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ESTUDO DO EFEITO DA APLICACAO INTRAUTERINA DE OZONO SOBRE A TAXA DE
GESTACAO, APOS INSEMINACAO ARTIFICIAL, EM VACAS REPETIDORAS DE RACA
FRISIA HOLSTEIN

RESUMO

Nos bovinos, a saude uterina no pds-parto encontra-se facilmente comprometida. O ambiente
uterino, durante o puerpério, € um dos principais factores que influencia a fertilidade das vacas
e, desta forma, qualquer alteracdo da saulde uterina pode induzir a sindrome da vaca
repetidora. Esta definicAo compreende um grupo heterogéneo de vacas subférteis, sem
anomalias anatomicas ou infecciosas, que exibem uma variedade de desequilibrios
reprodutivos, num padrdo constante, durante trés ou mais ciclos éstricos consecutivos, de
duracdo normal (17-25 dias).

O objectivo principal deste trabalho experimental foi o de avaliar o efeito da aplicagédo
intrauterina de ozono (Ripromed® palhinhas; Novagen, Italia), 10 horas antes da IA, sobre
alguns indices reprodutivos de vacas repetidoras de raca Frisia Holstein. Foram utilizados
dois grupos de vacas repetidoras: um dos grupos foi sujeito a tratamento (n=23) e 0 outro
serviu de grupo controlo (h=31), ndo tendo sido tratado.

Foram avaliadas nos dois grupos a taxa de gestagéo a 12 IA do ensaio e da 22 IA do ensaio.
Também foi avaliada a incidéncia de afec¢des no pos-parto das vacas de ambos 0s grupos e
a taxa de gestacdo a 12 IA do ensaio, tendo em conta essas afec¢bes. Apds a andlise
estatistica dos resultados, verificou-se ndo haver diferencas significativas (p>0,05) entre os
dois grupos, muito possivelmente devido ao reduzido nimero da amostra (n=54). Ainda assim,
no que diz respeito a taxa de gestacao a 12 1A do ensaio, verificou-se que os resultados foram
numericamente superiores para o0 grupo dos animais tratados, relativamente ao dos néo
tratados (43% vs. 26%, p>0,05). Relativamente ao nimero de animais gestantes apés a 22 |A
do ensaio (animais que fizeram retorno ao cio — 40%) registaram-se resultados menos
favoraveis nas vacas tratadas (0% vs. 37%, p>0,05). No entanto, pouco se pdde concluir
acerca deste resultado, dada a pequenez da amostra. Observou-se, da mesma forma, que a
retencdo placentaria (46,6%) e a endometrite clinica (53,3%) foram as afeccdes de maior
incidéncia em ambos o0s grupos e que, os resultados do tratamento foram favoraveis tanto
para as vacas gue apresentaram patologia no puerpério ( 45% vs. 37%, p>0,05), como para
as que tiveram um pds-parto aparentemente normal (42% vs. 8%, p>0,05).

Deste modo, e como pouco se podera efectivamente concluir, com base no tratamento
estatistico acerca dos efeitos desta terapéutica sobre os indices reprodutivos analisados,

outros estudos prospectivos deveréo ser realizados.

Palavras-chave: Pés-parto, Vaca repetidora, Tratamento intrauterino, Ozono.



STUDY OF THE EFFECT OF INTRAUTERINE OZONE TREATMENT ON REPEAT-
BREEDERS HOLSTEIN-FRIESIAN COWS PREGNANCY RATE AFTER ARTIFICIAL
INSEMINATION

ABSTRACT

In cattle, postpartum uterine health is easily compromised. The uterine environment during the
puerperium influences cows’ fertility and its perturbation can induce the repeat-breeder
syndrome. The repeat-breeders cows are an heterogeneous group of subfertile cows without
anatomical abnormalities or infectious diseases. Those females exhibit reproductive
imbalances in a constant pattern, for three or more consecutive estrous cycles (17-25 days).
The main objective of this study was to evaluate the effect of intrauterine ozone treatment
(Ripromed® straws; Novagen, Italy), given 10 hours before the Al on a few reproductive
parameters of repeat-breeders Holstein-Friesian dairy cows. The study was conducted on two
different groups: treatment group (n = 23) and control group (n = 31).

It was evaluated in both groups: the pregnancy rate (15t and 2" Al), the incidence of postpartum
diseases and the pregnancy rate, taking into account those diseases. After statistical analysis,
it was found no significant differences (p>0.05) between the two groups, most likely due to the
small sample size (n = 54). Still, with regard to the pregnancy rate at 1%t Al, the results were
numerically higher for the treated group compared to the untreated one (43% vs 26%, p>0.05).
Regarding the number of pregnant animals after the 2" Al (animals that return to oestrus -
40%) it was found lower results in treated group (0 % vs 37 %, p>0.05). It was observed that
retained placenta (46.6%) and clinical endometritis (53.3%) had higher incidence in both
groups and the treatment results were favorable for the cows that had postpartum diseases
(45% vs 37%, p>0.05) and for those that had an apparently normal postpartum (42% vs 8%,
p>0.05).

Therefore, based on the statistical treatment, it was not possible to conclude much. Other
prospective studies should be conducted.

Keywords: Postpartum, Repeat-breeders cows, Intrauterine treatment, Ozone.
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I. OBJECTIVOS

O principal objectivo da industria leiteira € o de fornecer leite ao mercado consumidor. Nas
tltimas décadas, a producdo de leite por vaca tem aumentado significativamente. Contudo,
um impacto negativo deste melhoramento tem sido a reducéo da fertilidade (por exemplo,
mais dias em aberto e mais servicos por concepcéo) em virtude do aumento da incidéncia de
problemas reprodutivos (Grohn & Rajala-Schultz, 2000).

De forma a diminuir a utilizacdo de antibiéticos nestes casos, tém sido abordados novos
tratamentos uterinos, como é o0 caso da ozonoterapia. O o0zono inactiva bactérias, virus,
fungos, algas e protozodrios, agentes estes que podem causar endometrites clinicas ou
subclinicas, que afectam negativamente a fertilidade (Loste, Zabala & Mendizabal, 2011). Este
tratamento intrauterino, em comparagdo com tratamentos antibacterianos, tem como
vantagens ndo causarem resisténcias bacterianas, nem produzir residuos no leite e/ou carne
(Djuricic et al., 2012a)

Tendo em conta esta situacdo, decidiu-se por uma dissertacdo de mestrado com os seguintes
objectivos:

- Avaliar as variaveis Parto-12 |A, Dias em leite até a IA do ensaio e producéo de leite no dia
da IA do ensaio e a sua relacdo com a fertilidade nos grupos Controlo X Grupo Tratamento;

- Avaliar a fertilidade apdés a IA com tratamento intrauterino de ozono: grupo Controlo X grupo
Tratamento;

- Avaliar a fertlidade ap6s a |IA ao retorno do cio: grupo Controlo X grupo Tratamento;

- E, por fim, avaliar a fertilidade do grupo PP normal X grupo Doenca no PP, em relagdo aos

animais tratados com ozono e 0s nao tratados.



Il. RELATORIO DE ACTIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O ESTAGIO

O estéagio curricular, inserido no Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da Faculdade
de Medicina Veterinaria (FMV) da Universidade de Lisboa, consisitiu em duas partes
complementares, ambas sob a orientacdo do Doutor Jodo Nestor das Chagas e Silva.

A primeira teve inicio em Setembro de 2012 e prolongou-se até Julho de 2013, durante a qual
foi possivel a autora acompanhar a actividade profissional do orientador, tanto no ambito
escolar, como na pratica privada. Durante este periodo a autora assistiu a visitas de controlo
reprodutivo onde desenvolveu capacidades na técnica de palpacao transrectal (PTR). Seguiu
varios programas de superovulacéo, recolha e transferéncia de embrides (TE) em bovinos de
leite, na area geografica de Aveiro e da Moita do Ribatejo, assim como em bovinos de carne,
de raca Salers na area geogréfica de Alcochete. Foi entdo possivel adquirir conhecimentos
sobre a técnica de recolha dos embrides, da sua pesquisa e caracterizacdo a lupa, assim
como sobre a técnica de congelacdo e de transferéncia de embrides. A autora teve ainda
oportunidade de assistir e auxiliar em exames androldgicos, tanto em touros de leite (Frisia
Holstein), como de carne (Limousine, Charolesa e Blonde d’Aquitaine) e no processo de
colheita e congelagéo de sémen. Estes trabalhos foram desenvolvidos na area geografica de
Alcochete, Milfontes e Montemor-o-Novo. Ao longo deste periodo, o orientador deu formacao
na area da ecografia reprodutiva bovina e a autora também teve oportunidade de participar
num workshop nesta area, organizado pela FMV nas instalacdes da ex-Estacdo Zootécnica
Nacional (Fonte Boa). Também acompanhou um Curso de Inseminacdo Atrtificial (IA) em
Bovinos para técnicos, organizado pela FMV, a partir do qual p6de desenvolver e aplicar a
técnica.

A segunda parte do estagio curricular desenvolveu-se na Sociedade Agropecuaria José
Ribeiro Chula & Filho, a tempo inteiro. Este periodo decorreu de 17 de Setembro de 2012 a
28 de Marco de 2013 e foi uma mais-valia na aquisi¢cdo de conhecimentos praticos referentes
ao maneio, reproducao e clinica de bovinos de leite, assim como para a recolha de informagéo
para a dissertacdo. Ai, a autora teve a oportunidade de acompanhar a rotina e o
funcionamento de uma exploracédo de leite. As actividades principais que Ihe atribuiram foram:
¢ Assisténcia aos partos;

¢ Administracao de colostro a vitelos recém-nascidos por entubacao esofagica;

¢ Monitorizacao e tratamento das vacas nos primeiros dias pds-parto (registo de temperatura
rectal, avaliacdo da recuperacao do animal e diagndéstico de doenca poés-parto, avaliacdo do
leite aos primeiros jactos e diagnostico de mastite, administracéo e registo dos tratamentos);
¢ Vacinacgédo dos vitelos e tratamento de diarreias neonatais;

e Auxiliar a descorna de vitelos;



e Auxiliar o Dr. Carsten Dammert nas visitas de avaliagcdo reprodutiva (administracbes
intramusculares e colocagdo de dispositivos intravaginais de progesterona) € nos casos
clinicos da exploracao;

¢ Deteccdo de cios, |A e tratamentos intrauterinos de endometrites.

¢ Auxiliar no tratamento de doencas podais, incluindo corte funcional de unhas;

¢ Colaboracao na rotina de ordenha;

e Secagem das vacas;

¢ Vacinacoes.

Durante este estagio foi possivel acompanhar, igualmente, as visitas da Dra. Ema,
responséavel pela qualidade do leite e do Prof. Dr. Saraiva Lima aquando da realizagdo da
necrépsia de um vitelo. No &mbito do estudo realizado, que deu origem a dissertacao, a autora
realizou ecografias a todos os animais que nele participaram, para diagndstico de gestacao
(DG), entre os 28 e o0s 32 dias pos-IA.

Tabela 1. Casuistica das actividades desenvolvidas durante o estagio.

Area de o _ N° de
_ . Actividades desenvolvidas
intervencao casos
Reprodugéo . o PTR 800
_ Exame ginecolégico _
Bovina Ecografia 80
PTR 30
DG :
Ecografia 80
Quistos ovaricos PTR 15
Utero unicornio PTR 1
Patologias
_ . PTR 10
Reprodutivas Piometra _
Ecografia 3
Endometrite PTR 40
Colocacao de dispositivos intravaginais de progesterona (P4) 30
Colocacao de comprimidos intrauterinos de terramicina 30
Tratamento AB intrauterino 10
IA (DGs positivos) 20 (9)
Lavagem uterina para TE 7t
TE 40!
Exame androldgico 10
Congelacdo de sémen 1
Distécias 10
Retencao placentaria 30
Torcao uterina 1
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Tabela 1 (continuacdo). Casuistica das actividades desenvolvidas durante o estagio.

Area de N _ N° de
, . Actividades desenvolvidas
intervencao casos
Deslocamento do abomaso 1t
Cirurgia Cesariana 3t
Resolucéo de hérnia umbilical 1
Hipocalcémia 8
Indigestéo 1
Ulcera da
_ 20
Patologia Podal sola
_ Panaricio 5
Clinica : _
Mastites clinicas 30
Diarreia (vitelos/vacas) 50
Necrépsia (vitelo) 1!
Recolha de amostras de leite 20
Recolha de amostras de sangue 10

lObservei o procedimento
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1.PERIODO POS-PARTO

1.1. Nota Introdutoéria

O periodo pos-parto (pp) € a fase em que o aparelho reprodutivo recupera apos o parto e
retorna ao seu estado normal, pronto para uma nova gestacdo (Sheldon, Barret & Boyd,
2008a).

Por norma, vacas com condig&o corporal (CC) entre 3,5 e 4,0 ao parto e que ndo sofreram
distécia, parto gemelar, parto de nados mortos ou retencdo placentaria, tém um periodo pds-
parto normal, cios detectaveis mais precocemente e mais ciclos éstricos (Draper & Wheal,
1989) durante o periodo voluntario de espera (40 a 60 dias ap6s o parto; Sheldon et al.,
2008a). Estas vacas também tém producdes leiteiras mais elevadas, melhor satde do ubere
e menos inseminagdes artificiais (1A) por concepcao (Draper & Wheal, 1989).

Existem quatro areas principais de actividade fisioldgica no puerpério: o sistema genital
tubular (especialmente, o utero) atrofia, em oposi¢do a hipertrofia que ocorre durante a
gestacdo; a estrutura do endométrio € restaurada; a contaminacdo bacteriana do lumen
uterino é eliminada e had um restabelecimento da funcdo ovarica (Noakes, Parkinson &
England, 2001a).

Desta forma, qualquer transtorno que prolongue a duracdo do puerpério, pode afectar a
performance reprodutiva futura da vaca (Noakes et al., 2001a).

1.2. Involugéo Uterina

A involucao uterina representa o retorno do aparelho reprodutor, apés o parto, a sua condi¢ao
pré-gravidica. Este processo ocorre a nivel macro e microscopico e a nivel funcional (Noakes
et al., 2001a) e envolve diminuigcdo do tamanho, necrose e desprendimento das carunculas e,
regeneragdo do endométrio (Sheldon, Williams, Miller, Nash & Herath, 2008b).

Com a necrose das carinculas uterinas, estas sdo expulsas, o que contribui significativamente
para a rapida reducédo do peso do Utero, que passa de 13 quilogramas (Kg) para 1Kg, em 3
semanas (Sheldon et al., 2008b).

De acordo com Noakes et al. (2001a), o didmetro do corno uterino anteriormente gravidico
diminui para metade em cinco dias e, 0 seu comprimento, em quinze. Como se pode verificar
na Figura 1, a involugdo uterina acontece numa escala logaritmica decrescente, com maior
alteracdo nos primeiros dias apos o parto. A velocidade de involu¢cdo do corno ndo gravidico

€ mais variavel, pois depende do grau de envolvimento da placentacdo (Noakes et al., 2001a).



Figura 1. Involucdo uterina durante o puerpério. Adaptado de Noakes et al. (2001a)
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No decurso de uma involucdo uterina saudavel, todo o aparelho reprodutor é palpavel por
exame transrectal aos 10-14 dias apdés o parto, embora o corno uterino anteriormente
gravidico apresente um comprimento e dimetro maiores do que o corno uterino contralateral
(Sheldon et al., 2008a). O cérvix também sofre atrofia e diminui de tamanho devido a redugéo
do colagénio e do musculo liso. Este processo é, no entanto, mais lento que a do corpo e
cornos uterinos, provavelmente dado ao seu elevado conteddo em colagénio (Noakes el al.,
2001a).

Idealmente, o Utero deve involuir totalmente no periodo pds-parto imediato. O diametro dos
cornos uterinos deve atingir os 3-5 centimetros (cm) por volta dos 30 dias, enquanto o
didmetro do cérvix deve ser inferior a 5 cm, aos 40 dias (Draper & Wheal, 1989; Meira Jr.,
Henriques, Sa & Gregory, 2012).

As prostaglandinas (PG) podem ter um papel importante no controlo da involugéo uterina.
Parece que existe uma correlacdo positiva entre a duracdo da involucéo uterina e a amplitude
e duracdo da sintese de PGFy, (Kindahl, Odensvik, Aiumimai & Fredriksson, 1992) e
consequentemente, da concentracédo do metabolito da PGF2q, PGFM (13,14-dihydro-15-keto-
PGF.q; Meira et al., 2012). A sintese e o metabolismo da PGF,, aumentam no Utero da vaca
no inicio do periodo pés-parto e, nessa altura, isso é demonstrado pela presenca do seu
metabolito, PGFM, no sangue. H& evidéncia crescente de que a funcdo ovarica ndo se
restabelece até que a concentragcédo desse metabolito atinja valores basais. Estd documentado
que os valores de PGFM estdo aumentados em animais com endometrite grave em relacdo a
animais com endometrite ligeira (Mateus, Costa, Diniz & Ziecik, 2003) e que, quando ha
infecgdo uterina, as concentracdes de PGFM estéo elevadas, em relagdo a fémeas saudaveis
(Del Vecchio, Matsas, Fortin, Sponenberg & Lewis, 1994), sugerindo que o grau da
infeccao/inflamacéo influencia a secrecdo de PGF2q € que, quando isto acontece, observa-se

um atraso na involugdo do utero.



1.3. Regeneracdo do endométrio

A regeneracéo do epitélio do endométrio inicia-se imediatamente depois do parto, nas areas
menos lesadas. Apds a expulsdo da placenta, ocorre necrose da superficie das carinculas
uterinas, que se desprendem, geralmente, até 12 dias apds o parto (Noakes et al., 2001a).
Estas por¢cbes de massa caruncular sdo expulsas e formam a l6quia, juntamente com o
conteldo fetal remanescente, o sangue proveniente da rutura dos vasos do corddo umbilical
e parte das membranas fetais (Noakes et al., 2001a). Logo apos o parto, o Utero de vacas
saudaveis contém 1 a 2 litros (L) de léquia, verificando-se uma descarga maior durante os
primeiros dois ou trés dias que, praticamente desaparece aos 14-18 dias depois do parto
(Drost, Thomas, Seguin & Tredsson, 2002). Até ao 9° dia € frequentemente ensanguentado,
no entanto, quando se aproxima do fim, o corrimento torna-se mais claro e translicido. A
expulsdo da léquia normal ndo apresenta odor desagradavel (Noakes et al., 2001a; Sheldon,
Lewis, LeBlanc & Gilbert, 2006, Sheldon et al., 2008a).

A regeneracdo do endométrio ocorre inicialmente nas areas intercarunculares. Apés a
mesma, ha uma re-epitelializacdo das cardnculas em virtude do crescimento centripeto das
células provenientes das glandulas uterinas circundantes (Sheldon et al., 2008a). A
regeneracgao epitelial completa-se por volta dos 25 dias apos o parto, mas as camadas mais
profundas dos tecidos sé séo restauradas completamente a partir das 6-8 semanas (Sheldon
et al., 2008b). Enquanto ocorrem essas alteracdes epiteliais, as cardnculas diminuem de
tamanho. Aos 40-60 dias pOs-parto, elas tém apenas 4 a 8 milimetros (mm) de didmetro e 4 a
6 mm de altura (Sheldon et al., 2008a).

1.4. Reinicio da actividade ovarica

A primeira ovulagdo no periodo pGs-parto € essencial para a eficiéncia reprodutiva futura e a
sua auséncia caracteriza 0 anestro nesse espaco temporal (Vieira, 2011).

Depois do parto, a concentracéo de hormonas esterdides decresce para valores basais e ha
um aumento da concentragcdo de FSH (hormona foliculo-estimulante) no plasma que estimula
0 aparecimento da primeira onda folicular (Sheldon, Noakes, Rycroft, Pfeiffer & Dobson,
2002). Consequentemente, o primeiro foliculo dominante é seleccionado por volta dos 10-12
dias pp e pode ter trés destinos possiveis: ovulacdo e formacdo do primeiro corpo luteo
(retorno da actividade ciclica), atrésia com surgimento de uma nova onda folicular sem
ovulacdo (anestro) ou formac&o de um quisto folicular (Sheldon et al., 2008b).

O principal factor que determina o destino dos foliculos dominantes € a frequéncia de pulsos

de LH (hormona luteinizante). Geralmente, a ovulacéo ocorre quando o intervalo da frequéncia



de pulsos de LH é de 1 hora. Portanto, factores que nesse periodo a suprimam, podem
retardar o retorno a actividade ciclica dos ovéarios (Noakes et al., 2001a).

Uma caracteristica interessante do crescimento folicular nas quatro semanas apGs o parto €
que ha bem menos foliculos dominantes ou corpos liteos no ovério ipsilateral ao corno uterino
anteriormente gravidico em comparacao ao ovario contralateral (Sheldon et al, 2002). Este
facto parece sugerir que a infeccao uterina influencia a actividade dos ovarios pois, em
animais com elevado nivel de contaminagéo bacteriana, mais de 90% tiveram a sua primeira
onda folicular no ovario contralateral a gestacao prévia, enquanto que em fémeas com uma
carga microbiana menor, apenas 70% das ondas foliculares foram registadas no ovario
contralateral. No entanto, foliculos de ovarios contra e ipsilaterais em relacdo a gestacao
prévia tém a mesma capacidade funcional (Sheldon et al., 2002). Uma hipétese que pode
explicar este efeito localizado é que dado o maior tamanho do corno uterino previamente
gravido, a irrigagdo sanguinea € maior, 0 que vai promover uma maior absor¢do de
mediadores inflamatorios (Sheldon et al., 2002).

Sheldon & Dobson (2004) propuseram que a resposta imunolégica a infec¢do uterina, bem
como as endotoxinas produzidas pelas bactérias, teriam um efeito localizado na funcéo
ovarica. Estes autores referiram que a infusdo da endotoxina da Escherichia coli (E. Coli) inibia
a secrec¢do pulsatil de LH pela adeno-hipofise, suprimia a secregdo da gonadoliberina (GnRH)
pelo hipotdlamo e reduzia a resposta aos pulsos de GnRH. Noutras fémeas, a endotoxina
bloqueou a elevacao da concentracao pré-ovulatéria de estradiol, no plasma, mesmo perante
valores normais de LH pulsétil. Esta observacao sugere, novamente, que podera haver um
efeito directo da contaminacédo bacteriana na actividade ovérica.

Propbs-se, por outro lado, que uma menor actividade ovarica possa ser consequéncia da
auséncia de sensibilidade ovéarica a hormona FSH (Williams et al., 2007) ja que a sua
concentracdo ndo parece ser alterada pelo grau de contaminacéo bacteriana (Sheldon et al.,
2002). Apesar de concordarem com a afirmacéo anterior, Williams et al. (2007) demonstraram
gue os corpos luteos que se formavam destas ovulagbes eram de menores dimensdes e
segregavam menos progesterona, nas vacas com maior indice de crescimento bacteriano.
Facto que podera ser positivo na auto-regulacéo destas infecgfes, dado a progesterona ter

um efeito imunossupressor.



1.5. Eliminac&o da contaminacé&o bacteriana

Durante o parto, o Utero é contaminado por bactérias, que sédo posteriormente eliminadas
pelos mecanismos de defesa do mesmo (Sheldon et al., 2008b). Nessa altura, a vulva relaxa
e o cérvix dilata, permitindo que as bactérias entrem na vagina e no Utero (Williams et al.,
2007).

A contaminacdo bacteriana é resultante do ambiente que rodeia a fémea no poés-parto, da
pele e das fezes da propria vaca (Foldi et al., 2006). Mais de 90% das vacas leiteiras sao
contaminadas nas primeiras duas semanas apos o parto (Williams et al., 2005; Potter, Guitian,
Fishwick, Gordon & Sheldon, 2010). Contudo, isto ndo significa que desenvolvam doenca
uterina (Sheldon et al., 2002; Sheldon & Dobson, 2004). Estes Ultimos autores demonstraram
gue a percentagem de contaminacédo uterina por bactérias decrescia de 78% nos dias 16-30,
para 50% nos dias 31-45 e por fim, 9% nos dias 46-60 pp. Contaminacéo bacteriana ndo é
sinbnimo de infeccdo e a percentagem de vacas com presenca de bactérias no utero vai
diminuindo com o tempo (Williams et al., 2005).

