realizar o exame de cultura para o tratamento correto. O 

quadro moderado, além de apresentar o leite anormal, há a presença de sinais sistêmicos 

como desidratação, temperatura elevada, frequência cardíaca ou respiratória 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. Já o caso grave a vaca apresenta o 

leite anormal, pode, ou não, ter edema no úbere e apresenta dois ou mais sinais 

sistêmicos, precisando de tratamento imediato. Em todos os casos acima citados há a 

recomendação do exame de cultura para identificação e tratamento corretos. 

O aparecimento de mastite nos primeiros 28 dias pós-parto mostrou um atraso 

no aparecimento da ciclicidade normal do ovário e do estro (HUSZENICZA et al., 

2005). Essa inflamação na glândula mamária também alterou a expressão gênica das 

células da teca e granulosa, reduziu a taxa de crescimento do folículo ovariano 

(LAVON et al., 2011), aumentou o número de inseminações, diminuiu as chances de 

prenhez na primeira inseminação, aumentou dias em aberto, alterou a manifestação do 

estro e diminui produção 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 alterações na expressão endometrial de genes 

envolvidos na resposta imune, em moléculas de adesão celular e em vias de sinalização 

(CAMPOS et al., 2018). Perdas gestacionais podem ocorrer em função das endotoxinas 

ou respostas inflamatórias e imunológicas que ocorrem na mastite (DAHL et al., 2017), 

como, por exemplo, as citocinas que vão levar a níveis estabelecidos de NO e PGF2α 

(KUMAR et al., 2017). E o aumento do número de serviços por concepção em vacas 

com mastite pode se dar pela alta concentração das citocinas que vão modular a função 

reprodutiva, inibindo a secreção das gonadotrofinas que são responsáveis pela ovulação, 

maturação de oócitos, foliculogênese e função luteal (HANSEN; SOTO; NATZKE, 
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2004). Além do mais, certas citocinas podem diminuir a liberação de LH (MCCANN et 

al., 2000), sendo que IFN - α mostrou ter essa ação (BARROS et al., 1992), assim como 

IL6 bloqueou a secreção de estradiol induzida pelo hormônio folículo estimulante 

(FSH) de células da granulosa bovina (ALPIZAR; SPICER, 1994).  
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RESUMO  8 

As doenças uterinas e não-uterinas no pós-parto impactam na eficiência reprodutiva 9 

de vacas leiteiras. No entanto, além de pouco conhecimento em relação a vacas 10 

mestiças, ainda não está claro como estas enfermidades interferem negativamente 11 

na fertilidade. A hipótese deste estudo foi que vacas mestiças com retenção de 12 

placenta (RP) e mastite clínica no pós-parto apresentam piores índices reprodutivos 13 

por estas patologias interferirem na imunidade inata endometrial e expressão de 14 

receptores dos hormônios esteroidogênicos ao final do puerpério. Portanto, os 15 

objetivos com este estudo foram: a) avaliar o efeito da RP e mastite clínica pós-16 

parto na eficiência reprodutiva, período de serviço e intervalo parto-primeira 17 

inseminação artificial (IA) de vacas mestiças leiteiras (experimento 1); b) avaliar o 18 

efeito destas doenças na imunidade inata endometrial e receptores dos hormônios 19 

esteroidogênicos (experimento 2). Para o exp. 1, 232 vacas foram avaliadas e 20 

divididas nos grupos saudável, RP e mastite clínica. As vacas foram inseminadas à 21 

medida que se observava estro ou submetidas ao protocolo de IATF. As avaliações 22 

de ocorrência das doenças se davam após o parto até o final do período voluntário 23 

de espera e o diagnóstico de gestação em torno de 32 dias após IA. Para o exp. 2, 24 

foram utilizadas 30 vacas, divididas em três grupos (n=10) iguais ao experimento 1. 25 

Entre 40-50 dias pós-parto era realizado exame clínico, exame ginecológico e 26 

coleta de amostra endometrial por cytobrush para citologia endometrial e expressão 27 

gênica pela técnica de qRT-PCR de IL1β, IL6, CCL5, ESR1 e PGR. No exp. 1, a 28 

taxa de concepção na primeira IA e porcentagem de vacas gestantes aos 150 dias 29 

foram menores em animais doentes (RP, mastite) e os dias do intervalo parto-30 

primeira IA e período de serviço foram maiores nos animais doentes. No exp. 2, 31 

26,7% (8/30) dos animais apresentaram endometrite subclínica. A IL1β apresentou 32 

maior expressão nos grupos doentes, IL6 apresentou menor expressão no grupo RP 33 



36 

 

 

 

e a CCL5 não teve diferença entre os grupos. Não foi observado diferença na 34 

expressão gênica dos receptores de esteroides ESR1 e PGR entre vacas doentes e 35 

saudáveis. Concluiu-se que vacas com retenção de placenta e mastite clínica no 36 

pós-parto apresentam piores índices reprodutivos, alteração na expressão gênica 37 

endometrial das citocinas IL1β e IL6, porém não apresentam alteração na expressão 38 

de receptores dos hormônios esteroidogênicos ao final do puerpério. 39 

 40 

Palavras-chave: Doença, transcrição, inflamação, puerpério  41 

ABSTRACT 42 

The postpartum uterine and non-uterine diseases impact the reproductive efficiency 43 

of dairy cows. However, in addition to little knowledge regarding crossbred cows, 44 

it is not yet clear how these diseases negatively affect fertility. The hypothesis of 45 

this study was that crossbred cows with placenta retention (RP) and clinical mastitis 46 

in the postpartum period have worse reproductive rates because these pathologies 47 

interfere with endometrial innate immunity and expression of steroidogenic 48 

hormone receptors at the end of the puerperium. Therefore, the objectives with this 49 

study were: a) to evaluate the effect of PR and postpartum clinical mastitis on 50 

reproductive efficiency, service period and interval between birth and first artificial 51 

insemination (AI) of crossbred dairy cows (experiment 1); b) to evaluate the effect 52 

of these diseases on innate endometrial immunity and steroidogenic hormone 53 

receptors (experiment 2). For exp. 1, 232 cows were evaluated and divided into the 54 

healthy, PR and clinical mastitis groups. Cows were inseminated as estrus was 55 

observed or submitted to the IATF protocol. The assessments of the occurrence of 56 

diseases took place after delivery until the end of the voluntary waiting period and 57 

the diagnosis of pregnancy around 32 days after AI. For exp. 2, 30 cows were used, 58 

divided into three groups (n = 10) equal to experiment 1. Between 40-50 days 59 

postpartum clinical examination, gynecological examination and endometrial 60 

sample collection by cytobrush for endometrial cytology and gene expression by 61 

