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Resumo

A metrite enquanto doenc¢a aguda comum do pds-parto, desafia o bem-estar e a produtividade animal
de vacas leiteiras. Embora a antibioterapia seja rotineiramente utilizada no tratamento desta
enfermidade, existe uma crescente pressdo para a reducdo desta pratica, exercida pelo aumento das
resisténcias bacterianas aos antibidticos. A antibioterapia nem sempre resulta na melhoria dos
parametros produtivos e reprodutivos dos quais depende a rentabilidade das exploragées. Melhorar
o conhecimento sobre as altera¢des do estado metabdlico, inflamatdrio, oxidativo e do microbioma
uterino, a par com as implicagdes destas na saude do animal, contribui para o estabelecimento de
novas estratégias de prevencdo e tratamento da doenca. Os objetivos deste estudo foram, portanto,
rever a literatura mais recente sobre a fisiopatogenia, o impacto na performance, prevencdo e
tratamento de metrite, incluindo a eficacia de novas terapéuticas e abordagens preventivas. Os artigos
relevantes foram retirados do motor de busca PubMed e a pesquisa foi limitada ao periodo 1991-2024.
O stress metabodlico e oxidativo no periodo de transicdo, tem demonstrado ser um importante
promotor do desenvolvimento de metrite através da perturbacdo da imunidade inata do animal e
aumento do risco de problemas no parto. Quando a capacidade de resposta dos mecanismos de defesa
do animal é ultrapassada ou disfuncional, a infecdo uterina instala-se. Estudos recentes demonstram
gue o Utero gravidico ndo é um meio estéril e que a populagdo microbiana presente no Utero apds o
parto sofre uma perda de heterogeneidade, em casos de metrite, caracterizada pelo sobre
crescimento de Bacteroides e Fusobacterium. Estas bactérias apresentam fatores de viruléncia que
perturbam substancialmente a fertilidade do animal, desde a reserva de foliculos primordiais ao
desenvolvimento de blastocistos. Novas terapias e estratégias de prevengdo tém sido desenvolvidas
como a administragdo intrauterina de flavonoides glicosideos e a prevencdo de metrite através de

vacinagao e utiliza¢do de citoquinas recombinantes.

Palavras-chave: Metrite, Microbioma, Produtividade, Fertilidade, Prevengao, Tratamento
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Abstract

Metritis, a common acute postpartum disease challenges the welfare and productivity of dairy cows.
Although antibiotic therapy is routinely used as a treatment of this condition, there is growing pressure
to reduce this practice, due to increased bacterial resistance to antibiotics. Antibiotic therapy does not
always result in improved productive and reproductive parameters, which are essential for the
profitability of dairy farms. Increasing our understanding of changes in metabolic, inflammatory,
oxidative status, and uterine microbiome, along with their implications for animal health, contributes
to the establishment of new strategies for disease prevention and therapy. Therefore, the objectives
of this study were to review the most recent literature on the pathophysiology, impact on
performance, prevention, and treatment of metritis, including the efficacy of new therapies and
preventive approaches. Relevant articles were retrieved from the PubMed search engine and the
search was limited to the period 1991-2024. Metabolic and oxidative stress during the transition period
have been shown to be important promoters of metritis development by disrupting the animal's innate
immunity and increasing the risk of calving problems. When the responsiveness of the animal's defense
mechanisms is overwhelmed or dysfunctional, uterine infection sets in. Recent studies demonstrate
that the gravid uterus is not a sterile environment, and that the present microbial population
undergoes a loss of heterogeneity in cases of metritis, characterized by the overgrowth of Bacteroides
and Fusobacterium. These bacteria have virulence factors that substantially disrupt the fertility of the
animal from the reserve of primordial follicles to the development of the blastocysts. New therapies
and preventive strategies have been developed, such as the intrauterine administration of flavonoid

glycosides, and prevention of metritis through vaccination and use of recombinant cytokines.

Key words: Metritis, Microbiome, Productivity, Fertility, Prevention, Treatment
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1. INTRODUGCAO

A metrite é uma doenca do pds-parto com elevada prevaléncia, especialmente em vacas leiteiras de
alta produgdo e cuja incidéncia pode variar entre os 10 e 30% (Bicalho et al., 2017). Algumas
exploracGes podem apresentar incidéncias superiores, possivelmente pela inconsisténcia na prdpria
definicdo de metrite (Garzon et al., 2022). Além da elevada prevaléncia, a metrite € uma das doencas
mais importantes da industria de vacas leiteiras pelas perdas econémicas que gera na exploracdo,
resultantes da quebra da producdo leiteira, reducdo da performance reprodutiva e aumento da taxa
de refugo (Pérez-Bdez et al., 2021). A doenga ocorre maioritariamente nos primeiros dez dias de
lactacdo e consiste nainflamacdo de todas as camadas uterinas e presenca de descarga uterina aquosa,
fétida e de coloracdo vermelho-acastanhada podendo ou ndo apresentar sintomatologia sistémica
como febre, inapeténcia e quebra na producdo (Sheldon et al., 2006). A etiologia multifatorial da
metrite dificulta a sua prevencdo e tratamento. Os objetivos deste estudo foram rever e analisar a
literatura relevante acerca dos progressos no conhecimento da fisiopatogenia, prevencao e tratamento
de metrites em bovinos de leite, perceber o impacto da doenca na saude e producdo animal e
caracterizar a eficdcia de novas terapéuticas de acordo com a mais recente producdo cientifica. O
principal fator de risco para o desenvolvimento de metrite é a retencdo placentaria, contudo, qualquer
outra condicdo que comprometa a ingestdo voluntaria de alimento (expresso em matéria seca— MS) e
o correto funcionamento do sistema imunitario, aumenta o risco de metrite (LeBlanc, 2008). Estes
animais entram em stress metabdlico porque sdo incapazes de consumir a MS suficiente para suprir as
necessidades energéticas necessdrias para a lactacdo (Sheldon, Cronin e Bromfield, 2019). Ao
comprometer a imunidade inata do animal, o stress metabdlico aumenta o risco de metrite. A
diminuicdo da ingestdo de MS no pré-parto esta associada a niveis séricos superiores de acidos gordos
nado esterificados (AGNE) e beta-hidroxibutirato (BHB), que por sua vez, estdo associados a uma menor
atividade dos neutrdfilos e maior risco de metrite (Hammon et al., 2006). O stress metabdlico e
oxidativo também promove a ocorréncia de complicagdes relacionadas com o parto, como a retengdo
placentdria, que aumenta a contaminagdo do Utero (Kimura et al., 2002). A entrada de bactérias
ambientais no Utero durante o parto é considerada inevitdvel e considera-se que passado 20 minutos
do parto fica definido o microbioma uterino. Até ao dia do diagndstico, a comunidade bacteriana do
Utero de animais com metrite torna-se menos rica em diversidade filogenética com o predominio do
crescimento de Bacteroidetes e Fusobacteria (Jeon et al., 2015). Doencas uterinas como a metrite
diminuem a performance reprodutiva do animal favorecendo situacées de anovulagdo, lesando os
odcitos limitando a fertilizagdo e prejudicando a fungdo uterina no reconhecimento e manutencdo da

gestacdo. Estes efeitos advém ndo sé de produtos bacterianos como também dos consequentes
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mediadores de inflamacdo e stress oxidativo (Gilbert, 2019). Dada a etiologia predominantemente
bacteriana da doenca, o uso de antibidticos é geralmente considerado benéfico no tratamento de
metrites, no entanto, em resposta ao aumento das resisténcias bacterianas aos antibidticos é
necessario continuar a estudar o uso de terapias alternativas para o tratamento e prevengdo de metrite
como a administragdo intrauterina de flavonoides glicosideos (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022) e de

bactérias produtoras de acido latico (Genis et al., 2018), respetivamente.

