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RESUMO

RIBEIRO, B.L.M. Avaliacdo de tratamentos alternativos no controle das
infertilidades uterinas em bovinos. 2019. 82f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2019.

O desempenho reprodutivo insatisfatorio em vacas € importante questdo referente a
produtividade, pois afeta a lucratividade do rebanho, levando a diminuicdo da producao
leiteira e do nimero de bezerros. No pos-parto, doengas como a metrite e endometrite séo
prevalentes principalmente em animais com aptiddo leiteira. Essas enfermidades, entre
outras causas, podem dar origem a animais repetidores de servigo, “Repeat Breeding”,
afetando negativamente o desempenho reprodutivo e consequentemente sua producao.
Com o intuito de buscar novas formas de tratamento, em que ndo tenha residuo no leite
ou ndo gere resisténcia a antimicrobianos, atualmente muito se fala em terapias
alternativas, como o uso de células tronco, ou mesmo o uso de biomateriais, baseado em
nanotecnologia. Este estudo foi separado em dois experimentos; Experimento | — Uso de
biomateriais no tratamento em 37 vacas de 25 a 40 dias p6s parto, diagnosticadas com
endometrite por meio da citologia, ultrassonografia e vaginoscopia; Experimento 1l- Uso
de terapia celular, células tronco, em 9 vacas consideradas “Repeat Breeding”, que
apresentavam degeneracdo endometrial, diagnosticada por exame histopatoldgico. Os
resultados obtidos no experimento | demonstraram 6timos resultados quanto a cura dos
animais submetidos ao tratamento com o biomaterial Limax comparado ao grupo
controle, mostrando nivel de significancia em algumas variaveis (p<0,001). No
experimento II, a suspeita de que as “Repeat Breeding” teriam degeneracdo endometrial
se confirmou, excluindo as causas nutricionais, infeciosas e hormonais. Os animais
submetidos ao tratamento com células tronco, apresentaram pela ultrassonografia
Doppler cores, aumento na vascularizagdo do parénquima uterino 30 dias ap0s a infuséo.
Portanto, esse estudo apresentou a expansao de uso de novas tecnologias, que ndo agridem

0 ambiente e ndo trazem danos a salde animal e do homem.

Palavras chave: Endometrite, células tronco, vacas, infertilidade, biomateriais.



ABSTRACT

RIBEIRO, B.L.M. Evaluation of alternative treatments for the control of uterine
infertility in cattle.2019. 82f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Unsatisfactory reproductive performance in cows is an important issue regarding
productivity, as it affects the profitability of the herd leading to a decrease in dairy
production and the number of calves. In postpartum, diseases such as metritis and
endometritis are prevalent mainly in animals with milk aptitude. These diseases, among
other causes may give rise to repetitive breeding animals, "Repeat Breeding", negatively
affecting the reproductive performance and consequently its production. In order to find
new forms of treatment, in which there is no residue in the milk or does not generate
resistance to antimicrobials, currently much is spoken about alternative therapies such as
the use of stem cells or even the use of biomaterials based on nanotechnology. This study
was separated in two experiments; Experiment I - Use of biomaterials in the treatment of
38 cows 25 to 40 days postpartum diagnosed with endometritis by means of cytology,
ultrasonography and vaginoscopy; Experiment I1- Use of cell therapy, stem cells, in 9
cows considered "Repeat Breeding”, which present an endometrial degeneration,
diagnosed by histopathology. The results obtained in the experiment | showed excellent
results regarding the cure of the animals submitted to treatment with the Limax
biomaterial compared to the control group, showing a level of significance in some
variables (p <0.001). In Experiment Il, the suspicion that the "Repeat Breeding" may be
because endometrial degeneration was confirmed, excluding the nutritional, infectious
and hormonal causes. The animals submitted to treatment with stem cells showed color
Doppler ultrasonography, increased vascularity of the uterine parenchyma 30 days after
infusion. Therefore, this study showed the expansion of use of new technologies, which

do not harm the environment and do not harm human or animal health.

Key words: Endometritis, stem cells, cows, infertility, biomaterials.
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura leiteira € uma importante atividade econdmica (LOPES; REIS;
YAMAGUCHI, 2007). Dados publicados em 2018 pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica comprovam que o rebanho brasileiro de bovinos chegou a aproximadamente
215 milhdes em 2017, refletindo no aumento da demanda de produtos de origem animal
(IBGE, 2018). Em consequéncia disso, 0s animais sdo exigidos quanto a sua
produtividade (reproducao e producéo leiteira). Essa exigéncia relaciona-se a diferentes
fatores como: alteragdes nas concentracfes hormonais, perdas embrionarias, aumento de
dias abertos e maior incidéncia de problemas reprodutivos (RADOSTITS et al., 2007;
BOLLWEIN; LUTTGENAU; HERZOG, 2013).

O desempenho reprodutivo insatisfatério € uma importante questdo referente a
produtividade (GROHN; RAJALA-SCHULTZ, 2000), pois afeta a lucratividade do
rebanho levando a diminuicdo da producao leiteira e do nimero de bezerros (LEBLANC,
2007). Um fator que exige atencdo na criacdo de bovinos relatado por muitos autores é o
periodo de transi¢do, compreendido entre a terceira semana pré-parto a terceira semana
pos-parto (GRUMMER, 1995). Neste periodo o animal passa por drastica mudanca
metabolica, mudando do estado de gestante para lactante. Em geral ha um aumento das
exigéncias nutricionais no inicio da lactacdo, quando o consumo de alimento geralmente
é reduzido, provocando grande mobilizacdo de outras reservas energéticas em especial

lipideos, aminoécidos, vitaminas e minerais (SANTOS et al., 2010).

Leblanc (2010) destacou que 30 a 50% das vacas em lactacdo sdo afetadas por

problemas metabolicos ou sofrem com doengas infecciosas no primeiro més de lactagéo.

Esses problemas geram reducéo na quantidade de leite e aumento nos custos de
producdo, além de reduzir o desempenho reprodutivo, prejudicando a sustentabilidade de
producdes leiteiras (SANTOS et al., 2010; RIBEIRO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2013).

No pods-parto, doengas como endometrite sdo prevalentes em vacas
principalmente com aptiddo leiteira, impactando negativamente no desempenho
reprodutivo e consequentemente na producdo animal (LEBLANC et al., 2002a;
GILBERT et al., 2005). A endometrite é definida como inflamagdo da camada mais

interna do Gtero, endométrio, sem manifestacdo sistémica, ocorrendo geralmente apos 21
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dias pos-parto. Apesar da ndo manifestacdo sistémica, relata-se a ocorréncia de retorno
regular ao cio (SHELDON et al., 2006). A endometrite ndo aparente pode ser definida
como quadro de inflamacdo endometrial, normalmente determinada pela citologia, na
auséncia de secrecdo purulenta visualizada por vaginoscopia. Em animais sem
manifestacdes clinicas, a enfermidade é diagnosticada pela mensuracédo da proporcéo de
neutréfilos presentes em esfregago de células endometriais, coletadas por lavado uterino
ou pelo uso de escova citolégica (SHELDON et al., 2006). Além de problemas
reprodutivos no pds parto imediato, ha ainda animais que ndo emprenham mesmo apos
trés ou mais servicos associados com estro natural, esses animais sdo identificados como
“Repeat Breeding” (PUROHIT, 2008).

Com o intuito de buscar novas formas de tratamento, muito se fala em terapias
alternativas como o uso de células tronco ou mesmo o uso de biomateriais, que ndo
causam danos aos organismos e possuem liberacdo controlada. Essa inovacdo, em

diversas areas da ciéncia, vem acompanhada das nanotecnologias (NARDUCCI, 2007).

A nanotecnologia constitui uma revolugdo na ciéncia e na tecnologia mundial,
pois possui aplicagdo para diferentes areas do conhecimento, como a fisica, quimica,
ciéncia da computacdo, engenharia e biologia. No campo da salde, o uso dessa tecnologia
pode potencializar o tratamento de algumas enfermidades, podendo minimizar efeitos
deletérios de outras substancias associado com biomateriais, evitando assim que ocorra
resisténcia de microrganismos a muitos farmacos utilizados na rotina clinica. Assim,
biomateriais como a quitosana e argila estdo sendo cada vez mais exploradas por suas
propriedades e em prol da salde e bem-estar do animal (BHUPINDER, 2011).

Diferente dos biomateriais, a terapia celular utilizando as células tronco torna-se
importante, pois é capaz de replicar e renovar um tecido por meio da producdo de células
filhas idénticas, sob condicdes especificas (GARGETT, 2004). A terapia com células
estaminais € uma promessa de reparo e / ou regeneracdo de tecido envelhecido ou

danificado.

Portanto, a busca por tratamentos alternativos para enfermidades uterinas tem
aumentado, visando garantir melhores indices reprodutivos e menores custos com
tratamentos. Além de se obter melhor controle do uso de fa&rmacos para minimizar a

resisténcia a antibidticos, importante fator abordado pelo mercado mundial.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. TRATO GENITAL DE FEMEAS BOVINAS

O trato genital de vacas é constituido por ovarios, ovidutos, tubas uterinas, utero,
cérvix uterina, vagina e genitalia (HAFEZ; HAFEZ, 2004; GRUNERT; BIRGEL; VALE,
2005). O ligamento largo tem a funcdo de sustentacdo dos 6rgaos genitais internos, que
consiste no mesovario, mesossalpinge e do mesométrio que suporta o Utero. Em bovinos
e ovinos, a unido do ligamento largo é dorsolateral na regido do ileo, com a convexidade
dorsal e os ovarios localizados préximos a pelve (HAFEZ; HAFEZ, 2004). O Utero é
separado em dois cornos uterinos, corpo e cérvix. Sua parede é dividida em trés regides
diferentes: endométrio, miométrio e perimétrio. O endométrio é a camada da mucosa,
constituida pelo epitélio normalmente colunar e lamina propria submucosa; 0 miométrio
é composto por uma camada circular interna espessa de musculos lisos e uma subcamada
longitudinal externa delgada que se continua no mesométrio; o perimétrio € uma camada
serosa tipica (BANKS, 1991).

2.2. PUERPERIO

O puerpério compreende o periodo final do parto até o inicio dos primeiros sinais
compativeis para uma nova gestacdo em média uns 21 dias (MARQUES JUNIOR, 1993;
HORTA, 1995). O puerperio pode ser dividido em trés fases: primeira fase (puerpério
precoce) a hipofise encontra-se refrataria ao horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), o que ocorre do primeiro ao 14° dia apds o parto, nesse periodo ocorrem as
retencdes de secundinas e a metrite puerperal aguda; A segunda fase, intermediaria, o
puerpério recente se encontra dentro do puerpério clinico que se estende até o 212 dia,

neste ocorre a total regressdo das dimensdes uterinas, esse periodo compreende de
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sensibilidade da hipofise ao GnRH até ocorréncia da primeira ovulacdo. A terceira fase,
pos-ovulatéria, termina com a involucdo uterina completa, e sua duracdo depende das
condicGes fisioldgicas da vaca ap0s o parto (OLSON et al., 1986; GRUNERT; BIRGEL;
VALE, 2005).

Com o processo do parto, ocorre a abertura das barreiras anatbmicas constituidas
pela vulva, vagina e cervix, possibilitando a ascensdo de bactérias ao ambiente uterino,
sendo  Escherichia coli, Trueperella pyogenes e Fusobacterium necrophorum
consideradas as espécies mais relevantes envolvidas na patogénese de doencas uterinas
(SHELDON et al., 2006; BICALHO et al., 2016).

Geralmente a infeccdo uterina ocorre logo ap6s o parto e persiste durante as duas
primeiras semanas. A maioria dos animais infectados consegue eliminar a infeccéo
durante as cinco semanas seguintes, no entanto cerca de 10% apresentam a doenga (PENG
et al., 2013). Elkjaer et al. (2013) encontraram em sua pesquisa com 125 vacas
Holandesas que todos o0s animais apresentaram bactérias no conteddo uterino,

aproximadamente 28 dias pos-parto.

Apesar da contaminacdo bacteriana uterina ocorrer na maioria dos animais, nem
todos vao desenvolver a doenca. Um dos fatores que ira determinar se o animal
apresentara ou nao a enfermidade é a eficacia do seu sistema imunolégico. Outros fatores
como a viruléncia das bactérias, estresse do animal e a carga de contaminacao bacteriana
no limen uterino também s&o fatores predisponentes a instalacéo da infec¢do no momento
do parto (BICALHO et al., 2012; ELKJAER et al., 2013).