IL1β, IL6, CCL5, ESR1 and PGR qRT-PCR technique. In exp. 1, the conception 62 

rate in the first AI and the percentage of pregnant cows at 150 days were lower in 63 

sick animals (PR, mastitis) and the days of the birth-first AI interval and service 64 

period were higher in sick animals. In exp. 2, 26.7% (8/30) of the animals had 65 

subclinical endometritis. IL1β showed higher expression in sick groups, IL6 66 

showed less expression in RP group and CCL5 had no difference between groups. 67 

There was no difference in the gene expression of ESR1 and PGR steroid receptors 68 

between sick and healthy cows. It was concluded that cows with placenta retention 69 

and clinical mastitis in the postpartum period present worse reproductive indexes, 70 

alteration in the endometrial gene expression of the cytokines IL1β and IL6, 71 

however, they do not present changes in the expression of steroidogenic hormone 72 

receptors at the end of the puerperium. 73 

 74 

Key words: Disease, transcription, inflammation, puerperium 75 

 76 

 77 
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1 INTRODUÇÃO 78 

 79 

O Brasil ocupa o segundo maior efetivo do rebanho mundial de bovinos 80 

com 213,5 milhões de cabeças. Na produção leiteira brasileira, nos últimos anos, 81 

houve aumento na produtividade de leite e queda no número de vacas ordenhadas, 82 

sendo que a produção no Brasil alcançou 33,84 bilhões de litros com 16,36 milhões 83 

de animais ordenhados (BRASIL, 2019). Com isso, é fundamental estabelecer bom 84 

desempenho reprodutivo para que haja lucratividade (STANGAFERRO; WIJMA; 85 

GIORDANO, 2019). Deste modo a rápida recuperação do período pós-parto para 86 

que o ambiente uterino possa se preparar para uma nova gestação todo ano se torna 87 

uma ferramenta importante para maximizar a produção (SHELDON, 2015). 88 

As doenças uterinas clínicas causam grande impacto na saúde reprodutiva 89 

dos bovinos gerando como consequência a subfertilidade e infertilidade (RIBEIRO 90 

et al., 2013; SHELDON; OWENS, 2017), além de ovários císticos e fases lúteas 91 

prolongadas (OPSOMER et al., 2000). De acordo com Fourichon, Seegers, e 92 

Malher (2000), vacas com retenção de placenta (RP) apresentam aumento de dois a 93 

três dias no primeiro serviço, menor taxa de concepção que pode variar de 4% a 94 

10%, resultando em seis a 12 dias a mais para a concepção. Buso et al. (2018) 95 

observaram 46 dias a mais no período de serviço e uma taxa de descarte de 19,4% 96 

por RP, quando comparado a vacas saudáveis, além do aumento no número de 97 

inseminações artificiais (IA) para as vacas se tornarem gestantes. Há também uma 98 

correlação da ocorrência RP com a queda na produção leiteira (DUBUC et al., 99 

2011), chegando a 355 litros a menos nos primeiros 60 dias de lactação 100 

(SHELDON; RYCROFT; ZHOU, 2004). 101 

A RP tem incidência variando de 4% a 8%, sendo que podem ocorrer 102 

maiores variações de acordo com o tipo de parto, nascimento de gêmeos, influência 103 

de agentes patogênicos, deficiência de vitamina E ou selênio e falhas na maturação 104 

placentária (SHELDON, 2019). A RP também predispõe o animal a outras doenças, 105 

há dados de que 25% a 50% dos animais podem vir a apresentar metrite 106 

(LEBLANC, 2008) e a ocorrência de endometrite subclínica tem 3,15 vezes mais 107 

chances (KASIMANICKAM et al., 2004).   108 
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Doenças não-uterinas, isto é, que não estão relacionadas ao útero, também 109 

estão associadas a problemas na eficiência reprodutiva. A mastite clínica até 28 dias 110 

pós-parto (DPP) atrasa a ciclicidade normal do ovário e do estro (HUSZENICZA et 111 

al., 2005), reduz a taxa de crescimento do folículo ovariano (LAVON et al., 2011), 112 

aumenta o número de IA, diminui as chances de prenhez na primeira IA e aumenta 113 

o período de serviço (CAMPOS et al., 2020; DALANEZI et al., 2020). Outras 114 

doenças como as respiratórias, digestórias e metabólicas como aumentos de ácidos 115 

graxos não-esterificados (NEFA) e hipocalcemia subclínica também afetam a 116 

retomada do ciclo estral  e na taxa de prenhez por IA (RIBEIRO et al., 2013). 117 

Ribeiro et al. (2016) demonstraram que doenças inflamatórias impactam 118 

negativamente na fertilização dos ovócitos, desenvolvimento inicial do embrião e 119 

que podem persistir por mais de quatro meses. 120 

Ao se observar o efeito destas doenças uterinas e não-uterinas no ambiente 121 

uterino, Horlock et al. (2020) mostraram que infecções uterinas alteram a expressão 122 

de genes relacionados a imunidade e inflamação do ambiente uterino, no istmo, 123 

ampola e das células da granulosa por até três meses após a resolução da doença. 124 

Este fato reforça a ideia de que regiões do trato reprodutivo que não são afetadas 125 

diretamente pela doença, tenham sua contribuição com a ocorrência de infertilidade 126 

(RIBEIRO et al., 2016). Piersanti et al. (2019) verificaram que após seis semanas 127 

de resolução da metrite ainda permaneciam alterações no transcriptoma da 128 

granulosa de folículos dominantes e os autores acreditam que isso diminui a 129 

qualidade dos oócitos e prejudica sua capacidade de desenvolvimento.  130 

Campos et al. (2018) demonstraram que a mastite clínica provocou 131 

importantes alterações na expressão endometrial incluindo genes envolvidos na 132 

resposta imune, em moléculas de adesão celular e em vias de sinalização, assim 133 

como também observado na mastite subclínica (LAVON et al., 2011) alterando a 134 

expressão gênica das células da teca e granulosa. 135 

A hipótese deste estudo foi que vacas com RP e mastite clínica no pós-parto 136 

apresentam piores índices reprodutivos por estas patologias interferirem na 137 

imunidade inata endometrial e expressão de receptores dos hormônios 138 

esteroidogênicos ao final do puerpério. Portanto, os objetivos com este estudo 139 

foram: a) avaliar o efeito da RP e mastite clínica pós-parto na eficiência reprodutiva 140 
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de vacas mestiças leiteiras (experimento 1); b) avaliar o efeito destas doenças na 141 

imunidade inata endometrial e receptores dos hormônios esteroidogênicos 142 

(experimento 2). Justifica-se a escolha da RP como doença uterina por ela não estar 143 

mais presente ao final do puerpério e não provocar alterações clínicas evidentes por 144 

tempo mais prolongado quando comparado a outras doenças uterinas, como a 145 

endometrite clínica.  146 

 147 

2 METODOLOGIA 148 

 149 

Neste estudo foram realizados dois experimentos utilizando o total de 262 150 

vacas mestiças Holandês x Gir oriundas de propriedades leiteiras comerciais do 151 

estado de Minas Gerais, Brasil. Sendo 232 animas pertencentes à duas fazendas da 152 

região do Alto Paranaíba (experimento 1) e 30 animais pertencentes à três fazendas 153 

do Triângulo Mineiro (experimento 2). 154 

 155 

2.1 Experimento 1 156 

 157 

Com o primeiro o experimento objetivou-se de avaliar o efeito da RP e da 158 

mastite clínica pós-parto nos índices reprodutivos. Para tanto foram utilizadas 232 159 

vacas com composição genética variando de 3/4 Holandês 1/4 Gir a 7/8 Holandês 160 