2. DEFINICAO

Embora a metrite seja uma das doengas puerperais mais comuns em bovinos de leite, nem sempre os
critérios utilizados para o seu diagndstico sdao semelhantes na producdo cientifica, ndo existindo ainda
um consenso em rela¢do a sua definicdo (Garzon et al., 2022). Frequentemente, a definicdo de metrite
e endometrite pode ser dificil quando o diagndstico é realizado apenas por palpacdo transretal do Utero
aumentado. A inflamacgdo uterina devido a presenca de bactérias patogénicas é comum a ambas as
patologias sendo que na endometrite é limitada ao endométrio, e na metrite, todas as camadas da
parede uterina sdo afetadas (Sheldon et al., 2006). Garzon et al. (2022) reviu sistematicamente os sinais
clinicos descritos para o diagndstico de metrite puerperal, concluindo que a definicdo de metrite mais
citada foi proposta por Sheldon et al., (2006) que definiu um caso de metrite puerperal como um
guadro que ocorre nos primeiros 21 dias pds-parto, em que o Utero se apresenta atipicamente
aumentado, com conteudo uterino fétido e aquoso, de coloragao vermelho-acastanhada, associado a
sinais sistémicos como diminui¢cdo da produgdo leiteira, apatia, temperatura corporal superior a 39,5
°C e sinais de toxemia. Animais que neste periodo ndao apresentam sinais clinicos sistémicos, mas
apresentam o Utero de tamanho aumentado e conteldo purulento, podem ser considerados casos de
metrite clinica. E também possivel classificar a metrite em trés graus de acordo com a severidade do
quadro clinico (Sheldon et al., 2009): grau 1, que apresenta aumento do Utero com conteudo uterino
purulento, sem sinais de doenca sistémica; grau 2, quando os animais apresentam as caracteristicas
descritas no grau 1 com sintomatologia sistémica adicional como a diminui¢do da producdo de leite,
prostracdo e febre (> 39.5 °C); grau 3, o grau mais severo, que acresce aos anteriores a presenca de
sinais de toxemia como inapeténcia, extremidades frias, depressdo e/ou colapso. A endometrite clinica
é definida pela presenga de exsudado uterino purulento na vagina, 21 dias apdés o parto, ou
mucopurulento, apds 26 dias do parto, na auséncia de outros sinais clinicos. A endometrite subclinica
é definida pela inflamagdo do endométrio, na auséncia de secre¢do vaginal, caracterizada por uma
percentagem de neutrdfilos superior a 10% do total das células presente numa amostra citoldgica ou

flushing uterino (Sheldon et al., 2006).
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Em 174 estudos analisados por Garzon et al. (2022), 21,2% dos artigos descreveram o odor da secre¢ido
vaginal (SV) na metrite, como putrido, repulsivo ou outro sindnimo, e 7,5% dos artigos ndo apresentou
o odor da SV como critério de diagndstico. A cor da SV foi descrita como castanha, cor-de-rosa,
vermelha, cor chocolate, branca, amarela ou cinzenta em 26,4% dos artigos e 24,1% nao utilizou a cor
da SV como critério. A viscosidade da SV de animais considerados doentes em 17,8% dos artigos
analisados foi caracterizada como mucopurulenta, fina, serosa ou anormal e 11,5% dos estudos nao
utilizou o tipo de viscosidade como critério de diagndstico. Adicionalmente, apenas 56,8% dos artigos
incluiu a temperatura retal superior a 39,5 °C como critério de diagndstico e 71,2% dos artigos nao
incluiu nenhum sinal de doenca sistémica como critério necessario a identificacdo de casos de metrite
puerperal. Estes resultados mostram que existe uma grande discrepancia entre exploracdes em relacao
aos critérios utilizados para definir, diagnosticar e consequentemente, indicar animais com metrite
para tratamento. Numa altura de crescente ameaca a saude publica, devido ao desenvolvimento de
resisténcias aos antimicrobianos, futuros estudos nesta area sdo necessarios de forma a padronizar os
critérios utilizados para diagndstico e tratamento de metrites e impedir o uso indevido de antibiéticos

(Espadamala et al., 2018).

3. FISIOPATOGENIA
3.1. ALTERAGAO DO ESTADO METABOLICO E IMUNITARIO

As vacas de leite entram em stress metabdlico porque sdo incapazes de consumir a quantidade de MS
necessaria para suprir as necessidades da energia metabdlica exigida no inicio da lactagdo (Sheldon,
Cronin & Bromfield, 2019). Uma vaca que produza 40 litros de leite por dia precisa de trés vezes mais
energia do que a necessaria para o metabolismo de manutengdo (Sheldon, Cronin & Bromfield, 2019).
Consequentemente, estes animais sdo obrigados a mobilizar energia dos tecidos corporais para
satisfazer o inevitavel balango energético negativo (Esposito et al., 2014) passando por uma série de
alteracbes metabdlicas relacionadas com o aporte de energia e cdlcio para a lactogénese, que
compromete a sua imunidade inata (Leblanc, 2020). Huzzey et al. (2007) mostraram que animais com
metrite puerperal ingeriram menor quantidade de MS nas duas Ultimas semanas pré-parto,
seguindo-se animais com metrite clinica e animais saudaveis, por ordem crescente de ingestdo. Por
cada kg de MS nao consumido durante a uUltima semana de gestacdo, o risco de desenvolver metrite
severa aumentou 2,87 vezes (Huzzey et al., 2007). Em concordancia com estes resultados, Pérez-Baez
et al. (2019) reportaram que vacas que desenvolveram metrite, tiveram menor ingestdo de MS nos 21
dias pré-parto (expressa como percentagem do peso corporal) comparativamente a vacas que

permaneceram saudaveis. Adicionalmente, os autores calcularam o balango energético dos animais
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em estudo nos ultimos 21 dias de gestacdo e constataram que vacas com metrite tiveram um balanco
energético no pré-parto inferior as das vacas que nao desenvolveram metrite. A diminui¢do da ingestao
de MS no pré-parto resulta num estado de balango energético negativo (BEN) caracterizado pela
mobilizacdo lipidica e aumento das concentragdes séricas de acidos gordos ndo esterificados (AGNE)
livres e beta-hidroxibutirato (BHB), que corresponde a forma de corpos cetdnicos predominantemente
disponivel para uso metabdlico (Rico & Barrientos-Blanco, 2024). Hammon et al. (2006) demonstraram
que a diminuicdo de ingestdo de MS e aumento dos niveis de AGNE estavam associados ao aumento
da incidéncia de metrites e a diminuicdo da atividade da mieloperoxidase (enzima cuja concentracdo é
utilizada para medir a capacidade de fagocitose) das células polimorfonucleares, desde a ultima
semana de gestacdo a quarta semana pds-parto. Adicionalmente, Hammon et al. (2006) constataram
gue vacas com metrite tinham niveis de atividade da mieloperoxidase inferiores a vacas saudaveis.
Estes resultados sugerem que a diminuicao da capacidade de eliminacdo bacteriana pelos neutréfilos
€ um dos mecanismos envolvidos no comprometimento da imunidade inata de animais em BEN,
durante o periodo de transicdo, tornando-os mais suscetiveis a doencas infeciosas, como a metrite.
Estes resultados vao de encontro a pesquisas de outros autores que indicam a cetose como fator de
risco para o desenvolvimento de metrite (Suthar et al., 2013). Além da diminuicdo da capacidade de
destruicdo das bactérias pelos neutrdfilos, também a fagocitose, quimiotaxia e diapedese esta
diminuida em vacas com BEN no inicio da lactacdo, comparativamente a vacas a meio da lactacdo
(Stevens et al., 2011). Apesar das vacas que desenvolveram metrite terem maior contagem de
mondcitos relativamente a animais sem doenca, no estudo de Casaro et al. (2023) sobre o impacto da
metrite nos diferentes tipos de leucdcitos em animais com metrite, os mondcitos de vacas com metrite
no dia zero e trés apds o parto demonstraram menor expressao de CD62L e CD11b comparativamente
aos de vacas sem metrite, o que significa que se encontravam menos ativos. Quando ocorre
reconhecimento bacteriano por parte das células do endométrio ou por macréfagos residentes, estas
células libertam citoquinas pro-inflamatdrias, como a interleucina-6 e interleucina-8, com o intuito de
recrutar neutroéfilos e mondcitos para o local de inflamagdo. Este recrutamento faz-se através da ligagdo
destas citoquinas a moléculas de adesdo celular presentes na superficie dos leucdcitos como a CD62L
e CD11b. A redugdo da expressdao de moléculas de adesdo resulta num menor recrutamento de
mondcitos. A imunidade adquirida também pode ser afetada pela menor capacidade de apresentac¢do

de antigénios dos mondcitos pds-parto em vacas que desenvolveram metrite (Casaro et al., 2023).

