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RESUMO

O Brasil é o quarto maior produtor de leite do mundo, mesmo com um grande quantitativo
de animais os rebanhos brasileiros ainda enfrentam varios problemas que impedem o
aumento da producdo, entre eles podemos destacar as infec¢es uterinas que acometem
0s animais no periodo de transicdo pos-parto. Diante disto objetivou-se neste trabalho
avaliar a resposta leucocitaria com o uso do pegbovigrastim em vacas holandesas no pos-
parto. O experimento foi realizado na estacdo experimental do Instituto de Pesquisa
Agrondmica localizado em Sdo Bento do Una, agreste de Pernambuco. Doze animais
foram divididos em dois grupos, controle (GC) e tratamento (GT), onde o GT recebeu
duas aplicacGes do produto, sete dias antes da data prevista para o parto e outra em até 24
horas apos o parto, 0 GC recebeu nas mesmas condi¢bes do GT solucéo fisiologica de
NaCl 0,09%. Todos os animais foram avaliados por meio de leucometria e citologia
endometrial a cada sete dias desde a primeira aplicacdo até 21 dias ap6s o parto. Os
animais que receberam o pegbovigrastim obtiveram um resultado satisfatério na
quantidade total de leucocitos (p <.0001), principalmente devido ao aumento de
neutréfilos segmentados no qual o GT apresentou média geral de 10.467 cél/uL de sangue
e 0 GC com média geral de 4.278 cél/uL (p <0,004), contudo ndo houve variagcdo na
porcentagem de neutréfilos segmentados presentes no endométrio. Conclui-se que o
tratamento é eficaz para aumento da quantidade de leucdcitos, principalmente neutréfilos

segmentados, no pds-parto.

Palavras chave: G-CSF, citologia, leucdécitos, puerpério, imunidade uterina, hemograma.



ABSTRACT

Brazil is the fourth largest milk producer in the world, even with a large number of
animals the Brazilian herds still face several problems that prevent the increase of
production, among them we can highlight the uterine infections that affect animals in the
postpartum In view of this, the objective of this study was to evaluate the leukocyte
response with the use of pegbovigrastim in postpartum Holstein cows. The experiment
was carried out at the experimental station of the Agronomic Research Institute located
in S&o Bento do Una, in the state of Pernambuco. Twelve animals were divided into two
groups, control (CG) and treatment (TG), where TG received two applications of the
product, seven days before the expected date of delivery and another one within 24 hours
after delivery. The CG received at the same conditions saline solution 0.09% NaCl. All
animals were evaluated by leukometry and endometrial cytology every 7 days from the
first application to 21 days postpartum. The animals that received pegbovigrastim had a
satisfactory result in the total amount of leukocytes (p <.0001), mainly due to the increase
of segmented neutrophils in which TG presented a general mean of 10,467 cells / uL of
blood and GC a mean of 4,278 cells / uL (p <0.004), however there was no change in the
percentage of segmented neutrophils present in the endometrium. It is concluded that the
treatment is effective to increase the amount of leukocytes, mainly segmented

neutrophils, in the postpartum period.

Key words: G-CSF, Cytology, Leukocytes, Puerperium, Uterine immunity, Blood Count.
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1. INTRODUCAO

Em 2010 a producdo mundial de leite foi de 695,7 bilhGes de litros, dos quais 0
Brasil contribuiu com 4,42% ou 30,7 bilhdes de litros. Entre 2000 e 2010 a producgéo
cresceu em média 4,4% ao ano, sendo a segunda maior taxa anual de crescimento do
mundo. O primeiro lugar foi da China, com 17,61% (EMBRAPA, 2011). A producdo de
leite brasileira esta evoluindo de sistemas menos produtivos para sistemas de producao
envolvendo processos tecnoldgicos mais sofisticados e com animais de maior
produtividade. (STOCK et al., 2008). Segundo Vilela (2002) a producdo de leite ocupa
espaco de destaque no agronegécio brasileiro e com perspectiva de expansao nos

proximos anos.

De acordo com o IBGE (2015) o Brasil possui 215.199.488 bovinos, deste total
29.092.184 (13,52%) encontra-se na regido Nordeste. O efetivo bovino do estado de
Pernambuco (PE) consiste em 1.948.357 animais, destes 25,21% sdo vacas em lactagéo,
sendo responsaveis pela producéo de 855.102 litros de leite, gerando uma renda de cerca
de R$ 987.483,00. O municipio de S&o Bento do Una, localizado no agreste do estado de
Pernambuco distante 215 Km da capital Recife, é responsavel pela producdo de 47.900
litros de leite, estabelecendo uma renda de R$ 50.295,00 anuais (IBGE, 2015).

Apesar da grande quantidade de animais, o Brasil € um dos paises que apresenta
menor produtividade por vaca. Segundo Santos (2009) isso se deve ao baixo valor
genético dos animais, refletindo em animais pouco produtivos, além do manejo
inadequado e falhas no gerenciamento das empresas rurais. Desse modo medidas que
visem minimizar tais problemas podem ser um fator importante para o aumento do lucro

e para a permanéncia do produtor na cadeia produtiva do leite.

O impacto das infecgdes uterinas no desempenho do gado leiteiro, durante os anos
de 1990 a 2005, foi estudado por Bell & Roberts (2007), e relataram que fatores como o
namero de partos da matriz, o nimero de bezerros no parto e a apresentacéo do bezerro
estdo relacionados com o aumento do nimero de endometrites nos animais. Segundo 0s
mesmos autores, as infec¢des uterinas promovem aumento significativo no intervalo

parto/concepcdo e consequentemente uma diminuigdo na producéo de leite.

O estabelecimento de infec¢cbes microbianas uterinas pode ter consequéncias

negativas para a funcdo reprodutiva no pos-parto (KASIMANICKAM et al., 2004;
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DOBSON et al., 2008; GAUTAM et al., 2009). De acordo com Esposito et al. (2014) o
comprometimento da funcdo imunoldgica sistémica é uma das causas de doencas
uterinas. O sistema imunoldgico desempenha um papel importante nos mecanismos de
defesa uterina. Na biologia celular, a defesa contra bactérias é proporcionada por
infiltrados uterinos de células polimorfonucleares (PMNs) que fagocitam e eliminam
bactérias (GILBERT et al., 2007). Os PMNs sdo recrutados para o utero infectado por
fatores quimiotacticos, como Interleucina-6 (IL-6) (ZERBE et al., 2003; METTE et al.,
2010). Citocinas pro-inflamatorias tais como IL-6, 1L-8 (Interleucina-8) e TNF (Fator de
Necrose Tumoral) podem acelerar a infiltracdo de PMNs no endométrio bovino apos a
infeccdo (FISCHER et al., 2010).

O fator estimulante de coldnia (CSF) é um grupo de citocinas necessarias para a
proliferacédo e diferenciacdo de uma variedade de células tronco hematopoiéticas. Esses
fatores de crescimento sdo glicoproteinas distintas que se ligam a células por meio de um
receptor comum. S&o produzidos por uma variedade de células, incluindo fibroblastos,
células endoteliais, macréfagos e células T (CULLOR, 1990). Cada CSF-alvo tende a
estimular uma linhagem celular especifica para expandir ou ativar sua funcdo. A
influéncia marcante do fator estimulante de coldnia - Granulocitos (G-CSF) em
populacdes de células fagociticas sugere possiveis aplicagdes clinicas na prevencao de

doengas infecciosas bacterianas, como a mastite e a metrite (CULLOR, 1990).

A metrite é definida como uma inflamagdo do Utero, resultando em sinais
sisttmicos da doenca, incluindo febre, Utero aumentado de volume com odor fétido e com
descarga aquosa ou purulenta, nos primeiros 7 dias apos o parto (SHELDON et al.,
2006a). Entre estes podem haver fatores predisponentes, como retencdo de placentas,
maceracdo fetal ou parto distocico (FOLDI et al., 2006; SHELDON et al., 2006a, b;
CHAPWANYA, 2008).