A bactéria E. coli é o contaminante principal nos primeiros dias pés-parto. Ja a Trueperella
pyogenes (T. pyogenes) é a bactéria mais importante no pés-parto tardio e esta associada a
fémeas com endometrite (Williams, et al., 2007). A E.coli parece aumentar a susceptibilidade
do Utero para infecgBes subsequentes por T. pyogenes e anaerobios negativos, tornando-se
relevante para o estabelecimento e persisténcia de infeccéo uterina (Silva et al., 2009).

O ambiente uterino s6 € comprometido quando ocorrem alteracbes nos mecanismos de
defesa local e consequente persisténcia das bactérias, facto que permite o estabelecimento
de diferentes quadros de infeccdo uterina (Sheldon & Dobson, 2004; Marques Junior, Martins
e Borges, 2011). Os mecanismos para controlar a infeccdo uterina sdo mantidos de varias
formas (Tabela 2): anatomicamente, pelo epitélio cilindrico simples ou pseudo-estratificado do
endométrio; quimicamente, pelas secrecdes das glandulas endometriais; imunologicamente,
através da acgédo das células polimorfonucleares neutréfilos (PMNs) e dos anticorpos (Azawi,
2008). Todos estes mecanismos estdo funcionais durante o periodo de involugdo uterina
normal e, qualquer alteragcdo a este nivel, influencia a capacidade de eliminacdo dos
microrganismos (Sheldon et al, 2008a).

Vacas que apresentem partos distocicos, lesfes trauméticas do endométrio ou retencao
placentaria (RP) sdo animais menos resistentes a contaminagéo uterina (Foldi et al., 2006;
LeBlanc, 2008; Sheldon et al., 2008a). Nestes casos, existe uma diminui¢cdo na eficiéncia das
células fagocitarias no endométrio e no limen uterino e, como resultado, potenciais
microrganismos patogénicos podem persistir e causar metrite ou endometrite (Turner, Healey
& Sheldon, 2012).
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Tabela 2. Mecanismos de defesa do utero. Adaptado de Sheldon et al. (2008a)

Mecanismos de defesa do Utero

Neutrdéfilos no ambiente intrauterino

Barreira fisicas da vulva e do cérvix

Contracg¢fes uterinas persistentes e involugéo do Utero

Desprendimento das carinculas (expulsédo de bactérias aderentes)

Producéo de Imunoglobulinas

Imunidade mediada por células

Potencial hidrogeniénico (pH) intrauterino (de 6,4 durante o diestro, eleva-se para 7,0
durante o cio, reduzindo a taxa de crescimento bacteriano)

Flora bacteriana vaginal normal

A resposta imunitéria do Utero € gerada pelas células imunitarias que estdo no endométrio,
pelo estroma endometrial e pelas células epiteliais. Na verdade, estas células epiteliais séo a
primeira linha de defesa contra os organismos microbianos presentes no limen uterino
(Sheldon et al., 2008b)
A imunidade inata é a defesa inespecifica contra microrganismos, que inclui as barreiras
fisicas da pele e das mucosas, péptidos antimicrobianos, o sistema de complemento e células
que detectam e respondem aos microrganismos (Sheldon et al., 2008a). As células
hematopoiéticas envolvidas na resposta inata incluem mondécitos, macrofagos, eosindfilos,
neutréfilos e células natural killer. A fagocitose por parte dos PMNs é a primeira e mais
importante linha de defesa inespecifica face & contaminacédo bacteriana (Kasimanickam et al.,
2004; Sheldon & Dobson, 2004). Algumas destas células do sistema imunitario inato usam
receptores de reconhecimento para detectar antigénios, conhecidos como PAMPs (Pathogen-
associated molecular patterns). As familias mais importantes de receptores de
reconhecimento séo os receptores Toll-like (TLRs), receptores nucleotide oligomerization
domain (NOD)-like (NLRs), receptores retinoic acid-inducible gene | (RIG-I)-like (RLRs) e
receptores C-type lectin (CLRs) (Turner et al., 2012)
Para além desta resposta imunitaria, existe também a adquirida, que engloba a imunidade
humoral (linfécitos B) e a imunidade mediada por células (linfécitos T). A imunidade humoral,
na forma de imunoglobulinas (Ig), actua no Gtero (Sheldon et al., 2008a). Os antigénios
bacterianos capturados pelos macréfagos (células apresentadoras de antigénio) estimulam
os linfécitos T helper a produzir interleucina (IL) 2 que, por sua vez, estimula os linfécitos B a
diferenciarem-se no endométrio e a produzir anticorpos especificos que ajudam a combater a
infeccdo (Turner et al., 2012).
Ha um grupo de moléculas que modulam a resposta imunitaria, chamadas citoquinas. Delas
sdo exemplo, o interferdo a, o factor de necrose tumoral (TNFa) e as interleucinas.
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As interleucinas (IL1, IL2, IL6, IL8) agem em conjunto para activar e estimular a diferenciacéo
de varias linhas celulares, aumentam a concentracdo plasmatica de célcio (que ajuda nas
contracgbes do miométrio), estimulam a produgcdo de PGF2, e induzem um aumento do
namero de receptores da oxitocina no miométrio (Sheldon & Dobson, 2004; LeBlanc, 2012).
Estas citoquinas causam pirexia e, providenciam um feedback positivo para aumentar a
mobilizacdo das células imunitarias.

As citoquinas pro-inflamatorias que séo libertadas em resposta a infeccao bacteriana também
estimulam a secrecdo hepatica de proteinas de fase aguda. Por definicdo, estas sédo as
proteinas produzidas pelo figado que, aumentam ou diminuem a sua concentracdo em pelo
menos 25%, nos primeiros 7 dias ap6s um dano tecidual, que tenha originado a resposta de
fase aguda. As proteinas que apresentam elevacao dos seus valores séricos, como a proteina
C reactiva, a substancia amiléide sérica-A, a haptoglobina, o fibrinogénio, a al-glicoproteina
acida e a ceruloplasmina sdo denominadas de proteinas de fase aguda positivas; enguanto
as que apresentam reducdo daqueles valores, como a albumina e a transferrina, séo
denominadas de proteinas de fase aguda negativas (Cerén, Eckersall & Martinez-Subiela,
2005). De uma forma geral, a concentragédo de proteinas de fase aguda no plasma aumenta
na altura do parto e diminui com a elimina¢do da contaminagao bacteriana e involugéo uterina
(Sheldon & Dobson, 2004).

Pode haver uma grande diversidade de bactérias envolvidas na contaminacdo uterina
(Noakes et al., 2001a). De uma forma geral, a infeccéo uterina esta associada a T. pygenes,
E. coli, Fusobacterium necrophorum e Prevotella spp. que actuam sinergicamente,

contribuindo para um maior risco de doenca uterina (Foldi et al., 2006; Sheldon et al, 2008a).
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2. PATOLOGIAS DO APARELHO REPRODUTOR ASSOCIADAS AO POS-PARTO

2.1.Urovagina e Pneumovagina

Por vezes, durante um parto normal, ocorrem lesdes trauméticas no aparelho genital, nos
0SS0S ou nervos da pélvis. No entanto, estas lesdes sdo mais comuns apés um parto distécico
(Noakes et al., 2001a). Qualquer porcdo do canal obstétrico pode sofrer laceracdes durante a
traccao do feto, mas o cérvix e a vulva s@o as estruturas anatébmicas mais sensiveis (Sheldon
et al, 2008a).

Se uma laceracéo da vulva ou do perineo nao for suturada, a formacao de tecido cicatricial
pode impedir a ac¢ao do esfincter vulvar, com formag&o consequente de uma pneumovagina,
vaginite e metrite (Noakes et al 2001a).

A pneumovagina pode ser congénita ou ocorrer devido a uma leséo da vulva durante o parto,
como ja foi referido. Esta frequentemente associada a distdcia ou parto de uma cria de
grandes dimens0des. Esta condicdo pode passar despercebida até ao exame ginecoldgico ou
inseminacéo artificial, escutando-se, por vezes, ruido do ar aspirado pela vulva (Sheldon et
al., 2008a). A pneumovagina pode conduzir a infeccdo uterina, como endometrite e
consequentemente infertilidade, em virtude da possibilidade de acumulacdo de fezes no seu
interior (Goncagul, Seyrec, Kumru & Seyrec, 2012). O tratamento de pneumovagina requer
resolucao cirargica através da sutura de Caslick (Sheldon et al., 2008a).

A urovagina é uma condicao patoldgica caracterizada pela acumulacdo de urina na porcao
cranial da vagina (Zobel, Tkalgi¢, Stokovié, Pipal & Buié, 2001). Apesar da causa desta ndo
ser totalmente conhecida, uma alteracdo dos ligamentos suspensores do aparelho reprodutor,
como resultado de uma distécia, partos gemelares ou sucessivas gestacoes, pode ser factor
predisponente (Sheldon et al., 2008a). O numero de fémeas diagnosticadas com urovagina
aumentou nos Ultimos anos. Estudos recentes reportam uma prevaléncia significativa em
vacas Holstein, com 65% de reducao da taxa de gestacao e, um efeito consideravel na taxa
de refugo por subfertilidade.

Sabe-se que a urina tem um efeito espermicida e causa irritagdo cronica da mucosa
resultando em vaginite, cervicite e posteriormente endometrite (Zobel et al., 2011). O
diagnéstico de urovagina €, muitas vezes, feito ao exame pds-parto e, nalguns casos, a
resolucdo € esponténea (Sheldon et al., 2008a). O reinicio a actividade ovérica ou entdo, a
administracdo de PGFy, para a indugéo do cio podem ajudar na resolucdo de alguns casos.
Nos casos mais graves ou prolongados podera ser necessaria uma intervengao cirdrgica, que
é dispendiosa, a recuperagdo € prolongada e ndo ha garantias de sucesso (Sheldon et al.,
2008; Zobel et al., 2011).
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2.2. Vaginite

A vaginite est4 associada a uma infec¢cdo mais extensa do aparelho genital. No entanto, esta
afeccdo também pode estar associada & pneumovagina ou urovagina ou ainda, a traumatismo
durante o parto (Sheldon et al., 2008a). Nas vacas adultas, a vaginite pode ser resultante de
infeccbes ambientais e facilmente levam a endometrite. A prevencdo deve basear-se na
melhoria da higiene. Uma série de infec¢des especificas sdo acompanhadas de vaginite e/ou
endometrite (Baruselli, sem data). Além disso, estao descritas causas infecciosas de vaginite,
em especial, no regime de monta natural. A vulvovaginite pustular infecciosa provocada pelo
herpesvirus bovino 1 (BHV1) é a mais comum (Sheldon et al., 2008a).

No geral, o sinal comummente manifestado pela vaca é o tenesmo. Também pode haver
secrecdo vaginal ou vulvar anormal e alteracBes na mucosa, que variam de hiperémia a
necrose e mais raramente, gangrena (Baruselli, sem data). O diagndstico faz-se por
observacao do corrimento vaginal e com o auxilio do vaginoscopio (Perez-Marion, Moreno &
Calero, 2012). A vaginite discreta pouco influencia a fertilidade subsequente, a menos que
seja acompanhada por endometrite, pneumovagina ou urovagina. Porém, casos graves de
vaginite podem originar cicatrizes que aumentam a probabilidade de distécia ao parto
seguinte. Solugdes salinas ou solugbes anti-sépticas suaves podem ajudar a resolver a
vaginite, mas quando a infeccdo atinge tecidos mais profundos é recomendado o uso
sistémico de antibidticos (Sheldon, Barret & Boyd, 2008).

2.3.Retencéo placentaria

A expulsao da placenta ap6s o parto € um processo fisiol6gico que envolve a perda da
aderéncia feto-maternal, combinada com contrac¢Ges do miométrio (Noakes et al, 2001a). Em
77% dos animais, a placenta é expelida 6 a 8 horas ap6s o parto.

A retencao placentaria numa vaca € definida como a auséncia da sua expulsdo nas 12-24
horas depois do parto (Sheldon et al., 2008b; Djuricic, Vince, Ablondi, Dobranic & Samardzija,
2012hb). Segundo os primeiros, a incidéncia de RP varia entre 2% e 5% das vacas de numa
exploracao.

A RP é um transtorno comum que tem um efeito negativo sobre a eficiéncia reprodutiva das
vacas, predispondo-as a infec¢des uterinas (Noakes et al., 2001a). Esta igualmente associada
a uma diminui¢cdo da producao de leite que persiste mesmo apds a resolucdo do problema
(Sheldon et al., 2008a).

Vérios factores, tais como gémeos, distocia, nados mortos, parto induzido, aborto,
hipocalcémia, idade avancada, cetose e balango energético negativo (BEN), séo factores de

risco associados a RP (LeBlanc, 2008).
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A RP mantém a permeabilidade do cérvix, que é uma barreira fisica as infec¢des e atrasa a
involugdo uterina, a expulsdo da l6quia e a regeneracdo do endométrio (Potter, Guitian,
Fishwick, Gordon & Sheldon, 2010).

Qualquer interferéncia com o processo de maturagéo dos placentomas ou a ocorréncia de um
parto prematuro, antes de a maturacao estar completa, resulta nesta condi¢do (Sheldon et al,
2008). Mas a causa principal deste problema parece ser uma deficiéncia em colagenases,
enzimas protedliticas, que tém um papel crucial na libertacdo da placenta ao lisarem as
ligacdes peptidicas do colagénio (Djuricic et al., 2012b). H4 uma persisténcia do colagénio
tipo 11l em vacas com RP, dai sugerir-se haver uma deficiéncia de colagenases envolvidas na
sua hidrélise (Eiler, 1997). A RP também parece estar relacionada com uma falha do sistema
imunitério no processo degenerativo dos placentomas, no final da gestacao (LeBlanc, 2008).
Quanto ao impacto da RP, ele é muito variavel, pois depende da evolucdo da doenca. Um
Utero com RP esta infectado por diversas bactérias e as defesas do endométrio estédo
reduzidas em virtude da diminuta funcionalidade dos neutréfilos (Djuricic, 2012b). Com o
aumento do risco de infec¢do uterina, a RP pode evoluir para metrite ou endometrite. O
impacto da condi¢éo resulta disso e ndo de si mesma (LeBlanc, 2008). As causas da RP
apesar de serem multifactoriais parece, ainda, haver uma certa componente genética (Potter
et al., 2010).

N&o ha evidéncia que a remocdo manual da placenta traga beneficios e alguns autores
sugerem que € traumatico para o Utero e que pode retardar o retorno a condigéo reprodutiva
plena (Leblanc, 2008). A terapia local com vérios antibioticos intrauterinos estd recomendada
na literatura. Esta abordagem tem sido questionada devido as interac¢des multiplas das
substancias antibidticas com o conteddo uterino e a grande amplitude do seu grau de
absorcao (Djuricic et al., 2012b). Além disso, os resultados de alguns estudos indicam que o
tratamento da retencdo das membranas fetais com antibiéticos parenterais, mas sem
manipulacado e tratamento intrauterino, pode ser tdo eficaz quanto o tratamento convencional
(Sheldon et al., 2008). Uma das abordagens farmacol6gicas para a prevencao e tratamento
da RP é a administracdo de prostaglandinas imediatamente apds o parto (Noakes et al.,
2001a). Outros tratamentos sdo a administracdo parenteral de antibidtico: Ceftiofur ou
Oxitetraciclina (também pode ser intrauterina); e aplicacdo de colagenases (LeBlanc, 2008).
A abordagem mais aconselhada parece ser o tratamento selectivo dos casos que evoluem

para metrite ou endometrite (Djuricic et al., 2012b).
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2.4. InfecgBes uterinas

Nos bovinos, a saude uterina no pés-parto encontra-se facilmente comprometida e as
doencas clinicas sdo mais comuns que em qualquer outro ruminante (Sheldon & Dobson,
2004).

As infeccbes da esfera genital, durante esse periodo, representam a maior causa de
ineficiéncia reprodutiva e perda econdmica (infertilidade, diminuicdo da producao de leite,
aumento das despesas com medicamentos e aumento do refugo; Couto, Vaillancourt &
Lefebvre, 2013).

Os factores de risco para uma infecgdo uterina sdo bem conhecidos, mas os correspondentes
programas de prevencgéo da doenca ndo estdo implementados no terreno, tanto quanto seria
desejavel. Esta patologia é importante porque ndo s6 compromete a fungéo do utero, mas
também dos ovarios e dos centros de controlo superior, como o0 hipotdlamo e a hipdfise,
condicionando o bem-estar do animal e causando subfertilidade e infertilidade. Estes efeitos
podem persistir mesmo apos a resolugéo clinica da doenga (Sheldon & Dobson, 2004). Na
Figura 2 podemos observar varios tipos de corrimento cervico-vaginal que podem ser

relacionados com o grau de infec¢do uterina.

Figura 2. Diferentes aspectos do corrimento cérvico-vaginal. O aspecto e o odor do corrimento

podem indicar o grau de infecg&o uterina. Retirado de Marques Junior et al. (2011)

Legenda: a. corrimento sanguinolento; b. corrimento hemopurulento; c. corrimento purulento;

d. corrimento mucopurulento; corrimento com estrias de pus; f. corrimento limpo.
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O ambiente enddcrino também influencia a capacidade imunitaria no Gtero. O risco de infec¢ao
uterina é maior durante a fase latea do ciclo éstrico e a inducao da lutedlise e do cio € um dos
tratamentos mais efectivos da infeccdo uterina (Sheldon et al., 2008b).

As bactérias reconhecidas como associadas a doenga clinica sdo Trueperella pyogenes,
Escherichia coli, Fusobacterium necrophorum e Provotella melaninogenicus. O T. pyogenes
€ considerada a bactéria mais relevante no estabelecimento da infec¢do puerperal devido a
sua persisténcia no Utero, resisténcia a tratamentos e a sua acgao sinérgica com anaerébios
Gram negativos (Mateus, Lopes da Costa, Carvalho, Serra & Robalo Silva, 2002b; Silva et al.,
2008). Entre os seus efeitos, o T. pyogenes produz um factor de crescimento para F.
necrophorum que, por sua vez, produz uma leucotoxina e, a P. melaninogenicus produz uma
substancia que inibe a fagocitose. A contamina¢ao quantitativa e qualitativa do Gtero depende
pois, do balanco entre a contaminacao bacteriana e os mecanismos de defesa do hospedeiro
(Sheldon & Dobson, 2004).

Os factores de risco para a ocorréncia de uma infecgéo uterina incluem a RP, o ambiente do
parto, partos gemelares, partos distécicos e a dieta. Porém, a RP é de todos, o mais
importante (Sheldon et al., 2008b).

O elevado risco de contrair doenca durante o puerpério é atribuido, em parte, a reducdo da
funcdo do sistema imunitario, até as 3 semanas pp. A quebra no consumo de calorias,
vitaminas e minerais, o0 BEN, a perda de peso, a mobilizacdo de acidos gordos e proteinas,
as mudancas drasticas dos niveis de estrogénio e progesterona e a elevacgao significativa da
concentracdo de cortisol, no momento do parto, parecem estar relacionados com a reducao
das defesas imunitérias (LeBlanc, Osawa & Dubuc, 2011).

Os custos associados a infecgéo uterina dependem dos custos do tratamento, da quebra da
producdo de leite e da infertilidade. No Reino Unido, o custo directo do tratamento e da
diminuicdo da producdo numa vaca com doenca uterina € cerca de 91 euros (€), com uma
perda média de producdo de cerca de 300L. O custo indirecto devido a um mais longo
intervalo entre partos, inseminacgdes extras e reduzida expressao de cios séo cerca de 101€
por vaca, o que perfaz um total de despesas de 192€ por fémea. Os custos directos da doenca
uterina foram estimados em cerca de 1059€ por 100 vacas, por ano, utilizando-se dados de
21 explorages de leite do Reino Unido, recolhidos entre 1989 e 1999 (Sheldon et al., 2008b).
Segundo este estudo, os autores concluiram que vacas com doenca uterina tém menor
probabilidade de o primeiro foliculo dominante pés-parto sofrer ovulagéo (8% vs. 40%, p<
0,05) e que é mais provavel apresentarem perfis de progesterona anormais (58% vs. 39%, p<
0,05).

A resposta das células imunitérias pode ser afectada por diversas estratégias terapéuticas
habitualmente usadas na resolucdo de problemas pés-parto dos bovinos. Por exemplo, a
remocao manual da placenta pode inibir a actividade fagocitaria dos leucécitos por varios dias,

assim como, a administracdo intrauterina de antissépticos e desinfectantes (Azawi, 2008).
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A escolha da terapéutica para uma infec¢ao uterina deve permitir eliminar o microorganismo
patogénico do Utero e proporcionar um menor intervalo de seguranca possivel para residuos
no leite e na carne (Azawi, 2008).

Os seguintes critérios sado importantes para a escolha do antibiético para o tratamento de
infecgéo uterina (Azawi, 2008):

1. Deve actuar contra 0os microorganismos patogénicos do Utero e manter a sua actividade
no ambiente uterino;

2. Deve estar presente em concentracdes suficientes no local da infec¢éo;

3. N&o deve inibir os mecanismos de defesa normais, deve ser bem tolerado e ndo ser

agressivo para o endométrio.

2.4.1. Metrite

A metrite € uma reaccgdo inflamatdria grave que envolve todas as camadas do Utero:
endométrio, submucosa, muscular e serosa (Sheldon & Dobson, 2004; Foldi et al., 2006) e
pode mesmo, afectar as serosas de outras visceras abdominais, causando peritonite
localizada ou generalizada (Sheldon et al, 2008a).

A incidéncia da metrite varia entre 2,2% e 37,3% nos bovinos de leite (Foldi et al., 2006),
havendo contudo, uma grande variacdo entre exploracdes, podendo nalgumas, atingir os 40%
(Sheldon & Dobson, 2004).

De acordo com Giuliodori et al. (2013), animais com Utero aumentado de tamanho, corrimento
fétido, aquoso, vermelho acastanhado, febre e sinais de doencga sistémica até aos 21 dias em
leite (DEL) s&o diagnosticados como tendo metrite puerperal/metrite toéxica. J& animais que
apresentem um Utero de dimensdes aumentadas, corrimento fétido, aquoso, vermelho
acastanhado, mas sem sinais de doenca sistémica até aos 21 DEL sao diagnosticados como
tendo metrite clinica.

Os sinais sistémicos descritos sdo a diminuicdo na producdo de leite, apatia, temperatura
superior a 39,5°C, assim como qualquer outro sinal de toxémia (Foldi et al., 2006; Sheldon et
al., 2006; Sheldon et al., 2008b). Um corrimento fétido n&o so indica uma contaminacdo do
Utero por agentes patogénicos, mas também um certo grau de resposta sistémica estimulada
pelo sistema imunitario inato. Esta constatacdo advém do facto de um corrimento fétido, mas
ndo purulento, estar relacionado com a producéo de proteinas de fase aguda, determinada
pela elevada concentragéo de ai-glicoproteina acida, produzida pelo figado em resposta as
citoquinas pro-inflamatérias (Williams et al., 2005).

Segundo LeBlanc (2008), o mais importante factor de risco para a ocorréncia de metrite € a
RP. A E.coli e o T. pyogenes sdo as espécies mais relevantes na patogénese da metrite
devido a sua persisténcia no utero. Contudo, muitos outros organismos como F. necrophorum,

P. melaninogenicus, Bacteroidetes spp. Pseudomonas spp., Streptococcus spp., €
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Staphylococcus spp., em varias combina¢@es, foram isolados de animais com metrite e,
pensa-se serem eles, os responsaveis pelo desenvolvimento da metrite puerperal (Santos,
Gilbert & Bicalho, 2011).

Existe alguma controvérsia quanto ao tratamento da metrite com antibigticos sistémicos, pois
o grau da afeccéo pode variar de moderado a grave (LeBlanc, 2008). Contudo, para evitar a
morte, em casos mais graves, e também por questdes de bem-estar animal, é aconselhado o
tratamento sistémico. Os antibidticos mais amplamente utilizados séo o ceftiofur (1-2 mg/Kg,
im,1/d) e a penicilina procainica (21000 Ul/Kg, 12- 24h) por 3-5 dias, mas a percentagem de
cura é bastante variavel (LeBlanc, 2008; Giuliodori et al., 2013). De acordo com estes ultimos
autores, a terapia com ceftiofur (1-2mg/Kg, im, 1/d) durante trés dias, ndo esta associada a
cura, mas sim relacionada com um incremento da taxa de gestacdo com inseminacao artificial
a tempo fixo (IATF) e, deste modo, com reducdo do risco de refugo reprodutivo. Também
referiram que a probabilidade da ocorréncia de corrimento vaginal normal (indicador de cura,
na metrite) aumentava, 2,6% por dia.