Além da cetose e doenca do figado gordo consequentes ao BEN durante o periodo de transicdo,
também a hipocalcémia é um fator de risco para o desenvolvimento de metrite (Martinez et al., 2012)
e pode contribuir para o seu desenvolvimento de varias formas. A hipocalcémia resulta na redugdo da
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contratibilidade da musculatura lisa, da taxa de ruminacao e ingestdao de MS, que por sua vez, levam a
mobilizacdo de acidos gordos do tecido adiposo (Goff, 2008) com aumento dos AGNE e BHB. O
aumento destes componentes ocorre em casos de cetose, o que vai de encontro aos resultados de
Rodriguez et al. (2017), nos quais animais com hipocalcémia subclinica (calcio sérico < 8,56 mg/dL sem
sintomatologia clinica) tiveram um risco 5,5 vezes maior de desenvolver cetose. Desta forma, a
hipocalcémia leva a uma incapacitacdo dos neutroéfilos e consequentemente da capacidade de resposta
da imunidade inata do animal, indiretamente através do aumento de AGNE e corpos cetdnicos e, de
forma direta, pela redugao do calcio citosdlico, que suprime a fagocitose e a capacidade de destruicdo
de bactérias (Martinez et al., 2014). Rodriguez et al. (2017) também mostrou que vacas multiparas com
hipocalcémia subclinica apresentaram 3,57 vezes maior probabilidade de desenvolver retencao
placentaria quando comparadas com vacas multiparas normocalcémicas, a qual, por sua vez, é o
principal fator de risco de metrites (LeBlanc, 2008). Embora alguns autores tenham verificado uma
relacdo entre hipocalcémia e metrite clinica (Neves et al. 2018; Barragan et al., 2018), existem
publicacdes cientificas que ndo demonstram niveis significativamente inferiores de calcio em vacas com
metrite comparativamente a vacas sem metrite (Mikulkova et al., 2020). Tal pode dever-se ao facto dos
efeitos prejudiciais da hipocalcémia subclinica variarem em fun¢do da sua duragdo e do dia pds-parto
em que foi avaliada a calcémia do animal. No estudo de Neves et al. (2018), a concentracdo de calcio
plasmatico medido no primeiro dia pds-parto ndo estava associada ao risco de desenvolver metrite.
Animais com concentracdo de célcio < 2,15 mmol/L neste dia até apresentaram maior produgio de
leite nas primeiras 15 semanas de lactacdo comparativamente a animais com concentracdo de calcio
superior. Quando avaliada no dia dois, trés e quatro pds-parto, a concentra¢do de calcio estava
associada ao desenvolvimento de metrite. Adicionalmente, o nimero e tipo de bactérias envolvidas, o
estado do sistema imunitdrio, a capacidade de regeneragdo do endométrio e fatores enddcrinos

também influenciam o desenvolvimento de metrite (Rodriguez, Aris & Bach, 2017).

3.2. RELAGAO ENTRE STRESS OXIDATIVO E METRITE

A conversdo de nutrientes em energia disponivel para o funcionamento dos processos fisioldgicos de
manutengdo de um determinado organismo vivo, ocorre através de um conjunto de reagdes
metabdlicas que constituem o processo de respiragdo celular (Sordillo, 2013). Para que este processo
resulte numa produgao eficiente de energia, as moléculas de oxigénio sdo necessdrias como recetoras
de eletrGes. Da ligagdo entre moléculas de oxigénio e eletrdes, formam-se espécies reativas de oxigénio
(ROS), que pertencem a uma classe de radicais livres provenientes do metabolismo celular de qualquer
organismo aerdbio (Sordillo & Aitken, 2009). O aumento consideravel da necessidade de oxigénio

durante o periodo de transi¢cdo, caracterizado pelo acréscimo das exigéncias metabdlicas, resulta no
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aumento da producdo de ROS. Assim, gera-se um desequilibrio entre a producdo de ROS e a
disponibilidade de mecanismos antioxidantes, resultando na acumula¢do de ERO. Como resultado da
acumulagdo excessiva de ROS pode ocorrer dano celular e tecidular com o desenvolvimento de uma
condicdo denominada de stress oxidativo (Sordillo, Contreras & Aitken, 2009). Existem varios estudos
gue demonstram uma relagdo positiva entre stress oxidativo e desenvolvimento de metrite. Num
estudo de Mikulkova et al. (2020) que incluiu um grupo de vacas com metrite e um grupo sem doencga,
a média dos niveis de malondialdeido, que é um produto intermediario da peroxidacdo lipidica, foi
significativamente maior no grupo das metrites comparativamente ao grupo controlo. Relativamente
a presenca de produtos antioxidantes dos animais, o grupo das metrites apresentou concentra¢des de
vitamina A e E (antioxidantes exdgenos), inferiores ao grupo controlo. Estes resultados concordam em
parte com estudos de outros autores como Akar & Yuksel (2010), que também observaram niveis
superiores de malondialdeido e inferiores de vitamina A e E no grupo de animais com metrite.
Contrariamente a Mikulkova et al. (2020) que ndo obtiveram diminuigdo significativa de outros agentes
antioxidantes além dos listados anteriormente, Akar & Yuksel (2010) também reportaram niveis
reduzidos da atividade de enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase e catalase, e da
concentracdo de beta-carotenos nas vacas com metrite, relativamente ao grupo controlo. Um dos
principais alvos das ROS sdo os lipidos e por isso, através da peroxidacdo lipidica, podem causar dano
celular, em especial a células do sistema imunitario, que sdo particularmente sensiveis ao stress
oxidativo. Ndo sé as suas membranas fosfolipidicas sdo extremamente ricas em dacidos gordos
polinsaturados, o que as torna bastante suscetiveis a peroxidacdo, como este tipo células,
principalmente os neutrdfilos, produzem grandes quantidades de ROS quando estimulados (Spears &
Weiss, 2008). A vitamina E atua de forma sinérgica com o selénio para proteger as células de
peroxidagdo lipidica e aumenta a eficiéncia dos neutréfilos protegendo-os da lesdo oxidativa
consequente do processo de eliminagdo das bactérias fagocitadas (Xiao et al., 2021). A suplementagdo
destes dois antioxidantes ajuda a compensar o excesso de radicais livres, melhoram a atividade dos
neutrdfilos, as contragdes uterinas, involugdo uterina e reduzem a incidéncia de retengao placentdria

(Khatti et al., 2017).

3.3. FATORES DE RISCO RELACIONADQOS COM O PARTO

Além das doengas metabdlicas, existem condi¢Ges relacionadas com o parto que por lesdo e aumento
da contaminac¢do microbioldgica do trato genital feminino, também se revelaram fatores de risco para
o desenvolvimento de metrite, tais como: retengdo planetaria (RP), distocia, parto gemelar, aborto,
gestacao de curta duragdo, primiparidade e crias grandes de sexo masculino (Hossein-Zadeh & Ardalan,
2011). Hossein-Zadeh & Ardalan (2011) desenvolveram um estudo numa amostra de 57301 vacas de
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leite, com o objetivo de avaliar a associacdo entre fatores de risco relacionados com o parto e o risco
de desenvolver metrite. Concluiram que o risco de vacas Holstein desenvolverem metrite era 27,74,
6,57,6,26,4,32,2,45,2,41 e 1,86 vezes superior quando associado a RP, parto gemelar, aborto, distocia,
cria do sexo masculino, parto no inverno ou primiparidade, respetivamente, a vacas com parto eutécico
e sem estes fatores de risco. Dentro deste conjunto de complicagGes, a retencdo placentdria é o
principal fator de risco de metrite (LeBlanc, 2008), pois favorece a contaminac¢do bacteriana do utero
por atraso na sua involugdo, na expulsdo dos léquios e na regeneragao do endométrio (Sheldon et al.,
2008). A retencdo placentdria é definida como a falha da expulsdo das membranas fetais nas 12-24
horas posteriores ao parto (Amin & Hussein, 2022) e partilha varias causas com a metrite. A etiologia
e patogénese da RP é um processo complexo e pouco claro que ndo se enquadra nos objetivos desta
revisdo, no entanto, tal como a metrite, o stress metabdlico gera uma disfun¢do no sistema imunitario
gue é necessario neste caso, no processo de reconhecimento da placenta como corpo estranho e da
sua separacao do utero, através da diminuicdo de citoquinas como a interleucina-8 e atividade da
mieloperoxidase dos neutrdfilos (Kimura et al., 2002). As complica¢Ges relacionadas com o parto como
a distocia, parto gemelar e aborto também sdo predisponentes a RP (Mahnani et al., 2021). Além
destes fatores, também a existéncia de stress inflamatdrio, stress oxidativo e disfuncdo hormonal na
altura do parto demonstram estar associados a falha na expulsdo das membranas fetais (Mcnaughton

& Murray, 2005).