1/8 Gir de duas propriedades leiteiras, ambas criadas em sistema Compost barn no 161 

período de 2017-2018. A divisão dos grupos e os respectivos critérios de inclusão 162 

foram: a) grupo 1 (saudável), vacas que não apresentaram nenhuma doença 163 

puerperal; b) grupo 2 (retenção de placenta – RP), vacas que não liberaram os 164 

anexos fetais até 12 horas após a parição de acordo com Ferreira (2010); c) grupo 3 165 

(mastite), vacas que apresentaram mastite clínica grau 1, de acordo com a definição 166 

proposta por Roberson (2012), até o final do período voluntário de espera (30DPP). 167 

Os animais receberam suplementação volumosa a base de silagem de milho 168 

e pré-secado de Tifton 85, além do concentrado balanceado de acordo com a 169 

produção leiteira, água e sal mineral ad libitum. A primeira fazenda com média de 170 

90 vacas em lactação, com produção diária total de 2.400 litros de leite (27 kg de 171 

leite/vaca/dia). A segunda fazenda possuía em média 215 animais em lactação com 172 
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produção diária total de 8.000 litros de leite (37 kg de leite/vaca/dia). As vacas 173 

eram ordenhadas três vezes ao dia nas duas propriedades. Ambas fazendas 174 

possuíam sistema de aspersão e ventilação na sala de espera da ordenha. A terapia 175 

de secagem das vacas era feita aos 60 dias antes da data prevista para o parto e o 176 

lote de vacas secas era mantido no Compost Barn recebendo dieta específica para 177 

esta fase, sendo constituída de volumoso, concentrado e suplementação mineral. 178 

O calendário sanitário, nas duas propriedades, obedeceu a legislação 179 

sanitária estadual para bovinos contra febre aftosa e brucelose, acrescidas das 180 

vacinas reprodutivas contra herpes vírus bovino 1 (BoHV-1), vírus da diarreia viral 181 

bovina (BVDV), leptospirose, além de raiva e das clostridioses. As vacas também 182 

eram desverminadas duas vezes ao ano, com alternância dos princípios-ativos. As 183 

vacas eram tratadas com somatotropina recombinante bovina (bST) a partir dos 60 184 

DPP com intervalo de 14 dias entre as aplicações, até atingirem 190 dias de 185 

gestação. 186 

No manejo reprodutivo, a IA era feita mediante observação de estro 187 

(2x/dia), por cerca de 30 minutos. As vacas não detectadas em estro eram 188 

submetidas ao seguinte protocolo de IA em tempo fixo (IATF): Dia 0- inserção do 189 

dispositivo intravaginal de liberação lenta de progesterona (P4) contendo 1g desse 190 

hormônio e injeção i.m. de 2,0 mg (2,0 ml) de benzoato de estradiol; Dia 7 - injeção 191 

i.m. de 0,75 mg (3,0 ml) de cloprostenol sódico (PGF2α); Dia 9 - injeção i.m. de 192 

1,0 mg (0,5 ml) de cipionato de estradiol, de 0,5 mg (2,0 ml) de cloprostenol sódico 193 

e retirada do dispositivo de P4; Dia 11 - IATF. As avaliações reprodutivas eram 194 

feitas semanalmente nas propriedades com auxílio de aparelho de ultrassonografia 195 

equipado com transdutor retal linear de 7,5-MHz (Mindray® modelo DP-2200 196 

VET). As fêmeas diagnosticadas com doença pós-parto eram avaliadas 197 

independente dos dias em lactação. O diagnóstico de gestação era realizado 32 ± 4 198 

dias após a IA. 199 

As variáveis avaliadas neste experimento foram a taxa de concepção na 200 

primeira IA e porcentagem de vacas gestantes aos 150 dias pós-parto, o intervalo 201 

parto-primeira IA e o período de serviço. 202 

 203 

2.2 Experimento 2 204 
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No segundo experimento objetivou-se avaliar a influência da RP e mastite 205 

clínica pós-parto na imunidade inata endometrial e nos receptores esteroidogênicos. 206 

Para tanto foram utilizadas 30 vacas leiteiras mestiças Holandês x Gir de três 207 

propriedades no período de 08/2019 - 02/2020. A divisão e critérios de inclusão 208 

foram semelhantes ao experimento 1, ou seja: a) grupo 1 (saudável), dez vacas que 209 

não apresentaram nenhuma doença puerperal; b) grupo 2 (RP), dez vacas que não 210 

liberaram os anexos fetais até 12 horas após a parição (FERREIRA, 2010); c) grupo 211 

3 (mastite), dez vacas que apresentaram mastite clínica grau 1 após o parto 212 

(ROBERSON, 2012) até o final do período voluntário de espera (30DPP). 213 

Os animais recebiam suplementação volumosa a base de silagem de milho, 214 

além do concentrado balanceado, água e sal mineral ad libitum. A fazenda 1 com 215 

média de 280 vacas em lactação, com produção diária total de 7500 litros de leite 216 

(27 kg de leite/vaca/dia). A fazenda 2 com média de 270 vacas em lactação, com 217 

produção diária total de 6000 litros de leite (22 kg de leite/vaca/dia). E a fazenda 3 218 

com média de 195 animais em lactação, com produção diária total de 4200 litros de 219 

leite (22 kg de leite/vaca/dia). Nas três fazendas, as vacas eram ordenhadas duas 220 

vezes ao dia, a terapia de secagem das vacas executada aos 60 dias antes da data 221 

prevista para o parto com dieta específica para esta fase, constituída de silagem de 222 

capim. O calendário sanitário obedeceu a legislação sanitária estadual para bovinos, 223 

além da vermifugação. As vacas eram tratadas com bST a partir dos 60 DPP com 224 

intervalo de 14 dias entre as aplicações, até atingirem 190 dias de gestação. 225 

Entre 40 e 50 DPP foi realizado o exame clínico, exame ginecológico e 226 

coleta de amostra endometrial por meio da técnica de escova endometrial 227 

(citobrush), para avaliação da expressão gênica através da técnica de reação em 228 

cadeia de polimerase em tempo real (qRT-PCR) e citologia endometrial. 229 

2.2.1 Exame físico geral e específico do sistema genital feminino  230 

No momento da coleta as vacas eram examinadas clinicamente quanto à 231 

saúde geral e parâmetros vitais de acordo com Feitosa (2008). Apenas vacas 232 

clinicamente saudáveis no exame proposto foram inseridas no estudo. O ECC foi 233 

avaliado no momento da coleta, numa escala de 1 a 5 pontos e subunidades de 0,25 234 