LeBlanc (2008) afirmou que, numa tentativa de diagnéstico prococe da metrite puerperal, as
vacas com RP deveriam ser inspeccionadas diariamente, dando especial atencdo a colheita
da temperatura rectal, & producéo de leite e a ingestdo de alimento/apetite. Uma abordagem
racional para este autor seria, tratar com os antibiéticos anteriormente mencionados todas as
fémeas que, nos primeiros 10 dias poés-parto, apresentassem pelo menos dois destes
sintomas: temperatura 239,5°C, retencdo placentaria, apatia ou inapeténcia ou ainda,
corrimento uterino fétido.

Apesar de a oxitetraciclina ser bastante utilizada, ha evidéncia de resisténcia bacteriana a
este antibidtico e sdo necessarias elevadas concentracfes para se conseguir inibir o
crescimento bacteriano, no utero. A CMI (concentragdo minima inibitoria) da oxitetraciclina
contra 0s principais contaminantes uterinos tem vindo a aumentar durante os Ultimos 10-15
anos, o que faz requerer doses muito elevadas (2-4g/dia), durante 3-5 dias. As cefalosporinas
tém o valor mais baixo de CMI, quando testadas em bactérias recolhidas do Utero de vacas
leiteiras com doenca clinica (Foéldi et al., 2006)

Os efeitos negativos da metrite afectam a fertilidade de varias formas: atrasa o retorno a
actividade ovarica ap6s o parto (Mateus et al., 2002a), altera 0 ambiente uterino e impede o
desenvolvimento embrionario (Giuliodori et al., 2013). Tanto a metrite puerperal, como a
metrite clinica, ttm um efeito negativo sobre o pico de producédo de leite. Uma das razdes
pode resultar da redugéo da ingestdo voluntaria, facto que diminui a energia disponivel para
a producéo de leite (Giuliodori et al., 2013).

Por ultimo, sdo necessarios bons cuidados de enfermagem. A vaca deve ser colocada numa
baia com cama de boa qualidade, confortavel e, estimulada a alimentar-se e a beber agua.
Deve-se minimizar a exploracdo uterina, nos momentos agudos de doenca, pois nestes casos

de metrite, o Utero torna-se fridvel e propenso a traumatismo (Sheldon et al., 2008a).
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2.4.2. Endometrite clinica

2.4.2.1. Definigdo e incidéncia da endometrite clinica

A literatura especializada carece de uma definicdo universalmente aceite de endometrite
bovina e, associado a esse facto, ndo existe uma uniformidade nos critérios de diagnéstico
(Gilbert, Shin, Guard, Erb & Frajblat, 2005). LeBlanc et al. (2011) definiram a endometrite
baseando-se em factores relacionados com o alongamento do periodo parto-concepgéo.
Neste estudo, concluiram que as consequéncias reprodutivas dos sinais clinicos dependem
da fase do pés-parto.

Kasimanickam et al. (2004) descrevem a endometrite clinica como sendo uma inflamacéo do
endométrio sem sinais sistémicos e que esta associada a um atraso na involugéo uterina. Ja
Couto et al. (2013) definem-na como uma inflamag&o do endométrio que sofreu involugéo de
forma normal com corrimento vaginal purulento visivel depois dos 21 dias. Potter et al. (2010)
confirmaram o facto e ainda registaram uma perturbacéo na fungdo do endométrio e ovérica.
A partir dos resultados de varios autores, a incidéncia de endometrite na producéo leiteira
varia dentro de um intervalo de valores alargado (3,4% até mais de 40%), valores estes que
sdo obtidos com base na interpretacdo dos resultados dos varios métodos de diagndstico
(Gilbert et al., 2005).

2.4.2.2. Fisiopatologia

Na endometrite, a inflamacao é superficial, limitada ao endométrio e ndo se estende para além
do Stratum spongiosum. Histologicamente, a endometrite € caracterizada pela ruptura do
epitélio superficial, infiltrac@o de células inflamatorias, congestao vascular, edema do estroma,
com grau variavel de linfocitos e células plasméticas nas camadas superficiais (Sheldon &
Dobson, 2004; Foldi et al., 2006; Meira et al., 2012).

A endometrite clinica caracteriza-se também pela presenca de corrimento uterino purulento
(> 50% de conteudo purulento), 21 ou mais dias no pds-parto, ou mucopurulento
(aproximadamente 50% de pus e 50% de muco), ap6s os 26 dias pos-parto, um diametro
cervical superior a 7,5 cm e auséncia de sinais sistémicos (Gilbert et al., 2005; Sheldon et al.,
2006; Sheldon et al., 2008b; Potter et al., 2010).

Os efeitos observados aquando da doenca podem ser mediados directamente pelos produtos
bacterianos, como lipopolisacéridos ou indirectamente, por mediadores de inflamacado como
citoquinas, eicosandides, Oxido nitrico e stress oxidativo que afectam a funcdo dos

espermatozoides, do ovario e do utero (Gilbert, 2012).
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Ao contrario dos outros agentes patogénicos, a incidéncia e a importancia da E. coli decresce
gradualmente com o tempo (Foldi et al 2006) e entéo, as bactérias associadas a endometrite
clinica sdo principalmente T. pyogenes, F. necrophorum e Provotella spp. (Potter et al., 2010).
O endométrio torna-se hiperémico e congestionado, as células epiteliais podem descamar ou
até mesmo, necrosar. Nas formas crdnicas, o tecido cicatricial pode substituir o endométrio
funcional, resultando em fibrose periglandular, degenerescéncia quistica e/ou atrofia das
glandulas uterinas (Foldi et al., 2006).

2.4.2.3. Impacto da endometrite clinica

Num estudo realizado por Berlund et al. (2008), vacas com endometrite clinica, diagnosticadas
por citologia, revelaram ter menos 17,9 pontos percentuais de probabilidade de ficarem
gestantes a primeira IA, mais 25 dias em aberto que a média e uma tendéncia para exigir mais
inseminagdes por concepgdo do que as vacas sas. De acordo com Potter et al. (2010), hd um
aumento de 3% na taxa de refugo por infertilidade. Os custos sdo imputados ao aumento dos
dias em aberto, a baixa concepgéo ao primeiro servi¢co, a mais IA, a diminuicdo da taxa de
gestagdo, ao aumento do refugo e a aquisicdo de novos animais (Gilbert et al., 1998; Gilbert
et al., 2005).

2.4.2.4. Técnicas de diagnostico

A infeccao uterina e, em concreto, as endometrites séo processos dificeis de diagnosticar. Se
é certo que o endométrio pode estar inflamado, é também certo que toda a involugéo uterina
acarreta um certo grau de inflamacao e, por isso, o diagndstico deve ter tal facto em conta
(Barlund, Carruthers, Waldner & Palmer, 2008).

A abordagem aconselhavel para o diagnéstico da endometrite clinica consiste em examinar
as fémeas, duas a oito semanas ap6és o parto, de forma a identificar aquelas que nao estédo a
ter uma involugéo uterina normal. O desafio serd identificar aqueles animais que realmente
estdo em risco de reducgdo da fertilidade e que necessitam de facto de tratamento (LeBlanc,
2008). Variacdes na aparéncia do corrimento, nesta fase, podem também confundir o
diagnéstico (Sheldon et al., 2006).

Os meios de diagnostico a serem empregues devem ser avaliados segundo critérios
economicos e com a possibilidade de os relacionar com os parametros reprodutivos da
exploracéo (Barlund et al., 2008), dado o risco de sobrediagnosticar endometrites e sujeitar a
tratamento animais que ndo vao ser afectados quanto ao seu desempenho reprodutivo.
Embora na prética, a palpacgéo transrectal do utero seja 0 método mais utilizado pelo médico

veterinario para o diagnostico de doencas uterinas, varios estudos tém vindo a demonstrar
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gue este método resulta num grande namero de falsos positivos (Gilbert, Shin, Guard & Erb,
1998; Leutert, von Krueger, Plontzke & Heuwieser, 2012).

Outros métodos de diagnostico foram descritos para o exame dos fluidos vaginais como o
“‘exame da luva”, o método de Metricheck e a vaginoscopia (Sheldon et al., 2008b). Os dois
primeiros implicam a limpeza da vulva com toalhete de papel e a introdu¢éo da méo protegida
com luva de latex limpa e lubrificada ou, a introducdo do aparelho de Metricheck,
respectivamente, através da vulva e retirar o contetido vaginal para observacdo (Sheldon et
al., 2008b). Apesar de se usar um processo simples de limpeza vulvar antes do exame, estas
técnicas ndo causam contaminagéo bacteriana, nem inflamacao (Sheldon & Dobson, 2004).
A técnica de vaginoscopia para o diagndéstico de endometrites tem uma fiabilidade bastante
superior quando comparada com a palpacao transrectal do Utero. No entanto, é subutilizada
pelo médico veterinario (Barlund et al., 2008). Estes autores calcularam que a vaginoscopia
tem 53,9% de sensibilidade e 95,4% de especificidade, quando comparada com os resultados
obtidos por citologia.

Williams et al. (2005) estabeleceram um sistema de avaliagdo de quatro pontos para
caracterizar o muco vaginal (Figura 3; 0= corrimento claro ou translicido; 1= corrimento claro
com “flocos” de pus; 2= corrimento com menos de 50% de pus; mucopurulento; 3= corrimento
com mais de 50% de pus; purulento). O aspecto e o odor (0 = sem odor; 3 = odor fétido) sédo
pontuados e a soma dos dois classifica a endometrite clinica de 0 a 6 (Sheldon & Dobson,
2004; Sheldon et al., 2008Db).

Figura 3. Esquema de pontuagéo da endometrite clinica. Retirado de Sheldon et al. (2006)

Legenda: 0 = muco limpo ou transltcido; 1 = corrimento claro com “flocos de pus”; 2 = corrimento
mucopurulento; contém <50% de pus; 3 = corrimento purulento; contém >50% de pus, que pode ser

branco, amarelo ou, ocasionalmente, sanguinolento
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O exame citolégico € o método de diagnostico definitivo para a endometrite e permite
diferenciar a endometrite clinica, da vaginite ou cervicite (Leutet et al., 2012).

Um importante obstaculo na validacao de diferentes métodos de diagndstico e descricdo das
caracteristicas dos testes é a ndo existéncia de um padrdo gold standard na caracterizacéo
da inflamacgéo uterina. Para além disso, a presenc¢a de corrimento mucopurulento pode néao
reflectir uma inflamag&o do endométrio (Leutert et al., 2012) e, desta forma, muitas vezes a
vaginoscopia falha na identificacdo das fémeas que n&o estéo realmente em risco de terem
uma reduzida capacidade reprodutiva (Kasimanickam et al., 2004).

A ecografia transrectal tem sido utilizada para detectar acumulacdo de fluido, associada a
endometrite e oferece a vantagem de um diagndstico imediato, em tempo real. No entanto,
estudos recentes demonstraram que o nivel de concordéancia entre a citologia por “cytobrush”

e a ecografia para diagnostico de endometrite clinica é fraco (Barlund et al., 2008).

2.4.2.5. Tratamento

Tém sido referenciados uma grande variedade de tratamentos para a endometrite, incluindo
a antibioterapia sistémica e/ou intrauterina ou a PGFy injectavel. O principio geral da
terapéutica é o de reduzir a carga bacteriana patogénica, aumentar as defesas uterinas e,
assim, deter e reverter o processo inflamatério que perturba a fertilidade (LeBlanc, 2008).

A infusé@o de antimicrobianos no Utero tem como objectivo atingir altas concentracdes no local
da infeccdo, o que dificilmente é conseguido numa administracdo sistémica. Apesar disso, €
escassa a penetracdo dos antibiéticos nas camadas mais profundas do Utero ou outros
tecidos do aparelho reprodutor (Brick et al., 2012). H& evidéncia que vacas com corrimento
vaginal purulento melhoram a sua performance reprodutiva quando medicadas com uma
Unica infuséo intrauterina de cefapirina, aproximadamente um més antes da primeira IA,
relativamente as fémeas que ndo foram sujeitas a qualquer tipo de tratamento (LeBlanc et al.,
2011). A emergéncia de resisténcias a varios antibidticos por parte de T. pyogenes e E.coli,
tem sido descrita em vacas com endometrite. Por isso, 0 uso de terapia hdo-antibiética como
solucdes hipertonicas (por exemplo, 50% dextrose em agua) pode ser uma estratégia eficaz
e vidvel para estas fémeas. Estas solu¢fes tendem a reduzir a taxa de crescimento bacteriano
no Utero, a aumentarem o ténus uterino e fornecem energia para as defesas naturais do Gtero
(macrofagos, neutrdfilos), para controlar a infecgdo e melhorar a performance reprodutiva
(Brick et al., 2012). A diluicdo da soluc&o de Lugol (1-2%) e a oxitetriciclina sdo irritantes para
a mucosa, podem causar necrose e, mais tarde, esclerose, por coagulacado do endométrio.
Em vacas ciclicas, a PGF2, causa lutedlise do CL, resultando na diminuicdo dos niveis
periféricos de progesterona e num estro subsequente, com elevacao dos niveis de estrogénio
e das contraccdes do miométrio. Todos estes eventos séo favoraveis ao combate da infeccéo
(LeBlanc, 2008).
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2.4.3.Endometrite subclinica

2.4.3.1. Definigdo e incidéncia da endometrite subclinica

A endometrite subclinica é definida como uma inflamacdo do endométrio, caracterizada por
uma extensa infiltracdo de neutrofilos, que pode ser detectada por exame citolégico do
endométrio (Foldi et al., 2006; Meira Jr. et al., 2012; Madoz et al., 2013). Apesar de nao
apresentar sinais clinicos, a gravidade da doenca € suficiente para afectar a performance
reprodutiva (Barlund et al., 2008). Pode ocorrer em qualquer altura, apds o final da involucéo
uterina (8 semanas ou mais apos o parto; Foldi et al., 2012).

O valor numérico da sua incidéncia depende da exactiddo da técnica de diagnéstico utilizada
e do dia do pés-parto em que € realizada (Couto et al., 2013). Tem sido descrita tdo elevada
como 43% nas fémeas com 20-33 DEL, 45% para aquelas entre 34 e 47 DEL e 55% para as
vacas com 40 a 60 DEL (Couto et al., 2013).

No passado, a endometrite subclinica era considerada a causa do insucesso reprodutivo
guando ndo era encontrado qualquer outro motivo (Baranski, Podhalicz-Dziegielewska,
Zdunczyk & Janowski, 2012).

LeBlanc (2001) concluiu que os animais clinicamente normais que eram sujeitos a tratamento
tinham uma melhor performance reprodutiva que os que nao recebiam qualquer tratamento,
sugerindo-se, desta forma, que vacas identificadas como clinicamente saudaveis ao exame
ginecoldgico de rotina, durante o periodo pds-parto, deviam ser rastreadas para a endometrite
subclinica (Kasimanickam et al. 2004). No estudo destes autores, as vacas com alguma
perturbacdo do foro reprodutivo no peri-parto (assisténcia ao parto, partos gemelares, RP)
revelaram 3,5 vezes maior probabilidade de terem um diagndstico positivo de endometrite
subclinica, por citologia endometrial ou ecografia do contedudo uterino, entre 20-33 dias pos-

parto e, 3,18 vezes maior, com 0s mesmos meios de diagnostico, entre 34-47 dias pds-parto.

2.4.3.2. Fisiopatologia

As bactérias que contaminam o Utero no puerpério sdo reconhecidas pelo sistema imunitario
inato, o que resulta na chamada de células inflamatérias, como os neutréfilos. Estes séo
recrutados da circulagé@o para o limen uterino e iniciam um processo de elimina¢éo daquelas.
A quantidade relativa das células inflamatorias face as endometriais tem-se tornado num
indicador do processo de inflamagdo e é uma caracteristica importante da endometrite
subclinica (Couto et al., 2013).

Deste modo, este tipo de endometrite tem sido caracterizado pela presenca de mais de 18%

de células PMN’s em amostras de citologia uterina colhidas entre 21-33 dias pés-parto ou
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entdo, mais de 10% de PMN’s em amostras colhidas entre 34-47 dias poés-parto
(Kasimanickam et al., 2004; Barlund et al., 2008)

Apesar de muitos agentes especificos induzirem infertilidade por endometrite, a causa mais
importante do aparecimento da sua forma subclinica é ndo-especifica, por ac¢do de agentes
oportunistas que contaminam o Utero durante o periodo puerperal (Kasimanickam et al.,
2004).

Baranski et al. (2012) realizaram um estudo onde avaliaram a situag&o bacterioldgica do Utero
e a sua relacdo com os achados citolégicos e concluiram que esta relagdo era ténue.
Registaram um maior nimero de animais com inflamacao uterina que com infec¢éo, facto que
sugere que muitos casos de endometrite subclinica ndo séo causados por bactérias, mas sim
por outros factores envolvidos na regulacdo do influxo de PMNs, como a reduzida capacidade
das células imunitérias ou a presenca de hormonas esteréides ou corpos ceténicos. Também
concluiram que a endometrite subclinica parece estar mais associada a involugéo uterina e a
regeneragdo do endométrio do que com a infec¢do, pois na maioria dos casos, a inflamacgéo
desaparecia espontaneamente apds seis semanas, indicando que a descida nas contagens
de PMNs correspondia & normal ou a um ligeiro atraso na involucao uterina.

S&d0 os potentes sinais quimiotaticos que estimulam o afluxo de células PMN para o Gtero
inflamado, e a producgéo local de TNF-a, leucotrienos e outros eicosandides (PGF2, € PGE>)
pode ser relevante na patogénese. No entanto, ndo sdo enviados sinais sistémicos e a
producdo de proteinas de fase aguda nao é induzida. Desta forma, vacas com endometrite

subclinica raramente apresentam doenca sistémica (Foldi et al 2006).

2.4.3.3. Impacto da endometrite subclinica

Gilbert et al. (1998) concluiram que a presenca de neutréfilos no Utero, 40-60 dias pp estava
associada a endometrite subclinica, resultando num aumento de 39 dias na média de dias em
aberto. Segundo o estudo de Kasimanickam et al. (2004), as fémeas que apresentaram
endometrite subclinica tiveram um aumento de 29 a 62 dias, na média de dias em aberto,
relativamente as vacas sem a doenca, entre os 20-33 DEL e os 34-47 DEL, respectivamente.
Sheldon et al. (2008b) afirmaram que a taxa de concepc¢ao ao primeiro servigo era mais baixa
em animais com endometrite (29,8% vs. 37,9%, p<0,05), o intervalo parto concepgao era
maior (151 vs. 119 dias) e havia mais animais refugados por infertilidade (6,7% vs. 3,8%,
p<0,05), quando comparados com animais Saos.

As moléculas pro-inflamatérias, incluindo as citoquinas TNFa, IL-1 e IL-6 séo enviadas para o
ovario em resposta as endotoxinas e, desta forma, os produtos bacterianos podem exercer
um efeito directo sobre o ovério ipsilateral ou por via destes intermediarios. Na verdade, o
TNFa suprime in vitro a secrecéo de estradiol pelas células da teca e da granulosa (Sheldon
& Dobson, 2004).
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Gilbert (2012) referiu que os mediadores de inflamacao, mais do que a infiltracdo de células,
exercem um efeito deletério nos embrifes. Especificamente, os embribes expostos a estes
mediadores tém um reduzido nimero de células da trofoectoderme. Visto que esta € a fonte
do interferdo tau (IFN-tau), € plausivel que estes componentes da resposta inflamatoéria
(principalmente as citoquinas) possam alterar o desenvolvimento do embrido de forma a
impedir o reconhecimento materno da gestacao. O efeito da inflamag&o no endométrio pode
fisicamente impedir a interacgcdo embrido-endométrio e, desta forma, comprometer a
implantacéo (Gilbert, 2012).

Os dados existentes relacionados com os efeitos sobre a reac¢do acrossémica e a penetracéo
do odcito sdo controversos, mas o processo inflamatorio contraria certos aspectos funcionais
dos espermatozdéides, bem como, pode potencializar a fagocitose destes por leucdcitos.

As células do sistema imunitério, ao fagocitarem as bactérias, vao produzir oxigénio reactivo
e azoto. Este stress oxidativo pode influenciar a reproducdo de varias maneiras. Os
espermatozoides que foram expostos, in vitro, a stress oxidativo, sofrem uma reducgéo da
motilidade e os odcitos por eles fertilizados tém menor probabilidade de clivarem e, desta

forma, menor probabilidade de atingirem o estadio de blastocisto (Gilbert, 2012).

2.4.3.4. Técnicas de diagnéstico

Nos bovinos, os métodos de avaliagdo do processo inflamatério do endométrio incluem exame
histolégico, citologia, ecografia e exame bacteriolégico (Baranski et al., 2012; Couto et al.,
2013).

Sheldon et al. (2006) referiram que é dificil estimar a sensibilidade e a especificidade dos
diferentes métodos de diagnéstico da endometrite subclinica, sendo assim dificil encontrar um
método gold standard. Um processo alternativo é a andlise da performance reprodutiva,
avaliada pelo diagnéstico de gestacao aos 120 dias. Contudo, esta estratégia nunca alcanca
os 100% de sensibilidade porque existem varios factores que levam a infertilidade (Meira Jr
et al., 2012).

Embora a bi6psia endometrial seja a ferramenta de diagndstico mais fiavel e definitiva, é
reconhecida como sendo monetariamente nao praticavel e, demasiado morosa, se utilizada
com o objectivo de melhorar a fertilidade futura numa exploracao de leite (Gilbert et al., 2005).
Métodos menos invasivos para avaliar a inflamagéo do endométrio incluem lavagem uterina

e citologia ‘cytobrush’, que sdo bastante bem aceites, hoje em dia (Barlund el al., 2008).
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2.4.3.4.1. Ecografia

A primeira descricdo de uma gestacdo observada por ecografia em tempo real foi feita por
Chaffeux et al. (1982) e, mais tarde, Pierson & Ginther (1984) mostraram imagens de
estruturas ovaricas em novilhas superovuladas. A ecografia transrectal tem melhorado
significativamente a nossa capacidade para avaliar o aparelho reprodutor nos bovinos (Perez-
Marin et al., 2012).

Na avaliagdo reprodutiva destes animais € utilizada frequentemente uma sonda linear
especialmente desenhada para uso transrectal. As frequéncias de 5,0 e 7,5 MHz (megahertz)
sdo as mais utilizadas no exame ginecolégico da fémea bovina, sendo que a frequéncia de
5,0 MHz atinge uma maior profundidade, mas resulta em menor detalhe na imagem. A
frequéncia de 7,5 MHz resulta numa menor penetracdo, mas tem um maior detalhe de imagem
(Azawi, 2008).

Sheldon et al. (2006) afirmaram ser o exame ecografico um método objectivo, ndo invasivo,
pratico e exacto. Souza et al. (2011) e Meira Jr. et al. (2012) estao de acordo com este ponto
de vista, quando referem que a avaliagdo do aparelho reprodutivo por esta técnica fornece
resultados em tempo real e medi¢des exactas.

A acumulacgéo de fluido intrauterino tem sido referido como estando associado a crescimento
bacteriano e atraso na involucdo uterina. Os PMNs sdo as células inflamatorias
predominantes nesse fluido (Mateus et al., 2002a; Kasimanickam et al, 2004).

Concluindo, a avaliacdo do conteudo uterino por ecografia transrectal, depois das 3 semanas
pés-parto € uma opcdo de diagnéstico de boa sensibilidade (Mateus et al.,, 2002a;
Kasimanickam et al., 2004; Barlund et al., 2008; Meira Jr et al., 2012). Contudo, a ecografia,
s6 por si, ndo é especifica o suficiente para identificar correctamente um animal com
endometrite subclinica, pois o conteddo intrauterino, que € o indicador principal desta técnica
de diagnostico, ndo esta presente em todas as fémeas afectadas (Baranski et al., 2012).
Souza et al. (2011) desenvolveram um estudo em que relacionaram a espessura do
endométrio avaliada por ecografia com a performance reprodutiva de vacas de alta produgéo
e, concluiram que esta observacao, na altura do cio, era um bom indicador da probabilidade

de gestacao.
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2.4.3.4.2. Citologia endometrial

A citologia do endométrio é considerada o método de referéncia para o diagnostico da
endometrite subclinica, devido a qualidade da amostra e da repetibilidade do teste. Contudo,
ndo é um método prético, pois requer material especializado, pericia na técnica e analises
laboratoriais (Couto et al., 2013).