AlteracGes nos mecanismos de defesa contribuem para a persisténcia de bactérias
patogénicas e favorecem o estabelecimento de doencas. Modificaces no ambiente
uterino e atraso no retorno da atividade ovariana podem resultar em infertilidade. O
conhecimento do processo de involugdo uterina normal é essencial para diferenciar e
aliviar possiveis alteraces patologicas no utero apos o parto (SHELDON; DOBSON,
2004; SHELDON et al., 2006, 2009).

Em decorréncia de todas essas alteracdes a maioria das doengas uterinas ocorrem
no periodo apds o parto e as principais sdo metrite, endometrite clinica e endometrite
citologica. Essas doencas sdo de grande importancia devido a perdas econémicas e

prejuizos no bem-estar animal, contribuindo para o desconforto da vaca, baixo
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desempenho reprodutivo e eliminacao precoce do rebanho, reduzindo o lucro do produtor
rural (BICALHO et al., 2012; MACHADO et al., 2012a; PENG et al., 2013).

2.3. ENDOMETRITE

Endometrite é definida como a inflamacéao do revestimento endometrial do Gtero,
caracterizada clinicamente pelo corrimento vaginal mucopurulento ou purulento,
ocorrendo de 21 a 40 dias pos-parto (LEBLANC et al., 2002a; GILBERT et al., 2005;
DUBUC et al.,, 2011). Na América do Norte, a incidéncia de endometrite é de
aproximadamente 28%, variando de 5,3% a 52,6% (CHEONG et al., 2012).

Alguns autores identificaram fatores de risco para o desenvolvimento da
endometrite, tais como: alta contaminacdo bacteriana no perineo no momento do parto
(FOLDI et al., 2006), estado metabdlico peri-parto, retencéo das membranas fetais pos-
parto (LEBLANC et al., 2002a; SHELDON et al., 2009), gemelaridade e distocia (FOLDI
et al., 2006).

Os principais agentes bacterianos associados a inflamacdo do Utero sdo a
Escherichia coli, Trueperella pyogenes e Fusobacterium necrophorum. No entanto outras
bactérias como Bacteroides spp., Pseudomonas spp., Staphylococcus spp., Prevotella
melaninogenica e Streptococcus spp. também vem sendo associados a doencas
uterinas (SANTOS et al., 2011; BICALHO et al., 2012; MACHADO et al., 2012b;
SANTOS; BICALHO et al. 2012). Dentre as bactérias patogénicas, a Trueperella
pyogenes esta relacionada a consequéncias graves para a reproducdo (ELKJAER et al.
2013).

Algumas pesquisas demostram que a Escherichia coli é uma das primeiras
bactérias a se estabelecerem no ambiente uterino apds o parto. Apos sua instalacdo essa
bactéria causa alteracBes que podem favorecer o desenvolvimento de outros micro-
organismos como o Fusobacterium necrophorum e Trueperella pyogenes que culminara
na presenca de doenca (SANTOS et al., 2011; BICALHO et al., 2012).
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A etiologia bacteriana das doencas uterinas no pos-parto € bastante dinamica e
apresenta um carater multifatorial. Bicalho et al. (2012), realizaram pesquisa com a
associacdo dos fatores de viruléncia presentes em Escherichia coli, Fusobacterium
necrophorum e Trueperella pyogenes com doencas uterinas em vacas leiteiras. Os
autores observaram que vacas no periodo pés-parto (um a trés dias de lactacdo) que
continham Escherichia coli no conteldo uterino tinham 16,2 vezes mais chances de
desenvolver infeccdo por Fusobacterium necrophorum com oito a dez dias de lactacéo.
Desta forma, podemos observar a interacdo das bactérias no periodo pos-parto para o

estabelecimento de doenca uterina.

Bicalho et al. (2012) também relataram que animais que apresentavam
endometrite continham Escherichia coli com um a trés dias de lactacdo e apresentavam
Trueperella pyogenes na avaliacdo realizada com oito a dez dias e 34 a 36 dias de
lactacdo. A prevaléncia de endometrite foi de 38,1% e 15,6% para vacas positivas e
negativas para a Escherichia coli, respectivamente. VVacas que apresentaram Trueperella
pyogenes com 34 a 36 dias de lactagdo tinham 8,8 mais chances de desenvolver
endometrite clinica em comparacdo com vacas negativas. A presenca de retencao de
placenta também foi associada com a contaminagdo com Escherichia coli, sendo que
animais que apresentaram o problema tiveram 44,8 vezes mais chances de se

contaminarem com esta bactéria.

Aléem de danos uterinos a endometrite favorece a disfungdo ovariana (por
exemplo, tamanho menor do foliculo, baixa concentracdo plasmatica de estradiol, e fase
luteal prolongada) (SHELDON et al., 2009). O desempenho reprodutivo diminuido
(LEBLANC et al., 2002a; DUBUC et al., 2010) aumenta o descarte de animais devido a
falha reprodutiva (LEBLANC et al., 2002a, b), e producéo de leite reduzida (DUBUC et
al., 2011).

Alguns animais podem apresentar resposta inflamatoria menos intensa, com a
auséncia de manifestacdes clinicas. Esta forma da doenca € denominada endometrite
inaparente ou citoldgica. A endometrite inaparente é definida como um quadro de
inflamacdo endometrial sem a presenga de secrecdo purulenta, que resulta em uma

reducdo significativa da capacidade reprodutiva (BARANSKI et al., 2012).

Varios métodos podem ser utilizados para o diagndstico da endometrite, como a
observacao de descarga vaginal, palpacdo retal e vaginoscopia que auxiliam na detecgéo
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de animais doentes e norteiam a maioria dos tratamentos. Nos casos de endometrite
inaparente, é necessaria a utilizacdo de métodos mais precisos e especificos, como a
ultrassonografia, bidpsia uterina e exame citolégico (THOME et al., 2013). A bidpsia é
bastante sensivel para o diagnostico, porém é um método caro, fastidioso e demorado,
enguanto a ultrassonografia ndo é muito especifica, uma vez que o conteudo intrauterino
observado no ultrassom pode néo estar presente em todos os animais com a afeccdo. Desta
forma, a citologia na fase aguda é um dos principais métodos diagnosticos, e 0 exame
pode ser realizado por meio de escova citoldgica, swabs e lavagem uterina. A escova
citoldgica é considerada o método mais apropriado, pois apresenta um resultado mais fiel
em relacdo a lavagem uterina e swabs. Apés a coleta de material, o contetdo deve ser
avaliado microscopicamente para detectar a quantidade e proporcdo de leucécitos,
polimorfonucleares, em relacdo as células epiteliais presentes na secrecdo uterina
(SHELDON et al., 2006; BARANSKI et al., 2012). Essa relacdo € utilizada para
diferenciar animais saudaveis de animais com endometrite inaparente (GILBERT et al.,
2005).

Um assunto muito discutido € com relacdo a utilizacdo ou ndo de tratamentos para
endometrite. Embora a administragdo de prostaglandina (PGF2a) (HEUWIESER et al.,
2000; KASIMANICKAM et al., 2005; GALVAO et al., 2009; DUBUC et al., 2011) seja
frequentemente recomendada para tratar endometrite, existem dados conflitantes na
literatura sobre os seus beneficios no potencial reprodutivo dos animais. Antibidtico,
como cefapirina € indicado para tratar vacas com endometrite ou descarga vulvar 13 dias
pos-parto (LEBLANC et al., 2002b).

2.4. “REPEAT BREEDING”

As fémeas denominadas “Repeat Breeding” sdo animais que nao apresentam
prenhez positiva, mesmo apos trés ou mais servicos associados ao estro natural
(PUROCHIT, 2008; HAFEZ; HAFEZ, 2004).
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A ineficiéncia reprodutiva em vacas devido a repeticdo regular do cio, mesmo
apos cobertura ou inseminacdo artificial, acarreta em problema oneroso para produtores
rurais, atrasando o periodo de servico, intervalo entre partos e consequentemente redugao

no nascimento de bezerros e queda na producdo leiteira (THAKUR et al.,2006).

Por anos, muitos pesquisadores buscam a principal causa para essa patologia.
Entretanto, a conclusdo encontrada é que essa enfermidade pode estar associada as
infeccdes do trato reprodutivo, idade, falha na deteccao do cio, deformidades anatdbmicas
do trato reprodutivo feminino, problemas hormonais (afetando producdo de odcitos,
ovulacéo e fixacdo embrionaria) e deficiéncia nutricional (ALl et al., 2009; PATEL et al.,
2007; SAH; NAKAO, 2006; AZAWI; ALI; LAZIM; 2008)

Hafez (2004) destacam que nas vacas “Repeat Breeding”, a falha de fertilizagdo e
a mortalidade embrionéria ocorrem em maior proporcao do que em vacas sadias, porém
ndo se sabe a real causa desse fato. Numerosos estudos concluiram que vacas com
fertilidade normal podem apresentar aproximadamente 10% de morte embrionaria
precoce dentro de trés semanas apos a fertilizacao, e que essa porcentagem aumenta para
40% durante os primeiros 21 dias ap0s a inseminacdo artificial em vacas “Repeat
Breeding” (ROCHE, 1981).

Existem diferentes opinides entre cientistas sobre a causa da “Repeat Breeding”,
dentre elas estdo a morfologia embrionéria e a alteracdo endometrial, impedindo a fixacao
do embrido (AYALON, 1978; ALBIHN,1991).

2.5. EXAME GINECOLOGICO

O exame ginecoldgico baseia-se em anamnese, exame fisico geral, exame
especifico externo dos érgdos genitais femininos e exame interno dos 6rgaos genitais,
consistindo do exame por palpacéo retal, inspecdo indireta da cérvix e da mucosa vaginal
por vaginoscopia, além de exames complementares como ultrassonografia,
microbiologia, citologia e histopatoldgica (GRUNERT; BIRGEL; VALE, 2005).
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A vaginoscopia € um método de avaliacdo por inspecédo indireta, rapido e com
sensibilidade e especificidade maiores do que a palpacdo retal. Sua utilizagdo auxilia na
visualizagdo e deteccdo de secre¢des provenientes da cervix, Utero ou vagina (LEBLANC
et al., 2002a). Como vantagem, destaca-se a praticidade e o custo baixo, além de eliminar
diagnosticos falso positivos gerados pela presenca de secre¢bes mucopurulentas ou
purulentas originadas por vaginites, cistites ou pielonefrites (SHELDON et al., 2006).
Barlund et al. (2008) encontraram sensibilidade de 53,9% e especificidade de 95,4%

tendo a citologia esfoliativa endometrial como padréo ouro.

H& uma classificagdo para as secrecdes vaginais identificadas como catarro
genital. De acordo com Grunert, Birgel e VVale (2005) inicia-se como: catarro genital grau
1- secrecdo mucopurulenta, com hiperemia da mucosa cervical e abertura do 0stio
cervical, podendo haver prolapso do primeiro anel cervical; grau 2- quando o exame
revela catarro genital de aspecto purulento, podendo conter odor fétido; grau 3- contetdo
purulento e/ou sanguinolento, cérvix pérvia, podendo haver prolapso dos anéis; grau 4-
piometra que caracteriza-se pelo acumulo de exsudato purulento no limen uterino e corpo

luteo persistente em um dos ovarios (SHELDON et al., 2006).

Willians et al. (2005) adaptaram essa classificacao inicial para escores de 0 a 3.
Sendo escore 0 — muco translucido; escore 1 — muco com estrias de pus; escore 2 —
secre¢do mucopurulenta com menos de 50% de pus; escore 3 — secre¢do mucopurulenta

com mais de 50% de pus, ocasionalmente apresentando sangue (Figura 1).

Figural - Amostras de secrec¢des obtidas pela vagina.
Legenda: 0 — muco; 1 — muco com estrias de pus; 2 — menos
de 50% mucopurulento; 3 — mais de 50% mucopurulento
podendo ter sangue (WILLIANS et al.,2005).
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Outra ferramenta que auxilia o diagnostico, semelhante a vaginoscopia, para
identificar as diferentes secre¢Ges advindas do trato genital € o Metricheck (Simcro, New
Zealand). O Metricheck é uma haste de aco inox com 50 cm de comprimento, contendo
na regido que sera introduzida no animal uma estrutura conica de silicone com 4 cm, que
tem a funcdo de recolher um pouco do conteudo para analise visual. A classificacdo das
secrecBes observadas, correspondem: 0 = nenhuma secrecdo; 1 = muco translicido; 2 =
muco com estrias de pus; 3 = mucopurulenta; 4 = secre¢do purulenta; 5 = secrecdo fétida
e purulenta sanguinolenta (MCDOUGALL et al., 2007).

2.5.1 Citologia uterina

A citologia endometrial ao contréario da bidpsia uterina € um método prético e
eficiente para a avaliacdo dos processos infecciosos uterinos, ressaltando ainda que 0s

neutrofilos sdo a principal linha de defesa do endométrio (DUBUC et al., 2010).