Para combater esses problemas e aumentar a produtividade dos animais é
necessario estabelecer protocolos terapéuticos e de manejo visando aumentar a imunidade
do animal no periodo critico de transicdo. Para isso, estratégias de manejo sé@o utilizadas
visando melhoria na producdo dos rebanhos. Entre elas destaca-se a administragéo de
pegbovigrastim, forma modificada do fator estimulador de coldnias de granulécitos
bovinos (bG-CSF) conjugado com polietilenoglicol (PEG), pretendendo melhorar os
indices produtivos dos animais produtores de leite, interferindo diretamente no combate

a infecgdes no pos-parto.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Analisar a resposta leucocitaria com o uso de Pegbovigrastim em fémeas bovinas

da raca Holandesa no periodo de transi¢do pds-parto.

2.2 ESPECIFICOS

- Analisar pelo leucograma a resposta leucocitaria sistémica em fémeas bovinas
tratadas com pegbovigrastim no pos-parto;
- Avaliar o quantitativo de neutréfilos no Gtero de fémeas bovinas tratadas com

pegbovigrastim pela técnica de citologia esfoliativa no pds-parto;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 FISIOLOGIA DA REPRODUCAO NO PERIODO POS-PARTO

O periodo do puerpério é um processo fisioldgico de modificacBes que ocorrem
apoés o parto no sistema reprodutivo da fémea, levando-a a recuperacdo das
transformaces ocorridas durante o periodo da prenhez, para finalmente atingir volume,
tamanho, posicdo e adquirir novamente a capacidade reprodutiva para futura gestacédo
(GRUNERT e BIRGEL, 1982). Esse periodo abrange uma fase de inatividade ovariana e
sexual previamente ao retorno a ciclicidade. E variavel e pode ser alterado por diversos
fatores tais como a producéo leiteira, amamentacéo, nutrigdo, escore de condicao corporal
(ECC) e condicdes uterinas (BALL e PETERS, 2004).

De acordo com Crowe (2008) o retorno a ciclicidade pode ser demorado em
decorréncia do balanco energético negativo (BEN), retencdo de placenta, infeccdes
uterinas e distocia. Shrestha et al. (2004) relatam que esse fato influencia na taxa de

concepcao e consequentemente no intervalo entre partos.

Somente apos o retorno as condi¢des uterinas normais de ndo gestante € que uma
nova prenhez podera se estabelecer. Estima-se que haja forte relacdo entre a involugédo
uterina e o retorno a atividade ovariana pos-parto. O intervalo parto/concepcdo €
dependente da involucdo uterina, e por sua vez, é resultante de manejo nutricional
adequado, mecanismo de defesa uterino atuante e auséncia de doencas reprodutivas e
metabolicas (SHELDON et al., 2003). Ainda segundo Sheldon et al. (2003) a involucao
uterina € caracterizada pelo processo de regeneracdo do endométrio e eliminacdo da
contaminacdo bacteriana, simultaneamente ao retorno da atividade ciclica ovariana
(HERATH et al., 2006a).

Nas vacas leiteiras, o periodo do puerpério ou de transicdo € marcado por
mudangas nutricionais, metabdlicas, hormonais e imunolégicas que tém impacto na
incidéncia de infecgbes e doengas metabdlicas (GOFF e HORST, 1997). Durante este
periodo, as vacas estdo em um estado de balanco energético negativo, que ocorre em
virtude da demanda por nutrientes para a producdo de leite que aumenta rapidamente e
excede o suprimento de nutrientes fornecidos pela ingestdo de alimentos (BAUMAN e
CURRIE, 1980). Este balanco de energia negativo resulta em menores niveis glicémicos

e na mobilizacdo de reservas corporais para fornecer energia adicional, levando a
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concentragBes sanguineas elevadas de acidos graxos ndo esterificados e acido -
hidroxibutirico (BUSATO et al., 2002 DRACKLEY, 1999). Além disso, o célcio e o
fésforo sdo mobilizados para a sintese do leite, predispondo a uma diminuicdo nas suas
concentragBes sanguineas (DRACKLEY et al., 2005).

Durante o periodo de transicdo, as vacas leiteiras experimentam um estado natural
de imunossupressdo, o que pode aumentar sua susceptibilidade a infec¢des uterinas e
mamarias (SHELDON, 2004). Ha estudos associando a disfuncdo do metabolismo de
energia durante o pds-parto com o estado de imunossupressdo. Alguns pesquisadores
observaram que o balanco energético negativo e a ocorréncia do figado gordo agravam a
imunossupressdo do parto, proporcionando as vacas de leite a apresentarem metrite
(WENSING et al., 1997; BOBE et al., 2004; HAMMON et al., 2006).

3.2 MICROBIOTA UTERINA NO POS PARTO

Durante o parto, a abertura das barreiras anatdmicas constituidas pela vulva,
vagina e cérvix possibilita a invasao do utero por bactérias ambientais, presentes nas fezes
e na pele dos animais. Alteragdes nos mecanismos de defesa contribuem para a
persisténcia de bactérias patogénicas e favorecem o estabelecimento de doencas.
Modificagbes no ambiente uterino e atraso no retorno da atividade ovariana podem
resultar em subfertilidade (SHELDON e DOBSON, 2004; SHELDON et al., 2006a;
SHELDON et al.,2008a; SHELDON et al.,2009b). Em bovinos leiteiros, por exemplo, a
diminuicdo na ingestdo alimentar no periodo pré-parto e o aumento da demanda
energética para producéo leiteira modificam o estado nutricional e imunoldgico, o que

pode favorecer a instalacdo de uma infeccdo uterina (SORDILLO et al., 2009).

ApoOs o parto, alteracdes ocorridas no endométrio, juntamente com o fluido e
debris celulares presentes no lumen uterino, promovem rapida multiplicacdo bacteriana
(AZAWI, 2008), sendo que, em mais de 90% das vacas, € possivel observar a presenca
de bactérias no Utero durante duas a trés semanas apds o parto. Porém, as bactérias sdo
gradualmente eliminadas ao longo do processo de involucdo uterina normal (OLSON et
al., 1986; MCENTEE, 1990; SHELDON e DOBSON, 2004; SHELDON, 2007). De
acordo com Sheldon et al. (2008b) e Foldi et al. (2006) 40% dos animais continuam neste
quadro por mais uma semana. A colonizacéo bacteriana, que pode evoluir para infeccdes

uterinas dependendo do status imunoldgico do animal, pode ser originada pela presenca
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viral (Herpesvirus bovino tipo 4) e bacteriana (Escherichia coli, Arcanobacterium

pyogenes, Fusobacterium necrophorum, Prevotella).

Os danos ao endométrio e a falha na atividade ovariana sdo as causas da
infertilidade na ocorréncia de doengas uterinas (SHELDON et al., 2008b). Dado que com
ambiente uterino inadequado devido a infeccdo uterina suprimir a liberacdo da
prostaglandina pelo endométrio e seu transporte para o0 ovario, pode ocorrer
prolongamento da fase IUtea e falha na ovulacdo. Desta forma, os animais emprenham

tardiamente apresentando baixo desempenho reprodutivo (SHRESTHA et al., 2004).
3.3 IMUNOLOGIA UTERINA

Durante a maior parte do ciclo reprodutivo, 0 ambiente uterino encontra-se estéril,
ou, potencialmente livre de microrganismos. Transitoriamente, o Utero pode ser infectado
por microrganismos invasores com potencial patogénico. A infeccdo do trato genital
feminino superior durante a relagdo sexual esta diretamente relacionada com a ocorréncia
de doenca inflamatoria pélvica e infertilidade em mulheres. Ja as fémeas bovinas sdo mais
expostas a esse tipo de contaminacdo em propriedades que adotam a monta natural
(MARTINS e BORGES, 2015).