A presenca de neutrofilos no lamen uterino € um optimo indicador de um processo inflamatorio
activo. Esta relacdo entre a resposta celular e a inflamacgéo activa € a base de um exame
citologico do utero (Azawi, 2008).

Células endometriais e inflamatérias podem ser recolhidas através de zaragatoa, lavagem
uterina ou pela técnica do “cytobrush”. Se ndo forem visualizadas células epiteliais, ndo ha
segurancga quanto a qualidade da amostra (Azawi, 2008; Marques Junior et al., 2011).

A técnica de “cytobrush” é um processo mais consistente e fiavel de colheita de células
inflamatorias, em relacdo as lavagens uterinas (Madoz et al., 2013). Estas requerem mais
tempo para a obtencéo das amostras, tém uma taxa de 17% de insucesso e revelam um maior
namero de células danificadas (Barlund et al., 2008). Para além disso, a amostra quando
recolhida por lavagem uterina, é muito reduzida (2-5 mL) e desta forma, antes de se fazer a
coloracéo, tem que se fazer uma ressuspensao, seguida de centrifugacao e, s6 depois, é feito
o esfregaco. A coloragéo é feita em ambas as técnicas com corante Giemsa (Foldi et al.,
2006). Depois de corada, a amostra é avaliada microscopicamente para determinar o racio
PMN’s em relacao as células epiteliais (Baranski et al., 2012).

No estudo realizado por Kasimanickam et al. (2004), o limite da percentagem de PMN'’s
utilizando a citologia endometrial foi de 18% entre 20-33 DEL e 10% entre 34-47 DEL. Porém,
Gilbert et al. (2005) referiram que >5% ja seria um valor critico para uma resposta inflamatéria
do endométrio, entre os 40 e 60 dias poés-parto. Dai, terem Kasimanickam et al. (2004)
sugerido que a citologia endometrial poderia ser usada com sucesso em diferentes alturas do
pés-parto, desde que o limite da percentagem de PMN, para definir a endometrite subclinica,
fosse ajustado ao periodo temporal.

As Figuras 4 e 5 representam imagens microscopicas de citologia do endométrio, onde se

podem observar as diferentes células que ai podemos encontrar.
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Figura 4. Observacao microscopica de citologia do contetido uterino recolhido por lavagem
uterina. Retirado de Sheldon et al. (2006).

Legenda: a. Citologia de um endométrio normal; b. Citologia de um endométrio com inflamacao, com

infiltracdo de células polimorfonuclear neutréfilos (setas) entre as células epiteliais (escala = 15um).
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Figura 5. Aspecto das células encontradas na citologia endometrial. Retirado de Meira Junior
(2010)

Legenda: em (a) podemos observar uma célula polimorfonuclear neutréfila (seta). Em (b) observamos
duas células: uma célula epitelial (seta vazia) e uma célula polimorfonuclear neutrdéfila (seta cheia).
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2.4.3.4.3. Biépsia endometrial

A biopsia uterina permite uma analise morfolégica do endométrio. Trata-se de uma técnica
cujos resultados podem ser correlacionados com a infertilidade bovina, assumindo que a
amostra é representativa de ambos os cornos uterinos (Meira Jr. et al., 2012). Tem sido
descrita como uma técnica segura e fiavel na avaliagdo da funcéo e da saude do utero (Meira
Jr. et al., 2012) contudo, é morosa e cara (Baranski et al., 2012). Segundo Meira Jr. et al.
(2012), as amostras colhidas numa biépsia devem ter aproximadamente 5 mm de
comprimento, 2 mm de largura e 2 mm de altura. Apos a observagéao histopatoldgica, agueles
autores desenvolveram uma escala de somatérios, em que as pontuacdes finais eram obtidas
ao somarem-se quatro pontuacdes parciais que reflectissem o epitélio superficial, a lamina
prépria, as glandulas endometriais e o0 estado inflamatério vascular (Tabela 3). O valor critico
para o diagndstico positivo de endometrite subclinica foi de 15 pontos. Com isto, concluiram
que a bidpsia era uma técnica de diagnéstico Util para a endometrite e que, 0 exame
histopatologico providenciava um conhecimento rico do grau de inflamacéo e, ainda, alguns
outros detalhes lesionais, se porventura presentes. Os mesmos autores referiram também
que a biépsia tinha uma sensibilidade de 44% e uma especificidade de 92% para o diagndstico
de endometrite subclinica, usando a citologia como o método gold standard, afirmando por
isso, tratar-se de um método de diagndstico bastante especifico.

Quando em combinacdo com os achados microbioldgicos, esta metodologia permite um
acesso mais fiavel ao prognoéstico reprodutivo da fémea (Azawi, 2008). Esta avaliagdo é
influenciada por factores como a inflamacéo, a fibrose periglandular e a degenerescéncia
quistica glandular. A inflamacao endometrial é evidenciada pelo aumento do namero de
células inflamatérias, em focos ou difusas, em varias areas da lamina prépria. A inflamacéo
aguda contém predominantemente PMNs, enquanto que nas endometrites crénicas ha
infiltracdo de linfécitos e de macréfagos. A fibrose ocorre mais frequentemente junto a
glandula e parece ser causada pela lesdo inflamatéria desta. A fibrose periglandular pode
afectar a funcdo glandular que suporta a sobrevivéncia do embrido e, desta forma, ser causa
de morte embrionaria precoce.

Nas Figuras 6 e 7 estdo representadas imagens microscopicas de secgdes histologicas de

bi6psia do endométrio, onde estéo indicadas algumas células que ai podem ser encontradas.
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Figura 6. Seccao histolégica de biépsia do endométrio. Retirado de Sheldon et al. (2006).

Legenda: a. Bidpsia endometrial de tecido normal, com glandula endometrial (seta a) e vaso sanguineo
(seta b); b. Bi6psia endometrial de tecido com inflamacéo, onde se pode observar a infiltracdo de células
polimorfonuclear neutréfilos (seta a), alguma fibrose periglandular (seta b) e um aumento da densidade

celular devido a infiltracao celular (seta c). (escala = 15um).
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Figura 7. Observacao de detalhe histologico de utero de bovino. Retirado de Meira Janior
(2010)
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Legenda: a- no epitélio, de padrao cilindrico, ha migracéo intra-epitelial de neutrdéfilos e linfocitos (seta

5
)

vazia); no estroma ha presenca de edema (E); hemorragia (seta cheia) e macréfagos com pigmento,
hemossiderina (flechas). Ampliacdo 10x; b- pode observar-se infiltracdo de células inflamatorias,
presenca de edema (E); hemossiderina (flecha) e trés camadas de fibroblastos (seta cheia) em redor

da glandula endometrial, caracterizando a situacao de fibrose periglandular. Ampliagcao 20x.
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Tabela 3. Critério de diagnostico da endometrite subclinica baseado no exame

histopatol6gico. Adaptado de Meira Jr. et al. (2012).

Variavel

Categoria

Pontuacéo (intervalo)

Epitélio

Pontuacéo (1-11)

Altura

Les&o epitelial

Tipo de células inflamatdrias

Intensidade da infiltracéo

Cilindrico
Cuboidal
Achatado

Ausente
Leve
Moderada
Ulcera

Ausente
Mononuclear
Polimorfonuclear

Ausente

Leve (<5 células/campo; x40)
Moderada (6-10 células/campo; x40)
Grave (>10 células/campo; x40)

WNPFPONFPOWNREFPOWNLPE

Lamina Propria

Pontuacéo (0-8)

Tipo de células inflamatorias

Intensidade da infiltracdo

Agregados de linfocitos

Ausente
Mononuclear
Polimorfonuclear

Normal (20 células/campo; x40)
Leve (21-40 células/campo; x40)
Moderada (41-70 células/campo; x40)
Grave (>70 células/campo; x40)

Ausente

Leve (=3 agregados/campo; x10)
Moderado (4-5 agregados/campo; x10)
Grave (=6 agregados/campo; x10)

WNNPFRPOWNFPFONEF O

Glandula endometrial

Pontuacéo (0-4)

Atrofia ou dilatagéo

Fibrose

Ausente
Presente

Ausente

Leve (1-3 camadas/campo; x40)
Moderada (4-5 camadas/campo; x40)
Grave (26 camadas/campo; x40)

WN POk O

Vascular

Pontuacéo (0-3)

Degenerescéncia dos vasos
Hemorragia

Hemossideréfagos

Ausente 0
Presente 1
Ausente 0
Presente 1
Ausente 0
Presente 1

Total

Pontuacédo (1-26)
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2.4.3.4.4. Esterase leucocitaria

Um método alternativo que permite um acesso a células inflamatorias no limen do Utero € o
teste da esterase leucocitaria (EL). A EL é libertada pelas células neutrdfilas e reage com o
indoxil num reagente de éster de 4cido carbonico. A reaccao da esterase com o sal diazdnio
liberta o indoxil que é oxidado dando origem a uma cor violeta. A intensidade da cor esta
relacionada com a contagem leucocitaria (de acordo com as instrugdes do fabricante). Este
método tem sido usado para diagnésticos rapidos de inflamagé&o em vérios fluidos corporais,
incluindo urina, liquido peritoneal, liquido pleural e cerebroespinhal e, pode ser usado como
método indirecto para detectar neutréfilos no Utero bovino (Couto el al., 2013). No estudo
realizado por estes autores, os resultados do teste de EL relacionaram-se fortemente com a
proporcdo de neutréfilos encontrados por citologia endometrial, mas ndo revelaram
associagdo a probabilidade de gestacdo. E necessario uma melhoria na precisdo do teste
para que possa ser usado como ferramenta rapida e pratica no diagnéstico de endometrite

subclinica no pés-parto.

2.4.3.4.5. Cultura bacteriana

Uma cultura bacteriana uterina € uma ferramenta essencial para determinar a etiologia da
infeccdo uterina. A recolha com zaragatoa é o método mais preciso para obter amostras e
identificar as bactérias especificas ou ndo especificas que estdo a causar a infeccdo (Azawi,
2008). No entanto, € um método caro e implica um tempo prolongado para obtencao do
diagnostico (Marques Junior et al., 2011).

2.4.3.5. Tratamento

O tratamento intrauterino com cefapirina ou a administracdo de PGF., aumenta a taxa de
gestagdo, em casos de endometrite subclinica (LeBlanc, 2008).

Medidas preventivas devem ser postas em pratica de forma a diminuir a sua incidéncia na
exploracéo. O principio da prevencao consiste em optimizar a fungéo imunitaria no peri-parto,
principalmente através do maneio, no sentido de aumentar a capacidade de ingestdo, no
periodo de transi¢do (LeBlanc, 2008). Um BEN excessivo, com altas concentragdes de NEFA
e de B-hidroxibutirato em circulagéo, pode contribuir para a redugéo da fungéo neutrofila e €
a este nivel que se deve actuar (LeBlanc et al., 2011). Na Tabela 4 s@o propostas algumas
praticas de maneio recomendaveis durante o periodo do peri-parto de vacas de leite que

poderdo contribuir para a redugéo da incidéncia das doengas no pés-parto.
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Tabela 4. Praticas de maneio para reduzir os riscos de doenca uterina no pos-parto.
Adaptado de LeBlanc et al. (2011).

Recomendacbes

Evitar o consumo de dietas excessivamente energéticas entre a 82 e a 32 semana pré-parto.
Garantir o acesso livre a alimentacao (todos os animais devem ser capazes de comer no
momento da distribuicdo da alimentacéo; por exemplo, 75 cm de largura de espago por
vaca ou 5 “cornadis” para 4 vacas).

Proporcionar espaco para as vacas poderem estar deitadas aproximadamente 12h/dia (por
exemplo, 2 1 lojete/vaca ou 10 m? de cama livre por vaca.

Minimizar as desloca¢des e mudancas no grupo social.

Construir pargues para aproximadamente 140% da média do niumero de partos esperada
por més.

Proporcionar redugéo de calor (ventiladores e aspersores) quando o indice temperatura-
humidade excede os 72.

Gerir o maneio nutricional de forma as vacas parirem com uma CC de 3,0 ou 3,25 e manté-
la num minimo de 2,5 (numa escala de 5 pontos).

Testes serologicos ou plasmaticos:

NEFA <0,5 mMol/L na semana anterior a data esperada do parto

B-hidroxibutirato <1,1 mMol/L na primeira semana e <1,4 na segunda semana, depois do
parto

Haptoglobina <0,8 g/L na primeira semana depois do parto

2.4.4 Pibmetra

A piémetra pode ocorrer em qualquer fase do puerpério e define-se como uma retengéo de
contetdo purulento ou mucopurulento no utero, com o cérvix fechado devido a presenca de
um corpo luteo (Sheldon et al., 2006; Sheldon et al., 2008b; Marques Junior et al., 2011).
Na maioria dos casos, a piometra ocorre como sequela da endometrite crénica quando, como
resultado da inflamacao, o Utero cessa a producdo da hormona luteolitica. O corpo luteo
persiste e, como o Utero continua sob a influéncia de progesterona, a infeccdo nao é
eliminada. O cérvix mantém-se fechado e o conteddo purulento acumula-se no limen uterino,
embora, por vezes, haja ligeira eliminagdo do mesmo. A morte do feto seguida de invasédo do
Utero por T. pyogenes e persisténcia do corpo liteo gravidico ou a contaminacédo do Utero
durante o diestro, como por exemplo, por IA pouco higiénica, sdo outras causas que podem

provocar pidmetra, mas nao sao téo frequentes como a primeira (Noakes et al., 2001a).
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O diagndstico da piémetra € realizado por palpacao rectal e/ou ecografia transrectal, com base
nos sinais bem definidos de um utero de grandes dimensdes, elevado volume do seu
conteudo, cérvix fechado e um CL activo (Foldi et al., 2006). As vacas acometidas néo
apresentam sinais de doenca, no entanto revelam anestro (Sheldon et al., 2008a). O melhor
e mais apropriado tratamento consiste em induzir lutedlise com PGF2, ou seus analogos
(Sheldon et al., 2008b; Marques Janior et al., 2011). Neste cenario, a administracao de PGF2q,
em geral, resulta na dilatacdo do cérvix e expulsdo do conteddo purulento do Gtero, com
manifestacdes do cio, trés a cinco dias mais tarde (Sheldon et al., 2008a; Baruselli, sem data).
Ha evidéncia de que o tratamento é mais eficiente quando se administram duas doses de
PGF2, com um intervalo de oito horas (Sheldon et al., 2008a).

Muitas vacas que tiveram pidmetra ficam gestantes, apesar da fase lutea prolongada. No
entanto, os casos de longa duracdo estdo associados a degenerescéncia endometrial, que

pode aumentar a taxa de morte embrionaria (M.E.; Sheldon et al., 2008a).
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3. SINDROME DA VACA REPETIDORA

3.1. Importancia da vaca repetidora na producao leiteira

Para se estabelecer uma industria leiteira sustentavel & importante que os animais fiquem
gestantes em tempo biologicamente 6ptimo e num periodo economicamente rentavel, depois
do parto (Sakaguchi, 2011). No geral, um intervalo entre partos de 12 a 13 meses €
considerado economicamente sustentavel (Inchaisri, Jorritsma, Vos, van der Weijden &
Hogeveen, 2011).

Nos ultimos 50 anos, a selecc¢éo intensiva para a producao de leite tem sido associada a um
declinio global na fertilidade das vacas (Evans & Walsh, 2012). A demanda imposta pela
lactacao interage com factores genéticos que promovem um maior efeito negativo no moderno
sistema de producéo de bovinos leiteiros (Vieira, 2011). Vacas com maior producéo de leite
tém assim uma maior incidéncia de infertilidade (Sakaguchi, 2011). Neste contexto, aparece
a vaca repetidora, que compreende um grupo heterogéneo de vacas subférteis, sem
anomalias anatomicas ou infec¢des clinicas, que exibem uma variedade de desequilibrios
reprodutivos, num padrdo constante, durante trés ou mais ciclos éstricos consecutivos, de
duragdo normal (17-25 dias). Estes desequilibrios podem afectar o comportamento de cio, o
padrao hormonal ou a dindmica ovarica, que em sincronia com a funcéo uterina, determinam
o resultado final da monta natural ou da inseminagéo artificial (Perez-Marin et al., 2012). A
vaca repetidora €, assim, caracterizada por baixa taxa de fertilizacdo e morte embrionaria
precoce (Ferreira et al., 2011).

Este desequilibrio reprodutivo leva a grandes perdas economicas para o produtor de leite
devido ao aumento do intervalo entre partos, maior nimero de inseminagfes (custos do
sémen e da inseminac¢édo), aumento do refugo e gastos com a substituicdo dos animais (Son
et al., 2007; Ferreira et al., 2011; Mellado et al., 2012).

Em exploracdes leiteiras com uma fertilidade adequada, onde as taxas de concep¢ao sao
normalmente de 50-55%, cerca de 14-24% das fémeas apresentam a sindrome da vaca
repetidora (Mellado et al., 2012).

Considerando as grandes exigéncias da producéo de leite, esta sindrome revela um impacto

de grande monta na economia da exploracéo (Fig. 8; Perez-Marin, 2012).
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Figura 8. Evolugéo da curva de lactacdo em vacas normais e repetidoras. Notar que as vacas

repetidoras tém menos partos e, desta forma, a produgdo de leite € menor. Adaptado de
Perez-Marin et al. (2012).
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3.2. Etiologia da sindrome da vaca repetidora

A etiologia néo é clara e é multifatorial (Ferreira et al., 2011; Perez-Marin et al., 2012). A
fémea, o touro e varios factores ambientais e de maneio estdo envolvidos. Todos eles, por

vezes, sobrepostos, 0 que torna dificil determinar a origem da sindrome (Perez-Marin et al.,
2012).

3.2.1. Factores maternos

3.2.1.1. Idade

A idade tem um impacto negativo na fertilidade e grande incidéncia de vacas repetidoras tém
sido registada em animais velhos. Isto deve-se principalmente a alteragbes dos niveis
hormonais hipotalamicos ou hipofisarios ou a incapacidade de resposta ovarica. Também foi
demonstrado a relacdo entre a idade e a baixa viabilidade dos oécitos, o que também pode
explicar este declinio da fertilidade. Esta, nas vacas de leite, aumenta apos o 1°-2° parto e
diminui a partir do 4°-5° parto. Porém, devem ter-se em conta 0 tempo necessario para a

involugdo uterina ou os problemas associados ao puerpério (Perez-Marin et al., 2012).
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3.2.1.2. Factores genéticos

O mérito genético, bem como as anomalias genéticas e dos cromossomas dos pais ou 0s
defeitos genéticos que possam ocorrer no processo de diferenciacdo, podem comprometer a
fertilidade (Diskin, Parr & Morris, 2012). A sindrome da vaca repetidora tem sido descrita em
animais com translocacéo 1/29 ou trissomia do cromossoma X (Ayalon, 1984). Diskin et al.
(2012) referiram que a translocagédo Robertsoniana (1/29) nos bovinos reduzia a fertilidade
guando estes eram heterozig6ticos para a condi¢cdo. Poucos embrides (menos de 10%)
exibem alteracbes genéticas que estdo, normalmente, associadas & consanguinidade ou a
gametas envelhecidos (Diskin et al., 2012; Perez-Marin et al., 2012).

A utilizacdo de sémen de touros com elevado indice para dificuldade de partos pode ser
considerado um factor genético para a ocorréncia desta sindrome. A probabilidade de ocorrer
parto distécico nestes casos € superior e, da mesma forma, a probabilidade de doenca pos-

parto e, consequentemente, a infertilidade também aumenta (Perez-Marin et al., 2012).

3.2.1.3. InfecgBes uterinas

O ambiente uterino durante o puerpério € um dos principais factores que influenciam a
fertilidade das vacas e assim, a ocorréncia de infec¢des uterinas compromete a eficiéncia
reprodutiva (Marques Janior et al., 2011).

Desta forma, qualquer alteracao da salde uterina pode induzir a sindrome da vaca repetidora
(Perez-Marin et al., 2012). As infec¢Bes uterinas (especificas ou ndo especificas) constituem
um obstaculo ao estabelecimento de uma nova gestacdo (Evans & Walsh, 2012), ao
atrasarem a involucdo uterina e do cérvix, ao alterarem o desenvolvimento folicular e ao
aumentarem a mortalidade embrionaria e a taxa de retorno ao cio (Perez-Marin et al., 2012).
A endometrite subclinica deve ser considerada quando ha insucesso na gestacao ou quando
é registada uma repeticdo dos cios. Contudo, os sinais clinicos sdo dificeis de detectar, pois
0 exame por palpacao transrectal e a analise bacteriol6gica do muco cervical ndo reflectem,
na integra, a situacdo do endométrio (Kasimanickam et al., 2004; Baranski et al., 2012; Perez-
Marin et al., 2012).

3.2.1.4. Defeitos anatémicos do aparelho reprodutor

O aparelho reprodutor de uma fémea bovina deve fornecer um ambiente propicio & maturagcéo
do odcito, assim como ao transporte dos espermatozoides, fertilizagdo, implantacdo e
desenvolvimento embrionério e fetal. AlteragBes anatémicas ou funcionais destas estruturas
podem levar ao insucesso da gestagdo e a infertilidade (Perez-Marin et al., 2012).
Alteracdes no oviducto estéo presentes em 6-15% de animais adultos e, podem atingir os 80%
nas fémeas com historia de infertilidade. Aderéncias entre o ovario, a trompa de Falopio e a

bursa ovarica, obstrucdes unilaterais ou bilaterais, hidrossalpingite ou inflamacédo
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(perissalpingite, peritonite) tém sido descritas na sindrome da vaca repetidora (Perez-Marin
et al., 2012).

O cérvix é uma barreira e um reservatério dos espermatozoéides. Traumatismos com esta
localizacdo podem levar a estenose ou obstrucdo, prolapso dos anéis cervicais, aderéncias
ou incompeténcia funcional que podem ser associados a repeticdo dos cios (Sheldon et al.,
2008a; Perez-Marin et al., 2012).

A vagina actua como um receptaculo do sémen e como barreira defensiva. Patologias de
cardcter infeccioso alteram o pH vaginal assim como a flora bacteriana, reduzindo a vitalidade
dos espermatozoides (ap6s copula). Anomalias congénitas, defeitos de conformacgéo
(urovagina ou pneumovagina) e infeccGes (vaginite) podem perturbar a funcéo reprodutiva
normal (Zobel et al., 2001; Sheldon et al., 2008; Perez-Marin et al., 2012).

3.2.1.5. Disfun¢des hormonais

Um CL hipofuncional provoca uma diminuicdo dos niveis de progesterona e afecta
negativamente a fertilidade. Estes CL sdo pequenos e pouco desenvolvidos, com menor
capacidade de producdo de progesterona e, desta forma, o ambiente uterino disponivel &
inadequado para iniciar/manter uma gestacdo, o que pode aumentar a taxa de morte
embrionaria. Uma deficiente curva pds-ovulatéria de progesterona também esté relacionada
com uma menor produc¢édo do interferdo-tau pelo embrido bovino (Marques et al., 2007; Perez-
Marin et al., 2012). Ha evidéncia de que uma suplementacédo progesterdnica, em vacas em
risco de ter uma menor taxa de sobrevivéncia embrionaria por insuficiéncia de progesterona,
melhora essa mesma taxa (Diskin et al., 2012).

Por outro lado, um nivel suprabasal de progesterona, perto do estro, esta associado a uma
regressao incompleta do CL, o que prolonga o crescimento folicular e compromete a
competéncia oocitaria.

Estao descritas ovulac@es irregulares, quando ha assincronia entre o cio e a ovulagdo ou
assincronia entre o pico de LH e a ovulacdo ou ainda, auséncia da ocorréncia do pico de LH.
Nestes casos, 0s sinais de cio sdo menos 6ébvios que em fémeas normais (Perez-Marin et al.,
2012).