(EDMONSON et al., 1989). O exame específico do sistema genital foi realizado 235 

pela palpação retal e avaliação ultrassonográfica dos cornos uterinos para avaliação 236 
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da saúde uterina e do fluido intrauterino (FIU), além da avaliação das 237 

características da secreção vaginal por meio do aparelho Metricheck® 238 

(MCDOUGALL; MACAULAY; COMPTON, 2007; SHELDON; CRONIN; 239 

BROMFIELD, 2019).  240 

Em seguida, realizou-se a coleta de células endometriais pela técnica de 241 

esfregaço endometrial cytobrush (KASIMANICKAM et al., 2004) para a confecção 242 

de lâmina para avaliação citológica e para realização da qRT-PCR. Esta técnica 243 

consiste na adaptação de uma escova cervical descartável (labor import®) na ponta 244 

de um aplicador de sêmen de aço inoxidável. Esse instrumento foi protegido por 245 

uma bainha para inseminação e camisa sanitária que eram trocados para cada 246 

animal e o aplicador de inox era higienizado. Dessa forma, o cytobrush destinado a 247 

realização do qRT-PCR após a coleta foi armazenado em tubo criogênico estéril 248 

com tampa de rosca livre de DNAse, RNAse e metais pesados. No momento da 249 

coleta as amostras foram armazenadas em botijão de transporte de nitrogênio 250 

líquido com capacidade para 1 litro e, posteriormente, armazenado em ultrafreezer 251 

vertical a -80º C. O cytobrush para a lâmina de citologia após a confecção da 252 

mesma foi descartado. 253 

As lâminas de citologia endometrial foram coradas utilizando o kit Panótico 254 

rápido (Laborclin®, Pinhais, Brasil), conforme recomendações do fabricante. A 255 

leitura foi feita em microscópio óptico no aumento de 40X. Foram contadas 100 256 

células e registrado o percentual de polimorfonucleares (PMNs) e células epiteliais. 257 

A porcentagem de neutrófilos foi definida de acordo com Gilbert et al. (2005), ou 258 

seja, uma proporção maior ou igual a 5% foi considerada endometrite subclínica. 259 

 260 

2.2.2 Técnica de reação em cadeia de polimerase em tempo real (qRT-261 

PCR)  262 

As extrações de RNAs das amostras de cytobrush endometrial foram 263 

realizadas no aparelho Maxwell® 16 Instrument (Promega, Madison, WI, USA) 264 

juntamente com o kit de extração de RNA de tecido Maxwell® 16 LEV simply 265 

RNA Tissue Kit (Referência: AS1280, Promega, Madison, WI, USA). Todas as 266 

etapas seguiram as recomendações do fabricante, bem como foram utilizadas todas 267 

as soluções disponíveis no kit. 268 
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Aos tubos criogênicos contendo os cytobrush foram adicionados 200 μl de 269 

solução de homogeneização e agitadas em vórtex para recuperar a secreção 270 

endometrial do cytobrush. Em seguida foram adicionados 200 μl de tampão de lise 271 

e foram agitadas em vórtex novamente. Os sobrenadantes foram coletados e 272 

colocados nas cartridges (rack descartável disponível no kit). As cartridges foram 273 

preparadas, utilizando todos os reagentes e posteriormente inseridas no aparelho 274 

Maxwell® 16 Instrument para extração dos RNAs. Após essa etapa, o RNA total 275 

foi quantificado no Quantus™ Fluorometer utilizando o kit QuantiFluor® RNA 276 

System (Referência: E3310, Promega, Madison, WI, USA), conforme 277 

recomendações do fabricante.  278 

A transcrição reversa foi realizada utilizando o kit GoScript™ Reverse 279 

Transcription System (Referência: A5001, Promega, Madison, WI, USA). Todas as 280 

etapas foram realizadas de acordo com as recomendações do fabricante. 281 

Inicialmente 5μl de Mix qDNA Removal foi previamente preparado com 10 μl da 282 

respectiva amostra. Posteriormente essa mistura foi colocada no termociclador para 283 

a primeira incubação. Enquanto isso o RT Mix foi preparado para ser misturado nos 284 

tubos das amostras e incubados em termociclador novamente para a desnaturação 285 

da enzima transcriptase reversa. Ao final, o cDNA de cada amostra foi quantificado 286 

no Quantus™ Fluorometer utilizando o kit Quantifluor™ ssDNA System 287 

(Referência: E3190, Promega, Madison, WI, USA), respeitando as indicações do 288 

fabricante e armazenado em freezer a -20°C até a utilização em PCR em tempo 289 

real. 290 

A quantificação da expressão relativa dos genes que codificam os 291 

mediadores pró-inflamatórios IL1β, IL6, quimiocina CCL5, receptores dos 292 

hormônios esteroidogênicos ESR1 (receptor de estrogênio α) e PGR foram 293 

realizados no aparelho Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System (Applied 294 

Biosystems, Foster, CA, USA), por meio do método comparativo de threshold 295 

cycles (Ct). Foi utilizado o gene GAPDH como controle. A placa utilizada foi a de 296 

96 poços Axygen ® PCR-96 AB-C (Axygen 214 Scientific, Union City, CA, USA) 297 

e as amplificações foram conduzidas em duplicata. As condições da reação foram 298 

determinadas em ciclos previamente padronizados de 50ºC por 2 min, 95ºC por 2 299 
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minutos, 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto, totalizando 2 300 

horas. 301 

Para a reação, utilizou-se o kit Quantinova™ Sybr® Green PCR, as 302 

proporções dos reagentes utilizados no mix para cada amostra foram as seguintes: 303 

5μl de sybr green PCR Master MIX, 1,0 μl de QN ROX Reference Dye, 0,2μl de 304 

primer forward, 0,2μl de primer reverse, 1,6μl de água livre de RNAse e 2,0μl de 305 

cDNA na concentração de 35ng/μl, totalizando 10μl de reação. Os primers 306 

utilizados para amplificar os genes IL1β, IL6, quimiocina CCL5, receptores dos 307 

hormônios esteroidogênicos ESR1 e PGR estão na tabela 1. O gene endógeno 308 

selecionado foi o GAPDH, pois é expresso de forma estável em várias células 309 

(VANDESOMPELE et al., 2002) e também em tecido uterino (WATHES et al., 310 

2009). 311 

 312 

2.3 Análise Estatística 313 

 Para a análise estatística dos dados e confecção dos gráficos foi utilizado o 314 

programa estatístico GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, 315 

EUA). O fator animal foi considerado como unidade experimental. Os dados foram 316 

tabulados, inicialmente, em planilhas do programa Excel e a estatística descritiva 317 

foi apresentada em média, desvio-padrão, erro padrão da média e porcentagem. 318 

No experimento 1, para as variáveis qualitativas (taxa de concepção a 319 

primeira IA e porcentagem de vacas gestantes aos 150 dias) utilizou-se o teste de 320 

qui-quadrado e nas variáveis quantitativas (intervalo parto – primeira IA e período 321 

de serviço) realizou-se o Teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados 322 

apresentavam ou não distribuição paramétrica. As variáveis com distribuição 323 

paramétrica foram submetidas à análise de variância (ANOVA paramétrica) e pós-324 

teste de Comparação Múltipla de Bonferroni. As variáveis com distribuição não-325 

paramétrica foram analisadas pelo teste de Kruskall-Wallis (Anova não-326 

paramétrica) e pós-teste de Comparação Múltipla de Dunn’s. A significância 327 

estatística foi estabelecida como P≤0,05. 328 

No experimento 2, as variáveis quantitativas foram submetidas ao Teste de 329 

Kolmogorov-Smirnov para verificar se apresentavam ou não distribuição 330 

paramétrica. As variáveis com distribuição paramétrica foram submetidas à análise 331 
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de variância (ANOVA paramétrica) e pós-teste de Comparação Múltipla de 332 