Os principais mecanismos de defesa do utero apds o parto sdo proporcionados por
mudancas anatdémicas, respostas fisiologicas, fagocitarias e inflamatdrias, além da
imunidade inata, que é a principal responsavel pelo controle da contaminacdo bacteriana
(SHELDON e DOBSON, 2004; AZAWI, 2008).

A imunidade inata é a principal responsével pela deteccdo dos microrganismos
invasores e controle da infeccdo uterina em vacas, atuando por meio de respostas
fisioldgicas, fagocitéarias e inflamatdrias. Quando a imunidade inata ndo é capaz de
combater a infeccdo, a imunidade adquirida é ativada (JANEWAY e MEDZHITOV,
2002; TAKEUCHI e AKIRA, 2010). A imunidade adquirida elabora respostas especificas
para cada desafio antigénico, que podem ser do tipo humoral quando efetuada pelos
linfécitos B, e/ou celular quando proporcionada pelos linfécitos T. A formacéo de uma
memoria imunoldgica confere protecdo ao hospedeiro quando este entra em contato com
o0 antigeno novamente (WERLING e JUNGI, 2003; SORDILLO et al., 2009).

O sistema imunoldgico desempenha um papel importante nos mecanismos de

defesa uterina, embora esse mecanismo néo seja totalmente compreendido. Na biologia
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celular, a defesa contra bactérias infectantes é proporcionada por um infiltrado uterino de
células polimorfonucleares que sdo células que fagocitam e eliminam bactérias
(GILBERT et al., 2007), os PMNSs sdo recrutados para o Utero infectado por fatores
quimiotacticos, como IL8 (ZERBE et al., 2003; METTE et al., 2010). Portanto este é um
importante atrativo de quimiotaxia, o que aumenta o influxo de PMNSs e outros leucécitos
no tero bovino (GALVAO et al., 2011). No &mbito molecular, a interleucina-6 e 0o TNF
estimulam a producdo de peptideos antimicrobianos que auxiliam na eliminacdo de
bactérias patogénicas (CHAPWANYA et al., 2009; SHELDON et al., 2011).

Citocinas pro-inflamatorias tais como IL-6, IL-8 e TNF podem acelerar a
infiltracdo de PMN no endométrio bovino ap6s a infec¢do (FISCHER et al., 2010). Sendo
assim o papel do TNF ¢é estimular a expressdo de IL-8 e adesdo molecular as células
endoteliais vasculares. Com isso a IL-8 desempenha um papel importante nos PMNs e na
quimiotaxia de mondcitos e na ativacdo de PMNs. Essas respostas, em ultima instancia,
aumentam a fagocitose e a morte bacteriana (ROACH et al., 2002; SHELDON et al.,
2004a, b; GALVAO et al., 2011).

Ap0s o parto, os mecanismos de defesa relacionados com as imunidades inata e
adquirida encontram-se debilitados devido a diminui¢do da ingestdo de alimentos e ao
aumento da demanda energética imposta pelo inicio de lactacdo. Com isso o quadro de
imunodepresséo sistémica aumenta a suscetibilidade das vacas leiteiras de alta producao
a ocorréncia de infeccBes uterinas e outras doengas puerperais, comprometendo a
produtividade e o retorno a reproducéo (LEWIS, 1997; SORDILLO, 2009).

Histologicamente, o endomeétrio das fémeas bovinas apresenta duas camadas: uma
superficial, composta por células epiteliais colunares simples, e uma profunda,
constituida de células estromais, células de defesa e vasos sanguineos (MONTEIRO et
al., 2003; DAVIES et al., 2008). As células adjacentes ao epitélio endometrial sdo unidas
por “tight junctions”. Esse tipo de conexdo ¢ proporcionado por uma rede de proteinas
transmembranares com dominios intra e extracelulares que interagem para manter forte
adesao entre as células. As “tigh junctions” mantém a integridade da camada superficial
do endométrio e restringem o contato entre os compartimentos apical e basolateral,
controlando a permeabilidade paracelular. Portanto, o epitélio endometrial confere
protecdo continua ao Utero e é considerado uma barreira fisica importante contra
microrganismos invasores (HICKEY et al., 2011; AMJADI, et al., 2014).
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Ao entrarem em contato com microrganismos patogénicos, as células epiteliais do
endométrio ativam mecanismos relacionados com as respostas imunologicas inata e
adquirida em bovinos (HERATH et al., 2006b; TURNER et al., 2012). Assim, lesGes e
traumas ocorridos durante o parto afetam a integridade da camada epitelial do endométrio,
favorecendo a exposicdo das células do estroma as bactérias presentes no ambiente
uterino (POTTER et al., 2010). Consequentemente, a retencdo de placenta pode causar
danos adicionais ao endométrio, aumentando o risco de ocorréncia de infec¢des uterinas
(POTTER et al., 2010; MARTINS et al., 2013; MARTINS, 2014).

Embora o epitélio endometrial seja considerado a primeira linha de defesa, as
células do estroma sdo mais abundantes, contribuindo de maneira significativa para
combater a contaminacdo uterina (SHELDON e ROBERTS, 2010). Segundo alguns
autores ao realizarem estudos in vitro, com células endometriais purificadas, foi
observado que de maneira semelhante as células do epitélio, as células do estroma
apresentam ampla capacidade de expressar receptores de padrbes moleculares
microbianos, 0s quais sdo responsaveis pelo reconhecimento inicial dos microrganimos
invasores e pela ativacdo da resposta imunologica em bovinos (HERATH et al., 2006b;
DAVIES et al., 2008; SWANGCHAN-UTHAI et al., 2012).

A capacidade de modulagéo da resposta imunolégica nas diferentes fases do ciclo
estral, da gestacdo e do puerpério estd diretamente relacionada com a fertilidade das
fémeas bovinas. LeBlanc (2012), Hansen (2013) e Williams (2013) hipotetizaram que
variacOes individuais nos ajustes do sistema imunoldgico entre a concepcao e o parto, e
a reversdo dessas mudancas no periodo pds-parto, implicam em suscetibilidade ou

resisténcia as infecgdes uterinas.

As principais citocinas indutoras da granulopoiese sdo o fator estimulante de
coldonia de granulécitos (G-CSF), fator estimulante de colbnia de granuldcitos e
monacitos (GM-CSF) e algumas interleucinas (IL-1, IL-3, IL-5 e IL-6), que aumentam o
nimero de mitoses, diminuem o tempo de maturacdo e aumentam a liberacdo de
granuldcitos para o sangue periferico (FELDMAN et al., 2000; STOCKHAM & SCOTT,
2002).

O G-CSF é linhagem-especifico, ou seja, exerce efeito somente sobre a linhagem
neutrofilica (FELDMAN et al., 2000), e é produzido pelas células do estroma da medula

Ossea, fibroblastos, células endoteliais, mondcitos e macréfagos, sob estimulo de
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citocinas inflamatérias, como IL-1, IL-3 e fator de necrose tumoral (TNF), e endotoxinas
bacterianas (HENRY et al., 1998). O fator estimulante de colonia de granulocitos
desenvolve importante papel na granulopoiese e atua na medula 6ssea aumentando a
liberacdo de neutrofilos maduros do compartimento de reserva para a circulacdo, a
proliferacdo e maturacdo de precursores granulociticos e a funcdo dos neutrofilos,
aumentando sua capacidade de fagocitose, quimiotaxia e degranulacdo (HENRY et al.,
1998; REWERTS & HENRY, 1998; FELDMAN et al., 2000).