Esta técnica consiste em coletar uma amostra do interior do Gtero, fixar em uma
lamina, corar e quantificar o niamero de neutrofilos. A proporcao limiar varia de 4% a
18% dependendo do autor e o tempo de amostragem depois do parto (GILBERT et al.,
2005; DUBUC et al., 2011). Este método é relativamente facil de usar, e permite o
monitoramento da integridade do utero. O numero elevado de polimorfonucleares
(PMNs) reflete inflamacao local. Em casos clinicos de metrite ou endometrite, o fluxo de
neutréfilos para o limen uterino é causado pela presenca de bactérias ou de suas
endotoxinas (MATEUS et al., 2002; SHELDON, 2004).

Kasimanickam et al. (2005) evidenciaram que os resultados obtidos pela técnica
da escova citoldgica foram superiores na detecgdo de animais com endometrite, indicando
que este € um meio mais consistente e confiavel de coleta que o lavado uterino para avaliar

a citologia endometrial em vacas no puerpério.
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2.5.2 Exame Histopatoldgico

O método de diagnostico definitivo para a classificacdo dos processos infecciosos
uterinos, para muitos autores baseia-se na biopsia uterina ou exame histopatoldgico,
entretanto, esse método de diagnostico é invasivo, oneroso que exige um laboratorio e
técnico experiente para o processamento da amostra (GRUNERT; BIRGEL; VALE,
2005). O exame de histopatoldgico uterino permite a avaliagdo morfologica endometrial
que se devidamente analisada, pode encontrar o diagnostico para infertilidade bovina, ja
gue uma amostra do endométrio € representativa de toda mucosa uterina, ndo havendo
diferencgas significativas entre as variag@es histoldgicas nos cornos uterinos (BONNETT
etal., 1991; RODRIGUEZ; GONZALES; GALLEGO, 1991; MONTEIRO et al., 2003)

Diversos autores, ao analisarem o histopatolégico uterino, encontraram relacGes
quanto a vascularizacdo, concentracdo de glandulas endometriais e presenca de células
inflamatorias (GONZALEZ et al.,1985; SAR et al.,1996). Portanto, com uma vasta
literatura destacando as alteracGes histopatoldgicas em endomeétrio, Meira Jr. et al.(2012),
estabeleceu um escore para as alteracdes vistas caracterizando as lesdes histopatoldgicas

da endometrite.

2.5.3. Exame ultrassonografico

O exame ultrassonografico associado a palpacao retal promove maior precisdo na
avaliacdo das dimensdes uterinas e sua involucdo pos-parto (SHELDON; DOBSON,
2004).

Sheldon et al. (2006) afirmaram que a ultrassonografia € um método de avaliacdo
uterina mais exato que a palpacdo retal, objetivo, ndo invasivo e tem como vantagem a
realizacdo de um diagnostico em tempo real. Os autores concluiram ainda, que o método
é eficiente na avaliacdo da involucdo uterina no puerpério através da mensuracdo do
didmetro da cérvix, didmetro uterino e visualizagdo da presenca ou auséncia de fluidos

no limen.
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A determinacdo do aumento do conteldo intrauterino e as dimensdes uterinas
constituem um método confiavel, com boa especificidade para o diagnostico da
endometrite apOs a terceira semana pés-parto considerando o histérico do animal
(BARLUND et al., 2008; ORAL et al., 2009).

Além da ultrassonografia convencional em muitas areas da salde usa-se a
ferramenta Doppler com objetivo de observar o fluxo sanguineo (MIYAMOTO et al.,
2006).

2.5.4. Ultrassonografia Doppler

A ultrassonografia com Doppler € um mecanismo utilizado para identificar focos
de vascularizacdo e o fluxo sanguineo. A técnica de ultrassonografia apresenta como
opcdes de trabalho 0 modo B (Bidimensional), utilizado para identificacdo anatdmica,
onde apresentam imagem em escala cinza. Outra op¢do proporcionada pelo Doppler € o
modo Doppler cores, tornando possivel estimar a perfusdo e dire¢do sanguinea no tecido,
observando pontos coloridos durante o0 exame (GINTHER; MATTHEW, 2004). O Modo
espectral no Doppler fornece valores exatos de indices relacionados a vascularizacdo
(GINTHER; MATTHEW, 2004).

O principio de funcionamento do Doppler é detectar a movimentacdo das
hemécias (GINTHER, 2007). Porém novos estudos sugerem que a detec¢do do fluxo
ocorre devido ao peso das hemacias serem maior do que de outras células sanguineas. As
alteracdes de velocidade e sentido do sangue apresentam-se com cores diferentes. Por
convencdo, o fluxo na direcdo contraria ao transdutor é azul e o a favor € vermelho,
podendo alterar a tonalidade de acordo com a intensidade e dire¢éo do fluxo (GINTHER,
2007).

O meétodo espectral fornece valores sistolicos, diastolicos, relagdo de sistole e
diastole, indice de resisténcia (IR), indice de Pulsatilidade (IP) e velocidade maxima do
fluxo sanguineo (GINTHER, 2007).

Ferreira e Meira Jr. (2011) relataram a importancia no uso do Doppler como uma
ferramenta para anélise da viabilidade endometrial assim como para intera¢do concepto-

materna, além de auxiliar no diagnostico de enfermidades uterinas.
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Estudos realizados usando essa técnica mostraram associacdo entre o fluxo
sanguineo uterino e involucdo uterina tardia (HEPPELMANN; KRUGER; LEIDL,
2013). Em vacas, o Doppler foi usado para avaliar o fluxo sanguineo no Gtero durante o
ciclo estral (BOLLWEIN et al., 2000), em animais com prenhez positiva, bem como no
periodo pos-parto (BOLLWEIN; BAUMGARTNER; STOLLA, 2002).

2.6.TRATAMENTO ALTERNATIVO: BIOMATERIAIS, NANOTECNOLOGIA

O termo nanotecnologia é empregado como a tecnologia que permite manipular,
criar ferramentas, material e estruturas em nivel molecular, ou seja, &tomos em estruturas
funcionais de dimensdes nanomeétricas (SCOTT, 2007). Neste contexto, a nanotecnologia
é um campo da ciéncia aplicada ao controle e manipulacdo de matéria (nanomateriais),
em escala inferior a um micrometro (Um a 100 nandmetros) (COPPO, 2009).

Na Medicina veterinaria, muitos pesquisadores afirmam que a nanotecnologia
possibilita revolucionar o agronegocio na producdo de alimento e controle de pragas. No
campo médico, auxilia no diagnoéstico e tratamento de doencas (SCOTT; CHEN 2002).
A aplicacdo da nanotecnologia na medicina veterinéria esta em ascensdo em diversas
areas, que incluem sistemas de imagem, administracdo de medicamentos e engenharia de
tecidos (NARDUCCI, 2007).

Com essa vertente para area bioldgica, a nanotecnologia pode ser identificada
como nanobiotecnologia, que aplica ferramentas resultantes da integracdo das ciéncias
fisicas, engenharia molecular, biologia, biotecnologia e quimica (ABDI, 2013). O
advento dessa tecnologia proporciona o desenvolvimento de dispositivos cada vez
menores para analises bioguimicas e diagndsticos moleculares com grandes melhorias na
eficiéncia, precisao e sensibilidade dos resultados (RUMAYOR et al., 2005).

2.6.1. Biomateriais

Os biomateriais, sdo produtos derivados de materiais biodegradaveis, tratando-se
de material, alguns autores definem sua composi¢édo por particulas de silicato de aluminio,

além de diversos oligoelementos como titanio, magnésio, cobre, zinco, calcio, sédio,
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potassio niquel, ferro e litio (GOMES; DAMAZIO; MARLENE, 2009; MACHADO,
2018). As concentracdes dos minerais encontrados em sua composi¢do potencializam os
efeitos de alguns biomateriais.

Alguns minerais naturais, de constituicdo argilosos foram identificados como
tendo a capacidade de eliminar uma variedade de bactérias patogénicas (WILLIAMS et
al., 2004; HAYDEL; REMENIH; WILLIAMS, 2008).

Diante dessas informagdes, sabe-se que os biomateriais atualmente tem sido muito
utilizados na inddstria cosmética, em uma grande variedade de produtos (GOMES;
DAMAZIO; MARLENE, 2009).

2.6.2. Quitosana

A quitosana é um produto natural, sendo um bipolimero polissacarideo, de baixo
custo, renovavel e biodegradavel, de grande importancia econdmica e ambiental. As
carapacas de crustaceos sdo residuos abundantes e rejeitados pela indUstria pesqueira, que
em muitos casos as consideram poluentes. Sua utilizacdo reduz o impacto ambiental
causado pelo acimulo nos locais onde € gerado ou estocado (GOOSEN, 1996).

Os polimeros biodegradaveis, segundo estabelecido pela “American Standard for
testing and Methods” (ASTM-D883), sdo degradados primariamente pela acdo de
microorganismos (RAGHAVAN, 1995). Em geral, derivam de processos de CO, e CHa,
componentes celulares microbianos, sendo biocompatives e tendo sido reconhecidos
como potenciais substitutos dos polimeros termopléasticos derivados do petréleo. O poli
(&cido 3 - hidroxibutirico) PHB e seus copolimeros, co-hidréxivalérico (PHBV) sdo
biodegradaveis pela acdo dos micro-organinismos em sua superficie, entretanto esse
processo depende do ambiente envolvido, espessura e a concentracdo de valerato
(GILEAD, 1995).

Atualmente novas tecnologias estdo sendo empregadas com o intuito de auxiliar
no tratamento de algumas enfermidades, como no caso da microencapsulacdo (ALE et
al., 2015). Essa tecnologia é empregada na embalagem de solidos, liquidos e substancias
gasosas em pequenas capsulas de liberagdo controlada (ANAL; SINGH, 2007 e
CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007).
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2.6.3. Terapia celular — Células Tronco

As células tronco apresentam a propriedade de diferenciagdo. Dependendo do
estimulo nela aplicado, pode-se classificar como: Totipotente (criar organismo completo);
pluripotente (diferenciacdo celular das camadas germinativas: mesoderma, endoderma e
ectoderma); multipotente (diferenciacdo a um numero limitado de linhagens) e
onipotentes (diferenciacdo somente de um tipo celular) (KOCH; BERG; BETTS, 2009).

Outra classificagcdo ocorre de acordo com sua origem, embrionéria ou adulta
(extraidas dos diversos tecidos, tais como medula dssea, tecido adiposo e corddo
umbilical) (SCHWINDT; BARNABE; MELLO, 2005; DAHLGREN, 2009). As células
tronco embrionarias exibem ilimitada capacidade de renovacdo e pluripoténcia in vitro,
porém a predisposi¢do destas celulas em formar teratomas dificulta sua possivel aplicagéo
clinica (GATTEGNO-HO; ARGYLE; ARGYLE, 2012).

As células tronco adultas, encontradas em tecidos adultos sdo responsaveis pela
manutencdo tecidual normal, tem sua utilizacdo menos controversa, pois ndo envolvem a
clonagem e sdo menos provaveis em formar tumores, pelo seu potencial de diferenciacéo
limitado - multipotentes (LEUNG; CHAN; CHEUNG, 2006; GATTEGNO-HO;
ARGYLE; ARGYLE, 2012).

As células tronco mesenquimais (CTMs) podem se diferenciar em diferentes tipos
celulares in vitro, por sua relativa facilidade de expansdo em cultura, caracteristicas
imunoldgicas, secrecdo de citocinas que modulam a resposta inflamatoria, reestabelecem
0 suprimento vascular e reparam o tecido lesionado, o que faze das CTMs uma fonte
promissora de CT para a terapia celular (MONTEIRO et al., 2008). Segundo Lange-
Consiglio et al. (2013), as células da membrana amniética e do corddo umbilical sdo uma
fonte promissora para obtencdo de CTMs, pois sdo0 menos imunogénicas e sua coleta ndo
é invasiva, podendo ainda se diferenciar em células neurais e endoteliais (SENEGAGLIA
et al., 2009).

Gutierrez-Nibeyro (2011) ressalta que a medula dssea e tecido adiposo sdo as
fontes mais comuns de obtencdo de CTMs (GUTIERREZ-NIBEYRO, 2011), podendo

ser ainda extraidas do tecido de corddo umbilical (VIDAL et al., 2012), membrana
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amnidtica (LANGE-CONSIGLIO et al., 2013) e sangue periférico (KOERNER et al.,
2006).

As CTMs normalmente sdo obtidas dos proprios pacientes (autdlogas), pois
geralmente ndo resultam em nenhum efeito deletério na sua implantacdo (exemplo
tumores). No entanto, o uso de células autdlogas possui limitagdes, como sua utilizagao
em lesdes agudas e idade dos pacientes, devido a diminuicao na proliferacéo, no potencial
de diferenciacéo e na quantidade de CTMs nestes pacientes (CHEN et al., 2007).