3.4. RESILIENCIA A INFECAO UTERINA

Resiliéncia é a capacidade de o animal permanecer saudavel ou responder de forma ligeira e recuperar
rapidamente em resposta a determinado desafio. Estes desafios podem ter origem intrinseca como o
stress metabdlico no periodo de transicdo, ou extrinseca como a infecdo uterina por agentes
patogénicos (van Dixhoorn et al., 2023). Ambos os desafios estdo presentes na metrite. Esta por sua
vez, depende da tolerancia e resisténcia do animal. Tolerancia é a habilidade de limitar a severidade
da doenca derivada de uma determinada carga bacteriana e depende de varios mecanismos de defesa:
producdo de muco e péptidos antimicrobianos pelo endométrio e presenca de tight-junctions que
separam a superficie apical e basal das células do endométrio. Resisténcia é a habilidade de limitar a
multiplicacdo da carga bacteriana infetante e depende da imunidade do animal (Sheldon, Cronin &
Bromfield, 2019). Embora se considere inevitdvel a entrada de bactérias ambientais no Utero apds o
parto, a higiene do local do parto ndo é um fator principal para o desenvolvimento de doenca uterina
(Potter et al., 2010). Em vez da presencga de agentes patogénicos, o desenvolvimento e progressdo de
metrite pode dever-se principalmente a fatores de risco que afetam a tolerancia, como as condi¢des

relacionadas com o parto que lesam o endométrio e permitem a infe¢do das camadas subjacentes, e
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a resisténcia aos agentes bacterianos, como o stress metabdlico que enfraquece o sistema imunitario.
No caso de as bactérias superarem estes mecanismos de defesa, a inflamacao consequente delineia a
progressdo e resolucdo da doenga uterina (Sheldon, Cronin & Bromfield, 2019). Contudo, algumas
bactérias tém evoluido no sentido de desenvolver estratégias que permitem escapar as defesas do
hospedeiro, através de fatores de viruléncia abordados nos capitulos seguintes, e dessa forma causar
doenga em animais aparentemente saudaveis. Silva et al. (2023) conseguiram aumentar o risco de
desenvolvimento de metrite em animais sauddveis, administrando, experimentalmente, uma solucdo
intrauterina constituida por 10 unidades formadoras de colénias de Escherichia coli, Trueperella
pyogenes e Fusobacterium necrophorum entre as quatro e 22 horas pds-parto, sugerindo que é
possivel um animal sauddvel contrair metrite devido a contaminacdo bacteriana do utero pelas

bactérias referidas.

3.5 ALTERAGAO DO MICROBIOMA UTERINO

A existéncia de uma interacdo simbidtica entre o animal e as comunidades microbianas residentes é
essencial para a manutencdo do estado geral do mesmo, incluindo uma boa saude reprodutiva e
fertilidade (Comizzoli et al., 2021). Como tal, diversas comunidades microbianas tém sido estudadas
pelos diferentes planos anatémicos desde o rumen (Seshadri et al., 2018), glandula mamaria
(Porcellato et al., 2020), aparelho locomotor (Espiritu et al., 2020), sistema respiratdrio (Lima et al.,
2019) e trato reprodutor (Jeon & Galvado, 2018). A caracterizagdo do microbioma uterino pode fornecer
informagdo importante sobre a ecologia dos microrganismos associados a doenga reprodutiva e desta
forma, oferecer oportunidades para o desenvolvimento de terapias que ndo incluam antibidticos
(Pascottini & LeBlanc, 2020). Apds o parto, a contaminagdo do Utero por uma grande diversidade de
bactérias ambientais é considerada inevitdvel e o 6rgdo passa por um processo repetitivo de
contaminacdo, eliminacdo e nova contaminacao (Drillich & Wagener, 2018). Durante varias décadas foi
consensual o facto de as bactérias uterinas serem eliminadas completamente antes da gestacdo
seguinte e que o Utero gravidico era um meio estéril, no entanto, atualmente sabe-se que este ndo é o
caso e que o Utero da vaca prenha pode até conter algumas bactérias potencialmente patogénicas
(Karstrup et al., 2017). Até 2010, o conhecimento adquirido em relagdo ao microbioma uterino
pos-parto foi quase exclusivamente recolhido através de estudos dependentes de cultura bacteriana
(Galvao, Bicalho & Jeon, 2019) e, embora estes estudos tenham constituido a base do conhecimento
da ecologia uterina atual, é possivel que tenham subestimado a complexidade microbiana do meio
intrauterino, dado que menos de 1% dos microrganismos colhidos estardo aptos para cultura nas

condigdes laboratoriais normais (Jeon et al., 2015). Sheldon et al. (2002) classificou as bactérias de
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acordo com a patogenicidade expectavel e considerou a T. pyogenes, E. coli, Prevotella melaninogenica
e F. necrophorum como 0s principais agentes patogénicos, embora os resultados da restante
comunidade cientifica ndo tenham sido sempre concordantes com a associacdo destes agentes a
doenga uterina, especialmente em relacgdo a E. coli e P. melaninogenica (Galvao, Bicalho & Jeon, 2019).
Um estudo dependente de cultura bacteriana, indicou uma prevaléncia significativamente superior de
T. pyogenes, E. coli e Bacteroides em amostras uterinas de animais com metrite comparativamente a
animais saudaveis, no décimo dia em lactagdo. Observou-se uma correlagdo positiva entre a presenca
destas duas bactérias, sugerindo que na presenca simultanea possam atuar de forma sinérgica. Ao
vigésimo dia pds-parto deixou de se observar diferenca significativa na prevaléncia de E. coli entre
grupos, sugerindo que o principal papel desta bactéria pode ser o favorecimento do crescimento de
outros agentes patogénicos (Huszeniczal et al., 1999). Estudos baseados em cultura bacteriana
indicaram que o género Streptococcus é isolado com menos frequéncia a medida que a secrecao
uterina piora (Dohmen et al.,, 1995) e apresenta uma correlagdo negativa com a presenca de T.
pyogenes (Bonnett et al., 1991), o que sugere uma agdo promotora de salde uterina por parte destas
bactérias. Em 2010 comegaram a ser usadas em clinica de bovinos, técnicas independentes de cultura
bacteriana, baseadas em sequencia¢do gendmica, como PCR e sequenciagdo metagendmica (Galvao,
Bicalho & Jeon, 2019), que permitiram a sequenciacdao do genoma contido numa amostra ambiental,
e consequente identificacdo da constituicdo da comunidade bacteriana presente (Thomas, Gilbert &
Meyer, 2012). A caracterizacdo pode ser feita por sequenciacdo do genoma completo ou apenas do
gene procariota 16S de rRNA, que representa uma subunidade ribossomal comum a todas as bactérias,
composta por 1500 pares de bases e 9 regides varidveis que permitem a classifica¢do filogenética dos
géneros ou espécies envolventes numa determinada populagdo microbiana (Weisburg et al., 1991). A
piro-sequencia¢do e criagdo de bibliotecas de clones de DNA foram outras tecnologias utilizadas
recentemente para diferenciar o microbioma uterino de vacas com e sem metrite (Santos & Bicalho,
2012; Santos et al., 2011). O desenvolvimento destas tecnologias contribuiu para a expansdo do
conhecimento acerca do microbioma do Utero associado a doenga uterina (Galvdo, Bicalho & Jeon,
2019). Jeon et al. (2015) colheram 60 amostras uterinas por zaragatoa e avaliaram a progressdo do
microbiota uterino desde o parto até ao estabelecimento de metrite. Adicionalmente, estudou a
correlacdo de diferentes bactérias entre elas e com o score de descarga vaginal (SDV), utilizando a
seguinte categorizacdo: 1, secregao viscosa clara, vermelha ou castanha; 2, secre¢cao mucosa turva com
flocos de pus; 3, secrecdo mucopurulenta com < 50% de pus; 4, semelhante ao grau 3 com > 50% de
pus; 5, secrecdo aquosa fétida vermelho-acastanhada. Através da sequenciacdo do gene 16S rRNA,