Bonferroni. As variáveis com distribuição não-paramétrica foram analisadas pelo 333 

teste de Kruskall-Wallis (Anova não-paramétrica) e pós-teste de Comparação 334 

Múltipla de Dunn’s. A significância estatística foi estabelecida como P≤0,05. 335 

 336 

3 RESULTADOS  337 

 338 

3.1 Efeito da retenção de placenta e mastite clínica nos índices 339 

reprodutivos (experimento 1) 340 

Das 232 vacas avaliadas, 79,3% (184/232) permaneceram saudáveis durante 341 

o experimento e 20,7% (48/232) apresentaram alguma das duas doenças pós-parto. 342 

Das 48 vacas que adoeceram 9,5% (22/232) apresentaram casos de RP e 11,2% 343 

(26/232) apresentaram mastite clínica.  344 

O efeito da RP e mastite clínica nos índices intervalo parto-primeira IA e o 345 

período de serviço está apresentado na figura 1. A RP e mastite clínica 346 

apresentaram maior intervalo parto-primeira IA em comparação com vacas 347 

saudáveis (P<0,0001). As médias para animais saudáveis, RP e mastite foram 51,3 348 

± 12,8 dias, 63,4 ± 14,3 dias e 62,4 ± 14,8 dias, respectivamente (Figura 1A). 349 

Também foi detectado efeito das doenças para o período de serviço (P<0,0001) 350 

sendo as médias para animais saudáveis, RP e mastite 86,3 ± 65,0 dias, 117,1 ± 351 

41,9 dias e 144,4 ± 79,5 dias, respectivamente (Figura 1B).  352 

Verificou-se redução significativa (P=0,0062) na taxa de concepção na 353 

primeira IA dos grupos de vacas doentes comparados ao grupo de vacas saudáveis. 354 

Fêmeas saudáveis tiveram uma taxa de concepção a primeira IA de 41,3%, vacas 355 

com RP e mastite clínica apresentaram concepção de 13,6% e 19,2%, 356 

respectivamente (Tabela 2). Aos 150 dias de lactação, 92,4% e 86,4%, 357 

respectivamente, das vacas saudáveis e RP já estavam gestantes. Em contrapartida, 358 

das vacas que desenvolveram mastite clínica somente 53,8%, estavam gestantes aos 359 

150 dias (Tabela 2). 360 

 361 
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3.2 Influência da retenção de placenta e mastite clínica na imunidade 362 

inata endometrial e receptores de hormônios esteroidogênicos 363 

(experimento 2) 364 

 365 

3.2.1 Parâmetros vitais e condição corporal dos animais 366 

Todas as vacas estavam aparentemente saudáveis de acordo com o exame 367 

clínico realizado. Os parâmetros vitais e ECC estão apresentados na Tabela 3.  368 

 369 

3.2.1 Citologia endometrial 370 

Dos 30 animais avaliados, 26,7% (8/30) apresentaram endometrite 371 

subclínica (neutrófilos > 5%) na leitura das lâminas de citologia endometrial. 372 

Dentro de cada grupo, 10% (1/10) foram pertencentes ao grupo saudável, 40% 373 

(4/10) ao grupo RP e 30% (3/10) ao grupo mastite clínica.  374 

 375 

3.2.2 Expressão das interleucinas 1β, 6 e CCL5 no endométrio bovino de 376 

fêmeas mestiças 377 

As médias das expressões dos genes IL1β, IL6 e CCL5 estão apresentadas 378 

na Figura 2. A expressão de mRNA do IL1β foi maior nos grupos com RP e mastite 379 

clínica em relação ao grupo saudável (P=0,0234), não existindo diferença entre os 380 

grupos de doenças (Figura 2A). A expressão de mRNA de IL6 foi menor no grupo 381 

com RP diferindo dos grupos controle e mastite (P=0,043) (Figura 2B). Já a 382 

expressão de mRNA de CCL5 não teve diferença entre os três grupos (P=0,2623) 383 

(Figura 2C). As médias das expressões dos genes IL1β, IL6 e CCL5 estão 384 

apresentadas na Figura 2. 385 

 386 

3.2.3 Expressão dos receptores de estrogênio α e de progesterona no 387 

endométrio bovino de fêmeas mestiças 388 

 389 

A média da expressão de ambos os receptores de esteróides, PGR (P=0,924) 390 

e ESR1 (P=0,1965), não foi afetada pela presença ou ausência das doenças 391 

avaliadas neste estudo. As expressões dos receptores de hormônios 392 

esteroidogênicos ESR1 e PGR estão apresentadas na Figura 3.  393 
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4 DISCUSSÃO 394 

 395 

Este estudo foi capaz de testar algumas hipóteses relacionadas a 396 

subfertilidade ou infertilidade em vacas leiteiras doentes no pós-parto e, 397 

principalmente, reforçar que este efeito ocorre de maneira semelhante em vacas 398 

mestiças dos cruzamentos oriundos de Gir x Holstein, que representam a grande 399 

maioria de vacas ordenhadas no Brasil (ABCG, 2011). Este estudo corroborou com 400 

diversos trabalhos na literatura que mostram o impacto das doenças e das 401 

inflamações na eficiência reprodutiva de vacas leiteiras e seus efeitos no 402 

endométrio a longo prazo na reprodução (CARVALHO et al., 2019; HORLOCK et 403 

al., 2020; RIBEIRO et al., 2013, 2016; RIBEIRO; CARVALHO, 2017).  404 

A incidência de RP no experimento 1 (9,48%) foi semelhante a apresentada 405 

por Pandit (1981) na Índia (8,9%) em vacas Gir e seus cruzamentos e, inferior as 406 

relatadas por Buso et al. (2018) de 14,5% em vacas Girolando, por Nobre et al. 407 