A terapia celular é baseada no conceito de que uma populacdo celular multi ou
pluripotente no local da injdria tecidual pode diferenciar, proliferar, e se organizar de
maneira que resulte em um tecido normal, tanto estruturalmente quanto funcionalmente
(BURK et al., 2013). Deve-se salientar que o tratamento com CTMs ndo substitui ou
acelera a reabilitacdo padrdo, sendo um tratamento adicional para otimizar o resultado
(BURK et al., 2013).

Em termos gerais, pode-se dividir em dois grupos: células tronco embrionarias e
células tronco adultas. Estudos apontam a presenca de células tronco no miométrio de
mulheres, que contribuem na remodelacdo uterina, especialmente durante a gravidez
(ONO et al. 2012, MARUYAMA, ONO; YOSHIMURA, 2013).

Desta forma, na medicina veterindria em geral, diversos estudos estdo sendo
realizados para tratamento de doencas sanguineas, hepaticas, cardiacas, entre outras, pelo
fato das células tronco mensenquimais originarem tecidos distintos de acordo com o
estimulo que recebem (GATTEGNO-HO; ARGYLE; ARGYLE, 2012).

3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar o uso de tratamentos alternativos para doencas uterinas em vacas.
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3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a eficdcia do uso de biomateriais (Limax e quitosana) no tratamento de
endometrite em vacas de 25 a 40 dias p6s-parto;

e Auvaliar o efeito da administracdo de células tronco no Utero de vacas “Repeat
Breeding” diagnosticadas por exame histopatolégico com degeneracao

endometrial.

4. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi dividido em dois experimentos:
Experimento |- tratamento com biomateriais em vacas diagnosticadas com endometrite.
Experimento 1l- tratamento com células tronco em animais diagnosticados “Repeat

Breeding”.

4.1.EXPERIMENTO I

Foram avaliados 37 animais da raca girolanda % sangue, livres de brucelose e
tuberculose, em uma propriedade no municipio de Sobral - CE. As vacas foram
distribuidas de forma aleatoria em quatro grupos e tratadas. Sendo o Grupo I-10 animais
com catarro genital e tratados com Limax (L); Grupo Il- 12 animais com catarro genital
e tratados com Limax + quitosana (LQ); Grupo IlI- seis animais com catarro genital e
tratamento com quitosana (Q); Grupo IV- nove animais com catarro genital sem
tratamento, denominado controle (C).

Ap0s 7 dias da visita inicial, foi realizada uma segunda avaliacdo ginecoldgica e
coleta de material, com o objetivo de constatar a melhora no exame ultrassonografico e

citoldgico, onde animal foi considerado curado ou néo.
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Na terceira visita, 14 dias ap6s a primeira, os animais foram avaliados para
determinar o sucesso do tratamento ou falha terapéutica, onde por fim, foi realizada a
ultima coleta das amostras para microbioldgico e citologia (Figura 2).

Dia0 Dia7 Dia 14

1-Exame 1-Exame especifico -Exame especifico
geral/especifico

2-Ultrasom 2-Ultrasom
2-Ultrasom
3-Citologia 3-Citologia
3-Citologia
5- Tratamento
4-Microbiologico (cura ou falha)

5- Tratamento

\ ) \ y \ )

Figura 2 - Esquema do delineamento Experimento | (Ribeiro, B.L.M. 2018)

4.1.1.Exame Ginecoldgico

A avaliacdo ginecoldgica dos animais nos experimentos | e Il foi baseada no
exame clinico especifico estabelecido por Grunert, Birgel e Vale, (2005), sendo composto

por palpacéo retal, inspecéo direta e indireta da regido perineal e vagina.

4.1.1.1 Inspecéo

Ao inspecionar o estado geral do animal, avaliando quanto ao estado, atitude e
condi¢@es nutricionais, utilizou-se a escala descrita por Edmonson et al. (1989), avaliando
0 escore de condicgéo corporal (ECC) e escalonando os animais entre 1 (muito magro) a 5
(muito gordo). A regido perineal foi inspecionada com o objetivo de observar a presenga

de lesdes, vestigios de muco ou secrecdo de fluxo vaginal, alteracdes no formato, posicao,
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cicatrizes e comprometimento da estrutura vulvar. A exposi¢cdo da mucosa vulvo-
vestibular foi realizada com afastamento da rima vulvar para avaliacdo da coloragéo desta,

investigando a presenca de vesiculas e pustulas.

4.1.1.2 Palpagéo retal - Exploragéo clinica da cérvix, Utero e ovarios

A avaliacdo clinica do sistema genital feminino iniciou-se com a palpacao retal
conforme o proposto por Grunert, Birgel e Vale (2005). Na palpacdo retal, analisou-se
inicialmente a cérvix e cranialmente o corpo do Utero, prega intercornual, cornos uterinos
e ovarios além de formacGes anatdbmicas anexas aos 6rgdos genitais, ligamentos, artérias
e linfonodos. Nos ovérios, avaliou-se formacGes que caracterizassem sua fungdo, como

foliculos e corpo luteo (CL).

No exame da cérvix, procurou-se avaliar alteracGes morfoldgicas como aumento
de volume, alteragcdes na simetria, aderéncias e abscessos. Referente ao Utero e cornos
uterinos, verificaram-se sua localizagdo dentro da cavidade, tamanho, simetria entre os
cornos e consisténcia (GRUNERT; BIRGEL; VALE, 2005).

4.1.1.3. Vaginoscopia - Inspecdo indireta da vagina

Ao termino da palpacdo, iniciou-se a vaginoscopia que foi realizada por meio de
um espéculo vaginal tubular de Gotze, 38 por 4 cm, de aco inox, auxiliado por uma fonte
de luz, para observar a mucosa vaginal, cérvix e presenca de secrecdo. O instrumento foi
previamente lavado com agua, detergente e posteriormente flambado em uma bandeja de
aco inox e resfriado com solugdo fisiologica estéril NaCl 0,9%. Na sequéncia o
instrumento foi introduzido na vagina do animal. Previamente a esse procedimento, a

regido perineal e a vulva foram submetidas a higienizag&o utilizando papel toalha.

A coloragdo da mucosa vaginal e de cérvix foram avaliadas utilizando-se as

definicdes propostas por Grunert, Birgel e Vale (2005) (Figura 3).
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Figura 3 - (A) Espéculo vaginal, com catarro genital purulento grau Ill, exame de
vaginoscopia. (B) Visualizacdo da cérvix por meio do espéculo vaginal;
avaliacdo da mucosa, coloracgdo, abertura de cérvix, secrecao (Ribeiro, B.L.M.
2018)

Quando observado secrecdes alteradas ou outra condicao, essas foram classificadas
em transparente, turva, mucopurulenta, purulenta e sanguinolenta, conforme o proposto

por Grunert, Birgel e Vale (2005) e demonstrado na (Figura 1).

4.1.1.4 Ultrassonografia

O estudo ultrassonografico do Utero no puerpério foi realizado com o equipamento
M-Turbo, Fuji film Sonosite (Bothel, Wa, EUA) com uma probe micro convexa (8-5

MHZz), como proposto por Meira Jr et al. (2012) e Heppelmann, Kriger e Leidl (2013).

A avaliagéo ultrassonogréafica foi realizada por meio de cortes transversais, onde
foram determinados os didmetros de cérvix e cornos, presenca de contetdo no limen
uterino, além das estruturas ovarianas. Os diametros cervical e uterino foram classificados
COmMo pequenos ou negativos (<3,5 cm), médios ou suspeitos (entre 3,5 e 5 cm) e grandes
ou positivos (> 5 cm). As dimenses uterinas foram avaliadas de acordo com Meira Jr et
al. (2012) (Figura 4).
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Figura 4 - Figura 4:(A) Corte ultrassonografico transversal mensurando cérvix; (B) Corte
ultrassonografico transversal indicando e mensurando corno esquerdo e direito
(Ribeiro, B.L.M. 2018).

4.1.1.5 Ultrassonografia Doppler cores- Uterino

A avaliagdo do padrdo hemodindmico do tecido uterino pela técnica colorimétrica
(modo Doppler cores) na regido de ligamento intercornual foi utilizada para reconhecer
alteracdes hemodinamicas no tecido. Utilizou-se a escala colorimétrica estabelecida para
padrdes reprodutivos descrito por Ginther (2007), com o intuito de se correlacionar com

processo inflamatdrio.

Os procedimentos envolveram a avaliacdo subjetiva da vascularizacdo do
parénquima uterino: Mesométrio e endométrio (0 - sem vascularizacdo a 4 -
extremamente vascularizado) conforme descrito por Ginther (2007) e Ribeiro (2016)
(Figura 5).
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Figura 5 - (A-E): Caracterizacdo do escore de vascularizacdo de mesométrio e
endométrio, Doppler cores. Legenda: (A) Caracterizacdo de escore 0 para a
avaliacdo subjetiva do padrdo de vascularizacdo do parénquima uterino,
mesometrio (m);(B) Caracterizacdo de escore 1 para a avaliagdo subjetiva do
padrdo de vascularizagdo do mesometrio; (C) Caracterizacdo de escore 2 para
a avaliacdo subjetiva do padrdo de vascularizagdo do mesométrio; (D)
Caracterizacdo de escore 3 para a avaliagdo subjetiva do padrdo de
vascularizagdo do mesométrio; (E) Caracterizacdo de escore 4 para a avaliagdo
subjetiva do padrdo de vascularizacdo do mesométrio (m) e afetando até regido
do endométrio (e) (Ribeiro, B. L.M, 2018)
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4.1.1.6 Citologia Uterina

Apo6s a limpeza da vulva com papel e &lcool 70%, a fim de diminuir a
contaminacdo da amostra, foi introduzida uma pipeta de inseminacdo equina intrauterina
no utero bovino, acoplando uma seringa com 40 mL de solucéo fisiologica (NaCl 0,9%)
estéril, utilizada para distender a parede uterina proporcionando a infusdo e
consequentemente a recuperacao do contetdo uterino para o exame microbiolégico e
citoldgico conforme processo descrito por Gilbert et al. (2005). Ap0Os esse processo as

laminas foram coradas com kit Pandtica®.

A avaliagdo da citologia uterina foi realizada por meio da contagem com
diferenciacdo de 200 células, sob aumento de 400X, em microscopio éptico da marca
Olympus modelo CX31, para a determinacdo da porcentagem de células
polimorfonucleares neutrofilos (%PMN). Para esta contagem a lamina foi totalmente
avaliada com fim de selecionar &rea representativa, dando preferéncia aquelas em que néo

houvesse sobreposicéo de células.

Foram considerados positivos no exame citol6gico 0s animais que apresentassem
porcentagens de neutréfilos superiores a 10% de acordo com o que foi preconizado por
Kasimanickam et al. (2004).

4.1.1.7 Exame Microbioldgico

As amostras para exame microbioldgico foram obtidas pelo mesmo processo de
coleta para citologia. Ao recuperar na seringa, em torno de 3 mL eram armazenados em
swab stuart e colocado em isopor para manter a temperatura da amostra. Sendo
processadas posteriormente no laboratério de microbiologia. Para realizacdo do
isolamento e identificacdo bacteriana, 10 pL da suspensdo das amostras de lavado uterino
em caldo tioglicolato foram semeados em agar sangue de carneiro 5%, incubados por 72
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horas a 37°C em condicdes de microaerofilia. Apds o periodo de incubacdo, havendo
proliferacdo bacteriana neste meio, foram observadas as caracteristicas morfologicas das

coldnias como tamanho, forma, coloracédo, presenca e tipo de hemolise. (Figura 6)

Figura 6 - Crescimento de colbnia bacteriana meio Agar sangue, seta vermelha (Ribeiro,
B.L.M. 2019).

A seguir, foi realizada a bacterioscopia, corando-se pelo método de Gram
esfregacos das diferentes colonias, onde ao microscopio foram observadas a morfologia,
a disposicdo das células e as caracteristicas tintoriais (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008). As espécies bacterianas foram identificadas de acordo com Quinn et al. (2005) e

Koneman et al. (2008), por meio das provas bioquimicas.

4.1.2 MATERIAL

4.1.2.1 Biomateriais (Limax e Quitosana)
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Os Biomateriais foram desenvolvidos e produzidos com base na nanotecnologia e
fornecidos pelo departamento de Engenharia Metal(rgica e de Materiais - Escola
Politécnica da Universidade de S&o Paulo, sob supervisdo do Prof. Dr. Francisco Ronaldo
Valenzuela Diaz. Por se tratar de um produto em desenvolvimento e com pedido de
patente, o processo de producdo encontra-se ainda restrito ao departamento de engenharia
da instituicéo.