3.4 PAPEL DOS HORMONIOS NA DEFESA UTERINA

O estrogeno e a PGF, sdo os principais hormonios envolvidos no mecanismo de
defesa hormonal, sendo que a progesterona € considerada imunossupressora. A
imunidade do ambiente uterino é reforcada durante o estro, quando o Utero se encontra
mais suscetivel a invasdo de patdgenos, e suprimida durante a fase luteal, quando o Utero
é preparado para receber o concepto (LEWIS, 2003; AZAWI, 2008). Apds o parto, 0
retorno ao estro na auséncia de infeccao uterina pode ser benéfico, uma vez que o aumento
da concentracdo de estrogenos favorece a eliminagdo do conteludo uterino e,
consequentemente, a remogao dos patdgenos. A acdo indireta do estrégeno na limpeza do
ambiente uterino é devida ao estimulo da producdo de muco pelas glandulas endometriais
e a atuacdo nas fibras musculares promovendo o aumento das contracbes miometriais
(HORTA, 1995; SHELDON et al., 2004a, FERNANDES e FIGUEIREDO, 2007
AZAWI, 2008).

Em vacas de parto eutdcico, 0 aumento da concentracdo de PGF, coincide com a
reducdo dos niveis séricos de progesterona e aumento nos valores sanguineos de
estrogeno. ApoOs o parto e a expulsdo dos envoltorios fetais, as concentracbes de
progesterona vao reduzindo rapidamente, a menos que ocorram complicacdes decorrentes
de retencéo de placenta ou de instalacGes de processos infecciosos (GAMBARINI, 1989).
De acordo com Levkut et al. (2002) as altas concentracdes circulantes de horménios,
incluindo estrogeno, progesterona e glucocorticoides no momento do parto podem

promover depressao do sistema imune.

No momento do parto ha também grande liberacédo de cortisol, hormdnio liberado
pela glandula adrenal que pode interferir na contagem de leucocitos e na capacidade do

organismo de responder a outros hormdénios, como o estradiol e a progesterona.



20

(BAISHYA et al., 1994; KORNMATITSUK et al., 2002; SAUT & BIRGEL JUNIOR,
2006)

3.5 CARACTERISTICAS LEUCOCITARIAS NO POS-PARTO

A maioria dos autores apontam que as variacbes no leucograma ocorrem
normalmente sob diferentes condi¢des sanitarias, de manejo, ambientais e conforto.
Vaérias equipes de pesquisa ja demonstraram alteragdes nesses parametros no periodo
puerperal (SANTOS, 2009).

De acordo com Nazifi et al. (2008) os leucdcitos totais circulantes durante a
prenhez (6,45 + 2,30 x 108 células/mm3) sdo maiores do que no pds-parto recente (5,53 +
1,46 x 10° células/mm3). Saut e Birgel Junior (2006) também chegaram a mesma
concluséo, sendo as alteracOes determinadas principalmente por neutréfilos, linfécitos e

eosinofilos.

As altas concentragOes de estradiol que ocorrem no estro e no parto promovem
mudancas no numero e na proporcao de leucdcitos circulantes e relativa neutrofilia com
desvio a esquerda (NOAKES et al., 2002). O quadro leucocitario parece se alterar devido
ao aumento da secrecdo de horménios do cortex adrenal, observado no final da gestacdo
e na inducdo fisiolégica do parto. Ahmadi et al. (2006) compararam as mudancas dos
parametros leucocitarios durante as diferentes fases do ciclo estral de fémeas bovinas e
concluiram que ndo houve varia¢des significativas das células sanguineas de defesa.
Portanto, parece que o quadro leucocitario sofre maiores influéncias da liberacdo de

glucocorticoides do que de hormonios esterdides.
3.6 INFECCOES UTERINAS

A expressao dos sinais clinicos dos diferentes quadros de infeccdo depende da
interacdo entre sistema imunoldgico, condicdo do ambiente uterino, quantidade e
patogenicidade dos agentes microbianos (SHELDON e DOBSON, 2004; SHELDON et
al., 2006a; AZAWI, 2008). Sendo assim, falhas ocorridas nos mecanismos de defesa
uterino podem resultar em quadros inflamatérios exacerbados e/ou persistentes, com
diferentes graus de infeccOes uterinas, e em alguns casos pode levar a morte do animal
(YUNHE et al., 2013).

Os casos de metrite puerperal aguda estdo relacionados com a ocorréncia de

respostas inflamatdrias uterina e sistémica contra altas densidades de bactérias
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patogénicas, como algumas cepas bacterianas de E. coli, principal microrganismo isolado
no contetdo uterino nas primeiras semanas ap0s o parto. A E. coli aumenta a
suscetibilidade do ambiente uterino a contaminacdo por patégenos anaerdébicos por meio
da producgdo de fatores de crescimento e reducdo da atividade neutrofilica. A E. coli
também esta relacionada com a presenca de sinais clinicos sistémicos, devido a passagem
da endotoxina LPS do ambiente uterino para a circulacdo sanguinea, 0 que pode
desencadear quadros febris. Por outro lado, os quadros de endometrite estdo relacionados
com a permanéncia de bactérias patogénicas no Utero além da terceira semana apds o
parto, e, consequentemente, com a persisténcia do quadro inflamatorio. Sendo assim, 0s
danos acarretados ao endométrio podem ser permanentes (LEWIS, 1997; DOHMEN et
al., 2000; WILLIANS et al., 2005; SHELDON, 2007; FOLDI et al., 2008; SHELDON et
al., 2009).

De acordo com a classificacdo histopatoldgica, a metrite esta relacionada com a
inflamacdo de todas as camadas do Utero, enquanto a endometrite esta associada a
inflamacdo das camadas superficiais, que ndo se estendem além do estrato esponjoso
(BONDURANT, 1999). Nos quadros de metrite, todas as camadas da parede uterina
incluindo o endométrio, a submucosa, 0 miomeétrio e a serosa sao afetadas pela resposta
inflamatoria, apresentando hemorragia, edema, infiltracdo de leucdcitos e degeneracéao
tecidual. Nos quadros de endometrite, sdo observadas alteragdes na superficie do epitélio
uterino, com infiltracdo de células inflamatorias e congestdo vascular relacionadas com
atraso no processo de involucdo uterina. Durante o processo de recuperacdo do
endométrio, pode ocorrer fibrose e leucocitose, seguidas de atrofia e deplecdo das
glandulas endometriais. Em ambas as condi¢des a mucosa encontra-se congestionada,
verificando-se infiltracGes de leucdcitos em resposta a bactérias patogénicas, tais como
E. coli, T. pyogenes, F. necrophorum e P. melaninogenica (BONDURANT, 1999;
SHELDON e DOBSON, 2004; SHELDON et al., 2004c; CHAPWANYA et al., 2009;
CHAPWANYA et al., 2010).