3.2.1.6. Morte embrionaria precoce (MEP)

Para que se estabeleca uma gestagdo € necesséario que haja uma inter-relacdo entre o
embrido e o Utero, dependente de uma comunicagdo activa e passiva entre ambos,
indispensavel para que o embrido se implante e possa ser nutrido e ainda, que seja bloqueada
a regressdao do corpo luteo (Vieira, 2011). O embrido bovino liberta para o Gtero uma
substancia produzida pelas células mononucleares da trofoectoderme (interferdo-tau;
Thatcher et al., 2001; Marques et al., 2007), por volta do 16°-18° dia, que inibe a regresséo do

CL e mantém a gestacao, processo denominado de reconhecimento materno da gestacdo
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(RMG; Vieira, 2011). O mecanismo pelo qual o interferdo-tau inibe a regresséo do CL resulta
da supressdo da libertacdo pulsétil de PGF,, endometrial. Sabe-se que o interferdo-tau
produzido pelo embrido actua de forma parécrina no tecido materno suprimindo a transcricdo
de genes para receptores de ocitocina e de estradiol (Thatcher et al., 2001; Marques et al.,
2007).

A MEP pode estar associada a perfis de LH e de progesterona irregulares que induzem a
regressdo do CL, a uma quebra da competéncia gamética, a alteracdes uterinas, a
desequilibrios hormonais ou ainda, a alteragBes do sistema imunitario, que resultam em
contaminagao bacteriana com processo inflamatorio (Vieira 2011; Perez-Marin et al., 2012).
Uma falha no mecanismo antiluteolitico por accdo do interferdo-tau segregado pelo embrido,
uma reaccédo inadequada do endométrio ao interferdo-tau no periodo do RMG ou ainda, uma
falha na interaccdo embrido-mae, que requer a participacdo de um numero de citoquinas
envolvidas no processo da implantacdo, podem também ser responsaveis pela morte do
embrido (Vieira, 2011).

A MEP ocorre entre 0 8° e 0 16° e a vaca retorna ao estro no periodo fisiolégico do ciclo
(Vieira, 2011). A incidéncia deste tipo de morte embrionaria varia entre 10,6 a 39,7%, segundo
Perez-Marin et al. (2012).

Alguns estudos sugerem que o ambiente uterino é o factor mais importante na MEP e referem
desequilibrios nas concentragbes de certos ides e proteinas no Utero (Perez-Marin et al.,
2012). Durante a fase de pré-implantacdo, o crescimento embrionario esta dependente do
suplemento nutricional das secre¢fes das glandulas uterinas e transporte selectivo dos
nutrientes para o limen uterino. Uma suplementacgéao insuficiente de aminoacidos, essenciais
ou nao-essenciais, resulta numa alteracdo do desenvolvimento embrionario. A reducéo da
viabilidade do embrido pode também estar relacionada com a reducédo da capacidade de troca
de nutrientes ou de outras substéncias reguladoras, que podem comprometer o processo de
diferenciacéo celular (Groebner et al., 2011).

Niveis inadequados de estrogénio e interac¢cées anormais das gonadotrofinas prejudicam a
maturacdo do od0cito, 0 que resulta também, num desenvolvimento embrionario anormal
(Perez-Marin et al., 2012).

3.2.1.7. Nutricdo

O metabolismo basal, a actividade fisica, o crescimento e a manutencdo das reservas
corporais tém prioridade sobre a reproducéo (actividade ciclica do ovario, estabelecimento e
manutencéo da gestacao; Freitas, 2002). A deficiéncia nutricional e o aumento do numero de
IA por vaca estdo entdo, interrelacionados, devido a diminuicdo da ingestdo, do peso e da
condicdo corporal que causam desequilibrios endécrinos e afectam a fertilidade (LeBlanc et
al., 2011; Perez-Marin et al.,, 2012). Também pode alterar a composicao nutricional do

conteudo uterino (Groebner et al., 2011).
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Durante o pés-parto, 0os animais atravessam um periodo de balanco energético negativo,
mudangas metabolicas, enddcrinas e fisioldgicas e aumento do stress oxidativo. Associando-
se ao stress provocado pelo parto, todas estas alteracdes comprometem a resposta imunitéria
e inflamatodria (Evans & Walsh, 2012). Esta deficiéncia nutricional também afecta o periodo
pbs-parto, causando atraso na involugéo uterina e aumento do nimero dos dias em aberto
(Perez-Marin et al., 2012). A diminuicdo da capacidade de ingestdo e o BEN levam igualmente
a uma diminuicdo da actividade hormonal, que tem como resultado a diminuicdo da duracdo
e da intensidade dos cios (Departamento técnico-comercial Vitas Portugal, 2013).

E importante maximizar a ingest&o dos alimentos e minimizar o BEN no pés-parto, de forma
a permitir elevadas taxas de sobrevivéncia embrionéria (Diskin et al., 2012). As consequéncias
fisiologicas do BEN sdo perda de condicdo corporal, mobilizacdo das reservas corporais,
baixa concentracdo de glucose, insulina, IGF-1 (que podem afectar a secrecdo de GnRH e
gonadotrofinas; Freitas, 2002) e colesterol, em circulacdo e, elevadas concentragbes de
acidos gordos e ureia. Estas alteracdes estdo associadas ao aumento do risco de doencas
metabdlicas, reducgéo da fungdo imunitaria e diminui¢éo da fertilidade (Evans & Walsh, 2012).
Os niveis de nutricdo afectam a concentracdo de progesterona. Isto sugere que a nutrigdo, a
condigao corporal e a concentracdo de progesterona plasmatica estéo relacionadas e afectam
a fertiidade (Ayalon, 1984). As vacas repetidoras tém revelado igualmente, baixas
concentracdes uterinas de sodio, fésforo, glucose e proteinas totais, nos dias 5 a 11 pds-parto
(Ayalon, 1984).

3.2.2. Factores relacionados com o touro e qualidade do sémen

E necessario que a fertilidade do touro/qualidade do sémen seja dptima (por monta natural ou
IA) para se atingir uma elevada taxa de gestacdo e um intervalo entre partos adequado
(Ayalon, 1984; Diskin et al., 2012). As doses de sémen para Al devem conter pelo menos 6
milhdes de espermatozéides com motilidade progressiva apés a descongelacéo (Perez-Marin
et al., 2012). O sémen é depositado na vagina pelo touro ou colocado correctamente no corpo
do utero pelo inseminador (Diskin et al., 2012) de forma a atingir os oviductos, onde a
fertilizacdo ocorre (Perez-Marin et al., 2012). Insemina¢des incorrectas, como por exemplo,
deposicdo do sémen a entrada do cérvix, pode provocar a repeticdo dos cios e afectar
negativamente a taxa de fertilidade (Perez-Marin et al., 2012).

O momento da deposi¢do do sémen esta relacionado com a detec¢do do cio. Outras fémeas
ou o touro podem montar a vaca em cio e este comportamento pode ter uma duracédo de 13-
17 horas (h) em média e a ovulagédo ira ocorrer, aproximadamente, 30h apos o inicio do cio.
A regra AM/PM de oportunidade da IA é a préatica mais comum utilizada na producéo leiteira.
Consiste em inseminar pela manha quando o cio foi observado na tarde/noite do dia anterior

ou inseminar a tarde/noite quando o cio foi observado nessa manha (Perez-Marin et al., 2012).
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3.2.3. Ambiente e factores relacionados com o maneio

3.2.3.1. Deteccdao correcta do cio

Uma incorrecta deteccao de cios € uma das principais causas da sindrome da vaca repetidora.
O insucesso reprodutivo pode ser observado depois de uma inseminacéao ‘fora de tempo’ ou
em vacas com cio pouco evidente. As vacas gestantes também podem apresentar sinais de
cio e serem inseminadas. Este procedimento pode induzir a morte embrio-fetal (Perez-Marin
etal., 2012).

3.2.3.2. Higiene durante a inseminacdo artificial

Durante a inseminacao artificial, o catéter € introduzido no corpo do Utero e pode actuar como
veiculo de bactérias patogénicas, alterar o ambiente uterino e provocar doencas infecciosas
agudas, subagudas ou crénicas com efeitos nocivos para a reproducdo. E essencial actuar
de forma higiénica durante a IA e ter um cuidado redobrado nas medidas de higiene durante

0 parto e periodo pés-parto (Perez-Marin et al., 2012).

3.2.3.3. Stress

As vacas repetidoras tém uma grande predisposicdo para estarem stressadas, facto
evidenciado pelo aumento da producdo de cortisol pelas glandulas supra-renais. A
progesterona supra-renal, nas fémeas sujeitas a situacdes de stress, atinge niveis
suprabasais. Desta forma, o stress pode ser considerado como um potencial factor causal
para a sindrome da vaca repetidora (Perez-Marin et al., 2012).

As temperaturas ambientais elevadas também causam stress e trazem problemas
reprodutivos. A acidose metabdlica que resulta do aumento da frequéncia respiratéria,
associada ao aumento dos niveis de amoniaco no sangue, resultante da alteracdo da
fermentag&o ruminal, vdo comprometer o ambiente uterino e assim, aumentar o numero de
mortes embrionéarias (Departamento técnico-comercial Vitas Portugal, 2013).

A hipertermia afecta a fung&o celular em varios tecidos do sistema reprodutivo (Figura 9). O
stress hipertérmico compromete a dindmica folicular e a capacidade do foliculo dominante em
exercer a sua dominéancia. Para além disso, este tipo de stress induz codominancia folicular e
reduz a duragdo do ciclo éstrico, bem como a competéncia do odcito para originar um
blastocisto. Od6citos de vacas Holstein, colhidos durante o Verdo, mostraram uma reduzida
capacidade para se desenvolverem até blastocisto, apos fertilizacdo in vitro, quando

comparados com os recolhidos nos meses de Inverno (Ferreira et al., 2011).

44



Figura 9. Consequéncias do stress hipertérmico. Retirado de Departamento técnico-comercial
Vitas Portugal (2013)
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3.3. Técnicas de diagnéstico

E imperioso diagnosticar a etiologia do insucesso reprodutivo em vacas que tém
aparentemente uma histéria clinica normal. Contudo, apesar de estarem disponiveis varias
ferramentas para tal, é dificil chegar a um diagnéstico correcto por ndo ser, muitas vezes,
rentavel.

Primeiro torna-se necessario obter a historia clinica completa a nivel individual e da
exploracao. A idade, o nimero de partos, a producao leiteira, as doencas, os indices
reprodutivos, as caracteristicas dos ciclos éstricos, o calendério das inseminagdes, os touros
utilizados, a deteccdo dos cios, as hormonas utilizadas, a alimentacdo e a higiene da
exploracdo devem ser registados e analisados. O comportamento sexual também deve ser
avaliado e é necessario detectar distirbios a nivel muscular e ungular (Perez-Marin et al.,
2012).

Para se detectarem alteragfes ao nivel do sistema reprodutor feminino € necessario efectuar
inspecc¢do da vagina (manual ou com auxilio de vaginoscopio), de forma a recolher e avaliar
0 corrimento vaginal (Marques Junior et al., 2011) e verificar a presenca de aderéncias,
estruturas anormais ou defeitos cervicais (Perez-Marin et al., 2012). E essencial avaliar todas
as estruturas por palpacdo transrectal ou ecografia, de forma a diagnosticar qualquer
alteracdo a nivel do cérvix, utero e ovarios e, em ultimo caso, realizar citologia endometrial
el/ou cultura bacteriolégica do contetdo uterino para localizar infec¢des uterinas que possam
estar a comprometer a fertilidade do animal (Marques Junior et al., 2011).
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3.4.Tratamento e controlo da sindrome da vaca repetidora de forma a reduzir o impacto

negativo na exploracéao

3.4.1. Tratamento nutricional

A energia € o principal nutriente exigido por bovinos adultos e a sua ingestao inadequada tem
um impacto negativo sobre a actividade reprodutiva da fémea. Uma melhoria do balanco
energético através do aumento da ingestéo de energia na dieta, reduz os dias até a primeira
ovulacdo e melhora a taxa de concepc¢ao (Santos, 2008).

Um suplemento correcto de nutrientes € crucial para a sobrevivéncia do embrido pré-
implantacdo e para o sucesso da manutencao da gestacdo (Groebner et al., 2011). Dietas
contendo elevadas concentracdes de iodo inorganico, 8-12 dias antes do estro, estimulam a
glandula hipofisaria, reduzindo ao mesmo tempo, a taxa de vacas repetidoras. Exploragdes
com problemas a este nivel ao serem suplementadas com cobre e magnésio minimizaram os
problemas de fertilidade. Deficiéncias nestes minerais podem estar associadas a infertilidade,
anemia e supressao imunitaria. Deficiéncias em fosforo e zinco estao relacionadas com baixos
niveis de progesterona, que podem causar infertilidade e morte embrionaria precoce. Dietas
suplementadas com &cidos gordos insaturados aumentam a producgéo de leite, bem como a
taxa de desenvolvimento embrionario, quando administradas nos periodos seco e pés-parto,
sendo também benéficas para as vacas repetidoras (Perez-Marin et al., 2012). Estes autores
sugerem que a suplementagcédo com fontes lipidicas tem um efeito directo na producéo de
colesterol (precursor da progesterona), modula o metabolismo do acido araquidonico
(precursor das prostaglandinas) e economiza a glicose, elevando os niveis sanguineos de

IGF-1 e, consequentemente, a libertagéo de LH (Vieira, 2011).

3.4.2. Técnicas de reproducéo assistida

Estd demonstrado que entre 36 a 89% das vacas repetidoras apresentam doenca a nivel do
endométrio, muitas vezes dificeis de detectar (Perez-Marin et al., 2012). O transporte
gamético e a implantagdo andmalos estdo associados a alteragdes a esse nivel. A tecnologia
da superovulacdo e transferéncia de embrides tem-se mostrado eficaz nestas vacas (de
mérito genético superior), pois permite um incremento significativo da sua eficiéncia
reprodutiva (Rodrigues et al., 2010). Almeida et al. (1984), citados por Ayalon (1984), na
tentativa de responder a questdes acerca da transferéncia de embrides, recolheram embriGes
de vacas normais e de vacas repetidoras, no dia 6 apos inseminacdo e, demonstraram que
ndo havia diferencas significativas na incidéncia de embrides normais entre os dois tipos de
vacas. Esta técnica demostrou, portanto, ser eficaz utilizando a vaca repetidora como dadora

de embrides se, a causa da sindrome se dever a presenca de um utero hostil para o embrido.
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Por outro lado, a TE pode ultrapassar certos obstaculos que causem infertilidade, como falhas
na fertilizacao, perdas embrionarias precoces, especialmente durante o stress hipertérmico e
perturbacdes da ovulacdo e/ou tubaricas (Dochi et al., 2008). Estes autores demostraram que
as taxas de gestacdo eram superiores em vacas que receberam embrides congelados,
comparando com aquelas que foram inseminadas, concluindo portanto que esta também é
uma opcao para ultrapassar esta sindrome. Outras técnicas reprodutivas como produc¢do in
vitro de embrides ou a inseminacao intraperitoneal podem também ser usadas para minimizar

os efeitos negativos desta sindrome (Perez-Marin et al., 2012).

3.4.3. Tratamentos intrauterinos

O tratamento por via intrauterina € o mais utilizado, apesar de a sua eficacia poder ser
gquestionada. Algumas desvantagens deste tipo de tratamento estdo relacionadas com a
ocorréncia de lesdes endometriais ou a utilizacdo de substancias irritantes (Marques Junior et
al., 2011). As infec¢Bes ndo especificas sdo uma das principais causas desta sindrome e os
tratamentos intrauterinos antimicrobianos podem melhorar os indices reprodutivos (LeBlanc,
2008). Uma alternativa a estes tratamentos € a auto-hemoterapia intrauterina. A aplicagédo
intrauterina de sangue heparinizado, em vacas, tem revelado bons resultados, provavelmente
devido a accdo combinada dos neutrdfilos, do sistema de complemento, das opsoninas e
imunoglobulinas presentes no sangue. Esta combinagcdo estimula fortemente a fagocitose

intrauterina (Vandeplassche, 1987).

3.4.4. Tratamentos hormonais

3.4.4.1. Progesterona

A progesterona (Ps) € a hormona da gestacdo e €, inequivocamente, necessaria para a
sobrevivéncia do embrido, nos mamiferos (Spencer & Bazer, 2002). A administracao de P4
entre o dia 3 e 5 apds a inseminagdo e durante 2 a 3 semanas (ou mais), aumenta a
probabilidade de as vacas repetidoras ficarem gestantes (Kendall, Flint & Mann, 2008). Esta
descrita a utilizacdo de dispositivos intravaginais (como, por exemplo, o PRID-dispositivo
intravaginal com progesterona) do dia 5 apds a IA até ao dia 19, com registo de melhoria na
fertilidade destes animais, devido a elevacédo dos niveis circulantes de progesterona (Perez-
Marin et al., 2012). Também esta descrita a sua utilizacdo associada a protocolos de IATF
(Mellado et al., 2012).

3.4.4.2. GnRH
A administracdo de GnRH na altura da inseminacao tem como objetivo acelerar e assegurar

a ovulacao, actuando directamente sobre a hipofise, ao estimular a secrecao e libertacdo das
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gonadotrofinas, como a FSH e a LH e promovendo o pico pré-ovulatério de LH (Mellado et al.,
2012). Se se suspeita de subfuncéo litea como a causa da falha reprodutiva, pode usar-se
GnRH no dia 5 pés-inseminacao, para promover a libertacdo de LH e FSH, o que vai elevar
0s niveis de progesterona e exercer um efeito luteotréfico, melhorando a fertilidade nas vacas

repetidoras (Perez-Marin et al., 2012).

3.4.4.3. Gonadotrofinas exdégenas

Estas hormonas tem sido usadas em vacas repetidoras para induzir a ovulacdo e/ou exercer
um efeito luteotréfico sobre o CL. A hCG (gonadotrofina coriénica humana) é a gonadotrofina
exdgena mais utilizada nestes casos. Tratamentos com hCG no dia 5 apés a inseminacao
promovem uma elevacéo dos niveis de progesterona pelo menos por duas semanas, devido
ao desenvolvimento de um CL acessdrio, melhorando assim a taxa de gestacdo (Thatcher et
al., 2003; Kendall et al., 2008; Perez-Marin et al., 2012).

3.4.4.4. Prostaglandina Fxq

O efeito luteolitco da PGF,4 tem sido usado para o tratamento da vaca repetidora, no sentido
de se conseguir uma melhor eficiéncia na detecg¢éo de cios e aumentar o nUmero de animais
em cio. Existem diversos protocolos utilizados neste cenario, mas ela é frequentemente usada
em combinagdo com outras substancias, servindo de pré-tratamento e, com o Ultimo objectivo

de melhorar o maneio reprodutivo (Perez-Marin et al., 2012).

3.4.4.5. Maneio reprodutivo

Os protocolos recentemente utilizados para o tratamento de vacas com ovulacdes silenciosas
ou problemas na ovulagéo sao os que fazem recurso a inseminacao artificial em tempo fixo.
O Ovsynch (administracédo de GnRH, PGF», e novamente GnRH, Figura 10) com inseminacdo
em tempo fixo € um desses protocolos (Pursley et al., 1995).

E também essencial melhorar todos os aspectos relacionados com a deteccéo de cios de
forma a reduzir erros neste capitulo, ao serem considerados diferentes métodos auxiliares de

deteccéo de cios, como os podometros ou camaras de video (Perez-Marin et al., 2012).

Figura 10. Protocolo OVSYNCH. Adaptado de Pursley et al. (1995)
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IV. TRABALHO EXPERIMENTAL



1. INTRODUCAO

A consciéncia social acerca dos problemas de seguranca alimentar dos produtos destinados
a consumo humano, que envolvem 0s animais tratados com antibiéticos, tem crescido nos
ultimos anos (Ohtsuka, Ogata, Terasaki, Koiwa & Kawamura, 2005). Para além disso, a
eficdcia da administracdo intrauterina de antibiéticos tem sido questionada devido a multiplas
interaccBes que os mesmos revelam com os componentes do Utero e os varios graus de
absorcédo que apresentam (Djuricic et al., 2012a). A administracdo destas substancias tem,
como grande desvantagem, a presenca dos seus residuos no leite e na carne, bem como o
aumento das resisténcias bacterianas (Djuricic et al.,, 2012b). Desta forma, tém sido
abordados novos tratamentos uterinos, como € o caso da ozonoterapia.

O ozono (O3) € uma variedade alotrépica do oxigénio, cuja existéncia foi reportada em 1785
pelo quimico holandés M. Van Marum. Este gas possui um poder oxidante superior ao
oxigénio e, a sua relagcdo com os compostos organicos é mais selectiva (Batista, Mesa,
Manresa & Cepero, 2001). Actualmente, esta a ser utilizado em vérios sectores: farmacéutico,
tratamentos ambientais, medicina e cirurgia. Ha4 uns anos, iniciou-se em Italia (Universidade
de Parma), um trabalho de investigacdo sobre a aplicacdo do ozono em reproducéo bovina
(Andnimo, prontudrio terapéutico Ripromed®, sem data). A molécula é composta por trés
atomos de oxigénio com uma estrutura ciclica e € um gas instavel a temperatura atmosférica
normal, que se decompde rapidamente em moléculas estiveis de oxigénio (Bocci, 2006;
Djuricic et al. 2012b). Obtém-se por passagem do oxigénio através de elétrodos de alta
voltagem ou através dos raios ultravioletas (Figura 11; Ogata & Nagahata, 2000; Bocci, 2006).
O ozono inactiva bactérias, virus, fungos, algas e protozodrios, agentes estes que podem
causar endometrites clinicas ou subclinicas, que afectam negativamente a fertilidade. Destroi
as paredes celulares das bactérias através da oxidag&o dos fosfolipidos e das proteinas, inibe
0 crescimento celular nos fungos, produz danos nas capsides virais e altera os receptores
virus-célula, mediante a peroxidagdo. Além disso, estimula o sistema imunitario, reduz a
inflamacao e a dor (Loste, Zabala & Mendizabal, 2011).

Figura 11. Processo de producédo de ozono. Adaptado de apresentacdo ppt "Bio Ozotech”
(2009).
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Podemos considerar o 0zono como um pro-farmaco que, em doses ndo toxicas, consegue
induzir um rearranjo das vias bioquimicas com activagdo de um segundo mensageiro na
cascata do processo inflamatério (Re et al., 2008). Recentemente, foi sugerido que 0s
neutrofilos produziam ozono, o que contribuiria para a sua actividade bactericida e
inflamatoria. Contudo, a validacao desta teoria ainda é tema de debate (Wentworth et al.,
2002; Yamashita et al., 2008). De acordo com ela, os anticorpos parecem conseguir catalizar
a producéo de ozono a partir de uma molécula simples de oxigénio (O2) e moléculas de 4gua
(H20), mas o mecanismo através do qual os anticorpos conseguem atingir esta reaccéo
permanece obscuro (Yamashita et al., 2008). Para além disso, também esté descrito que o
0zono optimiza a regeneracdo dos tecidos e estimula a producéo de tecido de granulacéo e
a epitelizacéo (Re et al., 2008). Esta molécula também parece ter eficacia na inactivacdo de
agentes microbianos no sémen bovino (Gradil, Eaglesome, Stewart, Garcia & Quimby, 1995).
A autohemoterapia ozonizada tem sido utilizada para tratamento de diversas doencas
(Scrollavezza, Ansaloni, Polidori, Ablondi & Pogliacani, 2002) e parece revelar igualmente
vantagens no tratamento de mastites clinicas em vacas (Ogata & Nagahata, 2000).

O facto de se tratar de um gas, obriga a necessidade de um substrato, isto é, tem de estar
ligado a um suporte liquido ou solido para que a sua utilizagdo terapéutica seja possivel
(Bartolini et al., 2004).

Existem diferentes apresentacées de preparacdes de ozono (creme, gas, injeccoes,
palhinhas, espuma, évulos e bolus; Figura 12). O uso de derivados de 6leo ozonizado pode
ter varias vantagens a nivel bioquimico e, o mais importante em medicina veterinéaria é o lipo-
hidroperoxido. Este actua directamente sobre os microorganismos e estimula as defesas
celulares. Para além disso, os produtos do 6leo ozonizado ndo produzem qualquer tipo de
residuo no leite ou carne (Djuricic et al., 2012a).