identificaram no total, 28 familias e 824 géneros de bactérias. Oito das familias e 30 dos géneros
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constituiam 99,7% e 91,1% da comunidade bacteriana, respetivamente. Inicialmente, constataram que
passados 20 minutos do parto, todas as vacas tinham um microbioma uterino estabelecido e
semelhante entre vacas que permaneceram sauddveis e aquelas que desenvolveram metrite e assim
se manteve até ao segundo dia pds-parto. Foi entre o segundo e sexto dia pds-parto que a abundancia
relativa de familias se alterou nas vacas que adquiriram metrite, com o aumento relativo de
Bacteroidetes e Fusobacteria. Em relagdo aos géneros, nenhum em especifico se mostrou
discriminativo entre animais doentes e saudaveis. Assim, é provdvel que a abundancia relativa e as
interagdes entre bactérias sejam fatores mais importantes para o desenvolvimento de metrite do que
diferencas bacterianas especificas entre comunidades. Os autores testaram esta hipdtese avaliando a
evolucdo dos cinco géneros mais abundantes (= 5% de abundancia) desde o parto até ao sexto dia
pos-parto e reportaram um aumento da abundancia relativa de Bacteroides, Fusobacterium e
Porphyromonas e dimuicdo de Coxiella e Ureaplasma (Figura 1), este Ultimo apenas entre o segundo e
sexto dia. Adicionalmente, ndo sé o género Bacteroides demonstrou uma correlacdo positiva com o
SDV como também com a abundancia relativa de Fusobacterium, o que sugere uma acao sinérgica
entre os dois. Também a propor¢cdo de Bacteroides e Fusobacterium estiveram positivamente
correlacionadas com Filifactor e Helcococcus, respetivamente. Os resultados deste estudo indicam uma
alteracdo rapida do microbioma uterino pds-parto favorecendo a multiplicagdo de bactérias anaerdbias
como as Fusobacteria e Bacteroidetes, provavelmente devido ao término da circulagdo sanguinea na
placenta com consequente diminuicdo de oxigénio, o que, juntamente com os restos de fluidos fetais,
forma o meio ideal para o crescimento de anaerdbios (Sheldon et al., 2008). Além disso, os autores
também obtiveram resultados que suportam a hipdtese de o desenvolvimento de metrite se dever
principalmente a uma disbiose do microbioma uterino e ndo a infe¢cdo por agentes especificos, uma
vez que o grupo de vacas com metrite, apresentou um numero médio de espécies diferentes inferior
ao grupo de controlo, indicando que a comunidade microbiana é mais homogénea em animais
doentes. Assim, as altera¢Ges do microbioma uterino reportadas por Jeon et al. (2015) coincidem com
os trés tipos de disbiose sugeridos por Petersen & Round (2014): perda de micro-organismos benéficos;
sobre crescimento de micro-organismos potencialmente patogénicos e perda de diversidade
microbioldgica. Outros estudos reportaram igualmente um declinio da diversidade bacteriana no utero
pos-parto de vacas que desenvolveram metrite em relacdo a vacas que permaneceram saudaveis (Chen
et al., 2020), com alteragBes caracteristicas da abundancia dentro da comunidade microbiana dos filos
como o aumento de Bacteroidetes e Fusobacteria (Santos, Gilbert & Bicalho, 2011), diminuicdo de
Firmicutes e Proteobacteria (Bicalho et al., 2017) e dos géneros, incluindo o aumento de Bacteroides,

Fusobacterium e Porphyromonas (Sicsic et al., 2018). Ao nivel das espécies associadas a metrite, ao
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contrario de estudos baseados em cultura bacteriana (Huszeniczal et al., 1999), varios estudos recentes
baseados em metagendmica ndo mostraram diferenca na prevaléncia de E. coli e T. pyogenes entre
animais com metrite e animais saudaveis (Cunha et al., 2018). Ainda assim, a baixa abundancia relativa
de um agente patogénico nao invalida a sua importancia na patogenia de infe¢Ges uterinas. Os fatores
de viruléncia de algumas destas bactérias menos representadas promovem o crescimento de agentes
patogénicos oportunistas e/ou facilitam o seu processo de invasdo no endométrio (Comlekcioglu et al.,
2024). De seguida discutimos o conhecimento atual sobre os mecanismos de patogenicidade das

principais bactérias envolvidas na metrite.

0 DPP 2 DPP 612 DPP
m Fusobacterium
m Bacteroides
Animais » Coxiella
Saudaveis u Porphyromonas
u Ureaplasma
u Outros

Animais
com
Metrite

Figura 1. Distribuicdo dos cinco géneros mais abundantes em vacas saudaveis e com metrite nos dias

0, 2 e 6 + 2 pbs-parto (Adaptado de Jeon et al., 2015).

3.5.1. Escherichia coli

O papel da E. coli na patogénese de metrite tem sido controverso. Por um lado, existem estudos como
o de Jeon et al. (2015) cujos resultados n3do sé identificaram uma correlacdo negativa do género
Escherichia com o SDV e com a abundancia de Bacteroides e Fusobacterium, como também
demonstraram uma associacdo da bactéria com saude uterina; ou os de Cunha et al. (2018) que
obtiveram, através da utilizagdo de primers especificos de E. coli na regidgo 16S rRNA, um nuimero de
copias de genes semelhante entre o grupo de animais saudaveis, com metrite e com metrite e febre.
Por outro lado, existem estudos que descrevem a presenc¢a de fatores de viruléncia (FV) de E. coli
intrauterina nos primeiros dias pds-parto, como importantes fatores de risco para o desenvolvimento
de metrite: vacas positivas a E.coli portadora de fimH (adesina proteica localizada no término das
fimbrias, que favorece a adesdo da bactéria aos tecidos do hospedeiro) demonstraram um risco 4,7

vezes maior de desenvolver metrite, comparativamente a vacas negativas a este FV (Bicalho et al.,
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2012). Ainda no estudo realizado pelo mesmo autor, vacas positivas a fimH nos primeiros trés dias pds-
parto tiveram um risco 16,2 vezes maior de apresentar infecdo uterina por F. necrophorum entre o
oitavo e décimo dia de lactagdo, comparativamente a vacas negativas a este FV. Estes resultados
suportam a hipdtese da E.coli ter uma agao potenciadora do estabelecimento e persisténcia de infegao
uterina por outros agentes (Bicalho et al., 2012). Kassé et al. (2016) estudaram a associac¢do de 32 FV
de E.coli com metrite e concluiram que vacas com hral ou kpsMTII no seu Utero, eram respetivamente
5,9 e 6,2 mais provaveis de contrair a doenga do que se ndo tivessem apresentado estes FV no conteudo
uterino. O primeiro destes FV permite auto agregacdo bacteriana e o segundo codifica uma proteina
capsular, que sdao ambos mecanismos de bloqueio da fagocitose. Os resultados conflituosos podem
dever-se a diversidade de estirpes e consequentemente dos FV expressos pela bactéria (Jeon & Galvao,

2018).

3.5.2. Fusobacterium spp.

Num estudo de andlise metagenémica da diversidade microbiana do meio intrauterino de vacas
sauddveis e com metrite, a principal evidéncia recolhida por Santos et al. (2011) foi o facto do filo
Fusobacteria ser o mais abundante em animais com metrite e nem sequer ter sido identificado nos
animais sem doenca. A grande maioria (> 99%) das sequéncias identificadas deste filo apresentaram
elevada identidade com F. necrophorum e F. necrophorum ssp. funduliforme. Adicionalmente, no
estudo de sequenciacdo gendmica de Jeon et al. (2015), a presenca do género Fusobacterium
apresentou uma correlagao positiva com o SDV e a abundancia de Bacteroides o que sugere a sua
associagao com metrite. O principal FV de F. necrophorum é uma leucotoxina codificada pelo gene iktA.
Este foi o mais prevalente de cinco FV (piolisina, proteina de ligacdo ao colageno e fimA — especificos
de T. pyogenes; fimH — especifico de E.coli; IktA) pesquisados por PCR na secrecdo uterina de 111 vacas,
nos dias 1-3, 8-10 e 34-36 pds parto (Bicalho et al.,, 2012). Esta leucotoxina é uma proteina
particularmente citotdxica para os neutrdfilos e macréfagos de ruminantes que induz a sua apoptose
(Nagaraja et al., 2005). Entre o oitavo e décimo dia em lactagdo o gene iktA foi o Unico cuja presenga
apresentou forte associagdo com a metrite. As vacas positivas a iktA apresentaram uma prevaléncia de
metrite de 54.1%, enquanto as vacas negativas a este gene, apresentaram uma prevaléncia de doenga
de 24% (Bicalho et al., 2012). Jeon et al. (2021) também detetaram uma associa¢do interessante entre
a concentragdo de BHB e F necrophorum na medida em que esta bactéria metabolizava
preferencialmente este metabolito, em relagdo a outras bactérias do microbioma, o que pode servir
para justificar em parte o seu sobre crescimento nas primeiras semanas pds-parto e eventual declinio

ao longo do tempo.
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3.5.3. Bacteroides spp.

As espécies do género Bacteroides sao as mais abundantes no Utero de vacas com metrite e
apresentam correlagdo positiva com o SDV (Jeon et al., 2015). B. heparinolyticus e B. pyogenes foram
a primeira e segunda bactérias mais abundantes do género em questao, respetivamente, sendo que a
ultima foi recentemente associada ao desenvolvimento de febre aquando da presenca de doencga
uterina (Jeon et al., 2016). As Bacteroides apresentam varios fatores de viruléncia que atuam em trés
areas: adesdo aos tecidos, protecdo frente ao sistema imunitdrio do hospedeiro e lesdo tecidular. Estas
bactérias apresentam uma capsula polissacaridea com fimbrias e aglutininas que favorecem a sua
fixacdo aos tecidos, tém a capacidade de reduzir o potencial oxidativo de macréfagos e de sobreviver
em ambientes de stress oxidativo (aerotolerdncia). Apresentam ainda capacidade de alterar a
arquitetura da superficie polissacaridea e desta forma fugir ao sistema imunitario do hospedeiro. Além
disso, produzem enzimas como a hialuronidase, hemolisinas e proteases que lesionam os tecidos

(Wexler, 2007).