(2012) de 12,8% em vacas mestiças holandês zebu, Fernandes et al. (2000) de 408 

12,9% em vacas holandesas e Rezende, Campos e Santos (2013) que relataram 409 

13,75% de RP em vacas holandesas. Islam et al. (2012) citam que a raça tem 410 

influência direta na ocorrência de RP, sendo que vacas mestiças indianas tiveram as 411 

maiores incidências (10,5%) quando comparadas as indianas puras (2,7%). 412 

A incidência de mastite clínica neste estudo foi semelhante a apresentada 413 

por Ribeiro et al. (2013) em vacas leiteiras mestiças (12,9%) e  Ribeiro et al. (2016) 414 

em vacas Holandesas (10,6%).  415 

Em nosso estudo, ao se analisar a taxa de prenhez na primeira IA observou-416 

se uma queda na média de até 27% na concepção a primeira IA em vacas com RP e 417 

de até 22% em vacas com mastite clínica, demonstrando os efeitos negativos desses 418 

processos inflamatórios na eficiência reprodutiva de vacas mestiças leiteiras. Buso 419 

et al. (2018) relataram que RP em vacas Girolando prolongou o período de serviço, 420 

sendo 46 dias mais longo do que para vacas saudáveis. Em contrapartida, 421 

endometrite subclínica não afetou a taxa de concepção a primeira IA e na 422 

porcentagem de gestação aos 150 dias em vacas Girolando (CARNEIRO et al., 423 

2014). 424 

Os efeitos negativos das doenças na eficiência reprodutiva são multifatoriais 425 

e ainda necessitam de maiores esclarecimentos (BROMFIELD et al., 2015; 426 
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RIBEIRO et al., 2016; SHELDON, 2019). Segundo Bromfield et al. (2015) e 427 

Karsch et al. (2002), as doenças, em virtude da presença do patógeno e ativação da 428 

resposta imune, provocam alterações nas vias necessárias para a função ovariana e, 429 

desta forma, causam um impacto negativo na fertilidade, como atraso no 430 

crescimento do folículo dominante, redução na liberação de GnRH e pulsatilidade 431 

do LH e alteram a síntese endometrial de PGF2α para PGE2. As interleucinas como 432 

a IL6 e a TNF- α perturbam a esteroidogênese das células foliculares dos ovários de 433 

vacas (ALPIZAR; SPICER, 1994; SPICER, 1998) e a IL1β infundida 434 

intracerebroventriculamente por 4 a 6 dias causa interrupção total do ciclo estral e 435 

inibição da ativação de neurônios GnRH em ratos (RIVEST; RIVIER, 1993), além 436 

da diminuição e até mesmo bloqueando a liberação de LH e FSH (KALRA; SAHU; 437 

KALRA, 1990; RIVESTT et al., 1993). 438 

Além disso, as doenças inflamatórias, sejam elas uterinas ou não-uterinas, 439 

podem provocar alterações significativas nas expressões de importantes genes 440 

envolvidos na resposta imune endometrial, como em moléculas de adesão celular e 441 

de vias de sinalização. Campos et al. (2018) demonstraram estes efeitos com 442 

infusões experimentais intramamárias de lipopolissacarídeos (LPS) em vacas 443 

Holandesas e Ribeiro et al. (2016) em genes estimulados por interferon (ISG) em 444 

leucócitos de sangue periféricos. 445 

Em nosso estudo, os efeitos negativos da RP e mastite clínica no intervalo 446 

parto – primeira IA e no período de serviço foram notórios nas vacas mestiças. 447 

Houve comprometimento do desempenho reprodutivo provocado pelas doenças, 448 

aumentando o tempo para se tornarem gestantes. Esses resultados corroboraram 449 

com outros estudos a campo que mostram o efeito negativo da mastite clínica na 450 

eficiência reprodutiva de vacas Holandesas aumentando as chances de 451 

reinseminação em 20% quando mastite ocorreu antes da primeira IA, reduzindo 452 

números de IA por concepção de 50% para até 20% e apresentando dias em aberto 453 

de 84 dias para até 160 dias (CAMPOS et al., 2020; DAHL et al., 2017; HUDSON 454 

et al., 2012; REMNANT et al., 2019). 455 

Os resultados do experimento 2 evidenciaram uma ocorrência de 26,7% dos 456 

animais apresentando endometrite subclínica, semelhante ao descrito por Buso et al. 457 

(2018) de 27,49% de endometrite subclínica em 462 vacas leiteiras Girolando na 458 
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mesma região do presente estudo (Minas Gerais). Esses valores são menores que os 459 

encontrados em vacas Holandesas com 40-60 DPP por Gilbert et al. (2005) de 53% 460 

de prevalência (n=141) e semelhantes aos encontrados por Cheong et al. (2011) que 461 

encontraram 25% de vacas Holandesas com endometrite subclínica (n=779) com 462 

40-60 DPP. 463 

A expressão da quimiocina CCL5 foi semelhante entre os grupos com e sem 464 

doença uterina/não-uterina e do gene IL6 foi significativamente menor no grupo 465 

RP. Porém, a expressão de IL1β foi significativamente maior em grupos de vacas 466 

doentes comparado ao grupo saudável. Esse último achado corrobora com o 467 

resultado apresentado por Fischer et al. (2010) que trabalharam com um grupo de 468 

vacas Holandesas saudáveis (n=9), com endometrite clínica (n=9) e subclínica 469 

(n=9) e observaram diferença na expressão de IL1β em vacas saudáveis em 470 

comparação com vacas com endometrite clínica ou subclínica, aumentando em 471 

vinte e 5 vezes mais a expressão na endometrite subclínica e clínica, 472 

respectivamente. A IL1β é uma citocina importante, pois ativa células vasculares 473 

endoteliais, promove infiltração de células inflamatórias (DINARELLO, 2002) e 474 

estimula a liberação de proteínas de fase aguda como haptoglobina, proteína 475 

amiloide sérica A, ceruloplasmina e proteína C reativa pelo fígado (HEINRICH; 476 

CASTELL; ANDUS, 1990).  477 

No presente estudo, as coletas foram feitas em uma média de 45 dias pós-478 

parto, diferentemente de Fischer et al. (2010) que realizaram coletas mais recentes 479 

no puerpério (21-27 DPP), demonstrando que os efeitos na expressão da IL1β pode 480 

se estender por mais tempo após o evento doença. Fagundes et al. (2019) 481 

verificaram que não houve diferenças nas expressões da quimiocina CCL5 em 482 

vacas comparando regiões carunculares e intercarunculares do epitélio endometrial 483 

em graus de inflamação ausente e leve, porém a expressão foi maior nos 484 

endométrios com inflamação grave quando comparados aos grupos sem e com 485 

inflamação leve. Em nosso estudo não houve diferença na expressão da quimiocina 486 