Zobel et al. (2011) concluiram que o tratamento com ozono podia ser considerado a opcéo
mais eficiente, relativamente a outros tratamentos intrauterinos, dado o seu potente poder
antimicrobiano face a um largo espectro de microorganismos e devido ao seu potencial
oxidativo e a sua rapida transformagédo em oxigénio livre, o0 que n&o prejudica a viabilidade

dos espermatozdides.

Figura 12. Trés apresentacgdes clinicas de ozono intrauterino. Retirado de Novagen website
(2013)
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Legenda: a. Ripromed Ovuli 0s® -6vulos; b. Ripromed palhinhas®; c. Ringer Spray® - espuma.
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Concluindo, o0 ozono promove um ambiente vaginal, cervical e uterino mais favoravel a
inseminacdo e fertiizacdo ao reduzir o efeito espermicida causado pela inflamagéo,
contribuindo assim, para a manutencdo da viabilidade dos espermatozéides no aparelho
reprodutor feminino (Zobel et al., 2011). A vantagem de se usar 0 0zono em vez de antibiéticos
resulta, precisamente, da auséncia de resisténcia dos agentes infecciosos (Djuricic et al.,
2012a; Djuricic et al., 2012b).

A realizacdo deste trabalho experimental teve como principal objectivo avaliar a eficicia da
aplicacdo do ozono intrauterino [palhinhas de 0,5cc (RIPROMED PALHINHAS®, Novagen,
Italy)] na taxa de gestacéo de vacas repetidoras, da raca Holstein-Frisia, numa exploracéo de
bovinos leiteiros, na Moita, apds o tratamento, aproximadamente 10h antes de serem

inseminadas artificialmente.

2. DESENHO EXPERIMENTAL

O estudo foi realizado entre 17 de Setembro de 2012 e o final do més de Julho de 2013. Teve
por base 2 grupos: Grupo “Tratamento” (23 animais) que incluiu as fémeas que foram
submetidas ao tratamento com Ripromed® intrauterino, palhinhas de éleo ozonizado (Novagen,
Italia), e o Grupo “Controlo” (31 animais), constituido por fémeas que néo foram tratadas.
Neste estudo foram incluidas vacas, de raga Frisia Holstein, que apresentaram cio espontaneo
e que ja tivessem sido submetidas a duas ou mais IA, com intervalos entre cios regulares (17-
23 dias). Foram excluidas aquelas que apresentaram corrimento de estro anormal ou que, ao
exame por PTR, lhes foi diagnosticada uma infecgéo uterina.

O trabalho consistiu na aplicacdo do tratamento 10h antes da IA. Estas foram feitas sempre
com sémen de um de dois touros seleccionados para o ensaio, de forma a reduzir a
variabilidade da fertilidade associada ao macho. Tanto a aplicacdo de ozono como as IA foram
realizadas sempre pelo mesmo técnico, de forma a harmonizar o factor humano.

Registou-se, posteriormente, se a vaca apresentou novamente retorno ao cio. Aquelas que o
néo fizeram, foi realizado o diagnostico de gestacéo, por exame ecografico (Ultrascan 900,
AMI, Canadd), com sonda linear de 5 MHz, entre os 28-32 dias pos-IA. A visualizagdo de um
corno uterino com liquido e presenca de um embrido foram usados como indicadores positivos
de gestagdo. Todos os animais foram reexaminados por palpacgéo transrectal do conteudo
uterino, aproximadamente aos 50 dias apés a IA, pelo médico veterinario assistente, para
confirmar o diagndéstico anterior ou registar eventuais mortes embrio-fetais. As fémeas com DG
positivo foram sujeitas a novo exame por PTR, aos 90-120 dias pés-IA, realizado igualmente
pelo médico veterinario assistente, para registo de mortalidades fetais precoces. As vacas que
retornaram ao cio foram re-inseminadas, com sémen do mesmo touro da 12 |A do ensaio, com
o objectivo de se avaliar o efeito, a longo prazo, do tratamento. Estes animais foram sujeitos

ao diagnéstico de gestacao, apenas aos 50 dias por palpacgéao transrectal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizacao da exploracao

A empresa onde foi realizado o ensaio clinico € uma exploracdo de bovinos leiteiros, situada
na localidade da Moita, distrito de Setubal, Portugal. Possui um efectivo de, aproximadamente,
780 animais, sendo que destes, 370 sdo animais em producdo leiteira e vacas no periodo de
secagem, e o restante efectivo distribui-se por vitelos (ambos 0s sexos), viteldes (machos até
0s 8 meses de idade), novilhas e trés touros.

Esta exploragéo opera em regime intensivo, sendo a area das instalacdes de cerca de 3,2 ha
(hectares). E composta, ainda, por 70 ha de produc&o de milho e 130 ha de culturas outonais.
Os animais sao alimentados com uma mistura a base de silagem (silagem de milho, silagem
de erva, feno de azevém, massa de cerveja, farinha de milho, farinha de soja e, em certas
altura do ano, polpa de laranja e/ou de tomate) e suplementadas com concentrado quando
produzem mais de 40L/dia. As fémeas no pargque do pds-parto séo ainda suplementadas com
vitamina E e minerais.

A exploragdo é constituida por quatro parques de vacas em produgdo, sendo 0S grupos
formados consoante o nivel de células somaticas que apresentam no leite, com aquelas de
niveis mais elevados a serem ordenhadas no final. Realizam-se trés ordenhas por dia: a
primeira ordenha inicia-se as 6h, a segunda as 13h e a dltima as 19h, numa sala de duas
linhas em espinha, cada uma com vinte locais de ordenha.

A politica de substituicdo dos animais tem por base um sistema de reposi¢ao interna, por
novilhas nascidas e recriadas na exploragéo, através de um plano reprodutivo apoiado na
inseminacéo artificial. Os vitelos machos sdo mantidos na exploracdo e sédo vendidos para

abate com cerca de 8 meses de idade.

3.2. Maneio reprodutivo

Nesta exploragéo, a detecc¢éo de cios é feita por observacao visual por parte dos funcionarios,
durante todo o dia, com especial incidéncia em redor das ordenhas. E politica da exploracéo,
gue qualquer fémea que tenha atingido um periodo voluntario de espera de 40 dias seja sujeita
a exame ginecologico pelo médico veterinario que indicara se pode ou nao ser inseminada no
cio seguinte. Passados os 90-120 dias pp, as fémeas sem registo de cio sdo sujeitas
novamente a um exame ginecoldgico, procedendo-se entdo a inducdo deste. Caso a fémea
apresente condi¢fes para tal, a inducdo do cio € normalmente feita através da administracéo
de PGFa.

As fémeas com cerca de sete meses de gestagdo, sdo separadas e incluidas no grupo das

“vacas secas”. Neste grupo, as vacas passam uma semana a serem alimentadas com palha
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e sdo ordenhadas apenas uma vez por dia. No final dessa semana, sdo secas (com a
instilacdo de antibiético intramamario e de um selante interno de tetos) e passam para o
parque do ‘pré-parto’. Nesse dia, antes de entrarem nesse parque, sdo vacinadas contra
Rotavirus, Coronavirus e E. coli (Trivacton 6®, Merial, France). Quando a fémea esta proxima
da data prevista para o parto € conduzida para um outro grupo, a ‘maternidade’, onde
permanece num espac¢o com boas condi¢des de higiene e conforto. No dia do parto, sdo-lhes
administrados 120 mL de célcio subcutaneo (Calfon®, Bayer, Germany), de modo a evitar
complicagcdes metabdlicas. Entdo, sao colocadas no parque do “pds-parto” onde sé&o
observadas didriamente (registo de temperatura rectal, avaliagdo da recuperagdo do animal e
diagnéstico de doenca pds-parto, avaliacdo do leite aos primeiros jactos e diagnostico de
mastite, administracdo e registo dos tratamentos). Durante este tempo, as vacas sao
ordenhadas apenas duas vezes por dia e o leite € separado para alimentacéo dos vitelos. Se
apos 4-5 dias, a fémea estiver totalmente recuperada do parto, € (re-) introduzida num dos
grupos de produgéo.

Relativamente as novilhas de substituicdo, séo criadas hum grupo separado dos animais em

producéo e, por volta dos 14 meses de idade, sdo inseminadas pela primeira vez.

3.3. Animais do ensaio experimental

Neste estudo foram utilizadas 54 vacas (23, do grupo tratado e 31, do grupo controlo),
exclusivamente da raca Frisia Holstein, com diferentes idades e diferente nimero de
lactagbes, tendo sido todas elas, anteriormente inseminadas por duas ou mais vezes e tendo
tido intervalos entre cios sempre regulares, de 17 a 23 dias. Todas as fémeas em estudo
encontravam-se na mesma situacdo de maneio, quer alimentar, quer reprodutivo. Os Unicos
critérios de exclusao foram relativos a animais que ao serem detectados em cio, apesentaram
corrimento anormal e/ou patologia uterina evidente a palpacéao transrectal.

A idade média dos animais do ensaio foi 4,19 anos, sendo a idade maxima 8 anos e a idade

minima 2 anos, como se mostra na Tabela 5.

Tabela 5. Andlise descritiva da amostra relativamente a idade.

n Minimo Maximo Média Desvio Padrdo
Idade 54 2 8 4,19 1,58
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Em relacdo a paridade, 15 fémeas do ensaio clinico eram primiparas, sendo as restantes 39
multiparas, com um maximo de 6 lactacdes. Na Tabela 6 esté caracterizada a distribuicdo da
amostra relativamente ao niumero de lactacdes e no Gréafico 1 esta representada a mesma
distribuicdo em percentagem e podemos verificar que dentro das multiparas, o grupo em

maioria é o de duas lactacdes.

Tabela 6. Distribuicdo da amostra relativamente ao nimero de lactacdes

Numero de lactacbes NuUmero de animais
1 15 (Grupo T n=7; Grupo C n=8)
2 21 (Grupo T n=8; Grupo C n=13)
3 10 (Grupo T n=3; Grupo C n=7)
4 6 (Grupo T n=3; Grupo C n=3)
6 2 (Grupo T n=2; Grupo C n=0)

Legenda: Grupo T- Grupo Tratamento; Grupo C- Grupo Controlo

Gréfico 1. Representacéo gréafica da distribuigcdo, em percentagem, da amostra
relativamente ao niumero de lactac6es

<

Dentro da amostra, uma das fémeas teve um parto gemelar e 30 delas [55,6% (30/54)],

Numero de lactacdes
ml
m2
m3
m4

m6

incluindo esta ultima, sofreram de patologia(s) durante o pds-parto, estabelecendo um sub-
grupo designado por “Doencga no pp”. Dentro deste sub-grupo, 14 fémeas [46,6% (14/30)]
sofreram de retencao placentaria, diagnéstico estabelecido por ndo expulsdo da placenta nas
24h pp. Contudo, a doenca de maior prevaléncia deste sub-grupo foi a endometrite clinica,
afectando 16 dos animais [53,3% (16/30)], sendo que cinco resultaram de retencdo
placentaria e uma, de parto gemelar. Ainda foram registadas 3 vacas [10% (3/30)] com
pibmetra, todas diagnosticadas anteriormente com endometrite clinica e, outras 5 [16,7%
(5/30)] tiveram hipertermia (temperatura superior a 39,5 °C) nos primeiros 5 dias pds-parto,
sem causa diagnosticada. Os casos de piémetra e de endometrite clinica foram
diagnosticados pelo médico veterinario assistente, durante os exames ginecolégicos. A
distribuicdo da amostra em relacé@o as afeccgdes registadas no pds-parto estdo resumidas na

Tabela 7 e no Gréfico 2.
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Tabela 7. Distribuicdo da amostra relativamente as afeccdes no pos-parto.

Alteracdo no pés-parto NUmero de animais

Retencéo placentaria 14 (Grupo T=7; Grupo C=7)

Hipertermia 5 (Grupo T=1; Grupo=4)

Endometrite clinica 16 (Grupo T=6; Grupo C=10)

Piometra 3 (Grupo T= 3; Grupo C=0)

Legenda: Grupo T-Grupo Tratamento; Grupo C- Grupo Controlo

Grafico 2. Representacédo grafica da distribuicdo das diferentes afecces pds-parto do grupo
“Doenga no pp”. Dentro deste subgrupol4 fémeas sofreram de retencdo placentaria, 16 dos
animais foram diagnosticados com endometrite clinica, sendo que cinco resultaram de
retencdo placentaria. Ainda foram registadas 3 vacas com piémetra, todas diagnosticadas
anteriormente com endometrite clinica e, outras 5 tiveram hipertermia (temperatura superior

a 39,5 °C) nos primeiros 5 dias p6s-parto, sem causa diagnosticada.
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3.4. Tratamento

Neste ensaio clinico foram utilizadas Ripromed palhinhas®. O ozono, unido a éleos naturais,
apresenta-se congelado em palhinhas de 0,5 mL idénticas as de sémen. A aplicacdo
intrauterina foi realizada através da técnica corrente de IA e a descongelacéo da palhinha,
feita a temperatura ambiente (nunca em agua). Utilizando-se um “pistolet” universal (palhinhas
médias), depositou-se o0 seu contetido no corpo do Utero, de forma a facilitar a libertacdo do
ozono, 8 a 10 horas antes da IA convencional. Foi feita apenas uma aplicacdo por fémea

tratada. As palhinhas tém um prego de mercado de, aproximadamente, 7€ por unidade.

46,6%

RP

53,3%

16,7%
10%

Hipertermia Endometrite clinica Piometra

Alteracdo no pés-parto
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3.5. Registo de dados e andlise estatistica

Durante a realizacdo deste trabalho experimental, todos os dados e registos recolhidos na
exploracao foram introduzidos numa base de dados criada no programa informatico Microsoft
Office Excel® 2013 (ver Anexos), que serviu como suporte para a construcédo de gréficos e
tabelas e, ainda para o calculo da estatistica descritiva (média e desvio padrdo) para as
variaveis “intervalo parto-1?2 1A”, “dias em leite” e “producao de leite a IA do ensaio”.

Para os parametros registados sobre a forma de dados quantitativos (os referidos
anteriormente) utilizou-se o teste Mann-Whitney U, de forma a determinar o nivel de
significancia estatistica (p) para os dois grupos. Para os parametros registados sobre a forma
de dados qualitativos, foram analisadas e trabalhadas as associacfes entre as variaveis
“Tratamento” x “Taxa de retorno” e “Tratamento” x “Diagndstico de Gestagao” para os grupos
“Tratamento” e “Controlo”, assim como para os sub-grupos “Doencas no pp” e “Pp normal”,
pelo Teste exacto de Fisher bilateral. Este teste foi utilizado devido ao facto da amostra ser
pequena e ndo reunir todos 0S pressupostos necessarios a realizacdo do Teste Qui-
Quadrado. O Teste exacto de Fisher bilateral permite realizar o estudo estatistico em amostras
peguenas com maior precisdo.Estes testes foram executados com recurso ao programa IBM

SPSS Statistics 20® para Windows. O nivel de significancia adoptado foi de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

A Tabela 8 apresenta a caracterizacdo geral do grupo “Tratamento” e do grupo “Controlo”
relativamente as variaveis: "Intervalo parto-12 I1A”, que corresponde ao numero de dias entre
o parto e a 12 1A apds o parto, “Dias em leite”, correspondente ao nimero de dias em producéo
entre o parto e a IA do ensaio e, “Producéo de leite a IA do ensaio”, relativa & produgéo em
litros, no dia da IA do ensaio. Na andlise estatistica dos dados trabalhados através do teste
Mann-Whitney U, verificou-se que as diferencas entre os dois grupos nao eram significativas
para nenhuma das variaveis (p>0,05). No entanto, em média, o grupo “Tratamento”
apresentou um intervalo parto-12 IA maior (66,7 + 15,6 dias) que o grupo “Controlo” (60,5 +
16,9 dias). O grupo “Tratamento” registou igualmente, um ligeiro aumento da média dos dias
em leite, relativamente ao grupo “Controlo” (142,5 + 24,5 vs.136,3 + 28,4). Quanto a producao
de leite no dia da IA do ensaio, o grupo “Controlo” produziu, em média, um pouco mais (29,3
+ 8,0 L/dia) que o grupo “Tratamento” (28,3 + 7,3 L/dia).

Tabela 8. Apresentacdo do numero médio (x) e desvio padrdo (o) do Intervalo parto- 12 IA

(dias), numero de dias em leite e da producao de leite a IA do ensaio (L/dia) nos dois grupos

de vacas.
Grupo
Tratamento Controlo
n= 23 n=31 P
Intervalo
Parto-12 A (dias) 66,7 + 15,6 60,5+ 16,9 0,08
(x o)
Dias em leite 142,5 + 24,5 136,3 + 28,4 0,20
Producéo de leite a IA do
ensaio (L/dia) 283+7,3 29,4+8,0 0,63

(x +0)

Dos 54 animais que fizeram parte do ensaio clinico, 22 registaram retorno ao cio entre os 17
a 23 dias apos a IA do ensaio, 16 dos quais pertenciam ao grupo “Controlo” [52% do grupo
(16/31)] e os restantes 6 ao grupo “Tratamento” [26% do grupo (6/23)]. Apesar de haver uma
maior percentagem de retornos no grupo “Controlo”, ndo foi estabelecida qualquer associagéo
entre o tratamento e o retorno ao cio (p=0,09). No Gréafico 3 podemos analisar essa

distribuigdo em ambos os grupos.
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Grafico 3. Percentagem de retornos ao cio ao longo do ensaio clinico.
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Na Tabela 9, apresentam-se os dados relativos aos resultados dos diagndésticos de gestacéo
das fémeas que nao fizeram retorno, dos dois grupos (“Tratamento” e “Controlo”). Os dados
para o diagndstico de gestacdo foram obtidos por ecografia (aos 28-32 dias) e palpacéo
transrectal (primeiro, aos 50 dias e, uma segunda vez, aproximadamente aos 100 dias) e,
para efeito estatistico, as fémeas que retornaram ao cio foram consideradas como tendo
diagnostico de gestacdo negativo. Utilizando o Teste exacto de Fisher bilateral, verificou-se
que apesar de haver 43% de animais tratados com diagnostico de gestacdo positivo,
comparativamente a 26% dos nao tratados, os dados n&o evidenciaram diferencas
significativas (p=0,25), ndo se podendo afirmar que o melhor resultado obtido com os animais
sujeitos ao tratamento, se deveu ou ndo, a uma situacdo casual, ndo sendo igualmente
possivel qualquer extrapolacéo para a restante populagéo. Verificou-se também que dos 15
animais do grupo “Controlo” sujeitos ao diagndstico de gestacao, 8 tiveram diagnéstico
negativo aos 30 dias, enquanto que das 17 fémeas do grupo “Tratamento”, apenas 6 tiveram
diagnostico negativo aos 30 dias. Também se verificou, ao segundo DG, que houve uma perda
embrionaria no grupo “Controlo”, e quando realizado o terceiro diagndstico registaram-se mais
duas perdas de gestacdo no grupo “Controlo” e uma no grupo “Tratamento”. ApGs o terceiro
DG, a diferenga percentual dos DG positivos entre os dois grupos foi ainda maior (39% no
grupo “Tratamento” e 16% no grupo “Controlo”, p=0,07), mas os dados continuaram a nao
revelar qualquer associacdo entre o tratamento e o diagnostico de gestagdo positivo. Logo,
ndo foi possivel relacionar o tratamento ao facto de neste grupo se ter registado uma menor

mortalidade embrio-fetal.
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Tabela 9. Resultados dos diagndsticos de gestacao.

DG (28-32 dias) DG (45-60 dias) DG (90-120 dias)
- + - + - +
Tratamento 57% 43% 57% 43% 61% 39%
Grupo (n=23) (13/23) (10/23) (13/23) (10/23) (14/23) (9/23)
Controlo 74% 26% 77% 23% 84% 16%
(n=31) (23/31) (8/31) (24/31) (7/31) (26/31) (5/31)
p 0,25 0,14 0,07

Na Tabela 10, sdo apresentados os resultados do diagnostico de gestacao, realizado por
palpacdo transrectal, as fémeas que fizeram retorno ao cio e que foram re-inseminadas. Como
€ possivel verificar-se, nenhum dos animais do grupo “Tratamento” ficou gestante. Ja no grupo
“Controlo”, 37% das fémeas (6/16) ficaram gestantes a 2° IA (p=0,13). Apds a analise dos
dados através do Teste exacto de Fisher bilateral, constatou-se ndo haver diferencas

significativas entre os dois grupos em estudo.

Tabela 10. Resultado do diagndstico de gestacao a 22 I1A.

DG (45-60 dias)

- +

Tratamento 100% 0%

=6 6/6 0/6

Grupo (n=6) (6/6) (0/6)
Controlo 63% 37%

(n=16) (10/16) (6/16)

p 0,13

Na Tabela 11 apresentam-se os resultados do diagnéstico de gestacdo aos 30 dias,
referenciados anteriormente na Tabela 9, considerando agora, os subgrupos das vacas que
tiveram alguma(s) afeccdo(des) durante o pos-parto (‘Doenga no pp”) e das que,
aparentemente, tiveram um poés-parto normal (“Pp normal”). Verificou-se que, no subgrupo
“‘Doenga no pp”, 45% (5/11) das fémeas do grupo “Tratamento” tiveram DG positivo em
comparagdo com apenas 37% (7/19) das vacas do grupo “Controlo”, (p=0,71). Quanto ao
subgrupo “Pp normal’, 42% (5/12) das fémeas do grupo “Tratamento” e, apenas 8% (1/12) do
grupo “Controlo” tiveram DG positivo (p= 0,15). Apés a andlise dos dados pelo Teste exacto
de Fisher bilateral, concluiu-se que, mais uma vez, os resultados obtidos n&o evidenciavam
diferencas significativas, ndo se podendo, por isso, confirmar qualquer associacao entre o
efeito do tratamento com ozono e o facto de ter existido ou ndo doenca pp. O Gréfico 4 faz a

representacao grafica destes resultados.
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Tabela 11. Resultados do diagnostico de gestacdo, realizado aos 28-32 dias apoés a IA por

exame ecografico, em vacas que apresentaram doencga pds-parto e nas que tiveram um pés-

parto normal, tratadas e néo tratadas.

Doenca no PP PP normal
DG - DG + DG - DG +
Tratamento 55% 45% 58% 42%
Grupo (6/11) (5/11) (7112) (5/12)
Controlo 63% 37% 92% 8%
(12/19) (7/19) (11/12) (1/12)
P 0,71 0,15

Gréfico 4. Representacao grafica dos resultados do diagnéstico de gestacao em vacas que
apresentaram doenca pos-parto e um pos-parto normal, tratadas e nao tratadas
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5. DISCUSSAO

Relativamente aos resultados obtidos ao longo do presente ensaio experimental, a amostra
mostrou ser muito reduzida e a perda de poder estatistico foi inevitavel. Uma justificacdo para
o facto, ficou a dever-se a exigéncia dos critérios de seleccao. Isto €, para serem incluidas no
estudo foi obrigatdrio as vacas terem pelo menos duas IA, intervaladas por cios regulares e
pertencerem todas a uma mesma exploracdo. Assim sendo, o grupo de animais estudado foi
de 54 fémeas, das quais 23, foram tratadas e 31 né&o, ou seja, funcionaram como grupo
controlo. O primeiro ponto de discusséo analisou o niumero médio de dias do intervalo parto-
131A pp, dos dias em leite até a IA do ensaio e da producao de leite no dia da IA do ensaio.
Relativamente ao nimero médio de dias do intervalo parto-12lA, ele foi de 66,7 dias para o
grupo “Tratamento” e de 60,5 dias para o grupo “Controlo”. Estes valores foram muito
semelhantes ao considerado 6ptimo por Noakes et al. (2001b), que é de 65 dias. Trata-se de
um aspecto positivo, jA que mais de 50% destas vacas tiveram uma histéria de patologia
uterina durante o puerpério. Para além disso, o grupo “Controlo” apresentou um valor médio
inferior ao do grupo “Tratamento”, ndo esperado, dado este Ultimo grupo ter apenas 11
animais com histéria de patologia puerperal, em relagéo aos 19 casos do grupo “Controlo”.
Em relacdo aos dias em leite até a IA do ensaio, o grupo “Tratamento” registou um valor médio
de 142,5 dias. Ja o grupo “Controlo” revelou um valor inferior (136,3 dias). Numa analise
superficial, estes valores indiciam que estas fémeas irdo apresentar um valor muito superior
ao considerado 6ptimo por Noakes et al. (2001b) para o intervalo parto-lIA fecundante que é
85 dias. Ambas as variaveis, quer o “intervalo parto-12lA”, quer os “dias em leite”, através do
Teste de Mann-Whitney U, ndo evidenciaram diferencas significativas entre os dois grupos
(p>0,05), dai poder sugerir-se que nao influenciaram os resultados do ensaio. O mesmo pode
afirmar-se sobre a producao de leite a IA, nos dois grupos (p>0,05), que mostrou ser mais ou
menos constante em todas as vacas, ndo havendo diferencas de producdo de leite que
pudessem influenciar a performance reprodutiva. E de salientar a referéncia na literatura que
o melhoramento genético para a producdo leiteira provocou uma quebra da fertilidade e
aumentou a incidéncia dos problemas reprodutivos (Gréhn & Rajala-Schultz, 2000; Foldi et
al., 2006). Através da analise dos desvios-padrédo para cada variavel, verificou-se que entre
0s animais tratados e os ndo tratados, ele foi sempre inferior para o grupo de animais tratados,
relativamente aos néo tratados. Este registo parece indicar que houve uma menor variagdo
de resultados no grupo de animais tratados, logo uma maior consisténcia nos dados.