3.5.4. Porphyromonas spp.

Jeon et al. (2015) detetaram um aumento significativo da abundéancia relativa de Porphyromonas desde
o dia do parto até ao dia de diagndstico de metrite e uma associacdo positiva deste género com a
presenca de metrite no sexto dia pds-parto. Posteriormente, Cunha et al. (2018) mostraram que vacas
com metrite apresentavam um numero de copias genéticas especificas de Porphyromonas levii no
Utero significativamente superior a vacas sauddveis, consolidando deste modo, o seu papel como
patdgeno emergente na metrite. Esta bactéria produz proteases capazes de clivar a imunoglobulina-
G2, que é um anticorpo mediador de fagocitose e citotoxidade por parte neutrdfilos, necessaria para a
destruicdo intracelular de bactérias, apds fagocitose. A incapacidade de fagocitar estas bactérias pode

comprometer o animal e promover a progressdo da doenca (Lobb et al., 1999).

3.5.5. Helcococcus spp.

O género Helcococcus comegou por ser relacionado com o desenvolvimento de metrite apds o
isolamento das bactérias anaerdbias facultativas e gram-positivas, Helcococcus ovis e kunzii, em
estudos baseados em cultura bacteriana, no entanto, o seu envolvimento na patogénese da doenga
nao ficou elucidado, na medida em que, também nao existiu comparagdo com microbiomas uterinos
de animais saudaveis (Locatelli et al., 2013). Mais tarde, utilizando técnicas metagendmicas, este
género apresentou ndo sé uma correlacdo positiva com a abundancia relativa de F. necrophorum, o

gue sugere uma possivel sinergia entre ambos os géneros, como também com o SDV (Jeon et al., 2015).
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Ainda num estudo de quantificacdo de agentes patogénicos uterinos, Cunha et al. (2018) relataram
uma diferenca significativa do nimero de sequéncias genéticas indicativas de H. ovis entre animais com
metrite e animais saudaveis. Dado estes resultados, o autor anteriormente referido sugere este agente
como um dos patdgenos emergentes envolvidos no desenvolvimento de metrite, contudo sdo

necessarios novos estudos para conhecer os fatores de viruléncia destas bactérias.

4. IMPACTO NA PERFORMANCE PRODUTIVA E REPRODUTIVA
4.1. IMPACTO NA PRODUGAO LEITEIRA

Num estudo relativo ao impacto econdmico da metrite em explora¢des de vacas leiteiras dos Estados
Unidos, o custo médio de um caso de metrite foi de 507 euros, sendo que 59% deste valor é referente
as perdas de producdo leiteira (Pérez-Baez et al., 2021). Atualmente existe uma significativa quantidade
de evidéncia cientifica que demonstra quebra de produ¢do em animais com metrite (Dubuc et al., 2011;
Wittrock et al., 2011; Mikulkova et al., 2020; Dervishi et al., 2016). Dubuc et al. (2011) estudaram o
impacto produtivo de metrite numa amostra de 2178 vacas, atendendo a paridade. Constataram que
apenas existiu uma quebra de producdo em vacas multiparas doentes comparativamente a vacas
saudaveis da mesma paridade. Baseando-se numa projecao de 305 dias em lactacdo, além de terem
reportado uma diminuicdo de 259 kg de leite por lactacdo em vacas que desenvolveram metrite,
também vacas com retencdo placentaria apresentaram uma quebra de 753 kg por lactacdo. Quando
desenvolvidas ambas as condi¢gdes na mesma lactagdo, os efeitos acumularam-se. Estes resultados vao
de encontro aos obtidos por Wittrock et al. (2011) em termos de quebra de produtividade e relagdo
com paridade. No entanto, sdo discordantes no efeito da doenga na probabilidade de refugo uma vez
qgue Dubuc et al. (2011) ndo detetaram uma diferenca significativa no risco de refugo entre animais
com e sem metrite. Wittrock et al. (2011) além de estudarem os efeitos a longo prazo da metrite na
producdo leiteira e risco de refugo, também abordaram os efeitos da doenca a curto prazo na ingestado
de MS. As vacas multiparas com metrite envolvidas neste estudo apresentaram, aproximadamente,
uma quebra de 1251 kg de leite ao longo da lactagdo (projecdo a 305 dias), ingeriram menor
qguantidade de MS nas primeiras trés semanas poés-parto (12,2 + 1,2 kg/d vs. 14,0 + 0,8 kg/d) e
apresentaram um maior risco de refugo (50% vs. 20,9%), comparativamente a vacas multiparas
sauddveis. Embora os mecanismos que levam a diminuicdo da produgdo de leite em animais com
metrite ndo sejam totalmente conhecidos (Dervishi et al., 2016), estes resultados sugerem que a
doenga pode afetar indiretamente a producdo de leite através da diminui¢do de ingestdao de MS no
pds-parto. Ainda no estudo Wittrock et al. (2011), a quebra da producgdo foi a principal causa do

aumento da taxa de refugo em vacas com metrite, uma vez que a decisao de refugo foi tomada antes
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de qualquer indicacdo de problemas reprodutivos. Outro fator que pode contribuir para esta quebra é
o aumento das concentra¢des do fator de necrose tumoral, resultante da infecao uterina por gram-
negativos, que inibe a produgao de prolactina e dessa forma promove a reducdo da producdo de leite

(Dervishi et al., 2016).

4.2. IMPACTO NA FERTILIDADE

Vérias doencgas do pds-parto, infeciosas e metabdlicas, tem a capacidade de afetar a performance
reprodutiva do animal favorecendo anestros prolongados, reduzidas taxas de concecao e aumento das
perdas de gestacao, independentemente se decorrem antes, depois ou durante a época de reproducdo
(Gilbert, 2019). Os mecanismos de infertilidade decorrentes de infe¢Ges uterinas, como a metrite,
podem-se agrupar em trés dreas: desregulacdao hormonal, efeitos negativos sobre a capacidade de o
Utero suportar uma gestacdo e desregulacdo ovdrica com consequente reducdo da qualidade dos

odcitos (Bromfield et al., 2015).

4.2.1. Relagdo entre desregulagdo hormonal e infertilidade

Como ja referido anteriormente, as bactérias gram-negativas constituem a maior classe de
microorganismos causadores de metrite e todos elas com FV bem caracterizados, em especial a
producdo de endotoxina (lipopolissacarideo, LPS). A exposicdo uterina a este FV leva a diminui¢do de
secrecdo da GnRH no hipotidlamo e consequente reduc¢do da frequéncia de picos de LH, o que pode
resultar num atraso de ovulagdo (Bromfield et al., 2015). Esta sugestdo é apoiada pelo estudo de Lavon
et al. (2008), que através da administragdo experimental por via endovenosa de LPS num grupo de 13
vacas em estro, obteve um atraso na ovulagdo de um tergo das vacas. Adicionalmente, ovarios expostos
a LPS apresentam uma redug¢do da atividade da aromatase, enzima esta que produz estradiol nas
células da granulosa, resultando numa redugao deste estrogénio, que é extensamente necessario para
um correto desenvolvimento folicular, ovulagdo e formagdo de um bom corpo luteo (Herath et al.,
2007). E a secrecdo de estradiol pelo foliculo dominante no final do ciclo ovérico que estimula a
ocorréncia do pico de LH, que culmina com a ovulac¢do (Sébert et al., 2010). Paralelamente, vacas que
ovulam foliculos pequenos com baixa concentracdo de estradiol, geram corpos luteos igualmente
pequenos com baixa producdo de progesterona que é essencial para o reconhecimento, implantagédo
e manutencdo da gestacdao. Assim, a concentracao reduzida de estradiol e progesterona resulta na
desregulacdo da ciclicidade ovarica por atraso da ovulacdo, atraso no desenvolvimento folicular,
aumento do risco de anovulacdo e falha na concecdo (Herath et al., 2007). A anovulagdo até ao fim do
periodo de espera voluntario (60 a 65 dias pds-parto) estd associada a uma reduc¢do da taxa de

concec¢do e aumento do risco de morte embrionaria em relagao a vacas que ovularam durante este
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periodo (Gilbert, 2019). Walsh et al. (2007) também reportaram um aumento do intervalo entre o parto
e a primeira inseminacdao e numero de dias em aberto em vacas anovulatérias quando comparadas
com vacas que ovularam até aos 60 dias pds-parto. A presenca de LPS no conteldo uterino também
esta associada a uma extensdo da fase IGitea uma vez que induz a alteragdo da produgdo pelo
endométrio, de prostaglandina F2a luteolitica para prostaglandina E2 que é luteotroéfica (Herath et al.,

2009).