Figura 7 - Biomaterial sendo preparado para infusdo no Utero da vaca. Seta preta,
biomaterial (Ribeiro, B.L.M. 2018)

Apos a producdo e armazenamento dos materiais, eles foram infundidos no utero,

utilizando uma seringa de 20 mL e uma pipeta de inseminacdo artificial de equinos estéril.

4.2. EXPERIMENTO II

O experimento foi realizado na Embrapa Porto Velho- RO, onde, selecionou-se 10

vacas que passaram por mais de 3 protocolos de Inseminagdo Artificial (IA) e néo
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emprenharam, “Repeat Breeding” ou repetidoras de servigo. A selecdo desses animais
deu-se pelo historico de falhas reprodutivas, além de toda avalicdo microbioldgica,
citologica e principalmente histopatoldgica.

4.2.1 Implantacéo das células tronco

Apds confirmar a suspeita da alteracdo endometrial pelo exame histopatolégico,
descartada causa infecciosa e/ou hormonal, os animais foram considerados aptos para
recebimento das células tronco.

Foi realizado a coleta de células troncos de um doador e posterior crescimento,
cultivo celular e estocagem em freezer -80°C.

Um total de 1x10° células /mL foram diluidas em 0,5 mL de NaCl 0,9% e
armazenadas em criotubo. As células foram distribuidas em 20 diferentes pontos (sitio de
administracdo), totalizando volume injetavel de 10 mL ap6s nova diluicdo, espacadas

entre um centimetro, seguindo uma linha horizontal da extremidade de um corno uterino.

O experimento foi dividido em dois momentos, Dia zero e Dia 30.
Dia 0 (D0O) — Coleta do fragmento uterino por meio da bidpsia endometrial,
microbioldgico e citoldgico.

Apbs analise do material no laboratério, constatando degeneracdo tecidual pelo
histopatoldgico, foi realizado a implantagéo das celulas tronco nos animais. Reavaliando

o animal ap6s 30 dias a infusao celular.

Dia 30 (D30) — Coleta do fragmento uterino 30 dias ap6s a implantacdo endometrial de

celulas tronco mesenquimais, microbioldgico e citoldgico.

40



4.2.2 Exame Ginecoldgico

4.2.2.1 Avaliacdo Ginecologica

A avaliacéo ginecoldgica dos animais se deu conforme explicado no experimento

I, baseada no exame clinico especifico estabelecido por Grunert, Birgel e Vale (2005).

4.2.2.2 Ultrassonografia

O estudo ultrassonografico foi realizado com o equipamento Mindray® com probe

linear (8-5 MHz), como proposto e Heppelmann, Kriger e Leidl (2013).

Na avaliacdo ultrassonografica com corte longitudinal, determinou-se o0s
didmetros de cornos, presenca de conteddo no Iimen uterino, além das estruturas

ovarianas.

4.2.2.3 Ultrassonografia Doppler cores- Uterino

A descricdo da técnica foi a mesma do experimento I. Avaliacdo da
vascularizagéo do parénquima uterino, utilizou-se a escala colorimétrica estabelecida para

padrodes reprodutivos descrito por Ginther (2007).

Os procedimentos envolveram a avaliagdo subjetiva da vascularizacdo do
parénquima uterino. Mesométrio e endométrio (0 - sem vascularizacdo a 4 -

extremamente vascularizado) conforme o descrito por Ginther (2007) e Ribeiro (2016).

4.2.2.4 Citologia Uterina
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Apos a higienizagdo da vulva com papel e &lcool 70%, com o objetivo de diminuir
a contaminagdo da amostra, foi introduzido um aplicador de inseminacdo artificial
modificado para fixacdo da escova ginecoldgica descartdvel de uso humano. Este
aplicador foi introduzido no Gtero por via transcervical sendo a escova exteriorizada e
friccionada por movimentos de rotagdo sobre endométrio (Cytobrush). Com o intento de
evitar contaminagdo com a mucosa vaginal e cervical o aplicador estava protegido por
uma bainha francesa utilizada na inseminacao artificial. Para fixacao celular a lamina foi

tratada, em solucdo a base de etanol. O esfregaco foi entdo com kit Panética®.

A avaliagdo da citologia uterina foi realizada por meio da contagem com
diferenciacdo de 200 células, conforme descrito no experimento I. Considerando animais
sem infeccdo que apresentassem contagem de neutrofilos inferior a 10% preconizado por
Kasimanickam et al. (2004).

4.2.2.5 Exame Microbiolégico

As amostras para exame microbioldgico foram obtidas pelo mesmo processo de
coleta para citologia. A haste da escova ginecoldgica foi cortada, para a imersdo da escova
no meio de transporte Stuart (HENSO®) e colocado em isopor com gelo descartavel para
conservacdo. Todo material foi processado no laboratério de microbiologia da

Universidade de Sdo Paulo-Séo Paulo.

4.2.2.6 Exame Histopatoldgico

A bidpsia uterina foi realizada com o uso de uma pinca uterina da marca Hauptner
modelo Yeoman de ago inoxidavel com 65 cm de comprimento, esterilizada com uso de
(CB30TA®) e alcool 70%, tendo sido previamente lavada com solucdo antisséptica a

base de lodopovidina.
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A pinca foi introduzida no Utero pela vagina e, ao passar a cérvix, no corpo do
Utero regido do ligamento intercornual, foi retirado o fragmento uterino, com
aproximadamente 5 mm de comprimento 2 mm de largura e 2 mm de espessura. Os
fragmentos foram fixados em formol 10% e acondicionados em cassetes plasticos para

posterior processamento.

O processamento, leitura das laminas e interpretacdo das estruturas foram realizadas de
acordo com Meira et al. (2012). As amostras de bidpsia avaliadas, tratam-se de vacas que
ndo apresentavam nenhum tipo de catarro genital e consideradas “Repeat Breeding”
(Figura 8).

Figura 8 - (A)Tecido endometrial glandular de vacas “Repeat Breeding” seta preta indica
fibrina ao redor da glandula; (B) Tecido conjuntivo no parénquima uterino de
vacas “Repeat Breeding” (Ribeiro, B.L.M. 2018).

4.2.3 MATERIAIS

4.2.3.1 Células Tronco

A coleta e o cultivo das células tronco ocorreram a partir da coleta de
aproximadamente 15 mL da medula 6ssea de um bovino. Essa amostra foi armazenada
em tubo de 50 mL estéril contendo solugéo salina especifica para cultivo celular (HBSS

plus 2%) com penicilina e estreptomicina.
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Para a coleta de medula 0ssea, o0 animal foi sedado com xilazina na dose de 0,02
mg/kg pela via intravenosa, seguida de tricotomia na regido lombosacral, para coleta na
regido da crista iliaca e processo transverso da vertebra lombar. Apoés identificagdo, foi
realizado bloqueio anestésico com lidocaina sem vasoconstritor no tecido subcutaneo,
seguido de antissepsia no local com clorexidine degermante a 2% e clorexidine alcoolico.
Em seguida, a puncdo foi realizada por meio de agulha modelo Komiyashiki de calibre 8
gauge e 15 cm de comprimento, no sentido dorsoventral perpendicular a pele. (Figura 9)

Apds introducdo da agulha, foi aspirado conteudo medular com auxilio de seringa
de 20 mL contendo 1 mL de heparina. As amostras foram mantidas em isopor com gelo
triturado para preservagdo e encaminhadas até o laboratorio de cultivo celular do
Departamento de Clinica Veterinaria da FMVZ/USP, para o processamento laboratdrial
de tripsinizacdo, crescimento e congelamento celular, sob supervisdo da Prof. Dra. Raquel

Yvonne Baccarin.

Figura 9 - (A) Coleta de células tronco, intramedular regido lombosacra; (B) Cultivo de
células tronco. Aumento 100x. (Ribeiro, B.L.M. 2018; FULBER, J. 2018)

Ap0s a producdo e armazenamento das células tronco, elas foram transportadas
num periodo de 24 h em Dry Shipper,(Thermo®) de Sdo Paulo para Porto- Velho,
Rondbnia. Esse transporte manteve a temperatura abaixo de -150°C, fundamental para
conservacao e inativacao do metabolismo celular.

4.2.3.2 Infusao celular
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Os criotubos foram descongelados em banho maria a 36° C, sendo posteriormente,
centrifugados a 1200 rpm / 10 minutos. ApGs esse processo, foi desprezado o
sobrenadante, solucdo de conservacao celular, preservando o pellet de células tronco.

Foram instilados 20 mL de solucdo fisioldgica (NaCl 0,9%) nos tubos para
desfazer o pellet, diluindo as células, proporcionando a realizagdo da infusdo de forma
trasncervical no Utero das vacas (Figura 10).

Figura 10 - (A) Pellet de célula tronco;(B) infusdo intrauterina das células tronco.
Legenda: (A) seta vermelha pellet de células tronco (Ribeiro, B. L.M 2019)

5. ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica parcial foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism
8®. As premissas estatisticas da analise paramétrica foram verificadas pelo teste de
Shapiro — Wilk e Batlett, em ambos a hipétese nula foi rejeitada, sendo assim utilizou-se
diretrizes da analise paramétrica para inferir de forma mais precisa sobre os resultados.

Afim de se comprovar diferenca entre os grupos tratamentos fez-se uma analise
de variancia ANOVA, reafirmada pelo T-test 2way. Para todos os testes realizados foi
adotado o nivel de significancia de 5%.
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6. RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados em formato descritivo

6.1.EXPERIMENTO |

Foram examinados 37 animais, sendo separados em quatro grupos, assistidos em

trés tempos com intervalo de sete dias. (Tabela 1).

Tabela 1 - Relacdo de animais tratados e curados de acordo

com o tempo e o tipo de tratamento

N° Dia0 Dia7 Dia 14
Tratamentos animais
% (Curado/Tratados)
Limax 10 10 40% (4/10) 100% (10/10)
Limax+Quitosana 12 12 25% (3/12) 66% (8/12)
Quitosana 6 6 16% (1/6)  50% (3/6)
Controle 9 9 0,0% (0/9)  0,0% (0/9)

Fonte: (RIBEIRO, B.L.M., 2019).

6.1.2 Efeito do tratamento Limax sobre as variaveis de ECC, medidas

ultrassonograficas e exame ginecologico

A primeira andlise realizada foi identificar o efeito dos tratamentos em cada

variavel estudada com relacdo ao tempo.
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Efeito do tratamento Limax nas variaveis ECC, catarro genital, cérvix, cornos
uterinos, Doppler cores e citologia ao logo de trés avaliagdes com intervalo de 7 dias entre
elas (Tabela 2).

Tabela 2- Valores médios e desvio-padrdo das variaveis Escore de condigédo
Corporal (ECC), catarro genital, cérvix, corno uterino esquerdo, corno uterino direito,
Doppler cores e citologia endometrial em 10 animais submetidos ao tratamento Limax,

avaliado em trés diferentes tempos.

Tabela 2- Valores médios e desvio-padrdo das variaveis Escore de Condicao Corporal
(ECC), catarro genital, cérvix, corno uterino esquerdo, corno uterino direito,
Doppler cores e citologia endometrial em 10 animais submetidos ao tratamento
Limax, avaliado em trés diferentes tempos
Tratamento Limax

Dia 0 Dia7 Dia 14

Média £tDP Média +DP Média £DP
ECC 3,25+0,39 3,00 0,45 3,13 10,54
Catarro genital 2,00+0,74 1,00 +0,79* 0,00 +0,71%f
Cérvix 2,83+0,39 2,65 +0,45 2,68 +0,33"
Corno uterino esquerdo  2,24+0,80 2,05 £0,59 1,94 +0,60%
Corno uterino direto 2,48+0,59 2,04 +0,63* 2,06 +0,42%
Doppler 3,00+1,43 1,50 +0,97* 0,50 +0,95%
Citologia 25,00+18,41 11,50+6,72* 5,00 +3,53%

Legenda: * Diferenca entre 0 Dia 0 e Dia 7 pelo teste T de Student pareado (P<0,05), na
mesma linha. # Diferenca entre Dia 0 e Dia 14 pelo teste T de Student pareado (P<0,05),
na mesma linha. 1 Diferencga entre 0 Dia 7 e Dia 14 pelo teste T de Student pareado
(P<0,05), na mesma linha (Ribeiro, B.L.M. 2018).

Ao avaliar o tratamento Limax, ndo foi constatada diferenca ao longo do tempo
na variavel escore de condi¢do corporal (ECC). Entretanto, ao analisar as variaveis
ultrassonograficas, tamanho cervical e didmetro do corno uterino esquerdo, notou-se

diferenca entre os dias zero com o dia 14.