Diante do exposto a incidéncia de infecgBes uterinas € bastante varidvel
dependendo da defini¢do adotada para os quadros de infeccdo, do periodo apds o parto
no qual a doenca é detectada, dos métodos de diagndstico, da raca, da ordem de parto,
das caracteristicas do rebanho e das praticas de manejo (LEWIS, 1997; LEBLANC, 2002;
BARLUND et al., 2008; DUBUC et al., 2010).
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5. ARTIGO CIENTIFICO

Efeito do uso do Pegbovigrastim sobre resposta leucocitaria em vacas Holandesas

no pés-parto

Resumo

Com o objetivo de avaliar a resposta leucocitaria pelo uso do pegbovigrastim em vacas
Holandesas no puerpério, foram acompanhadas 12 fémeas, divididas em dois grupos, o
grupo controle recebendo o placebo (solugdo fisiologica NaCl 0,09%) e o grupo
tratamento recebendo o pegbovigrastim. Os animais receberam de acordo com 0 grupo
tratamento, duas doses, sendo a primeira sete dias antes da data prevista da paricdo e a
segunda com até 24 horas ap06s o parto. Coletou-se amostras sanguineas para avaliagao
da contagem total e diferencial de leucdcitos no sétimo dia antes do parto, no dia do parto
e com sete, quatorze e 21 dias pds-parto, e obteve-se células por meio de citologia
esfoliativa no utero em trés momentos, com 7, 14 e 21 dias pds-parto. Houve variacdo na
quantidade de leucécitos (p<.0001) entre os grupos, principalmente devido ao aumento
na quantidade de neutréfilos segmentados, o grupo tratamento no sétimo dia pds-parto
apresentou 19.935,5 + 11.453,38 cél/uL de sangue enquanto que o grupo controle
apresentou 3.395,75 + 1518,87 cél/uL de sangue (p<0,0004). N&o houve diferencas
significativas na citologia uterina. Pode-se concluir que o pegbovigrastim causa um
aumento das células polimorfonucleares circulantes principalmente neutrofilos
segmentados no pds-parto.

Palavras chave: Neutrofilos, puerpério, citologia uterina, G-CSF.

Abstract

In order to evaluate the leukocytic response with the use of pegbovigrastim in Holstein
cows in the puerperium, 12 females were divided into two groups: the control group
receiving placebo (NaCl physiological solution 0.09%) and the treatment group receiving
pegbovigrastim. The animals received, according to the treatment group, two doses, the
first being seven days before the expected date of calving and the second with up to 24
hours postpartum. Blood samples were collected for evaluation of the total and
differential count of leukocytes on the seventh day before delivery, on the day of delivery
and at 7, 14 and 21 days postpartum. Also, cells were obtained by exfoliative cytology in
the uterus in three moments, with 7, 14 and 21 days postpartum. There was a variation in
the number of leukocytes (p <.0001) between the groups, mainly due to the increase in
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the amount of segmented neutrophils, the treatment group on the seventh day postpartum
presented 19,935.5 + 11,453.38 cells / uL of blood while the control group had 3,395.75
+1518.87 cells / uL of blood (p <0.0004). There were no significant differences in uterine
cytology. It can be concluded that pebovigrastim causes an increase in circulating
polymorphonuclear cells, mainly segmented neutrophils at postpartum.
Key words: Neutrophils, puerperium, uterine cytology, G-CSF.
Introducéo

O Brasil produziu em 2010, 30,7 bilhdes de litros de leite, totalizando 4,42% da
producdo mundial. Na década de 2000 a producdo cresceu em media 4,4% ao ano, a
segunda maior taxa anual de crescimento do mundo (EMBRAPA, 2017). Segundo Vilela
(2002) a producdo de leite ocupa espaco de destaque no agronegocio brasileiro e com

perspectiva de expandir nos préximos anos.

O efetivo bovino do estado de Pernambuco (PE) é de 1.948.357 animais, onde
25,21% das vacas ordenhadas séo responsaveis pela producéo de 855.102 litros de leite,
gerando uma renda de cerca de R$ 987.483,00. O municipio de S&o Bento do Una,
localizado no agreste de PE, distante 215 Km da capital Recife, é responsavel pela
producdo de 47.900 litros de leite, estabelecendo uma renda de R$ 50.295,00 anuais
(IBGE, 2015).

Apesar da grande quantidade de animais, o Brasil € um dos paises que apresenta
menor produtividade por vaca, isso se deve ao baixo valor genético dos animais, 0 que se
reflete em animais pouco produtivos, além do manejo inadequado e falhas no
gerenciamento das empresas rurais (SANTQOS, 2009). Medidas que visem minimizar tais
problemas podem ser um fator importante para o0 aumento do lucro e para a permanéncia

do produtor na cadeia produtiva do leite.

Bell e Roberts (2007) estudaram o impacto das infeccdes uterinas no desempenho
do gado leiteiro, durante os anos de 1990 e 2005, e relataram que fatores como o nimero
de partos da matriz, o nmero de bezerros no parto e a apresentacdo do bezerro no parto
estdo relacionados com o aumento do nimero de endometrites nas vacas. De acordo com
0 mesmo estudo, as infec¢Bes uterinas promovem aumento significativo no intervalo

parto/concepcdo e na producdo de leite das vacas.

O fator estimulante de colénia (CSF) é um grupo de citocinas necessarias para a
proliferacéo e diferenciacdo de uma variedade de células tronco hematopoiéticas. Esses
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fatores de crescimento sdo glicoproteinas distintas que se ligam as células por meio de
um receptor comum. Sao produzidos por uma variedade de células, incluindo
fibroblastos, células endoteliais, macrofagos e células T (CULLOR, 1990). Cada CSF-
alvo tende a uma linhagem celular especifica para expandir ou ativar sua funcdo. A
influéncia marcante do fator estimulante de colénia - Granuldcitos (G-CSF) em
populacdes de células fagociticas sugere possiveis aplicacdes clinicas na prevencdo de

doencas infecciosas bacterianas, como a mastite e a metrite (CULLOR, 1990).

Gautam et al. (2009) e Bell e Roberts (2007) destacam em seus estudos sobre
endometrite, o grande impacto negativo que esta afeccdo apresenta quanto ao
desempenho reprodutivo, fazendo-se necessario a adogcdo de praticas que melhorem a

imunidade dos animais.

Para combater os problemas reprodutivos e consequentemente aumentar a
produtividade dos animais é necessario estabelecer protocolos terapéuticos e de manejo
visando aumentar a imunidade do animal no periodo critico de transicdo. Para isso,
estratégias de manejo sdo utilizadas desejando melhoria na producao dos rebanhos. Entre
elas pode-se destacar a administracdo de pegbovigrastim, forma modificada do fator
estimulador de colénias de granulécitos bovinos (bG-CSF) conjugado com
polietilenoglicol (PEG), com o objetivo de prolongar o tempo de permanéncia do farmaco
no sangue. Pretendendo a melhora dos indices produtivos dos animais produtores de leite,

por meio do combate a infec¢Bes no periodo de transicao.

Objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeito da administracdo de
pegbovigrastim sobre a resposta leucocitaria sistémica e uterina em fémeas bovinas da

raca Holandesa no pds-parto.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental de Sdo Bento do Una,
pertencente ao Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), localizada no municipio de
Sdo Bento do Una (latitude 08°31'36"S e longitude 36°27'35"0) no agreste
pernambucano, 614 metros acima do nivel do mar, com clima tropical tipo Aw segundo
classificacdo climatica de 16 Koppen-Geiger (RUBEL e KOTTEK, 2010), temperatura

média anual de 22,0°C e pluviosidade média anual de 288 milimetros.

Foram acompanhadas 12 (doze) vacas pluriparas da raca Holandesa, do sétimo dia

antes do parto até o 21° dia pds-parto. As vacas apresentaram, antes do parto, peso médio
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de 500,0 + 15,0 kg e producdo média de leite de 20,0 + 0,5 kg, manejadas em sistema de
confinamento “free stall”, com fornecimento agua ad libitum e de dieta total (volumoso,
concentrado e mineral) formulada de acordo com as exigéncias nutricionais de producéo
para a categoria animal estudada (NRC, 2001). Os animais foram previamente
sincronizados e inseminados, sendo possivel estabelecer a data prevista do parto. As vacas
foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos de 6 (seis) animais: grupo tratamento
(GT), que recebeu duas aplicagdes, por via subcuténea, no pescoco, de pegbovigrastim,
seguindo as recomendacdes do fabricante, sendo a primeira aproximadamente sete dias
antes da data esperada do parto e a segunda até 24 horas p6s-parto; grupo controle (GC),
que recebeu duas aplicacdes, por via subcutanea, no pescoco, de solucéo fisioldgica de
NaCl 0,09% seguindo o mesmo protocolo do grupo tratado. Foi utilizada uma

amostragem de 66,7% (4 animais) de cada grupo, para realizar a leucometria.