4.2.2. Afecdo ovdrica e efeitos sobre foliculos e o6citos em animais com doenga uterina

Existe um conjunto de evidéncia cientifica que demonstra os efeitos da infecdo e/ou inflamac&o uterina
nos foliculos e consequentemente nos odcitos, que podem persistir até quatro meses apds o inicio da
doenca uterina, mesmo que esta ja esteja resolvida (LeBlanc, 2023). O impacto da doenga uterina no
funcionamento dos ovdrios é possivelmente superior ao impacto direto que apresenta sobre o
ambiente uterino no que diz respeito a capacidade de gerar e suportar uma gestacdo (Gilbert, 2019).
Dado que a inflamacgao uterina pds-parto pode afetar os foliculos em diversas fases da sua vida, desde
a reserva de foliculos primordiais até ao momento da ovulagdo (Figura 2 — Anexos). Os mecanismos

associados a infertilidade a seguir enunciados, serdo divididos por fases do desenvolvimento folicular.

4.2.2.1. Foliculos pré-antrais

Durante um processo inflamatério estimulado pela exposi¢do uterina de endotoxina, os LPS ligam-se a
recetores do tipo Toll das células do endométrio de forma a estimular a produgao de mediadores
pro-inflamatérios com eventual recrutamento de leucdcitos (Casaro et al., 2023). Embora ndo ocorra
recrutamento de células do sistema imunitario para o foliculo, as células da granulosa também
apresentam recetores desta familia e respondem da mesma forma a ligagdo com LPS. Um dos
mecanismos de produc¢do de citoquinas como a interleucina-6, apds ligagdo entre LPS e recetores do
tipo Toll, tem por base a ativa¢cdo da proteina kinase B. Este mecanismo é o mesmo que ocorre,
fisiologicamente, na ativagao de foliculos primordiais para que estes continuem o seu desenvolvimento
folicular (Bromfield & Sheldon, 2013). Posto isto, Bromfield & Sheldon (2013) colocaram a hipdtese de
gue os processos inflamatdrios podem esgotar a reserva de foliculos primordiais, uma vez que, assim
gue sdo ativados, o seu desenvolvimento sé termina com atresia ou ovula¢do (Gilbert, 2019). Para
testar esta hipdtese, Bromfield & Sheldon (2013) cultivaram cortex ovarico de bovino em meios com
concentragdes crescentes de LPS e constataram que o meio com maior concentragdo de LPS
apresentou a maior taxa de ativagdo de foliculos primordiais em primarios e secundarios. O stress
oxidativo também pode contribuir para a lesdo dos foliculos desde a sua fase primordial até o
desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério uma vez que provoca uma disfun¢do do processo de
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segregacdo cromossOmica, especialmente na préfase da primeira meiose, que é exatamente a fase da
oogénese em que 0s 00citos permanecem desde o nascimento, até a fase pré-ovulatodria (Gilbert,

2019).

4.2.2.2. Foliculos antrais

A evolugdo de um foliculo pré-antral para um foliculo antral consiste como o nome indica, na formacgao
de um antro que é acompanhado pela diferenciacdo das células da granulosa em dois fendtipos
celulares que passam a constituir duas camadas: cumulus oophorus (junto ao odcito) e células murais
(camada exterior). Esta transicdo é acompanhada por um aumento significativo da frequéncia de
atresia sugerindo que é fisiologicamente desafiante manter uma forte ligacdo entre o odcito e a
granulosa aquando da formagdo do antro, especialmente com as células cumulus das quais o odcito
depende para a sua maturagdo e desenvolvimento (Scaramuzzi et al., 2011). Nos estadios mais tardios
do crescimento do foliculo antral, o odcito inicia a sua maturagdo retomando a meiose e o seu
desenvolvimento constitucional de forma a tornar-se competente, isto é, com capacidade de clivagem
apos fertilizacdo, formacdo do blastocisto e desenvolvimento correto do feto até ao término da
gestacdo (Sirard et al., 2006). Existem varios estudos que demonstram o efeito prejudicial dos LPS
nestes processos de desenvolvimento folicular e consequentemente, na competéncia dos odcitos
(Magata, 2020). Magata & Shimizu (2017) cultivaram complexos odcito-cumulus em concentragdes
crescentes de LPS seguindo da sua fertilizagao in vitro de forma a avaliar o efeito da endotoxina na
competéncia dos odcitos. Verificaram, em primeiro lugar, que a rapidez de progressao meidtica dos
odcitos foi inversamente proporcional a concentra¢do de LPS do meio envolvente, traduzindo um efeito
deletério na maturacdo nuclear do odécito. Em segundo lugar, a exposicdo a LPS inibiu a redistribuicdo
mitocondrial no citoplasma do odcito e diminuiu o potencial de membrana das mitocéndrias,
sugerindo que também apresenta efeitos nefastos na maturagao citoplasmatica. Apés a fertilizacdo, a
proporc¢do de odcitos que sofreram clivagem e correta fertilizagdo nao foi afetada pelo tratamento com
LPS, no entanto, a proporg¢do de embrides clivados que chegaram ao estadio de blastocisto foi mais
baixa quanto maior a concentragdo de LPS a que foram cultivados os respetivos odcitos. Por fim, o racio
entre a massa celular interna e as células da trofectoderme do blastocisto também se mostrou alterado
pela presenca de LPS, com o nimero destas células significativamente mais baixo, em blastocistos de

dia oito, provenientes de meios de cultura com LPS (Magata & Shimizu, 2017).
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Figura 2. Representacdo esquematica do impacto da infe¢do uterina no trato reprodutivo (Adaptado

de Bromfield et al., 2015).
4.2.3 Efeitos da doenca uterina na implantacdo e desenvolvimento da gestacao

Embora grande parte dos fatores da doenca uterina que afetam a fertilidade do animal estejam
relacionados com a disfungdo ovarica e desenvolvimento de competéncia dos odcitos, é evidente que
alguns destes fatores decorrem ao nivel do Utero (Gilbert, 2019). O facto de animais com doenca
uterina prévia, que sdo utilizados como recetores de embrides, apresentarem menor taxa de
diagndstico de gestagao positivo e maior taxa de perdas de gestagdo, comparativamente a vacas que
permaneceram saudaveis todo o periodo pds-parto até receberem o embrido, sugere que a inflamagdo
uterina antes do inicio da gestacao provoca efeitos negativos que perduram para la do término do
processo inflamatério (Ribeiro et al., 2016). Juntamente com a inflamacgdo, o stress oxidativo pode
também contribuir para infertilidade ao nivel do utero. Em mulheres sujeitas a transferéncia de
embrides, a concentracdo de marcadores de stress oxidativo presentes no fluido aspirado do Utero pré
transferéncia, esta correlacionada com a taxa de gestacdo (Rahiminejad et al., 2016). Tal como referido
na secc¢do anterior, a redu¢do do numero de células da trofectoderme pode também resultar numa
falha de reconhecimento da gestacdo, uma vez que, é esta camada que produz a molécula sinalizadora

da gestacdo, o interferdo-t (Magata & Shimizu, 2017).
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5. TRATAMENTO DE METRITE