Diferentemente do observado na medida do corno uterino direito no qual a
diferenga é também observada entre os dias zero com o sete. Medidas de contagem de

neutrofilos (citologia uterina) e catarro genital diferiram em todos 0s tempos.
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6.1.3 Efeito do tratamento Limax+Quitosana sobre as variaveis de ECC, medidas

ultrassonograficas e exame ginecoldgico

Efeito do tratamento Limax + Quitosana nas varidveis ECC, catarro genital,
cérvix, cornos uterinos, Doppler cores e citologia ao logo de trés avaliacdes com intervalo
de 7 dias entre elas (Tabela 3).

Tabela 3-Valores médios e desvio-padrdo das variaveis Escore de condi¢do Corporal
(ECC), catarro genital, cérvix, corno uterino esquerdo, corno uterino direito,
Doppler cores e citologia endometrial em 12 animais submetidos ao tratamento
Limax com quitosana, avaliados em trés diferentes tempos

Tratamento
Limax+Quitosana
Dia 0 Dia7 Dia 14
Média £DP Média +DP Média £DP
ECC 2,75+0,37 2,75 0,38 2,75 +0,33
Catarro genital 2,00+0,85 1,00 +1,00 0,50+1,03 #f
Cérvix 2,81+0,78 2,79 +1,07 2,67 +0,93°
Corno uterino esquerdo  2,59+1,75 2,36 £1,07 2,46 +1,32
Corno uterino direto 2,32+1,36 2,27 £1.15 2,32 +1,10
Doppler 2,50£1,17 1,00 £1,16* 1,0 +1,23#
Citologia 27,00+£18,54 19,00+18,96* 9,00 +19,24%f

Legenda: * Diferenca entre Dia 0 e Dia 7 pelo teste T de Student pareado (P<0,05), na
mesma linha. # Diferenca entre Dia 0 e Dia 14 pelo teste T de Student pareado (P<0,05),
na mesma linha. T Diferenca entre Dia 7 e Dia 14 pelo teste T de Student pareado
(P<0,05), na mesma linha.

Ao avaliar o tratamento Limax+ quitosana, ndo foi constatada diferencga ao longo
do tempo na variavel escore de condicdo corporal (ECC) e nas medidas dos cornos

uterinos.

Entretanto, ao analisar as varidveis ultrassonograficas, tamanho cervical,
vascularizagéo tecidual pelo Doppler cores, notou-se diferenca entre os dias sete com dia
14 para ceérvix e do dia zero com dia sete e do dia zero com 14 para o Doppler.

Medidas de contagem de neutrofilos (citologia uterina) e catarro genital diferiram

em todos 0s tempos.
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6.1.4 Efeito do tratamento Quitosana sobre as variaveis de ECC, medidas

ultrassonograficas e exame ginecologico

Efeito do tratamento Quitosana nas variaveis ECC, catarro genital, cérvix, cornos
uterinos, Doppler cores e citologia ao logo de trés avaliagdes com intervalo de 7 dias entre
elas (Tabela 4).

Tabela 4-Valores médios e desvio-padrdo das varidveis Escore de Condi¢do Corporal
(ECC), catarro genital, cérvix, corno uterino esquerdo, corno uterino direito,
Doppler cores e citologia endometrial em seis animais submetidos ao
tratamento quitosana, avaliado em trés diferentes tempos

Tratamento
Quitosana
Dia0 Dia7 Dia 14
Média +DP Média +DP MédiatDP
ECC 2,88+0,65 2,63 +0,55 2,63 0,65
Catarro genital 2,00+0,75 2,00 +1,03" 1,00+0,897
Cérvix 3,00+0,53 2,66 +0,38 2,84 +0,40
Corno uterino esquerdo  2,16+0,27 2,08 +0,80 2,06 +£0,45
Corno uterino direto 1,91+0,35 1,90 +0,37 1,87 +0,32
Doppler 1,50+1,21 1,00 £1,17 0,50 +1,17
Citologia 16,50+8,60 12,50+3,39 10,0 +£2,88

Legenda: * Diferenca entre Dia 0 e Dia 7 pelo teste T de Student pareado (P<0,05), na
mesma linha. # Diferenca entre Dia 0 e Dia 14 pelo teste T de Student pareado (P<0,05),
na mesma linha. T Diferenca entre Dia 7 e Dia 14 pelo teste T de Student pareado
(P<0,05), na mesma linha (Ribeiro, B.L.M. 2018).

O grupo tratamento quitosana apresentou diferenca ao analisar o catarro genital
nos dias zero e 14 e dias 7 com 14. As demais variaveis ndo apresentaram diferenca

estatistica.

6.1.4 Efeito do tratamento controle sobre as variaveis de ECC, medidas

ultrassonograficas e exame ginecologico
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Efeito do tratamento controle nas variaveis ECC, catarro genital, cérvix, cornos

uterinos, Doppler cores e citologia ao logo de trés avaliagdes com intervalo de 7 dias entre

elas (Tabela 5).

Tabela 5-VValores médios e desvio-padrdo das varidveis Escore de Condicéo Corporal
(ECC), catarro genital, cérvix, corno uterino esquerdo, corno uterino direito,
Doppler cores e citologia endometrial em nove animais submetidos ao

tratamento controle, avaliado em trés diferentes tempos

Controle

Dia 0 Dia7 Dia 14

Média £DP Média +DP Média +DP
ECC 3,00+0,41 3,00 +0,38 2,75 +0,45
Catarro genital 2,00+0,71 3,00 +0,73 2,00+1,05
Cérvix 2,99+1,09 2,86 +1,14 2,70 £1,19
Corno uterino esquerdo  2,04+0,46 2,23 £0,60 2,31 £0,57
Corno uterino direto 2,08+0,56 2,00 +0,66 2,15+0,68
Doppler 4,00+0,73  3,00+0,83" 2,00 +1,30%
Citologia 30,00+25,65 28,00+22,17 25,00 +£19,02

Legenda: * Diferenca entre Dia 0 e Dia 7 pelo teste T de Student pareado (P<0,05), na
mesma linha. # Diferenca entre Dia 0 e Dial4 pelo teste T de Student pareado (P<0,05),
na mesma linha. T Diferenga entre Dia 7 e Dia 14 pelo teste T de Student pareado
(P<0,05), na mesma linha (Ribeiro, B.L.M. 2018).

O grupo tratamento controle apresentou diferenca ao analisar vascularizacdo do

parénquima uterino como Doppler cores em todos 0s momentos; dia zero com dia sete,

dia zero com dia 14 e dois com trés (dia sete com dia 14). As demais varidveis ndo

apresentaram diferenca estatistica.

6.2. COMPARACAO ENTRE OS TRATAMENTOS E INTERFERENCIA SOBRE
AS VARIAVEIS ECC, MEDIDAS ULTRASSONOGRAFICAS E GINECOLOGICAS

Apos o entendimento do efeito de cada tratamento em relacdo as variaveis

estudadas, foi analisada a comparacao entre os tratamentos.

6.2.1 Efeito dos tratamentos comparado com grupo controle sobre a variavel escore

de condicéo corporal (ECC)
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Comparacdo do tratamento Limax, Limax+Quitosana e Quitosana com 0 grupo

controle sobre a varidvel ECC, ao longo do tempo (Figura 11).

ECC
4_
— Controle
I -
ad 1 T T T 3 Limax
» B Limax+Quitosana
Q 5. mm Quitosana
it
1_
0 T T T
0 7 14
Tempo (dias)

Figura 11 - Valores médios e erros-padrdo da medida de ECC comparado os tratamentos
com o controle ao longo do tempo. Significancia (p<0,05), teste 2 way Anova
(RIBEIRO, B.L.M. 2019)

Ao avaliar a varidvel Escore de condicdo corporal (ECC) ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos estudados ao longo do tempo.

6.2.2 Efeito dos tratamentos comparado com grupo controle sobre a variavel -

Catarro Genital

Comparagdo do tratamento Limax, Limax+Quitosana e Quitosana com 0 grupo

controle sobre a variavel catarro genital, ao longo do tempo (Figura 12).
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Figura 12 - Valores médios e erros-padrdo do catarro genital comparando os tratamentos

com o controle ao longo do tempo. Legenda: Significancia # (p<0,001)
**(p<0,01) * (p<0,05) teste 2 way Anova (RIBEIRO, B.L.M. 2019)

Né&o foi observada diferencga, pelo teste 2 way Anova, entre os tratamentos no dia
zero sobre a variavel catarro genital. Porém, ao comparar 0 grupo controle com o grupo
Limax observa-se diferenca (p<0,001) nos dias sete e 14. Diferenca também ¢é notada no
grupo Limax +Quitosana (p<0,01) nos dias sete e 14, quando comparado ao grupo

controle. Nao houve diferenca entre 0s grupos Quitosana e o controle ao longo do tempo.

6.2.3 Efeito dos tratamentos comparado com grupo controle sobre a variavel

medidas ultrassonogréaficas —cérvix

Comparagdo do tratamento Limax, Limax+Quitosana e Quitosana com 0 grupo

controle sobre a variavel ultrassonogréafica cérvix ao longo do tempo (Figura 13).
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Figura 13 - Valores médios e erros-padrdo da medida de cérvix comparado os tratamentos
com o controle ao longo do tempo. Significancia (p<0,05), teste 2 way Anova
(RIBEIRO, B.L.M. 2019)

Ao avaliar a variavel medida de cérvix ndo houve diferenca entre 0s grupos

estudados, ao longo do tempo.

6.2.4 Efeito dos tratamentos comparado com grupo controle sobre a variavel

medidas ultrassonogréaficas —cornos uterinos

Comparacdo do tratamento Limax, Limax+Quitosana e Quitosana com 0 grupo
controle sobre a variavel ultrassonografica cornos uterinos ao longo do tempo (Figura
14).
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Figura 14 - Valores médios e erros-padrdo da medida de cornos uterinos comparado 0s
tratamentos com o controle ao longo do tempo. Significancia (p<0,05), teste
2 way Anova (RIBEIRO, B.L.M. 2019)

Ao avaliar a variavel medida de cornos uterinos, ndo houve diferenca entre 0s

grupos estudados ao longo do tempo.

6.2.5 Efeito dos tratamentos comparado com grupo controle sobre a variavel

medidas ultrassonogréaficas —vascularizacédo uterina — Doppler cores

Comparacdo do tratamento Limax, Limax+Quitosana e Quitosana com o grupo

controle sobre a varidvel ultrassonografica Doppler cores ao longo do tempo (Figura 15).
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Figura 15 - Valores médios e erros-padrdo do Doppler comparado os tratamentos com 0
controle ao longo do tempo. Legenda: Significancia # (p<0,001) **(p<0,01)
* (p<0,05) teste 2way Anova (RIBEIRO, B.L.M. 2019)

Ao analisar grupo controle com o grupo Limax obteve-se diferenca (p<0,05) nos
dias sete e 14.

Houve diferenga significativa (p<0,001) entre o grupo controle com o grupo
Limax+Quitosana no dia sete. No dia zero apresentou diferenga (p<0,01) na comparagao
desses dois grupos.

A comparacdo controle com Quitosana apresentou diferenca em todos os
momentos dia zero (p<0,05) dia sete (p<0,01) e dia 14(p<0,001).

6.2.6 Efeito dos tratamentos comparado com grupo controle sobre a variavel

citologia

Comparagdo do tratamento Limax, Limax+Quitosana e Quitosana com 0 grupo

controle sobre a variavel citologia ao longo do tempo (Figura 16).
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Figura 16 - Valores médios e erros-padrdo da citologia, comparando os tratamentos com

o controle ao longo do tempo. Legenda: Significancia # (p<0,001) **(p<0,01)
* (p<0,05) teste 2way Anova (RIBEIRO, B.L.M. 2019)

Observou-se diferenca significativa, entre o grupo controle com Limax no dia 14
(p<0,05).

6.2.7 Micro-organismos encontrados nos diferentes tratamentos
Porcentagem de micro-organismos isolados nos diferentes grupos estudados (Tabela 6).

Tabela 6 - Relagdo de micro-organismos isolados nos diferentes grupos

Micro-organismos

Streptococcus

T. pyogenes  S.intermediuns  S. aureus spp. Bacilos E.coli
Tratamentos n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Limax (4/10) 40%  (6/10) 60% (4/10) 40%  (2/10) 20%  (7/10) 70% (5/10) 50%
Limax+
Quitosana (2/12) 17% (6/12) 50% (8/12) 67% (1/12) 17% (8/12) 67% (5/12) 50%
Quitosana (1/6) 17% (5/6) 83% (5/6) 83% (1/6) 17% (4/6) 67%  (4/6) 67%
Controle (2/9) 22% (8/9) 89% (6/9) 67% (1/9) 11% (6/9) 67%  (4/9) 44%

Legenda: T. pyogenes = Trueperella pyogenes; S. intermedius = Staphylococcus intermedius; S.

aureus = Staphylococcus aureus; E. coli = Escherichia coli. Fonte: (RIBEIRO, B.L.M., 2019).