No periodo compreendido entre o sétimo dia antes da previsdo do parto e 21 dias
pos-parto foram colhidas amostras de sangue, para a realizagdo do leucograma, em cinco
momentos diferentes: sete dias antes do parto (D -7), até 24 horas ap6s o parto (D1), sete
dias pos-parto (D7), 14° dia pos-parto (D14) e 21 dias pos-parto (D21). Realizou-se,
também, coletas de material uterino por meio de citologia esfoliativa endometrial em trés
momentos diferentes: sete dias pds-parto (D7), 14° dia pos-parto (D14) e 21 dias pos-
parto (D21) (Figura 1).
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CS = Coleta sanguinea, CU = Citologia uterina, GC = Grupo controle, GT = Grupo tratamento.
Figura 1 - Esquema de aplicagdes e coletas de material hematologico e uterino dos

animais avaliados
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As amostras de sangue foram colhidas por puncdo da veia jugular externa,
utilizando-se vacutainer constituido de agulhas 25 x 8 mm (21G), acopladas a tubos
siliconizados, contendo uma solucdo aquosa de etileno diamino tetracetato tripotassico

(EDTA-K3) a 15 %, e com vacuo suficiente para aspirar 4 ml de sangue.

A contagem pelo método manual de leucécitos foi realizada em camara de
Neubauer de acordo com Weiser (2012). Com o sangue in natura foram confeccionados
dois esfregacos sanguineos destinados a contagem diferencial de leucdcitos. Esses
esfregacos, apds secarem, foram corados utilizando o kit panético rapido, de acordo com
0 protocolo recomendado pelo fabricante. Em cada esfregago sanguineo foram
identificados 100 leucdcitos e classificados, de acordo com suas caracteristicas
morfoldgicas e tintoriais, em neutréfilos com ndcleo em bastonete, neutro6filos com

nucleo segmentado, eosinofilos, basofilos, linfocitos e mondcitos.

Para realizacdo da citologia esfoliativa, a amostra foi obtida por meio de escova
ginecoldgica humana adaptada para grandes animais, segundo descrito por
KASIMANICKAM et al. (2004). As escovas ginecologicas estéreis, apresentadas em
pacotes unitarios, foram primeiramente cortadas (ajustando-as para 10 cm de
comprimento) e posteriormente encaixadas a um aplicador de sémen convencional sem o
mandril. Somente entdo, apds a fixagdo no aplicador, a embalagem plastica do lado da
escova foi rompida. A escova acoplada ao aplicador permaneceu revestida com uma
bainha de inseminacdo artificial convencional. A extremidade da bainha foi cortada para

permitir a passagem da escova. A coleta foi realizada de acordo com Santos (2009).

Apos a coleta o aplicador foi cuidadosamente retirado da vaca e imediatamente, o
material foi transferido para ldaminas por imprint em triplicata. As laminas foram fixadas
imediatamente em alcool metilico e encaminhadas ao laborat6rio de Histopatologia do
Departamento de Medicina Veterindria da UFRPE, onde se procedeu a coloracdo. A
coloracdo foi realizada utilizando o kit panotico rapido seguindo a mesma técnica
realizada para esfregacos sanguineos. Apos a coloracéo as laminas foram visualizadas em
microscopio oOptico, com aumento de 40 vezes, em que foram contadas 100 celulas e
diferenciando-as em neutréfilos segmentados e demais tipos celulares, com o objetivo de
avaliar o infiltrado de neutrofilos no tecido pesquisado.

O modelo experimental utilizado foi inteiramente casualizado com dois grupos e

seis repeticdes por grupo, categorizados com base nos periodos do pré-parto, parto e pds-
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parto. Os dados foram testados quanto a sua distribuicdo normal, utilizando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov, sendo expressos em medidas de tendéncia central e processados
utilizando-se o procedimento GLM do SAS - Statistical Analysis System (SAS, 2009)
para analise de variancia (ANOVA) como medida repetida no tempo. No caso de
significancia da ANOVA, o contraste de médias foi realizado pela diferenca minima
significativa do teste de Studente-Newman-Keuls. Foi considerado 5 % de probabilidade

para analise dos dados.
Resultados e discussao

Em relacdo aos grupos verificou-se variacdo na quantidade total de leucdcitos,
linfocitos, neutrofilos segmentados, eosinéfilos e mondcitos. Entre 0os momentos
verificou-se variacdo na quantidade de neutréfilos segmentados, sendo esta variavel
também a unica que apresentou diferencas significativas na interacdo entre grupos e

momentos (Tabela 1).

Tabela 1 -Andlise de variancia das variaveis hematoldgicas em vacas Holandesas no

periodo pos-parto tratadas ou ndo com pegbovigrastim (IPA, Sdo Bento do Una — PE)

o Efeito de ANOVA
Variaveis
. Grupos X
Hematologicas Grupos Momentos

Momentos

Leucocitos <.0001 0,1398 0,0860

Linfocitos 0,0099 0,9350 0,8404

Neutréfilos segmentados 0,0004 0,0286 0,0190

Bastonetes 0,1779 0,7419 0,7785

Eosinofilos 0,0003 0,0761 0,0818

Mondcitos 0,0005 0,6225 0,4820

No sétimo dia pos-parto houve variagao na quantidade de neutrofilos segmentados
entre 0s animais do grupo tratamento, bem como, existiu variacdo na média geral desta

variavel entre os grupos (Tabela 2).



Tabela 2 — Médias, desvio-padrdo, medianas e percentis (P25 e P75) do leucograma em vacas Holandesas no periodo de transi¢do tratadas ou ndo com 3g

pegbovigrastim (IPA, Sdo Bento do Una — PE)

Dias de coleta (pré e pés-parto)