Dos 54 animais que fizeram parte do ensaio clinico, 22 (40%) fizeram retorno ao cio entre 0s
17 e os 23 dias, apos a primeira IA do ensaio, 16 dos quais pertenciam ao grupo “Controlo”
[52% do grupo (16/31)] e 6 ao grupo “Tratamento” [26% do grupo (6/23)]. Este dado da-nos
indicagé@o que estas fémeas ou ndo sofreram uma fertilizag&o ou, tendo ocorrido a fertilizagao,

foram alvo de mortalidade embrionaria precoce. Humblot (2002), citado por Thatcher et al.
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(2003) refere que a mortalidade embrionaria precoce pode variar entre 20,5 a 43 %. Este valor
€ muito semelhante ao observado neste ensaio [40% (22/54)]. Diskin et al. (2012) sugerem
gue existe uma maior propor¢cdo de mortalidade embrionéria antes do dia 16 pés-IA, o que
mantém o ciclo éstrico da vaca dentro de periodos regulares, por ndo ter ainda ocorrido
reconhecimento materno da gestacao. Verificou-se, de acordo com os resultados obtidos, ter
havido uma maior taxa de retorno ao cio nos animais do grupo “Controlo”, que no grupo
“Tratamento”. Loste et al. (2011) referiram que o 6leo ozonizado quando instilado por via
intrauterina, melhorava a taxa de fecundacéo e posterior nidacéo, o que parece sugerir que a
menor taxa de retorno ao cio do grupo “Tratamento” se possa dever as propriedades do
tratamento. Apesar deste registo, os dados ndo evidenciaram qualquer associacdo entre o
tratamento e retorno ao cio (p=0,09) pelo Teste exacto de Fisher, facto que ndo possibilita
saber se o resultado foi casual ou néo.

As restantes vacas, em que nao foi registado o cio de retorno, foram sujeitas a exame
ecogréfico para diagndstico de gestagéo, entre os 28 e os 32 dias. Destas, 43% (10/23) das
fémeas que receberam tratamento tiveram diagndstico positivo, em comparagdo com apenas
26% (8/31) das fémeas do grupo “Controlo”. Como podemos constatar, a partir da andlise da
Tabela 9, os resultados foram numericamente melhores para 0 grupo dos animais tratados,
relativamente ao dos nao tratados. Contudo, neste ensaio clinico, também nao foi possivel
encontrar evidéncia estatistica (p>0,05) de que as variaveis em estudo seriam dependentes,
0 que garantiria que os resultados ndo eram atribuidos ao acaso. No entanto, estes dados
estdo em concordancia com os obtidos por Loste et al. (2011). Estes autores aplicaram o
Ripromed® palhinhas em associacédo a um protocolo Ovsynch, por altura da segunda dose de
GnRH (ou seja, 16h antes da IATF). O grupo Controlo foi sujeito unicamente ao Ovsynch. Os
resultados obtidos foram de 35,6% de gestacbes para o grupo Tratamento vs. 21,3%
gestacdes para o grupo Controlo (p<0,05). Estes dados foram também confirmados por Zobel
(2013) que testou a eficacia do ozono intrauterino através de um ensaio com trés grupos
[grupo A (PGF24), grupo B (cefapirina+PGF2) e grupo C (0zono+PGFy)] e, os melhores
resultados foram obtidos com o grupo C (p<0,05). Segundo aquele investigador, o tratamento
com 0zono resultou num maior numero de vacas que conceberam e também num menor
namero de dias em aberto, relativamente aos grupos tratados com cefapirina ou apenas
PGFaq.

No presente trabalho, foi ainda possivel observar que 36 fémeas (Grupo Tratamento n= 13 +
Grupo Controlo n= 23) tiveram DG negativo aos 28-32 dias e, na confirmacado do diagnéstico
de gestacdo por palpacgdo transrectal (45-60 dias), verificou-se mais um DG negativo [37
(Grupo Tratamento n=13 + Grupo Controlo n=24)]. Segundo Diskin et al. (2012) e Marques et
al. (2007), quando a morte do concepto ocorre entre o dia 24 e o dia 42 designa-se por
mortalidade embrionéria tardia. Se se assumir ndo ter havido ineficiente deteccdo de cios

durante o ensaio, ao diagnéstico por palpacao transrectal (45 a 60 dias) registou-se uma
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percentagem de 28% (15/54) de mortalidade embrionaria tardia. Este valor (n=15)
corresponde a subtrac¢gdo do numero de animais que registou retorno ao cio entre 0s 17 e 0s
23 dias apds a A do ensaio (22 animais) pela totalidade de DG negativos entre os 45-60 dias
[37 (Grupo Tratamento n=13 + Grupo Control n=24)]. Este resultado é superior ao referido por
Humblot (2002), citado por Thatcher et al. (2003) que afirmou que a incidéncia de mortalidade
embrionaria tardia variava entre 8% e 17,5%. O valor registado no presente trabalho pode
dever-se ao facto destas vacas poderem estar em situacdo de inflamac&o endometrial.

Apo6s o diagnéstico de gestacédo, por palpacao transrectal, aos 90-120 dias, verificou-se que,
segundo a definicdo proposta por Marques et al. (2007), ocorreu uma mortalidade fetal
precoce no grupo “Tratamento” e duas no grupo “Controlo”. Novamente, registou-se melhor
resultado no grupo submetido ao tratamento, 0 que podera sugerir que uma vez estabelecida
uma gestacgao, o 0zono intrauterino favorece a sua continuacao.

Realizou-se o diagnostico de gestacdo das fémeas que foram re-inseminadas, durante o
ensaio, com o objectivo de se averiguar se a ozonoterapia teria algum efeito a longo prazo.
Porém, nenhuma vaca do grupo “Tratamento” (0/6) ficou gestante, enquanto que 37% (6/16)
do grupo “Controlo” tiveram diagnéstico positivo (p>0,05). Estes resultados podem sugerir que
o Ripromed® palhinhas néo tera qualquer efeito a longo prazo sobre a taxa de gestacdo. Todas
as fémeas que foram inseminadas pela 22 vez foram sujeitas ao diagnoéstico de gestagéo por
palpacao transrectal entre o dia 45 e 60, ndo tendo sido, entretanto, registado nenhum cio de
retorno. Parece, & partida, ter havido uma falha na detec¢@o de cios destes animais ou,
porventura, mas menos plausivel, a ocorréncia de mortalidade embrio-fetal.

Trinta e quarto fémeas da populacdo em estudo (55,6%), segundo a sua historia clinica,
apresentaram algum tipo de afeccéo, isolada ou combinada, do foro reprodutivo, sendo as
patologias mais prevalentes a retencdo placentaria [46,6% (14/34)] e a endometrite clinica
[53,3% (16/34)]. Este registo vai de encontro as conclusdes de Evans & Walsh (2012) e Foldi
et al. (2006), de que as infec¢des uterinas (especificas ou ndo) constituem um obstaculo ao
estabelecimento de uma nova gestacao. Segundo Gréhn & Rajala-Schultz (2000), vacas com
RP e vacas com endometrite tém, respectivamente, uma reducdo da taxa de concepc¢ao de
14% e 15%, relativamente as sas. Em relagao ao registo “hipertermia” ndo foi possivel atribuir
esse sinal clinico a qualquer patologia, pois ndo se obteve um diagnéstico definitivo por parte
do médico veterinario assistente. No entanto, esta situagéo foi assinalada nos cinco dias pos-
parto e todas as fémeas foram tratadas com uma dose terapéutica de ceftiofur (Naxcel®,
Belgium), por via subcutanea, tendo-se verificado recuperacdo na totalidade dos casos.
Poder-se-a sugerir que estes animais poderiam estar a fazer uma metrite que entretanto foi
controlada. A divisdo da populagdo em estudo em subgrupos “Doenga no pp” e “Pp normal”
teve como objectivo avaliar se o tratamento teria uma maior eficacia nas vacas que
apresentaram patologia durante o puerpério e, por iSso, com maior propensao para serem

sede de endometrite subclinica. Na Tabela 11, pode verificar-se que 45% (5/11) das fémeas
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gue receberam tratamento e tiveram alguma doenca no pés-parto estavam gestantes aos 28-
32 dias pos-IA, enquanto que apenas 37% (7/19) das vacas do mesmo subgrupo mas néao
tratadas, tiveram um diagndstico positivo (p>0,05). Relativamente ao subgrupo “Pp normal”,
a percentagem de vacas gestantes e tratadas foi de 42% (5/12), mas quanto as fémeas
pertencentes ao grupo “Controlo” apenas um animal teve diagnostico positivo,
correspondendo a 8% (1/12) dos animais (p>0,05). Apesar de ndo ter havido uma diferenca
estatisticamente significativa, registou-se no grupo “Tratamento” uma ligeira melhoria na taxa
de gestacado, do subgrupo “Doenga no pp”. Em relagdo ao grupo “Controlo” observou-se
igualmente uma melhoria na taxa de gestacao do sugrupo “Doenc¢a no pp” comparativamente
ao subgrupo “Pp normal”. Baranski et al. (2012) afirmaram que a endometrite subclinica
deveria ser considerada sempre que ha insucesso na gestacdo ou quando é registada uma
repeticdo dos cios. Esta patologia é resultado de uma contaminacéo bacteriana, sendo mais
provavel sempre que ocorre uma infec¢ao uterina (Couto et al., 2013). Para a realizacdo deste
ensaio clinico partiu-se do pressuposto que todas as vacas, sendo elas repetidoras e ndo
tendo sido diagnosticada qualquer patologia no exame por palpacgéo transrectal, no inicio do
ensaio, poderiam padecer de endometrite subclinica. Zobel et al. (2011) constataram que, Nos
animais com endometrite subclinica que foram submetidos a um tratamento com 0zono
intrauterino, a inflamacg&o foi notoriamente reduzida, devido ao seu poder antisséptico e
capacidade imunomoduladora, quando em contacto com a mucosa uterina. Tendo este registo
em consideracao, poder-se-ia sugerir que as vacas do presente ensaio clinico seriam sede
de uma inflamagéao uterina.

O objectivo primordial deste estudo experimental foi o de avaliar o efeito da aplicacdo
intrauterina de ozono sobre a taxa de gestacao, apos IA, em vacas repetidoras. Apos a analise
de todos os pontos de discussao, parece haver alguma evidéncia de a aplicacdo do ozono ter
trazido vantagens. No entanto e, provavelmente pelo facto do grupo em estudo ter sido muito
reduzido, ndo foi possivel a extrapolacao dos resultados para a restante populacao. Teria sido
necessario um periodo de registo de dados mais extenso para se conseguir uma amostra
adequada. Outra justificacdo para os resultados ndo terem sido conclusivos, pode dever-se
ao facto de o estudo experimental ter sido construido sobre algumas bases menos sélidas.
Para tornar os resultados mais fidedignos teria sido desejavel a realizacdo de citologia
endometrial a todas as vacas do ensaio experimental, de forma a comprovar que a
endometrite subclinica era a causa da sindrome da vaca repetidora. Apesar de, inicialmente,
estar presente no desenho experimental a realizagdo de citologias endometriais por
amostragem (x 20% por grupo) elas ndo se realizaram por indisponibilidade do médico
veterinario.

Em alternativa, e com o objectivo de se poder obter resultados mais coerentes, poder-se-ia

ter optado pela associagdo de um protocolo homonal e IATF. Para Zobel (2013), o tratamento
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da endometrite subclinica deve associar sempre a administracdo de um tratamento
intrauterino a um tratamento hormonal, de forma a obterem-se resultados mais vantajosos.
O ozono tem sido empregado em medicina humana h& muitos anos, para além da sua
utilizacdo na desinfeccdo de aguas e alimentos (Zobel et al., 2011). O seu uso em medicina
veterinaria é recente, o que faz com que nao existam muitos trabalhos publicados sobre a sua
aplicacéo e eficacia.

A baixa fertilidade das vacas leiteiras de alta produgéo € um dos problemas mais importantes
com que nos deparamos no nosso trabalho diario, que obriga a uma alta taxa de substituicdo
por eliminagdo das vacas repetidoras, aumento dos dias em aberto e dias em leite e,
consequentemente, com quebras de producao e gastos em sémen. Tentar avaliar o efeito do
0zono como antisséptico, a nivel intrauterino, como meio de melhoria da taxa de gestacdao,
levou a realizacdo deste ensaio clinico. Os resultados obtidos indicam que o uso de ozono,
10 horas antes da inseminacéo artificial, pode ajudar a melhorar a fertilidade, j& que se
registou uma diferenca numérica de 17 pontos percentuais nos diagnosticos positivos no

grupo “Tratamento”, em relagédo ao grupo “Controlo”.

6. CONCLUSAO

Nenhuma das analises do presente estudo foi estatisticamente significativa, e por isso, ndo
foi possivel qualquer concluséo definitiva sobre o efeito do Ripromed® palhinhas, aplicado por
via intrauterina, 10h antes da IA, em vacas repetidoras. No entanto, tal ndo invalida o facto de
se terem registado melhores resultados, ainda que numéricos, com os animais tratados em
relacdo ao grupo controlo. Também foi possivel constatar que o Ripromed® palhinhas parece
nao ter qualquer efeito, sobre a taxa de gestacao a longo prazo.

Outros estudos prospectivos deverdo ser realizados com uma amostra maior e com um
desenho experimental mais completo, para se avaliar com maior eficacia o efeito deste
tratamento. Uma das propostas poderia ser a avaliagdo do efeito do ozono na reducdo da
infeccdo e/ou inflamacgéo, associando-se uma componente laboratorial ao ensaio de campo.
Finalmente, este trabalho deixa em aberto a possibilidade de incluir o emprego do ozono em
outros momentos (antes ou depois da IA), bem como a possibilidade da aplicacdo do ozono

associada a protocolos hormonais, de forma a melhorar a sua eficacia.

67



68

V. BIBLIOGRAFIA



Ayalon, N. (1984). The repeat breeder problem. In The Reproductive Potencial of Cattle and
Sheep. (pp. 265-294). Israel: INRA Publ.

Azawi, O. I. (2008). Postpartum uterine infection in cattle. Animal Reproduction Science, 105,
187-208.

Baranski, W., Podhalicz-Dziegielewska, M., Zdunczyk S. & Janowski, T. (2012). The diagnosis
and prevalence of subclinical endometritis in cows evaluated by different cytologic
thresholds. Theriogenology, 78, 1939-1947.

Barlund, C. S., Carruthers, T. D., Waldner, C. L. & Palmer, C. W. (2008). A comparison of
diagnostic techniques for postpartum endometritis in dairy cattle. Theriogenology, 69,
714-723.

Bartolini, V., Martines, M., Zampatti, M, Puggia, C., Riquelme, C., Warcok M., Zannoni, V.,
Domanico, R. (2004). Ozono: Su aplicacién en medicina veterinaria. Instituto Nacional
de Tecnologia Industrial.

Baruselli, P (sem data). Reproducdo de bovinos. In M. Plaszynska (Ed), Compéndio de
reproducao animal. Intervet International (pp. 13-124).

Batista, A. D., Mesa, M. G., Manresa, C. P. & Cepero, S. M. (2001). Efecto del ozono sobre la
activacion plaquetéria en pacientes con enfermedades vasculares periféricas: informe
preliminary. Revista Cubana de Invertigacién Biomédica, 20, 42-44.

Bocci, V. A. (2006). Scientific and medical aspects of ozone therapy. State of the art. Archieves
of Medical Research, 37, 425-435.

Brick, T. A., Schuenemann, G. M., Bas, S., Daniels, J. B., Pinto, C. R., Rings, D. M. & Rajala-
Schultz, P. J. (2012). Effect of intrauterine dextrose or antibiotic therapy on reproductive
performance of lactating dairy cows diagnosed with clinical endometritis. Journal of
Dairy Science, 95, 1894-1905.

Ceron, L. L.; Eckersall, P. D.; Mertinez-Subiela, S. (2005). Acute phase proteins in dogs and
cats: current knowledge and future perspectives. Veterinary Clinical Pathology, 34, 85-
99.

Couto, G. B., Vaillancourt, D. H. & Lefebvre, R. C. (2013). Comparison of leukocyte esterase
test with endometrial cytology for diagnosis of subclinical endometritis in postpartum
dairy cows. Theriogenology, 79, 103-107.

Del Vecchio, R. P., Matsas, D. J., Fortin., S., Sponenberg, D. P. & Lewis, G. S. (1994).
Spontaneous uterine infections are associated with elevated prostaglandin Fyq
metabolite concentration in postpartum dairy cows [abstract]. Theriogenology, 413.

Departamento Técnico-Comercial Vitas Portugal (2013, Julho, Agosto e Setembro). Stress
térmico em vacas leiteiras. Ruminantes: A Revista da Agroecuéria, p.46.

Diskin, M. G., Parr, M. H. & Morris, D. G. (2012). Embryo death in cattle: an update.
Reproduction, Fertility and Development 24, 244-251.

Djuricic, D., Vince, S., Ablondi, M., Dobranic, T. & Samardzija, M. (2012a). Effect of preventive

intrauterine ozone application on reproductive efficiency in holstein cows. Reproduction
of Domestic Aniamals, 47, 87-91.

69



Djuricic, D., Vince, S., Ablondi, M., Dobranic, T. & Samardzija, M. (2012b). Intrauterine ozone
treatment of retained fetal membrane in Simmental cows. Animal Reproduction
Science, 134, 119-124.

Dochi, O., Takahashi, K., Hirai, T., Hayakawa, H., Tanisawa, M., Yamamoto, Y. & Koyama, H.
(2008). The use of embryo transfer to produce pregnancies in repeat.breeding dairy
cattle. Theriogenology, 69, 124-128.

Draper, J. C. & Wheal, T. J., (1989). Uterine pathology in the bovine. Ontario: Cambridge
Veterinary Services.

Drost, M., Thomas, P., G., Seguin. B. & Troedsson, M. H. (2002). Female reproductive
disorders. In B. P. Smith, Large Animal Internal Medicine (pp. 1292-1332). St. Louis:
Mosby.

Eiler, H. (1997). Retained placenta. In R. S. Youngquist, Current Therapy in Large Animal (pp.
340-348). Philadelphia: W. B. Saunders CO.

Evans, A. C. O., & Walsh, A. W. (2012). The physiology of multifactorial problems limiting the
establishment of pregnancy in dairy cattle. Reproduction, Fertility and Development,
24, 233-237

Ferreira, R. M., Ayres, H., Chiaratti, M. R., Ferraz, M. L., Aradjo, A. B., Rodrigues, C. A.,
Watanabe, Y. F., Vireque, A. A., Joaquim, D. C., Smith, L. C., Meirelles, F. V. &
Baruselli, P. S. (2011). The low fertility of repeat-breeder cows during summer heat
stress is related to a low oocyte competence to develop into blastocysts. Journal of
Dairy Science, 94, 2383-2392.

Foldi, J., Kulcséar, M., Pécsi, A., Huyghe, B., de S4&, C., Lohuis, J. A. C. M., Cox, P. &
Huszenicza, G. (2006). Bacterial complications of postpartum uterine involution in
cattle. Animal Reproduction Science, 96, 265-281.

Freitas, S. G. (2002). Anestro pés-parto em vacas de corte. Seminario apresentado na
disciplina de reproducédo do programa de pés-graduacdo em Ciéncias Veterinarias.
Brasil: Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Gilbert, R. O. (2012). The effects of endometritis on the establishment of pregnancy in cattle.
Reproduction, Fertility and Development, 24, 252-257.

Gilbert, R.O., Shin, S. T., Guard, C. L. & Eerb, H. N. (1998) Incidence of endometritis and its
effects on reproductive performance of dairy cows [abstract]. Theriogenology, 49, 251.

Gilbert, R. O., Shin, S. T., Guard, C. L., Erb, H. N. & Frajblat, M. (2005). Prevalence of
endometritis and its effects on reproductive performance of dairy cows.
Theriogenology, 64, 1879-1888.

Giuliodori, M. J., Magnasco, R. P., Becu-Villalobos, D., Lacau-Mengido, I. M., Risco, C. A. &
de la Sota, R. L. (2013). Metritis in dairy cows: Risk factors and reproductive
performance. Journal of Dairy Science, 96, 3621-3631.

Goncagul, G., Seyrec, I. K., Kumru, I. H. & Seyrec I. D. (2012). Prevalence and accompanying
signs of neumovagina and urovagina in dairy cows in the Southern Marmara region
[abstract]. Tierarzti Prax Ausg G Grosstiere Nutztiere, 40, 359.

Gradil, C., Eaglesome, M. D., Stewart, B., Garcia, M. M. & Quimby, F. (1995). Bactericidal
effects of ozone at nonspermicidal concentrations. Canadian Journal of Veterinary
Research, 59, 183-186.

70



Groebner, A. E., Rubio-Aliada, I., Schulke, K., Reichenbach, H. D., Daniel, H., Wolf, E., Meyer,
H. H. D. & Ulbrich, S. E. (2011). Increase of essential amino acids in the bovine uterine
lumen during preimplantation development. Society for Reproduction and Fertility, 141,
685-695.

Grohn, Y. T. & Rajala-Schultz, P. J. (2000). Epidemiology of reproductive performance en dairy
cows. Animal Reproduction Science, 60-61, 605-614.

Inchaisri, C., Jorritsma, R., Vos, P. L. A. M., van der Weijden, G. C., Hogeveen, H. (2011).
Analysis of the economically optimal voluntary waiting period for first insemination.
Journal of Dairy Science, 94, 3811-3823.

Kasimanickam, R., Duffield, T. F., Foster, R. A., Gartley, C. J., Leslie, K. E., Walton, J. S. &
Johnson, W. H. (2004). Endometrial cytology and ultrasonography for the detection of
subclinical endometritis in postpartum dairy cows. Theriogenology, 62, 9-23.

Kendall, N. R., Flint, A. P. F. & Mann, G. E. (2008). Incidence and treatment of inadequate
postovulatory progesterone concentrations in repeat beeder cows. The Veterinary
Journal, 181, 158-162.

Kindahl, H., Odensvik, K., Aiumlamai, S. & Fredriksson, G. (1992). Utero-ovarian relationship
during the bovine postum period [abstract]. Animal Reproduction Science, 28, 363.

LeBlanc, S. J. (2008). Postpartum uterine disease and dairy herd reproductive performance:
A review. The Veterinary Journal, 176, 102-114.

LeBlanc, S. J. (2012). Interactions of metabolism, inflammation, and reproductive tract health
in the postpartum period in dairy cattle. Reproduction in Domestic Animals, 47, 18-30.

LeBlanc, S. J., Osawa, T. & Dubuc, J. (2011). Reproductive tract defense and disease in
postpartum dairy cows. Theriogenology, 76, 1610-1618.

Lefebvre, R. C., Stock & A. E. (2012). Therapeutic efficiency of antibiotics and prostaglandin
F2q in postpartum dairy cows with clinical endometritis: an evidence-based evaluation.
Veterinary Clinics of North America: Food Animal Practice, 28, 79-96.