Independentemente dos fatores que contribuem para o desenvolvimento de metrite, a etiologia da
doenga é infeciosa e como tal, os antibidticos tem sido a terapia mais eficaz no seu tratamento. Os
principais antibidticos utilizados para o tratamento desta enfermidade s3o as cefalosporinas de terceira
geracao, ampicilina, oxitetraciclina e penicilina, sendo que podem ser administrados por via sistémica,
intrauterina ou ambas (Haimerl & Heuwieser, 2014). O ceftiofur, uma cefalosporina de terceira geracgao,
€ o principio ativo mais utilizado no tratamento da metrite, principalmente por apresentar um intervalo
de seguranca para o leite de zero dias, mas também porque apresenta boa eficacia na resolucdo da
doencga (Mclaughlin et al., 2012). Contudo, pertence ao grupo B (uso restrito) da categorizacdo de
antibidticos para uso animal. Isto significa que apenas deve ser usado na inexisténcia de antibidticos
eficazes do grupo C e D, e baseado em testes de sensibilidade antimicrobiana uma vez que os
antibidticos deste grupo sdo de critica importancia na medicina humana (EMA, 2019). Quando
comparadas as perdas econdmicas entre animais doentes tratados ou ndo tratados, o tratamento com
ceftiofur, apesar de ser menos rentdvel até aos 60 dias em lactacdo, reduziu as perdas econdmicas
projetadas até ao fim da lactacdo, se ndo se tivessem tratado animais, melhorando a fertilidade e
reduzindo a taxa de refugo, os custos de reposicado e a perda de producgéo leiteira (Silva et al., 2021). A
associacdo de antibiético com anti-inflamatdrios ndo esteroides como o cetoprofeno (Lora et al., 2021)
ou flunixina meglumina e prostaglandina F2a também sdo terapias comuns, no entanto o uso destas
substancias nem sempre apresenta vantagens significativas em termos de rapidez de resolucdo de
sinais clinicos e/ou fertilidade do animal (Jeremejeva et al., 2012). O uso de qualquer antibidtico esta
associado a pressdo seletiva e consequente risco de desenvolvimento de bactérias resistentes. Assim,
€ necessario um uso prudente destes farmacos, desde a sua correta utilizacdo (escolha indicada de
acordo com a sensibilidade do agente infecioso presente, dosagem e duragdo do tratamento) (Haimerl
& Heuwieser, 2014); o tratamento seletivo dos animais afetados e o desenvolvimento de terapias ndo
antimicrobianas (Lima, 2020). A resisténcia aos antibidticos é atualmente uma emergéncia de saude
publica global. Sem a implementagao de medidas preventivas, estima-se que pode tornar-se a principal
causa de morte até 2050 (Tang, Millar & Moore, 2023). Atendendo a que mais de metade dos animais
com metrite recuperam espontaneamente (MclLaughlin et al., 2012), a implementagdo de uma terapia
seletiva baseada em fatores relativos ao animal e aferidos no momento do diagnéstico, com valor
preditivo da probabilidade de cura, pode levar a uma reducdo da utilizagdo de antibidticos (Machado
et al., 2020). Machado et al. (2020), observaram que a concentracdo de haptoglobina e o dia do
diagndstico de metrite, estavam associados com a probabilidade de cura; vacas tratadas com ceftiofur

com concentracdo de haptoglobina < 0,78 mg/mL no momento do diagndstico, demonstraram 8,5
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vezes maior probabilidade de cura comparativamente a vacas tratadas com maior concentracdo de
haptoglobina. Contudo, a precisdao destas variaveis na previsdao de recuperacdao do animal foi apenas
moderada, sendo necessdrios mais estudos de forma a identificar melhores fatores preditivos de cura
espontanea de metrite e de falha do tratamento. Tém-se realizado esfor¢os na investigacdo de novas
formas de tratamento de metrite, como a infusdo intrauterina de microparticulas de quitosano, que
tém uma atividade antimicrobiana de largo espetro, mas nao se observou melhor taxa de cura (Oliveira
et al., 2020). Foi também investigada a infusdo intrauterina de uma fragao de flavonoides micronizada
e purificada (FFMP), que demonstrou resultados promissores (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022). A FFMP
é um composto de flavonoides glicosideos com propriedades antimicrobiana, anti-inflamatdria e
protetora vascular que contribuiu para a involucdo uterina e cervical, para o controlo bacteriolégico e
imunolégico e para a melhoria da fertilidade de animais com metrite positiva a E.coli. No entanto, este
tratamento ndo foi comparado com a utilizacdo de antibidticos. Apesar dos esforcos realizados no
desenvolvimento de novos tratamentos de metrite, o uso de antibiéticos continua a ser o mais eficaz.
Apesar disso, varios estudos relataram que o uso destas substdncias ndo alterou a performance
produtiva e reprodutiva do animal (Haimerl & Heuwieser, 2014), tendo servido apenas para eliminar a
sintomatologia clinica. Assim, os principais avangos cientificos tém sido no ambito da prevencdo da
doenca e na consequente redugao dos seus efeitos sobre a rentabilidade da exploracdo. Recentemente,
Genis et al. (2018) relataram que a administracdo intravaginal de um conjunto de bactérias produtoras
de acido lactico, duas vezes por semana durante as Ultimas trés semanas de gestacdo, reduziu a
incidéncia de metrite de 31 para 13%. Outros estudos focaram-se na modelagdo da imunidade uterina
através da administracdo de interleucina-8 recombinante, que é a principal citoquina quimiotatica de
neutrdfilos e que tem a capacidade de melhorar a fagocitose e subsequente destruicdo bacteriana por
parte destes leucdcitos (Zinicola et al., 2019). A administragdo intrauterina de 1,125 g de interleucina-
8 recombinante nas primeiras 12 horas pds-parto ndo sé reduziu a incidéncia de metrite de 34,3% para
6,35%, como também aumentou a producdo de leite em relagdo a animais que nao foram tratados.
Também a administracdo de pegbovigrastim, que é composto por um fator de crescimento
hematopoiético (fator estimulante das coldnias de granuldcitos) estimulante da producdo e
diferenciagcdo de neutrdfilos tem sido investigada na prevencdo de metrites (Zinicola et al., 2018). A
eficdcia do pegbovigastrim na reducdo da incidéncia de metrite tem apresentado resultados
discordantes. Freick et al. (2018) reportou uma diminuigao relativa de 48,3% na incidéncia de metrite
puerperal em novilhas tratadas com duas doses de pegbovigastrim, comparativamente a novilhas nao
tratadas. Zinicola et al. (2018) reportaram um aumento numérico da incidéncia de metrite em animais

tratados comparativamente a animais ndo tratados com pegbovigastrim, sem que a diferenca fosse
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significativa, possivelmente, devido ao tamanho insuficiente da amostra. Ruiz et al. (2017) reportaram
um aumento de 17% da incidéncia de metrite em animais tratados com pegbovigastrim relativamente
a animais nao tratados. Todos os estudos referidos utilizaram o mesmo farmaco (Imrestor™; Elanco
Animal Health, Bad Homburg, Alemanha) e protocolo de tratamento, que foi composto por duas doses
subcutaneas de 15 mg de pegbovigastrim. A primeira administrada sete dias antes da data prevista de
parto e a segunda administrada nas primeiras 24 horas apés o parto. A diferenca entre os resultados
de Freick et al. (2018), Zinicola et al. (2018) e Ruiz et al. (2017) pode ser devida a baixa incidéncia de
metrite que os ultimos dois estudos apresentavam em relagdo ao primeiro e o facto de Freick et. al
(2018) usar a temperatura retal superior a 39,5 °C como fator de diagndstico de metrite. Deste modo,
é sugerido que o pegbovigastrim apresenta melhores resultados em exploracées com elevada
incidéncia e grau de severidade clinica de metrites. O desenvolvimento e utilizacdo da vacinac¢do contra
os principais agentes de metrite também tem evoluido. Meira et al. (2020) estudaram o efeito de trés
vacinas: uma constituida pelas bactérias E.coli, F.necrophorum e T.pyogenes inativadas, uma segunda
composta pelas proteinas recombinantes fimH, leucotoxina e piolisina e a terceira constituida pela
juncdo das duas primeiras. O protocolo de vacinacao foi idéntico entre as diferentes vacinas e consistiu
na administracdo de duas doses vacinais, a primeira aos 240 e a segunda aos 270 dias de gestacao.
Todas as vacinas demonstraram reducdo da incidéncia de metrite e melhoria da performance
reprodutiva dos animais vacinados comparativamente aos animais nao vacinados, tendo os resultados,
com a segunda vacina, sido mais positivos. Com base nestes resultados, estas vacinas poderdo, no
futuro, tornar-se uma ferramenta indispensavel para produtores e veterinarios, na prevencdo de

metrite, contribuindo para a reducdo do uso de antibidticos (Lima, 2020).

6. CONCLUSAO

O periodo de transicdo é caracterizado por uma elevada exigéncia metabdlica, especialmente em
animais de alta producdo. Consequentemente, estes animais entram em stress metabdlico e oxidativo.
Ambas as condi¢bes debilitam a imunidade inata do animal e juntamente com a existéncia de
complicacGes associadas ao parto, resultam num aumento da incidéncia de metrites. Avancos na area
da metagendmica possibilitaram a expansdo do conhecimento acerca da diversidade do microbioma
uterino pds-parto e da sua relagdo com a patogénese da metrite. Estudos recentes mostram os efeitos
negativos que a doenca causa na performance produtiva e reprodutiva do animal, com especial énfase
nos efeitos da endotoxina sobre a competéncia dos odcitos. O uso de antibidticos continua a
representar a estratégia terapéutica mais utilizada para o tratamento da infe¢ao uterina, apesar do seu
efeito nas subsequentes perdas produtivas ser discutivel. Ndo se tem conseguido desenvolver novas

terapias com resultados satisfatérios, mas sdo atualmente recomendadas estratégias de prevengao
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designadamente o controlo do balanco energético do animal, a imunomodelacdao através da

administracao de interleucinas recombinantes e pegbovigastrim, e vacinacdo. S3o necessarios futuros

estudos com o objetivo de desenvolver melhores estratégias de sinalizagdo, prevenc¢do e aumento da

resiliéncia de animais em risco de metrite.
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