Grupos D-7 D1 D7 D14 D21 MG
Leucdcitos Totais
Controle 14.385 + 2.793,87 14.910 £ 6.658,47 12.442 +£5.038,18 11.760 + 5.550,78 13.380 + 3.505,85 13.376 7
14.700 (12.180; 16.170) 14.280 (9.870; 19.950) 13.020 (8.820; 16.065) 11.340 (7.980; 15.540) 14.160 (10.815; 15.945)
Tratamento 16.170 + 4.828,48 29.347 £7.701,35 35.332 £11.932,95 23.887 £12.192,52 22.010 £ 6.090,89 25.350 2
17.325 (12.390; 19.950) 28.985 (24.885; 33.810) 37.170 (26.355; 44.310) 20.160 (16.695; 31.080) 21.315 (18.060; 25.961)
MG 15.278 A 17.695 A 17.824 A 22.129 A 23.888 A
Linfocitos
Controle 7.833 +2.399,11 7.752,75 + 2.698,77 7.863,25 +3.973,63 6.601,25 + 2.576,85 7.129 + 2.757,22 7.452°
8.400 (6.043,5; 9.622,5) 8.240,5 (6.030; 9.475,5) 8.245 (5.393; 10.333,5) 7.581 (4.937; 8.265,5) 6.640 (4.649; 10.098)
8.823,5 + 3.069,74 12.778,50 + 4.899,78 12.108,50 + 4.144,33 12.682,75 + 10.554,57 13.167,67 +5.648,77 11.846 2
Tratamento 7.382,5 (7.206; 10.441) 11.292,5 (9.713; 15.843) 11.993 (9.030; 1.518) 8.771,5 (6.701; 18.664) 12.886 (7.665; 18.952)
MG 8.328 A 9.642 A 9.986 A 10.148 A 10.266 A
Neutroéfilos Segmentados
Controle 4.349,25 + 2.053,67 A2 5.708,5 + 4.579,68 A2 3.395,75 + 1.518,87 B2 4.017,5 + 3.399,96 A2 3.799 + 1.031,25 A2 4278°b
4.338,5 (2.633; 6.065) 4572 (2.105; 9.311,5) 3.137,5 (2.293; 4.498) 2.652,5 (2.159; 5.876) 3.825 (2.755; 4.817)
Tratamento 5.014,5 + 2.879,15 A 12.289,25 + 4.685,12 A 19.935,5 +11.453,38 A2 8.183,75 + 1.462,35 Ab 5.726 + 2.071,42 Ab 10.467 @
4.607 (3.059; 6.969) 13.091,5 (9.023; 15.555) 20.330,5 (10.212; 29.658) 8.391,5 (7.089; 9.278) 5.678 (3.679; 7.821)
MG 4.682 4,763 6.101 8.999 11.666
Bastonetes
Controle 82 + 164 233 + 466 14,75+ 29,5 67,25 + 81,3034 57,33 + 99,3042 92,62
0 (0; 164) 0 (0; 466) 0 (0; 29) 0,5 (0; 1) 0(0; 172)
Tratamento 37,25+ 74,5 515 + 1.030 674,75 + 1.140,16 242,25 + 398,4356 200,67 + 347,5649 3412
0 (0; 74) 0 (0; 1.030) 165 (0; 1.349) 68.5 (0; 484) 0 (0; 602)
MG 59,6 A 374 A 34484 154,8 A 129 A
Eosindfilos
Controle 397,75 + 284,8981 383,5 + 441,0453 377,75 + 584,8341 126 + 154,3178 413,34 + 392,4976 335,8°
310,5 (195; 600) 288 (39; 728) 130,5 (59; 696,5) 94,5 (0; 252) 459 (0; 781)
Tratamento 473 +152,7154 1.104,25 + 920,9247 765 + 380,4392 1.098,75 + 850,2425 2.149 + 628,2316 1.063,7 @
495,5 (345; 600) 863,5 (541; 1.667) 731 (443; 1.086) 1.059,5 (407; 1.790,) 2.184 (1.504; 2.759)
MG 43548 743,9 AB 571,448 612,4 7B 1.281,2 4
Mondcitos
Controle 1.038,5 + 857,8261 833 +282,0142 791,5 + 424,9584 948 + 466,419 910,67 + 126,1599 904 b
1.039,5 (437; 1.640) 811 (604; 1.062) 642,5 (520; 1.062) 930 (592; 1.304) 918 (781; 1.033)
Tratamento 1.821,5+1.116,23 2.661 + 1.505,82 1.849,25 +597,8519 1.731,5 +751,2521 1.274 +210,1523 1.898,7 %
1.783 (1.135; 2.507) 3.021 (1.687; 3.634) 2.023,5 (1.482; 2.216) 1.806(1.130; 2.333) 1.226 (1.092; 1.504)
MG 1.430A 1.747 A 1.320,4 A 1.339,8 A 1.092,3 A

MG = Média Geral. * Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca ao nivel de 5% de probabilidade. ** Letras maitsculas diferentes nas linhas indicam diferencas ao nivel de

5% de probabilidade.
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As alteracdes no leucograma de bovinos observadas durante o parto séo tipicas de
uma resposta leucocitaria a um quadro de estresse (ESIEVO e MOORE, 1979). Segundo
Weiser (2007) o aumento do nimero de leucécitos no momento do parto esta relacionado
a processos inflamatorios ocorridos nesta fase de vida da vaca. Taylor (2000) indica que
h& um aumento gradual de leucdcitos a medida que o parto se aproxima, observando-se
um pico de aproximadamente 13.000 cel/uL nove horas apos o parto, voltando aos valores
normais trés dias apds a paricdo. Esta amplificacdo do nimero de leucécitos antes do
parto foi observada em todos os animais estudados nesta pesquisa, porém houve um
aumento significativo entre os animais do grupo tratado quando comparado aos animais
do grupo controle neste periodo, entre sete dias antes do parto e no dia da paricéo,

evidenciando a agdo do pegbovigrastim no acréscimo de leucocitos circulantes no animal.

De acordo com Saut e Birgel Junior (2006), que estudaram a influéncia do
periodo pds-parto sobre o leucograma de fémeas bovinas da raca Holandesa, verificaram
que as variagBes observadas no leucograma foram decorrentes, particularmente, as
alteracdes no numero de neutréfilos, linfécitos e eosinofilos. Eles observaram diminuicédo
gradativa do numero de leucdcitos entre seis e oito dias pos-parto, a partir deste momento
os valores leucocitarios oscilam sem que qualquer tendéncia de diminui¢do ou aumento
possa ser verificada. Dados semelhantes foram obtidos neste estudo, nas vacas do grupo
controle, logo apds o parto, houve uma diminuicdo do numero de leucdcitos,
principalmente devido a queda nos valores de neutrofilos segmentados. Ja no grupo que
recebeu o pegbovigrastim o nimero de neutrofilos segmentados continuou aumentando

até sete dias pds-parto, contribuindo para 0 aumento da quantidade total de leucécitos.

O utero de uma vaca no pos-parto é contaminado por uma grande quantidade de
bactérias (SHELDON, 2004; SHELDON et al., 2006; AZAWI, 2008), mas a evolugdo
para uma doenca uterina depende do sistema imune da vaca, assim como a espécie e
quantidade do patégeno (SHELDON et al., 2006). No utero, a defesa celular contra
bactérias é realizada por leucocitos polimorfonucleares (DHALIWAL et al., 2001). Os
quais exercem um papel importante, pois sdo a primeira linha de defesa contra a
colonizagdo de bactérias no utero (HAMMON e GOFF, 2006). O processo usado pelas
células polimorfonucleares para eliminar os patdgenos envolve primeiramente fagocitose.
Depois ocorrem reacdes que irdo culminar na producdo de peroxido de hidrogénio e
hipoclorito que irdo reagir com os patdgenos eliminando-os (HAMMON e GOFF, 2006).

Segundo Zerbe et al. (1996) a atividade dos fagécitos polimorfonucleares continua alta
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durante o periodo periparto mas a sua capacidade de eliminar patdgenos esta

comprometida.

Houve variacdo no numero de neutrofilos segmentados circulantes entre os grupos
estudados. Dentre os momentos estudados, houve uma alteragéo significativa no grupo
tratado com pegbovigrastim no sétimo dia pds-parto, comprovando a eficacia do
tratamento no aumento da resposta neutrofilica, que segundo Hussain e Daniel (1992),
Lewis (1997), Sheldon e Dobson (2004), Hammon et al. (2006) e Azawi (2008) a invasdo
do ambiente uterino por neutrofilos segmentados em resposta ao desafio proporcionado
pela presenca de bactérias é considerada a mais importante resposta fagocitaria. O
pegbovigrastim promove um aumento dessas celulas circulantes que podem reforcar a
resposta imune caso haja infec¢Bes bacterianas. Houve variacBes nas meédias de
neutrofilos segmentados que ocorreram no periodo estudado, entre sete dias antes da data
prevista do parto até 21 dias pos-parto, evidenciando um pico de células sete dias ap0s a
pari¢do coincidindo com o sétimo dia ap6s a aplicacdo da segunda dose do medicamento
(Figura 2).