CCL5 entre os três grupos estudados. 487 

O efeito persistente da doença no endométrio foi muito bem evidenciado por 488 

Horlock et al. (2020), que verificaram que, mesmo após três meses da infusão 489 

experimental de agentes patogênicos Escherichia coli ou Trueperella pyogenes no 490 
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útero de novilhas, ainda permaneciam alterações no transcriptoma do endométrio e 491 

em regiões distantes da infecção. Esses autores acreditam que várias regiões do 492 

trato reprodutivo possam contribuir com a infertilidade observada após a doença 493 

uterina. Horlock et al. (2020) também verificaram poucas transcrições para IL6, 494 

semelhante ao observado no presente estudo.  495 

Na pesquisa de Ishikawa et al. (2004), avaliando vacas dois meses antes e 496 

depois do parto, observaram que vacas holandesas com RP apresentaram 497 

concentrações sanguíneas de IL6 menores que o grupo normal, semelhante ao 498 

presente estudo em que o grupo RP teve menores expressões de IL6 em relação ao 499 

grupo saudável. Esses autores acreditam que níveis sanguíneos pré-parto reduzidos 500 

de IL6 sejam uma ferramenta para prever RP após o parto. 501 

Há trabalhos na literatura que relatam a supressão pela progesterona de 502 

diversas citocinas e outras moléculas imunoestimulatórias no útero, como a 503 

prostaglandina F2alfa (PGF2α), óxido nítrico, IL8, IL6, IL12 e leucotrieno B4 504 

(LEWIS; WULSTER-RADCLIFFE, 2006; SEALS; WULSTER-RADCLIFFE; 505 

LEWIS, 2002; WULSTER-RADCLIFFE; SEALS; LEWIS, 2003). Entretanto, 506 

pouco se conhece sobre o efeito da doença intra-uterina e extra-uterina na expressão 507 

gênica dos receptores de esteroides ESR1 e PGR, sendo que neste estudo não se 508 

observou interferência do fator doença na expressão destes receptores em vacas 509 

mestiças. 510 

De forma geral, os dados mais recentes da literatura são consistentes em 511 

mostrar que as doenças uterinas interferem na reprodução. As doenças uterinas 512 

estão associadas a alterações no transcriptoma da granulosa e na qualidade dos 513 

oócitos (PIERSANTI et al., 2019). Vacas com endometrite clínica induzida tem 514 

oócitos com menores capacidades de atingir o estágio de mórula após a fertilização 515 

in vitro (FIV) (DICKSON et al., 2020). Além disso, Piersanti et al. (2020) 516 

demonstraram que em até 60 dias após a infecção por endometrite clínica 517 

experimental foram encontradas alterações no transcriptoma de oócitos e 518 

correlações negativas com a expressão endometrial de IL6, afetando a capacidade 519 

de desenvolvimento dos oócitos. Os resultados encontrados no presente estudo 520 

(exp.1) mostraram que vacas leiteiras mestiças Gir x Holandês, que apresentam 521 

doenças uterinas ou extra-uterinas, apresentam baixa eficiência reprodutiva 522 
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semelhante ao reportado em vacas leiteiras especializadas da raça Holandesa. Além 523 

disso, observaram-se alterações persistentes no ambiente endometrial (exp.2), 524 

avaliadas ao final do puerpério, sugerindo que este possa ser um dos fatores que 525 

contribuem negativamente na eficiência reprodutiva destes animais. 526 

  Na avaliação do efeito das doenças (RP, mastite clínica) estudadas no 527 

endométrio, as principais diferenças foram observadas na expressão gênica da 528 

citocina IL1β e IL6, no entanto, entende-se que para uma melhor compreensão 529 

destes eventos, um número maior de mediadores inflamatórios e receptores devem 530 

ser avaliados. Diante dessas informações poder-se-á propor novas terapias e 531 

prevenções para uma melhora nos índices reprodutivos e fertilidade de vacas em 532 

propriedades leiteiras. Além disso, compreender melhor por quanto tempo após o 533 

parto ainda ocorre esse efeito negativo no ambiente uterino. 534 

 535 

5 CONCLUSÕES 536 

 537 

Concluiu-se que vacas com retenção de placenta e mastite clínica no pós-538 

parto apresentam piores índices reprodutivos, alteração na expressão gênica 539 

endometrial das citocinas IL1β e IL6 e não apresentam alteração na expressão de 540 

receptores dos hormônios esteroidogênicos ao final do puerpério. 541 
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Tabela 1 – Sequência dos primers para amplificação de RNAm por reação em 856 

cadeia da polimerase em tempo real (qRT-PCR) 857 

Gene Direção do primer Sequência do primer 

IL1β 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: IL1β – Interleucina 1β; IL6 – Interleucina 6; CCL5 – Ligante da quimiocina 5; ESR1 – 858 
Receptor de estrogênio α; PGR – Receptor de progesterona; GAPDH – Gliceraldeído-3-fosfato 859 
desidrogenase.  860 

 861 

 862 

 863 

 864 

 865 

 866 
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 867 
Figura 1 - Efeito da retenção de placenta e mastite no intervalo parto – primeira IA 868 

(A) e período de serviço (B). Letras diferentes indicam diferença estatística por 869 

one-way ANOVA e pós-teste de comparação múltipla de Bonferroni (A). Letras 870 

diferentes indicam diferença estatística por Kruskall-Wallis e pós-teste de 871 

comparação Múltipla de Dunn’s. Ambos os testes a 5% de significância (P<0,05). 872 

 873 

 874 

  875 
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Tabela 2 - Efeito da retenção de placenta (RP) e mastite clínica na taxa de 876 

concepção e na porcentagem de vacas gestantes aos 150 dias de lactação. 877 

 

Saudável RP Mastite P valor 

Concepção 1ª IA (%)  

Gestantes aos 150 dias (%) 

41,3
a
 (76/184) 13,6

b
 (3/22) 19,2

b
 (5/26) 0,0062 

92,4
a
 (170/184) 86,4

a
 (19/22) 53,8

b
 (14/26) <0,0001  

Nota: Letras diferentes indicam diferença estatística a 0,05% de significância (Teste de qui-878 
quadrado). 879 

  880 
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Tabela 3 – Médias e desvio padrão dos parâmetros vitais avaliados e escore de 881 

condição corporal dos animais pertencentes aos três grupos do experimento dois.  882 

 
Saudável RP Mastite P-valor 

 Freq. respiratória (mpm) 48,35 ± 10,78 54,43 ± 19,59 52,36 ± 18,81 0,2615 

 Freq. cardíaca (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 2,2 ± 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 883 
ruminais completos em 3 minutos. Teste de one way-ANOVA com pós-teste de Bonferroni (FR, FC 884 
e temperatura) e Kruskal-Wallis com pós-teste de comparação múltipla de Dunn’s. Todos os testes 885 
com significância de 5% (P<0,05). 886 

 887 

 888 

 889 

 890 

 891 
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 893 

Figura 2 - Expressão dos transcritos dos genes IL1β, IL6 e CCL5 de fêmeas 894 

bovinas. Letras diferentes indicam diferença estatística por one-way ANOVA e pós-895 

teste de comparação múltipla de Bonferroni com 5% de significância (P<0,05).  896 

897 
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 898 

Figura 3 - Expressão dos receptores de esteroides de fêmeas bovinas. Letras 899 

diferentes indicam diferença estatística por one-way ANOVA com o pós-teste de 900 

comparação múltipla de Bonferroni a 5% de significância (P<0,05). 901 

 902 
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ANEXO 1: Certificado da comissão de ética na utilização (CEUA) da 904 