Relacédo quantitativa de micro-organismos encontrados (Figural?).
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Figura 17 - Proporcdo de animais positivos para isolamentos por micro-organismo
(RIBEIRO, B.L.M. 2019)

6.3.EXPERIMENTO Il

Apos a avaliacdo de 15 bovinos fémeas, foram selecionados nove sendo quatro
novilhas e cinco vacas, que apresentavam média de seis inseminagdes artificiais
respeitando o cio natural e induzidas com protocolos hormonais, esses animais foram
classificados como repetidores de servigo ou “Repeat Breeding”. Os animais da raca
girolando locadas na Embrapa Porto Velho —Rondbnia, apresentavam controle sanitario
e manejo nutricional bem estabelecidos. Foi realizada toda avaliagdo ginecologica e
coleta de material para identificar a provavel causa dessa falha reprodutiva. Foi realizada
a coleta de material, medidas ultrassonograficas, microbioldgico, citoldgico e

histopatoldgico.

Os resultados do microbiologico identificaram que ndo havia alta carga
bacteriana, além de ser identificado apenas bacilos, ndo cresceram em meios especificos
0 Fusobacterium necrophorum e a Trueperella pyogenes, descartando que a provavel

causa de falha reprodutiva fosse alguma infecgéo bacteriana.
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Na Citologia todos apresentaram porcentagem abaixo de 10% contagem de

neutréfilos caracterizando por Kasimanickam et al. (2004).

Tabela 7 - VValores médios e desvio-padrdo das variaveis Escore de Condic¢&o Corporal
(ECC), corno uterino esquerdo, corno uterino direito, Doppler cores e citologia
endometrial em 9 animais submetidos ao tratamento com células tronco,
avaliado em dois diferentes tempos com intervalo de 30 dias

Dia 0 Dia 30

Média +DP Média +DP
ECC 4,0+0,27 3,750,28
Corno uterino esquerdo ~ 1,73+0,31  1,89+0,23*
Corno uterino direto 1,66+£0,29  2,18+0,35*
Doppler 1,00£1,33  2,0+0,71
Citologia 2,00£6,00 0,0+0,44

Legenda: * Diferenca significativa entre os momentos Dia 0 e Dia 30 pelo teste T de
Student pareado (P<0,05), na mesma linha. Fonte: RIBEIRO, B.L.M., 2019.

Os dados da tabela sete indicam uma diferenca nas dimensdes dos cornos uterinos
direito e esquerdo havendo um aumento no didmetro de ambos ap6s o tratamento com as

células tronco.

Anélise das laminas de bidpsia uterina, contendo caracteristicas observadas entre as

amostras (Tabela 8).

Tabela 8 - Caracteristicas observadas no histopatologico, antes da infusdo da terapia
celular.

vacas Observacdes
ProjecBes revestidas por epitélio endometrial colunar com citoplasma levemente
vacuolizado. Fibrose densa e difusa.

38

Endométrio em fase secretora com secrecdo no limen, algumas dilatadas e com células

inflamatérias. Presenga de leucocitos com granulacéo eosinofilica. Epitélio endometrial
39 esta claro e levemente vacuolizado

Epitélio colunar a cuboide com citoplasma levemente vacuolizado. Fibrose densa e difusa.

49
ProjecBes revestidas por epitélio endometrial colunar com citoplasma levemente
0 vacuolizado. Fibrose densa e difusa.
5
Epitélio colunar com vacuolizagdo leve no citoplasma, glandulas revestidas por epitélio
- similar. Edema, vasos dilatados e congestos, focos de fibrose.
3 Amostra insuficiente para total descrigéo.
7
83 Fragmentos exibem fibrose, sendo em um fragmento frouxa e nos demais densa e difusa.
Somente fibrose nos fragmentos
100
Epitélio com citoplasma levemente vacuolizado; ha raros neutrdfilos, focos de vasos
0 dilatados e congestos, edema superficial e profundo; fibrose
104

Fonte: (RIBEIRO, B.L.M., 2018).
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A tabela 8 indica alteragdes observadas no histopatologico, em sua maioria ha

lesdo de fibrose no endométrio uterino.

Os nove animais estudados apos a ultima coleta (Dia 30), foi administrado 2mL
de prostaglandina (PGF2a), via intramuscular, com o objetivo de lisar o corpo luteo e
esses animais apresentarem cio. As vacas do estudo oito foram inseminadas, porém nao

apresentaram gestacéo positiva.

N&o foi possivel realizar o exame microbiol6gico das vacas no momento dia 30,
pois as amostras nao estavam viaveis para analise, pois excederam mais de cinco dias no

meio de cultura Stuart, podendo ter contaminacéo.

Os resultados do histopatoldgico ap6s o dia 30 ndo ficaram prontos até a
compilacgdo dessa tese.

7. DISCUSSAO

Este estudo teve como finalidade avaliar e comparar a eficacia de diferentes
tratamentos para enfermidades uterinas, em especial a endometrite e em vacas repetidoras
de servico (Repeat Breeding). Para tanto, foram tomadas abordagens inéditas nesse tipo
de ensaio clinico, na busca constante por terapias alternativas ao uso de antibidticos,
destacando a importancia na reducdo do uso indiscriminado de antibioticoterapia,
evitando assim o surgimento de bactérias resistentes e periodo de caréncia no leite ou na

carne.

7.1.EXPERIMENTO I:

Conforme proposto nesse primeiro estudo, foram estudadas vacas diagnosticadas
com endometrite, avaliadas no periodo de 20 a 40 dias pos-parto. Conforme destacado
por Sheldon et al. (2006), a endometrite ocorre a partir do 21° dia pos-parto e se trata de
uma inflamacéao uterina sem sinais sistémicos de doenca, porém ela se destaca por estar

relacionada ao desempenho reprodutivo negativo.
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Com o intuito de melhorar a precocidade no diagnostico de endometrite, alguns
pesquisadores utilizam avaliagdo subjetiva visual e tatil referente a quantidade de gordura
subcutanea no animal conhecido como escore de condic¢do corporal (ECC), que possui
variacdo de zero (muito magra) a cinco (extremamente gorda) (EDMONSON et al.,
1989).

Para Domecq et al. (1997), a diminui¢do mais pronunciada no ECC entre a 4° e 8°
semanas apds o parto seria um fator predisponente para a instalacdo da endometrite.
Entretanto, o resultado observado neste estudo ndo mostrou diferenca do ECC entre os
grupos e nem com relacdo ao tempo. Sabe-se que a utilizacdo de ECC é ferramenta de
controle do rebanho, que permite a analise da condicdo de reserva energética dos animais
e do status nutricional do rebanho (HOEDEMAKER; PRANGE; GUNDELACH, 2009).
Portanto, variacbes com baixo ECC no peri-parto sdo associadas a diminuicdo da
fertilidade e um aumento a predisposicao as doencas como metrite, endometrite, doencas
podais, deslocamento de abomaso e doencas metabolicas (KIM; SUH, 2003;
HOEDEMAKER; PRANGE; GUNDELACH, 2009).

Ao realizar a avaliacdo ultrassonografica linear e com Doppler entre animais com
endometrite, foi observada diferenca entre os tratamentos e as medidas de cérvix e cornos
uterinos. Os tratamentos Limax, Limax+ Quitosana demonstram diferenca entre os
tempos, ou seja, o didmetro de cérvix e cornos uterinos diminuiram comparados do dia
zero ou ao dia sete. Entretanto, o tratamento Quitosana e controle ndo apresentaram
diferenca entre os tempos com base nas medidas ultrassonogréficas. Além disso, ao
analisar os resultados entre os grupos Limax e Limax+quitosana, observamos que o
melhor efeito comparado a reducdo dessas medidas foi com o grupo Limax. Sugere-se
que a Quitosana pode ter influenciado nesse resultado, onde talvez a interagdo dessas
substancias possam continuar por mais tempo interagindo com a mucosa endometrial,
prolongado um didmetro maior dessas estruturas. Contudo, os tratamentos Limax e
Limax+ Quitosana demonstraram efeito positivo comparados ao controle nessa involucgao
uterina, havendo diferenca entre o tamanho de cérvix e do Utero que eram maiores em
animais com endometrite. Este resultado esta de acordo com o conhecimento sobre a
involucdo normal uterina e da cérvix, pois apds o parto o Utero encontra-se muito
aumentados, pesando aproximadamente de 8 a 10 kg. Em geral, uma involugéo
macroscopica do Utero ocorre em aproximadamente 3 a 5 semanas pos-parto, periodo em

que o Utero devera pesar aproximadamente 0,9 kg e o didmetro do corno uterino pre-
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gravidico devera medir menos que 5 cm (GIER; MARION, 1968). A involucao da cérvix
por sua vez ocorre mais lentamente, completando o processo por volta das 4 a 6 semanas
pos-parto (MORROW et al., 1966).

O estabelecimento da prenhez depois do parto depende do retorno anatbmico e
funcional do trato genital a um estado semelhante ao anterior & gestacdo (MATEUS et al.,
2002). Slama, Vaillancourt e Goff (1991) e Mateus et al. (2002) provaram que um quadro
de infeccdo uterina proporciona involucdo retardada, conforme observado no grupo
controle e Quitosana, 0s quais nao apresentaram diferenca ao longo do tempo. Por esta
razdo, Wehrend et al. (2003) ressaltaram a importancia da avalia¢do da involucdo uterina
e cervical para auxiliar na diferenciacdo entre manifestaces patologicas e fisiologicas.
Os bovinos com endometrite avaliados neste trabalho apresentaram diametro de cérvix e
cornos uterinos maior, corroborando com LeBlanc et al. (2002a), que caracterizaram
vacas com endometrite clinica quando apresentaram didmetro de cérvix aumentado por
palpacdo transretal ap6s o 20° dia pos-parto, ou com a presenca de secrecdo

mucopurulenta ou purulenta observada por vaginoscopia depois do 26° dia pos-parto.

A ultrassonografia Doppler é empregada na medicina desde os anos 90 com
intuito de investigar distarbios hemodindmicos no Utero e ovarios durante o ciclo
menstrual em mulheres inférteis (STEER et al., 1994) além de possiveis causas de perda
embrionaria (FERREIRA etal., 2007). Com isso, a medicina veterinaria, passou a utilizar
essa ferramenta, com a finalidade de melhorar a eficiéncia reprodutiva nos animais
(BOLLWEIN et al., 2000). A vascularizagdo uterina e ovariana sdo bem utilizadas na area
de reproducéo animal, pois auxiliam no conhecimento para determinar o melhor momento
de realizar uma inseminacdo artificial e precocidade em determinar prenhez
(BOLLWEIN; HEPPELMANN, 2016). Esses estudos avaliaram a velocidade de fluxo
sanguineo uterino e ovariano durante o ciclo estral e gestacdo nos animais. O modo
Doppler cores permite a estimativa subjetiva do grau de vascularizacdo do tecido
avaliado, fornecendo imagens coloridas do fluxo sanguineo (GINTHER; MATHEW,
2004). Neste trabalho foi feita uma adaptacdo do modelo proposto por Ginther (2007)
para avaliacdo de alteracGes hemodinamicas uterinas ligadas a endometrite (RIBEIRO,
2016). Durante o experimento, 0 modo Doppler mostrou grande variagao entre 0s grupos
e 0s momentos estudados, ndo havendo consonancia entre o efeito dos tratamentos e o
tempo com relacdo a vascularizagcdo do parénquima uterino. Visto que o grupo controle

apresentou diferenca em todos 0os momentos, torna-se precipitada a comparacdo de
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alteracdo vascular com endometrite, ja que essa alteracdo na vascularizagdo pode sofrer
influéncia do ciclo hormonal (GINTHER, 2007). Entretanto, Ribeiro (2016) verificou que
mesmo apresentando variagao vascular entre os grupos endometrite e animais sadios, foi
observado uma correlacdo entre o grau de vascularizacdo quatro com a presenca de

Trueperella pyogenes, micro-organismo importante na endometrite.