25.000
20.000
15.000

10.000

Neutrofilos/uL

5.000

.ooo..o.-.'."‘o....'.
Oo.............loo....o.....‘... . .
®eee

D-7 D1 D7 D14 D21

Periodo pré e pés parto

e+ «@ <+ Grupo Controle =@ Grupo Tratamento

Figura 2 — Média do nimero de neutrofilos segmentados circulantes em vacas Holandesas
no periodo de transicdo pré e pos-parto tratadas ou ndo com pegbovigrastim (IPA, Sdo
Bento do Una — PE)

Foi observado aumento do numero total de leucdcitos, principalmente de

neutréfilos segmentados até sete dias ap6s a aplicacdo da segunda dose do
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pegbovigrastim, em seguida, ha diminuicdo da quantidade dessas células circulantes,

evidenciando a acdo do produto até sete dias ap0s a sua aplicagéo.

A regulacdo da imunidade do endométrio depende de hormonios esteroides e
somatotrofinas (SHELDON et al. 2009). Estes horménios interagem entre si
influenciando a func¢do imune do trato reprodutivo. O aumento de progesterona suprime
a producéo de muco cervical, a contratilidade miometrial, a secre¢do glandular uterina e
a atividade fagocitica dos neutréfilos polimorfonucleares (PMNSs) do Utero, criando as

condigdes ideais para uma infeccdo uterina a curto prazo (LEBLANC 2008).

Foi verificado no grupo controle, um leve aumento numeérico antes do parto
seguido de uma diminuicdo numérica da quantidade de leucécitos a partir do parto,
diferindo do grupo tratamento, onde foi observado um aumento continuo no nimero total
de leucdcitos até sete dias apds o parto, coincidindo com o sétimo dia ap6s a segunda

aplicacdo do pegbovigrastim (Figura 3).
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Figura 3 — Média do namero de leucdcitos circulantes em vacas Holandesas no periodo
de transi¢do pré e pos-parto tratadas ou ndo com pegbovigrastim (IPA, Sdo Bento do Una
—PE)

Del Vecchio et al. (1994) demonstraram que em vacas de corte no pds-parto que
receberam infus@es intrauterinas de A. Pyogenes e E. Coli quando as concentragdes de
progesterona eram basais ndo desenvolveram infeccdo uterina, mas quando a infusao foi

feita no momento em que se tinha um corpo luteo e a concentracao de progesterona estava
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aumentada, todas as vacas desenvolveram infeccdo uterina. Mostrando a relacdo da
progesterona sobre a imunidade uterina. Nesta fase o epitélio uterino € menos permeavel
a bactérias, como resultado, o sistema leucocitario é estimulado mais tardiamente.
(GUNNINK, 1973).

Diferente da progesterona, o estrégeno potencializa a defesa imunolégica do Utero
ao aumentar a vascularizacdo do endométrio, aumentar a contratilidade do miométrio e
favorecer a producdo de muco, auxiliando na limpeza do ambiente uterino (SHELDON
et al., 2003; AZAWI, 2008). Néo se sabe se 0 estrogeno causa um aumento absoluto na
atividade fagocitica e bactericida, ou se 0 aumento observado é simplesmente quando
comparado ao momento de dominio da progesterona (LEBLANC 2008). A imunidade
do ambiente uterino é reforcada durante o estro, quando o Utero se encontra mais
suscetivel a invasdo de patdgenos, e suprimida durante a fase luteal, quando o Utero é
preparado para receber o concepto (LEWIS, 2003; AZAWI, 2008).

Durante a gestacdo ha um aumento nos niveis de progesterona, produzidos pelo
corpo luteo e pela placenta do animal, que causa uma diminui¢do do nimero de células
de defesa circulantes no organismo, ao se aproximar do parto, ocorre um aumento da
quantidade de estrogeno circulante, induzindo ao aumento do nimero de leucdcitos, como
foi observado nos grupos estudados. Logo ap0s o parto os niveis de estrogenos diminuem

e consequentemente decrescem o nimero de leucécitos (SHELDON, 2004).

Neste estudo também foram avaliados a quantidade de infiltrado neutrofilos
presentes no Utero, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos nem

entre os momentos avaliados (Tabela 3).

Tabela 3 — Analise de variancia do infiltrado neutrofilico uterino em vacas Holandesas
no periodo de transicdo pré e pds-parto tratadas ou ndo com pegbovigrastim (IPA, Sdo
Bento do Una — PE)

Efeito de ANOVA
Grupos Momentos Grupos x Momentos
% de neutrofilos 0,5878 0,4835 0,5797

A invasdo do ambiente uterino por neutréfilos em resposta ao desafio
proporcionado pela presenca de bactérias é considerada a mais importante resposta
fagocitaria (HUSSAIN e DANIEL, 1992; LEWIS, 1997; SHELDON e DOBSON, 2004;



w

O 00 N o v b

10
11
12

13
14
15

16
17

18
19
20
21

43

HAMMON et al., 2006; AZAWI, 2008). Na presenca de patdgenos, os neutrofilos sdo as
células de defesa recrutadas mais rapidamente da circulacdo sanguinea para o ambiente
uterino (SHELDON e DOBSON, 2004).

Segundo Marques Junior (1988) e Hussain e Daniel (1992) no p6s-parto recente,
as carinculas promovem a migracdo dessas células da circulacdo sanguinea para a
superficie do endométrio por meio da quimiotaxia. Sheldon (2004) estabeleceu que vacas
gue apontam na citologia uterina valores acima de 18% de neutrofilos segmentados, entre
0 21° e 33° dia pbs-parto, apresentam endometrite de carater subclinica. Foi observado
em todos os animais valores acima do estabelecido por Sheldon (2004) para a indicagao
de endometrite subclinica (Tabela 4), contudo ndo se pode afirmar que os animais
apresentavam esta enfermidade, mesmo sendo muito comum a ocorréncia dela no pés-

parto.

Tabela 4 - Médias, desvio-padrao, medianas e percentis (P25 e P75) da porcentagem total
de infiltrado neutrofilico uterino em vacas Holandesas no periodo de transicao tratadas
ou ndo com pegbovigrastim (IPA, Sdo Bento do Una — PE)

Dias de coleta pos-parto

Grupos
D7 D 14 D21 MG
42,16 £ 17,04 50,50 + 20,44 42 50 + 23,33 44,72 &
Controle
38,50 (27; 61) 52,50 (43; 69) 47,00 (18; 62)
49,20 + 15,17 42 33 + 27,43 32,83+12,19 41,002
Tratamento
53,00 (34; 59) 50,00 (15; 67) 37,50 (25; 40)
MG 4536 A" 46,41 A 37,174

MG = Média Geral. *Letras mintsculas iguais indicam nimeros estatisticamente iguais entre os grupos,

**|etras mailsculas iguais indicam nimeros estatisticamente semelhantes entre 0s momentos avaliados.

Ao observar os dados obtidos neste estudo, pode-se observar uma tendéncia de
diminuicdo da porcentagem de neutréfilos no grupo tratamento, mais rapidamente do que
a observada no grupo controle, indicando que houve tendéncia de resposta neutrofilica

mais rapida nos animais que receberam o pegbovigrastim (Figura 4).
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Figura 4 — Porcentagem de neutrdfilos segmentados presentes no Utero de vacas
Holandesas no periodo de transicéo tratadas ou ndo com pegbovigrastim (IPA, Sdo Bento
do Una - PE)

Ahmadi et al. (2006) ao realizarem citologia endometrial no periodo p6s-parto de
vacas Holandesas verificaram que durante os 25 a 30 dias pds-parto, a porcentagem de
neutrofilos foi de 8,44% + 0,45, indicando que os animais estudados possivelmente
apresentavam infeccdes uterinas de carater subclinica, no entanto se observou uma

tendéncia de melhor recuperacdo nos animais tratados com o pegbovigrastim.
Concluséao

Nas condicdes em que este estudo foi realizado, o produto causa aumento na
quantidade total de leucdcitos nos animais tratados com o pegbovigrastim, principalmente

neutréfilos segmentados.
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