Universidade Federal de Uberlândia 905 

 906 

 907 

 908 

 909 

  910 
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ANEXO 2: Normas para a publicação da revista Ciência Rural 911 

 912 

Normas para publicação 913 

  914 

ESCOPO: 915 

1. CIÊNCIA RURAL - Revista Científica do Centro de Ciências Rurais da 916 

Universidade Federal de Santa Maria publica artigos científicos, revisões 917 

bibliográficas e notas referentes à área de Ciências Agrárias, que deverão ser 918 

destinados com exclusividade. 919 

2. Os artigos científicos, revisões e notas devem ser encaminhados via eletrônica e 920 

editados preferencialmente em idioma Inglês. Os encaminhados em Português 921 

poderão ser traduzidos após a 1º rodada de avaliação para que ainda sejam 922 

revisados pelos consultores ad hoc e editor associado em rodada subsequente. 923 

Entretanto, caso não traduzidos nesta etapa e se aprovados para publicação, terão 924 

que ser obrigatoriamente traduzidos para o Inglês por empresas credenciadas 925 

pela Ciência Rural e obrigatoriamente terão que apresentar o certificado de 926 

tradução pelas mesmas para seguir tramitação na CR. 927 

Empresas credenciadas: 928 

 929 

- American Journal Experts (http://www.journalexperts.com/) 930 

- Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/) 931 

- BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com) 932 

- Edanz (http://www.edanzediting.com) 933 

- Editage (http://www.editage.com.br/) 10% discount for CR clients. Please inform 934 

Crural10 code. 935 

- Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for 936 

special rates. 937 

- GlobalEdico (http://www.globaledico.com/) 938 

- JournalPrep (http://www.journalprep.com) 939 

- Liberty Medical Communications (http://libertymedcom.com/) 940 

- Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/) 941 

- Readytopub (https://www.readytopub.com/home) 942 

  943 

LIMITE DE PÁGINAS: 944 

Todas as linhas deverão ser numeradas e paginadas no lado inferior direito. O 945 

trabalho deverá ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm com, no máximo, 25 946 

linhas por página em espaço duplo, com margens superior, inferior, esquerda e 947 

direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O máximo de páginas 948 

será 15 para artigo científico, 20 para revisão bibliográfica e 8 para 949 

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
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nota, incluindo tabelas, gráficos e figuras. Figuras, gráficos e tabelas devem ser 950 

disponibilizados ao final do texto e individualmente por página, sendo que não 951 

poderão ultrapassar as margens e nem estar com apresentação paisagem. 952 

Tendo em vista o formato de publicação eletrônica estaremos considerando 953 

manuscritos com páginas adicionais além dos limites acima. No entanto, os 954 

trabalhos aprovados que possuírem páginas excedentes terão um custo adicional 955 

para a publicação (vide taxa). 956 

  957 

ESTRUTURA: 958 

3. O artigo científico (Modelo .doc, .pdf) deverá conter os seguintes 959 

tópicos: Título (Português e Inglês); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key 960 

words; Introdução com Revisão de Literatura; Material e Métodos; Resultados e 961 

Discussão ou resultados/discussÃ£o (juntos); Conclusão; Referências e Declaração 962 

de conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentação; Contribuição dos 963 

autores; Fontes de Aquisição; Informe Verbal; Comitê de Ética e Biossegurança 964 

devem aparecer antes das referências. Pesquisa envolvendo seres humanos e 965 

animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovação de um 966 

comitê de ética institucional já na submissão. Alternativamente, pode ser enviado 967 

um dos modelos ao lado (Declaração Modelo Humano, Declaração Modelo 968 

Animal). 969 

4. A revisão bibliográfica (Modelo .doc, .pdf) deverá conter os seguintes 970 

tópicos: Título (Português e Inglês); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key 971 

words; Introdução; Desenvolvimento; Conclusão; Referências e Declaração de 972 

conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentação; Contribuição dos autores; 973 

Fontes de Aquisição e Informe Verbal; Comitê de Ética e Biossegurança devem 974 

aparecer antes das referências. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais 975 

obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovação de um comitê de 976 

ética institucional já na submissão. Alternativamente pode ser enviado um dos 977 

modelos ao lado (Declaração Modelo Humano, Declaração Modelo Animal). 978 

5. A nota (Modelo .doc, .pdf) deverá conter os seguintes tópicos: Título 979 

(Português e Inglês); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem 980 

subdivisão, porém com Introdução; Metodologia; Resultados e Discussão e 981 

Conclusão; podendo conter tabelas ou figuras); Referências e Declaração de 982 

conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentação; Contribuição dos autores; 983 

Fontes de Aquisição e Informe Verbal; Comitê de Ética e Biossegurança devem 984 

aparecer antes das referências. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais 985 

obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovação de um comitê de 986 

ética institucional já na submissão. Alternativamente pode ser enviado um dos 987 

modelos ao lado (Declaração Modelo Humano, Declaração Modelo Animal). 988 

  989 

COVER LETTER: 990 

http://coral.ufsm.br/ccrrevista/taxas_extras.htm
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo1a.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo1a.pdf
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6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as 991 

seguintes informações em inglês, exceto para artigos submetidos em 992 

português (lembrando que preferencialmente os artigos devem ser submetidos em 993 

inglês). 994 

 995 

a) What is the major scientific accomplishment of your study? 996 

b) The question your research answers? 997 

c) Your major experimental results and overall findings? 998 

d) The most important conclusions that can be drawn from your research? 999 

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for 1000 

review? 1001 

 1002 

Para maiores informações acesse o seguinte tutorial. 1003 

7. Não serão fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponíveis no formato 1004 

pdf no endereço eletrônico da revista www.scielo.br/cr. 1005 

  1006 

TÍTULOS: 1007 

8. Descrever o título em português e inglês (caso o artigo seja em português) - 1008 

inglês e português (caso o artigo seja em inglês). Somente a primeira letra do título 1009 

do artigo deve ser maiúscula exceto no caso de nomes próprios. Evitar abreviaturas 1010 

e nomes científicos no título. O nome científico só deve ser empregado quando 1011 

estritamente necessário. Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais 1012 

seções quando necessários. 1013 

9. As citações dos autores, no texto, deverão ser feitas com letras maiúsculas 1014 

seguidas do ano de publicação, conforme exemplos: Esses resultados estão de 1015 

acordo com os reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), 1016 

como uma má formação congênita (MOULTON, 1978). 1017 

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

software EndNote (o EndNote é um software de gerenciamento de referências, 1019 

usado para gerenciar bibliografias ao escrever ensaios e artigos). Também é 1020 

disponibilizado nesse link o arquivo de estilo para uso com o software Mendeley. 1021 

  1022 

REFERÊNCIAS: 1023 

11. As Referências deverão ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) 1024 

conforme normas próprias da revista. 1025 

11.1. Citação de livro: 1026 
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