Outra variavel estudada com respeito ao exame ginecologico, se deu pela
avaliacdo e classificacdo do catarro genital (GRUNERT; BIRGEL; VALE, 2005). Esse
processo se deu por vaginoscopia e Metricheck, dos quais ndo tiveram diferenca entre
eles na classificacdo do escore do catarro genital (DUBUC et al., 2010). Foi observado
que houve diferenca estatistica comparando os tratamentos com o grau de catarro. O
grupo Limax mostrou diferenca sete dias apos a infusdo e essa diferenca persistiu até a
ultima avaliacdo. Resultado também observado no grupo Limax+Quitosana, porém,
diferente do encontrado no grupo Quitosana, no qual a diferenca s foi observada ao
comparar o dia zero com dia 14 e dia sete com dia 14, indicando que esse tratamento
apresentou uma melhora ap6s sete dias da administracdo. O grupo controle ndo
apresentou melhora no catarro durante o tempo, comprovando a importancia do
tratamento na melhora do grau do catarro. A analise do catarro genital pela vaginoscopia
ndo deve ser utilizada isoladamente como teste ouro para diagnoéstico de endometrite, pois
ndo permite diferenciar se a secrecdo é proveniente da cérvix ou Utero (LEBLANC et al.,
2002a). Entretanto, Barlund et al. (2008) encontraram especificidade de 95% e
sensibilidade de 53,9% tendo como padréo a citologia endometrial.

Ao pensar num teste de padrdo ouro para enfermidades uterinas menos invasiva e
com alta confiabilidade, Gilbert et al. (2005) e Kasimanickam et al. (2004) defendem a
citologia uterina, ressaltando como diagnostico, pratico e eficiente para avaliagdo de
processos infecciosos uterinos, visto que, ao contar a quantidade de neutréfilos, pode-se
classificar como havendo um processo infeccioso intrauterino. Nesse estudo foi
identificada diferenca estatistica no grupo Limax e Limax Quitosana ao longo do tempo,
quanto a reducdo de neutrofilos contados na citologia, resultado que ndo se repete nos
grupo Quitosana nem o controle, indicando assim uma melhora nos tratamentos com o
Limax e ou Limax+ Quitosana. O grupo Quitosana nao apresentou diferenca estatistica,
assemelhando-se ao controle, corroborando com Daetz et al., (2016), que utilizaram
Quitosana para tratamento de enfermidades uterinas, em especial a metrite, mas nédo

obtiveram resultado de cura. Outro fator de destaque, que ao comparar o efeito da
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citologia entre os tratamentos, o grupo Limax foi o Unico que mostrou diferenca
significativa na ultima avaliacdo (dia 14), mostrando o efeito positivo desse produto na
reducdo de neutrdfilos no endométrio. Acredita-se que o fato de ndo observar maior
frequéncia na diminuicdo desses neutrofilos nos outros grupos comparados ao grupo
controle, se da, por algum processo inicial irritativo na mucosa, promovendo maior aporte
de células inflamatérias e consequentemente, a cura posterior. Entretanto, como a
Quitosana ndo apresentou efeito positivo para cura, ela pode ter influenciado no resultado

do grupo Limax+Quitosana, prolongando o processo de cura do animal.

Ao analisar os patdgenos presentes no Utero, Santos, Gilbert e Bicalho (2011)
identificaram a microbiota uterina em animais saudaveis. Desta forma, tornou-se possivel
associar a presenca de patdgenos especificos com a doenca. Dentre 0s agentes causadores
de infeccdo uterina destacam-se: Trueperella pyogenes, Escherichia coli, Fusobacterium
necrophorum e Bacteroides spp. (SHELDON; DOBSON, 2004; BICALHO et al., 2010;
JEON et al., 2015). Acredita-se que a Trueperella pyogenes atue em sinergismos com
Fusobacterium necrophorum, aumentando a severidade das doencas uterinas (OLSON et
al., 1984; WILLIANS et al., 2005; SHELDON et al., 2006). Bicalho et al. (2012) afirmam
que a Trueperella pyogenes é reconhecida como um importante agente patogénico
associado a endometrite, devido a sua persisténcia, permanéncia no Utero contaminado.
Machado et al. (2012), comprovaram utilizando metagenoma, alta relacéo de Trueperella

pyogenes com endometrite.

Neste estudo, 0 exame microbioldgico foi utilizado com o objetivo de identificar
quais agentes microbianos estavam envolvidos na manifestacdo clinica da endometrite.
Foram isoladas bactérias do género Bacillus spp.; Trueperella pyogenes, Escherichia coli,
Staphylococcus intermedius, Streptococcus sp., Staphylococcus aureus es spp. (De Boer
et al., 2015).

Apesar da endometrite ser uma enfermidade com cura espontanea, Dubuc et al.
(2011), e que tem uma cura mais rapida ao utilizar antibioticos, novas ferramentas a base
de nanotecnologia estdo disponiveis a fim de melhor esses indices, pois essa enfermidade
influencia negativamente no indice reprodutivo, gerando Onus econdmico nas
propriedades (ABHISHEK et al., 2018). Com objetivo de reduzir isso, faz-se importante
0 uso de novas ferramentas que possam auxiliar numa melhor precisdo de tratamento,
sem que tenha descarte de leite e que seja efetivo na cura da enfermidade, melhorando os
indices reprodutivos dos animais de producao.
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Com base nesses resultados, conclui-se que estamos diante de um novo produto
que mostrou eficacia para o tratamento de endometrite. O uso da nanotecnologia,
biomateriais abrange um apelo mundial para evitar o uso indiscriminado de antibidticos,
devido ao surgimento de bactérias resistentes, alem de ndo haver residuo no leite ou na

carne evitando efeitos deletérios a saude humana e animal.

7.2.EXPERIMENTO Il

Os resultados do experimento 11 demostraram outra vertente para se compreender as
causas de infertilidade numa propriedade rural, as chamadas vacas repetidoras de servico
ou “Repeat Breeding”. Sdo inumeras as causas de infertilidade, como doencgas
metabdlicas (MENDONCA JUNIOR et al., 2011), falha no controle sanitario
(JUNQUEIRA; ALFIERI, 2006), doencas puerperais com retencao de placenta, metrite
(MACHADO, 2012; ALVAREZ, 2009) e falhas hormonais (SARTORI; MOLLO, 2007).
Esse estudo proporcionou observar que além desses fatores, ha o fato do Gtero estar
inapropriado para receber e fixar o embrido, pois existem modificagdes estruturais na
mucosa, que passa a ter muita fibrina, inviabilizando o processo reprodutivo
(ABHISHEK et al., 2018). Sabe-se que essa substitui¢cdo do endomeétrio por tecido fibroso
esta associada a animais mais velhos (SNIDER et al., 2011; WALLCHILI, 1990).

Diversos estudos sdo realizados a fim de compreender e corrigir os efeitos
nutricionais e hormonais nas vacas, objetivando melhora no desempenho reprodutivo
(SARTORI; MOLLO, 2007). Entretanto é préatica, ao excluir as causas nutricionais,
sanitarias e hormonais, descartar vacas que ndo emprenham mesmo apos diversas
tentativas, pois envolvem prejuizo econdmico (MELLO, 2014).

Em algumas situacbes em que as vacas apresentam a causa de infertilidade
conhecida, como a presenca de agentes infecciosos, adota-se alguns procedimentos
terapéuticos muito estudados no passado, na tentativa de melhorar as condigdes uterinas.
Dentre as substancias utilizadas aparecem infuséo intrauterina com Lugol (CARVALHO
et al., 1982) e cloridrato de tetraciclina (GRUNERT, BIRGEL; VALE, 2005; GOSHEN;
SHPIGEL,2006), e administracdo hormonal (GALVAO et al., 2009). Porém, outros
pesquisadores observaram em éguas a presenca de efeitos deletérios ao endométrio, ou

seja, inflamacdo intensa com aderéncia e fibrose (ARRUDA et al., 2003).
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Nesse contexto, essa intensa fibrose no endométrio ja foi relatada em outras
espécies, onde em éguas com queixa de infertilidade foi encontrado um elevado
percentual de fibrose no Utero (SNIDER et al., 2011), corroborando com o que foi
observado neste experimento realizado em vacas. Entretanto, Wallchili, (1990), observou
alta incidéncia de fibrose uterina em éguas com idade superior a 11 anos, diferente do que
foi observado nesse estudo, onde haviam seis novilhas com idade inferior a 18 meses.

O exame ginecoldgico, constituido por palpacdo retal, avaliacdo
ultrassonografica, citologia e vaginoscopia (GRUNERT, BIRGEL, VALE 2005), nao
permite avaliar o grau de lesdo tecidual, ou seja, processos degenerativos de fibrose, que
o0 histopatoldgico fornece (DEBOIS; MANSPEAKER, 1986). A bidpsia uterina, mesmo
sendo um método invasivo, consiste na avaliacdo histoldgica do endométrio, permitindo
dar prognostico sobre o potencial reprodutivo da fémea, bem como orientar o tratamento
e 0 manejo reprodutivo. Além disso, possibilita caracterizar variac@es histoldgicas do
endomeétrio decorrentes das atividades hormonais (BONNETT, et al., 1991).

A degeneracdo endometrial caracteriza-se por proliferacdo de tecido conjuntivo
ao redor das glandulas (VASSENA et al., 2015), corroborando com o visto nesse estudo,
onde o tecido conjuntivo denso observado ao redor das glandulas pode dificultar a sua
funcéo.

Ao analisar os dados antes e depois da terapia celular, observou-se uma diferenca
no diametro uterino tanto no corno direito como no esquerdo, onde podem ser
consideradas algumas hipoteses para a ocorréncia desses eventos. A primeira delas trata-
se a interferéncia hormonal, pois € sabido que ha alteracdo uterina fisiolégica quanto a
fase reprodutiva (GIER; MARION, 1986). A segunda hipdtese relaciona-se com a
involucdo tardia do utero. Slama et al. (1991) provaram que um quadro de infeccdo
uterina predispde a aumento do didmetro uterino e a involucdo lenta no puerpério. Mateus
et al. (2002) afirmaram que a involucdo uterina tardia prejudica o retorno desse animal
para reproducdo. No entanto, essa hipdtese estd descartada nesse estudo, pois 0s animais
na segunda avaliacdo citoldgica, 30 dias ap0s ao tratamento, ndo apresentavam
caracteristicas de alguma enfermidade uterina.

Outra hipdtese relacionada ao aumento do diametro uterino, ocorre em
decorréncia ao que Gutierrez et al. (2009) observaram ao utilizar células tronco em fibrose
pulmonar, um aumento de processo inflamatdrio, seguido do reparo tecidual alveolar, em

funcdo da minimizagéao da fibrose no local.
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Como critério de selecdo dos animais para esse experimento, 0S mesmos nao
apresentavam alteracdo no ciclo estral, visto que foram submetidos a protocolos de
inseminacao artificial. Ao realizar a avaliacdo ultrassonografica, 0s animais apresentavam
estruturas fundamentais no conhecimento do ciclo estral, como por exemplo presenca de
corpo luteo (CL) vascularizado (BARBOSA, 2012; GINTHER, 2005).

Alteraces no endométrio podem interferir no funcionamento ovariano,
prejudicando a ciclicidade desses animais (KINDAHL et al.,1992). Entretanto, Liu et al.
(2008) observaram uma relacdo entre o tratamento com uso de células tronco
mensenquimais com a funcionalidade ovariana. Em nosso estudo ndo foi observado
nenhum prejuizo nessa relagdo, visto que os animais foram inseminados ao término do
estudo, quando apresentaram cio. Infelizmente, o resultado dessa inseminac¢ao nédo obteve
gestacdo positiva.

Apesar da reconhecida capacidade regenerativa das células tronco mesenquimais
ja citada na literatura, em relacdo ao reparo dos tecidos, ndo ha relatos do seu uso em
vacas repetidoras de servico. Essa terapia foi aplicada em éguas com endometrite,
demonstrando resultados promissores para tratamento dessa enfermidade.

Foi observado por Ho et al. (2009) que as células tronco mesenquimais participam
do processo de crescimento, remodelacdo e cicatrizacdo tecidual. Vanessa et al. (2015)
constataram que o uso das células tronco mesenquimais promovem aumento do nimero
de células progenitoras, que normalmente estdo presentes no tecido afetado, aumentando
assim seu potencial de regeneracdo (CHAN, VILELLA, DEY, SIMON, 2013).

Infelizmente ndo puderam ser constatadas essas observacdes, pois ndo foi possivel a
realizacdo do exame histopatoldgico das amostras coletadas ao final do estudo. O material
ainda encontra-se em processamento para futura analise, sendo posteriormente incluido

na publicacdo do artigo referente a esse estudo.
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8. CONCLUSOES

Com a andlise dos resultados obtidos nessa pesquisa foi possivel concluir que:

e S&o resultados promissores 0 uso de Limax e ou associado a quitosana para
tratamento de endometrite, pois sdo biomateriais e ndo apresentam residuo
e A terapia celular, com células tronco € inovadora e por isso mais estudos devem

ser realizados com muito critérios.
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