Leutert, C., von Krueger, X., Pléntzke, J. & Heuwieser, W. (2012). Evaluation of vaginoscopy
for the diagnosis of clinical endometritis in dairy cows. Journal of Dairy Science, 95,
206-212.

Loste, J. M., Zabala, J. A., Mendizabal, J. A. (2011). Empleo de ozono para la mejora de la
fertilidad en un protocolo de sincronizacién en vacuno lechero. Acedido em 2013,
disponivel em:  http://www.anembe.com/empleo-de-ozono-para-la-mejora-de-la-
fertilidad-en-un-protocolo-de-sincronizacion-en-vacuno-lechero-b74/.

Madoz, L. V., Giuliodori, M. J., Jaureguiberry, M., Plontzke, J., Drillich, M. & de la Sota, R. L.
(2013) The relationship between endometrial cytology during estrous cycle and cutoff
points for the diagnosis of subclinical endometritis in grazing dairy cows. Journal of
Dairy Science, 96, 4333-4339.

Marques, V. B., Bertan, C. M., de Almeida, A. B., Meirelles, F. V., Papa, P. C. & Binelli, M.
(2007). Interferon-tau e o reconhecimento da gestacdo e bovinos. Revista Brasileira
de Reproducédo Animal, 31, 479-488.

Marques Junior, A. P., Martins, T. M. & Borges, A. M. (2011). Abordagem diagnéstica e de
tratamento da infeccdo uterina em vacas. Revista Brasileira de Reproducdo Animal,
35, 293-298.

71


http://www.anembe.com/empleo-de-ozono-para-la-mejora-de-la-fertilidad-en-un-protocolo-de-sincronizacion-en-vacuno-lechero-b74/
http://www.anembe.com/empleo-de-ozono-para-la-mejora-de-la-fertilidad-en-un-protocolo-de-sincronizacion-en-vacuno-lechero-b74/

Mateus, L., Lopes da Costa, L., Bernardo, F. & Robalo Silva, J. (2002a). Influence of puerperal
uterine infection on uterine involution and postpartum ovarian activity in dairy cows.
Reproduction of Domestic Animals, 37, 31-35.

Mateus, L., Lopes da Costa, L., Carvalho, H., Serra, P. & Robalo Silva, J. (2002b). Blood and
intrauterine leukocyte profile and function in dairy cows that spontaneously recovered
from postpartum endometritis. Repoduction in Domestic Animals, 37, 176-180.

Mateus, L., Costa, L. L., Diniz, P. & Ziecik, A. (2003). Relationship between endotoxin and
prostaglandin (PGE2 and PGFM) concentrations and ovarian function in dairy cows.
Animal Reproduction Science, 76, 143-154.

Meira Janior, E. B. S. (2010). Estudo comparativo entre a vaginoscopia, a ultrassonografia e
a histopatologia para o diagnéstico de endometrite em vacas de raca holandesa.
Dissertacdo de Pd4s-Graduacdo em Clinica Veterinaria. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade de S&o Paulo.

Meira Janior., E., B., S., Henriques, L., C., S., S4, L., R., M. & Gregory, L. (2012). Comparison
of ultrasonography and histopathology for the diagnosis of endometritis in Holstein-
Friesian cows. Journal of Dairy Science, 95, 1-5.

Mellado, M., Zufiiga, A., Veliz, F. G., de Santiago, A., Garcia, J. E & Mellado, J. (2012). Factors
influencing pregnancy per artificial insemination in repeat-breeder cows induced to
ovulate with CIDR-based protocol. Animal Reproduction Science, 134, 105-111.

Noakes, D., Parkinson, T. & England, G. (2001a). The puerperium and the care of newborn.
In D. E. Noakes, T. J. Parkinson, & G. C. England, Arthur’s Veterinary Reproduction
and Obstetrics, (8th ed.). (pp. 189-202). London, United Kingdom: Saunders, Elsevier.

Noakes, D., Parkinson, T. & England, G. (2001b). Veterinary control of herd fertility. In D. E.
Noakes, T. J. Parkinson, & G. C. England, Arthur's Veterinary Reproduction and
Obstetrics, (8" ed.). (pp. 511-556). London, United Kingdom: Saunders, Elsevier

Novagen website. (2013). Bio Ozotech™ Os. Acedido em Agosto, 27, 2013, disponivel em:
www.novagen.info/index.aspx?m=53&did=81.

Ogata, A. & Nagahata, H. (2000). Intramammary application of ozone therapy to acute clinical
mastitis in dairy cows. Theriogenology, 62, 681-686.

Ohtsuka, H, Ogata, A., Terasaki, N., Koiwa, M. & Kawamura, S. (2006). Changes in leukocyte
population after ozonated autohemoadministration in cows with inflamatory diseases.
Journal of Veterinary Medicine Science, 68, 175-178.

Perez-Marin, C. C., Moreno, L. M. & Calero, G. V. (2012) Clinical approach to the repeat
breeder cow syndrome. In C. C. Perez-Marin (Ed.), A Bird’s-eye View of Veterinary
Medicine. (pp.337-362). Acedido em Jun. 2, 2013, from Intech website: me.
http://www.intechopen.com/books/a-bird-s-eye-view-of-veterinary-medicine/clinical-
approach-to-the-repeat-breeder-cow-syndro

Potter, T. J., Guitian, J., Fishwick, J., Gordon, P. J. & Sheldon, I. M. (2010). Risk factors for
clinical endometritis in postpartum dairy cattle. Theriogenology, 74, 127-134.

Pursley, J. R., Me, M. O. & Wiltbank, M. C. (1995). Synchronization of ovulation in dairy cows
with PGF2q and GnRH. Theriogenology, 44, 915-923

72


http://www.novagen.info/index.aspx?m=53&did=81
http://www.intechopen.com/books/a-bird-s-eye-view-of-veterinary-medicine/clinical-approach-to-the-repeat-breeder-cow-syndrome

Re, L., Mawsouf, M. N., Menéndez, S., Ledn, O. S., Sanchez, G. M. & Hernandez, F. (2008).
Ozone therapy: clinical and basic evidence of its therapeutic potential. Archieves of
Medical Research, 39, 17-26.

Rodrigues, C. A., Teixeira, A. A., Ferreira, R. M., Ayres, H., Mancilha, R. F., Souza, A. H. &
Baruselli, P. S. (2010). Effect of fixed-time embryo transfer on reproductive efficiency
in high-producing repeat-breeder Holstein cows. Animal Reproduction Science, 118,
pp. 110-117.

Santos, J. P. (2007). Impact of Nutrition on Dairy Cattle Reproduction. Mid-South Ruminant
Nutrition, (pp. 35-48). Arlington, Texas. Acedido em Jan. 6, 2014, disponivel em:
http://txanc.org/wp-content/uploads/2011/08/Santos-manuscript-final-2007.pdf.

Santos, T. M. A,, Gilbert, R. O. & Bicalho, R. C. (2011). Metagenomic analysis of the uterine
bacterial microbiota in healthy and metritic postpartum dairy cows. Journal of Dairy
Science, 94, 291-302.

Sakaguchi, M. (2011). Practical aspects of the fertility of dairy cattle. Journal of Reproduction
and Development, 57, 17-33.

Scrollavezza, P., Ansaloni, F., Poliori, P., Ablondi, M., Pogliacani, B. (2002) Ozonized
autohemotherapy, a new method to treat dairy cow acute interdigital phlegmon.
Comparison with ceftiofur and oxytetracycline. Italian Journal of Animal Science, 1,
211-216.

Sheldon, I. M., Barret, D. C., Boyd, H. (2008a). Periodo pés-parto. In A. H. Andrews, R. W.
Blowey, H. Boyd, R. G. Eddy. Medicina Bovina: Doencas e criagdo de bovinos (2ed.),
(pp. 448-466). Sao Paulo: Editora Roca Lda.

Sheldon, I. M. & Dobson, H. (2004). Postpartum uterine health in cattle. Animal Reproduction
Science, 82-83, 295-306.

Sheldon, I. M., Lewis, G., LeBlanc, S. & Gilbert, R. (2006). Defining postpartum uterine disease
in cattle. Theriogenology, 65, 1516-1530.

Sheldon, I. M., Noakes, D. E., Rycroft, A. N., Pfeiffer, D. U. & Dobson, H. (2002). Influence of
uterine bacterial contamination after parturation on ovarian dominant follicle selection
and follicle growth and function in cattle. Reproduction, 123, 837-845.

Sheldon, I. M, Williams, E., Miller, A., Nash, D. & Herath, S., (2008b). Uterine diseases in cattle
after parturation. The Veterinary Journal, 176, 115-121.

Silva, E., Gaivao, M., Leitdo, S., Jost, B. H., Carneiro, C., Vilela, C. L., Lopes da Costa, L. &
Mateus, L. (2008). Genomic characterization of Arcanobacterium pyogenes isolates
recovered from the uterus of dairy cows with normal puerperium or clinical metritis.
Veterinary Microbiology, 132, 111-118.

Silva, E., Leitdo, S., Tenreiro, T., Pomba, C., Nunes, T., Lopes da Costa, L. & Mateus, L.
(2009). Genomic and phenotypic characterization of Escherichia coli isolates recovered
from the uterus of puerperal dairy cows. Journal of Dairy Science, 92, 6000-6010.

Son, D. S, Choe, C. Y., Cho, S. R, Choi, S. H., Kim, H. J., Hur, T. Y., Jung, Y. G., Kang, H.
G. & Kim, I. H. (2007). A CIDR-based timed embryo transfer protocol increases the
pregnancy rate of lactating repeat breeder dairy cows. Journal of Reproduction and
Development, 53, 1313-1318.

73


http://txanc.org/wp-content/uploads/2011/08/Santos-manuscript-final-2007.pdf

Souza, A. H., Silva, E. P. B., Cunha, A. P., Gimen, A., Ayres, H., Brusveen, D. J., Guenther,
J. N., Wiltbank, M. C. (2011). Ultrasonographic evaluation of endometrial thickness
near timed Al as a predictor of fertility in high-producing dairy cows. Theriogenology,
75, 722-733.

Spencer, T. E. & Bazer, F. W. (2002). Biology of progesterone action during pregnancy
recognition and maintenance of pregnany. Frontiers in Bioscience, 7, 1879-1898.

Thatcher, W. W., Guzeloglu, A., Mattos, R., Binelli, M., Hansen, T. R. & Pru, J. K. (2001).
Uterine-conceptus interactions and reproductive failure in cattle. Theriogenology, 56,
1435-1450.

Thatcher, W. W., Guzeloglu, A., Meikle, A., Kamimura, S., Bilby, T., Kowalski, A. A., Badinga,
L., Pershing, R., Bartolome, J & Santos, J. E. P. (2003). Regulation of embryo survival
in cattle. Reproduction Supplement, 61, 253-266.

Turner, M. L., Healey, G. D., & Sheldon I. M. (2012). Immunity and inflammation in the uterus.
Repoduction in Domestic Animals, 47, 402-409.

Vandeplassche, M. (1987). Immunité et metrite. Recueil de Médicine Vétérinaire, 163, 127-
133.

Vieira, R. J. (2011). Transtornos enddcrinos e metabolicos na reproducéo de vacas leiteiras.
Revista Brasileira de Reprodugéo Animal, 35, 286-292.

Wentworth, P. Jr., McDunn, J. E., Wentworth, A. D., Takeuchi, C., Nieva, J., Jones, T.,
Bautista, C., Ruedi, J. M., Gutierrez, A., Janda, K. D., Babior, B. M., Eschenmoser, A.,
Lerner, R. A. (2002). Evidence of antibody-catalyzed ozone formation in bacterial killing
and inflammation. [Abstract]. Science, 298, 2195.

Williams, E., Fischer, D., Noakes, D., England, G., Rycroft, A., Dobson, H. & Sheldon, |.M.
(2007). The relationship between uterine pathogen growth density and ovarian function
in the postpartum dairy cow. Theriogenology, 68, 549-559.

Williams, E. J., Fischer, D. P., Pfeiffer, D. U., England, G. C. W., Noakes, D. E., Dobson, H. &
Sheldon, I. M. (2005). Clinical evaluation of postpartum vaginal mucus reflects uterine
bacterial infection and the immune response in cattle. Theriogenology, 63, 102-117.

Yamashita, K., Miyoshi, T., Arai, T., Endo, N., Itoh, H., Makino, K., Mizugishi, K., Uchiyama, T.
& Sasada, M. (2008). Ozone production by amino acids contributes to killing of bacteria.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
105, 16912-16917.

Zobel, R. (2013). Endometritis in Simmental cows: incidence, causes, and therapy options.
Turkish Journal of Veterinary and Animal Science, 37, 134 -140.

Zobel, R., Tkalgi¢, S., Stokovi¢, |., Pipal, |. & Buié, V. Efficacy of ozone as a novel treatment
option for urovagina in dairy cows. Reproduction in Domestic Animals, 47, 293-298.

74



75

VI. ANEXOS



Tabela 12. Folha de Excel® que serviu de base de dados para a realizacdo de célculos, graficos e tabelas, apresentados no capitulo dos resultados

(ponto 4. do trabalho experimental).

Grupo n°dacasa Idade n°de partos Intervaalo DEL Prod. de Ie't? a Obs. Pés-parto n° Qe Data ultima IA
parto-12 1A IA do ensaio Servigos
Controlo 7134 5 2 52 181 28,7 RP 5 28/08/2012
Controlo 8193 3 2 47 112 23,6 PP normal 2 25/09/2012
Controlo 6173 6 3 49 113 35,9 Hipertermia 2 28/09/2012
Controlo 6124 6 4 68 131 41,5 Hipertermia 2 27/09/2012
Controlo 6163 6 4 45 129 17,8 EC 3 30/09/2012
Controlo 8171 4 2 47 113 21,6 PP normal 2 29/09/2012
Controlo 8004 4 2 98 203 28,7 EC 4 05/10/2012
Controlo 8094 4 3 51 114 38,8 EC 2 06/10/2012
Controlo 7096 5 3 46 109 33,2 PP normal 2 07/10/2012
Controlo 9135 3 1 61 166 28,6 EC 4 16/10/2012
Controlo 6159 6 3 79 168 41,2 EC 3 14/10/2012
Controlo 7144 5 2 46 109 29,4 RP 2 16/10/2012
Controlo 8012 4 3 50 112 35,9 RP 2 24/10/2012
Controlo 7147 5 3 86 149 42,5 RP + EC 2 23/10/2012
Controlo 7028 5 4 77 180 34,4 EC 4 28/10/2012
Controlo 9116 3 1 90 155 29 RP + EC 2 02/11/2012
Controlo 9029 4 2 65 125 30 PP normal 2 05/11/2012
Controlo 62 2 1 50 112 26,2 Hipertermia 2 30/10/2012
Controlo 9087 3 2 43 106 24,4 PP normal 2 09/11/2012
Controlo 8075 4 2 94 178 36,2 Hipertermia 3 26/11/2012
Controlo 9092 3 2 45 108 35 PP normal 2 23/11/2012
Controlo 6174 6 2 56 161 18,2 EC 4 30/11/2012
Controlo 8190 4 2 68 173 10,4 PP normal 4 07/12/2012
Controlo 6160 6 3 49 133 14,6 PP normal 3 13/12/1012
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Tabela 12 (continuacdo). Folha de Excel® que serviu de base de dados para a realizacédo de célculos, gréaficos e tabelas, apresentados no capitulo dos

resultados (ponto 4. do trabalho experimental).

Grupo n°®dacasa Data |IA+Tratamento Touro DG (28-32d) DG (45-60d) DG (90-120d) re?;foclozdaﬁ A DaSR Zg)é)n °
Controlo 7134 19/09/2012 Debutante - - - 19/09/2009 Positivo
Controlo 8193 19/10/2012 Debutante - - - 06/11/2012 Positivo
Controlo 6173 20/10/2012 Debutante Positivo Negativo Negativo - -
Controlo 6124 21/10/2012 Debutante Positivo Positivo Negativo - -
Controlo 6163 22/10/2012 Debutante - - - 22/11/2012 Positivo
Controlo 8171 23/10/2012 Debutante - - - 21/11/2012 Negativo
Controlo 8004 25/10/2012 Shoman - - - 17/11/2012 Negativo
Controlo 8094 27/10/2012 Debutante - - - 15/11/2012 Positivo
Controlo 7096 27/10/2012 Shoman - - - 18/11/2012 Negativo
Controlo 9135 05/11/2012 Shoman - - - 24/11/2012 Negativo
Controlo 6159 06/11/2012 Debutante Positivo Positivo Positivo - -
Controlo 7144 06/11/2012 Shoman - - - 28/11/2012 Negativo
Controlo 8012 16/11/2012 Debutante Positivo Positivo Positivo - -
Controlo 7147 16/11/2012 Debutante - - - 10/12/2012 Negativo
Controlo 7028 20/11/2012 Shoman Positivo Positivo Negativo - -
Controlo 9116 21/11/2012 Debutante - - - 21/12/2012 Positivo
Controlo 9029 21/11/2012 Debutante - - - 11/12/2012 Negativo
Controlo 62 23/11/2012 Debutante Positivo Positivo Positivo - -
Controlo 9087 01/12/2012 Shoman Negativo Negativo Negativo - -
Controlo 8075 14/12/2012 Shoman Negativo Negativo Negativo - -
Controlo 9092 16/12/2012 Debutante Negativo Negativo Negativo - -
Controlo 6174 19/12/2012 Shoman - - - 09/01/2013 Negativo
Controlo 8190 27/12/2012 Shoman Negativo Negativo Negativo - -
Controlo 6160 02/01/2013 Shoman Negativo Negativo Negativo - -
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Tabela 12 (continuacdo). Folha de Excel® que serviu de base de dados para a realizacédo de célculos, gréaficos e tabelas, apresentados no capitulo dos
resultados (ponto 4. do trabalho experimental).

Grupo n° da casa Idade n° de Intervaalo DEL Prod. de Ieltg a Obs. Pés-parto n° _de Data ultima IA
partos parto-12 1A IA do ensaio Servigos
Controlo 8063 5 2 47 110 23 EC 2 06/02/2013
Controlo 4 3 1 68 156 21,7 PP normal 3 08/02/2013
Controlo 116 2 1 89 152 34,6 PP normal 2 26/02/2013
Controlo 128 2 1 48 111 28,4 RP 2 04/03/2013
Controlo 9023 4 2 61 126 27,6 PP normal 2 01/03/2013
Controlo 147 2 1 58 121 35,3 PP normal 2 30/03/2013
Controlo 1006 2 1 43 110 34 RP 2 09/04/2013
Tratamento 4085 8 6 55 140 17,8 PP normal 3 15/09/2012
Tratamento 8021 4 2 62 187 30,2 Hipertermia 4 20/09/2012
Tratamento 6116 6 4 50 121 12,7 RP + EC 2 19/09/2012
Tratamento 6 2 1 84 147 36,5 EC 2 20/09/2012
Tratamento 5108 7 3 75 133 26,1 PP normal 2 23/09/2012
Tratamento 8059 4 2 83 167 30,2 PP normal 3 28/09/2012
Tratamento 7135 5 2 52 115 17,5 PP normal 2 29/09/2012
Tratamento 9102 3 1 55 139 24,1 PP normal 3 30/09/2012
Tratamento 7051 5 3 67 193 22 PP normal 5 02/10/2012
Tratamento 66 2 1 90 158 32 RP 2 28/11/2012
Tratamento 7045 5 4 78 141 24,5 EC 2 12/12/2012
Tratamento 8194 4 2 48 111 36,8 PP normal 2 08/01/2013
Tratamento 9025 4 2 81 148 39,1 RP + Pibmetra 2 10/01/2013
Tratamento 6165 6 3 55 139 38,5 RP 3 05/02/2013
Tratamento 6198 6 4 75 138 34 PP normal 2 05/03/2013
Tratamento 2162 8 6 48 111 26,6 PP normal 2 13/03/2013
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Tabela 12 (continuacdo). Folha de Excel® que serviu de base de dados para a realizacédo de célculos, gréaficos e tabelas, apresentados no capitulo dos

resultados (ponto 4. do trabalho experimental).

Grupo  m°dacasa Data IA+Tratamento Touro DG (28-32d) DG (45-60d) DG (90-120d) re'?;focfzﬂel A Dagz_zt(%;]o
Controlo 8063 28/02/2013 Shoman Negativo Negativo Negativo - -
Controlo 4 28/02/2013 Debutante Positivo Positivo Positivo - -
Controlo 116 19/03/2013 Shoman - - - 09/04/2013 Positivo
Controlo 128 25/03/2013 Shoman - - - 15/04/2013 Negativo
Controlo 9023 25/03/2013 Shoman - - - 18/04/2013 Negativo
Controlo 147 18/04/2013 Shoman Negativo Negativo Negativo - -
Controlo 1006 29/04/2013 Shoman Positivo Positivo Positivo - -

Tratamento 4085 07/10/2012 Debutante Negativo Negativo Negativo - -
Tratamento 8021 10/10/2012 Debutante - - - 03/11/2012 Negativo
Tratamento 6116 10/10/2012 Shoman - - - 03/11/2012 Negativo
Tratamento 6 10/10/2012 Debutante Positivo Positivo Positivo - -
Tratamento 5108 16/10/2012 Shoman Positivo Positivo Positivo - -
Tratamento 8059 19/10/2012 Shoman Negativo Negativo Negativo - -
Tratamento 7135 19/10/2012 Shoman Positivo Positivo Positivo - -
Tratamento 9102 22/10/2012 Debutante Negativo Negativo Negativo - -
Tratamento 7051 24/10/2012 Shoman - - - 14/11/2012 Negativo
Tratamento 66 20/12/2012 Shoman Negativo Negativo Negativo - -
Tratamento 7045 03/01/2012 Shoman Negativo Negativo Negativo - -
Tratamento 8194 30/01/2013 Debutante Positivo Positivo Positivo - -
Tratamento 9025 31/01/2013 Debutante Positivo Positivo Positivo - -
Tratamento 6165 27/02/2013 Debutante Positivo Positivo Positivo - -
Tratamento 6198 27/03/2013 Debutante - - - 24/04/2013 Negativo
Tratamento 2162 03/04/2013 Shoman Negativo Negativo Negativo - -
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Tabela 12 (continuacdo). Folha de Excel® que serviu de base de dados para a realizacédo de célculos, gréaficos e tabelas, apresentados no capitulo dos
resultados (ponto 4. do trabalho experimental).

n° de Intervalo Prod. de leite a n° de

Grupo casa Idade partos parto-12 IA DEL IA do ensaio Obs. Pés-parto Servicos Data ultima IA
Tratamento 140 2 1 49 115 28,4 EC 2 25/03/2013
Tratamento 9020 4 2 85 169 18,6 RP + Pibmetra 3 23/05/2013
Tratamento 1003 2 1 50 113 37,6 PP normal 2 26/05/2013
Tratamento 121 2 1 54 117 30,9 PP normal 2 28/05/2013
Tratamento 9082 4 2 60 148 32,8 PP normal 3 01/06/2013
Tratamento 9021 4 2 94 181 26,4 RP + EC + 3 02/06/2013

Piometra
Tratamento 13 3 1 83 146 27,6 RP + EC 2 05/06/2013

Tabela 12 (continuacdo). Folha de Excel® que serviu de base de dados para a realizacdo de célculos, gréaficos e tabelas, apresentados no capitulo dos
resultados (ponto 4. do trabalho experimental).

Grupo n° da casa Data IA+Tratamento Touro DG (28-32d) DG (45-60d) DG (90-120d) re[t);foclozgei A Dag_ zt&rl)n 0
Tratamento 140 15/04/2013 Debutante Positivo Positivo Positivo - -
Tratamento 9020 14/06/2013 Debutante Positivo Positivo Negativo - -
Tratamento 1003 17/06/2013 Debutante Positivo Positivo Positivo - -
Tratamento 121 19/06/2013 Debutante Positivo Positivo Positivo - -
Tratamento 9082 21/06/2013 Debutante Negativo Negativo Negativo - -
Tratamento 9021 24/06/2013 Debutante - - - 20/07/2013 Negativo
Tratamento 13 28/06/2013 Debutante - - - 19/07/2013 Negativo

Legenda: DEL- dias em leite; EC- endometrite clinica; PP- pos-parto; RP- retengéo placentéria.
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