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RESUMO

No periodo de transigdo em vacas leiteiras ocorrem diversas alteragdes fisiologicas,
desafios metabdlicos e maior producdo de radicais livres. Mais recentemente, a
administragdo exdgena da melatonina tem sido utilizada em bovinos como
antioxidante e anti-inflamatério. Este trabalho teve por objetivo avaliar a hipotese do
efeito profilatico da melatonina como potencial anti-inflamatorio e antioxidante no
periodo pés-parto sobre a endometrite subclinica (citolégica) em vacas leiteiras.
Vacas holandesas em lactagdo (n=38) no pds-parto imediato foram utilizadas. Os
animais foram aleatoriamente alocados em dois grupos, as que receberam apenas
solugéo fisiologica (n=19), e o outro grupo em que as vacas receberam 4,64mg/animal
de melatonina por aplicagdo (n=19). A primeira aplicagdo foi realizada dentro dos
primeiros 4 dias de pds-parto, e repetidas com o intervalo de 7 dias, totalizando 4
aplicagdes por vaca, por via de administracdo subcutanea. A coleta de material para
citologia uterina foi realizada 16+1,3 (Citologia 1) e 30+1,3 dias pds-parto (Citologia
2), com o uso de escova ginecoldgica, as laminas foram coradas pelo método do
panoptico rapido e depois analisadas. N&o foi verificada diferenga no percentual de
neutrofilos polimorfonucleares (PMN) entre os tratamentos, tanto na Citologia 1 quanto
na Citologia 2. No entanto, administragdo de melatonina promoveu uma diminui¢ao
na porcentagem de PMN. Aos 30 dias poés-parto, a prevaléncia de endometrite
subclinica para as vacas foi de 32% no grupo controle e 16% no grupo tratado com
melatonina. N&o foi verificada variancia estatistica quando analisado a diferenca para
TBARS, ERO e FRAP entre o grupo tratado e controle, entretanto houve tendéncia de
reducao de nitrito nos animais tratados com melatonina. Tendo em vista os aspectos
observados, considera-se que os resultados sugerem uma melhora na resposta
inflamatdria com a utilizagdo da suplementacédo da melatonina durante o periodo poés-
parto. Como o pos-parto € um periodo de desafio imunolégico, a suplementagdo com
melatonina pode ser uma ferramenta para melhora da saude e da eficiéncia
reprodutiva. E possivel concluir que a suplementacdo com melatonina durante o pds-
parto determina diminuigdo na porcentagem de PMN no endométrio apds resposta

aguda.

Palavras-chave: Utero; Estresse oxidativo; Periodo de transic&o; Bovino.



ABSTRACT

During the transition period in dairy cows, several physiological and metabolic changes
occur as well as an increase production of free radicals. Recently, the melatonin
supplementation has been used in cattle as an antioxidant and anti-inflammatory
treatment. This study intended to evaluate the prophylactic effect of melatonin as anti-
inflammatory and antioxidant in postpartum period hypothesis on subclinical
(cytological) endometritis in dairy cows. Lactating Holstein cows (n=38) in the
immediate postpartum period were evaluated. The animals were randomly allocated
into two groups, those that received only saline solution (n=19), or the group receiving
4.64 milligrams of melatonin per animal (n=19). The first application was performed via
subcutaneous administration within the first 4 days postpartum and then reapplied with
a 7 days’ interval, totaling 4 applications per cow. The material gathering for uterine
cytology was performed with a gynecological brush at 16 + 1.3 (Cytology 1) and 30 +
1.3 days postpartum (Cytology 2). At time of Cytology 2, blood samples were collected
for evaluation of reactive oxygen species (ROS), nitrite, thiobarbituric acid reactive
species (TBARS) and total antioxidant potential (FRAP). The percentage of
polymorphonuclear neutrophils (PMN) at two moments (Cytology 1 and Cytology 2)
did not differ between groups. However, melatonin treatment promoted a higher
reduction in the percentage of PMN's from Cytology 1 to Cytology 2. At 30 days
postpartum, the prevalence of subclinical endometritis was 32% and 16% in control
and melatonin-treated groups, respectively (P>0.05). Melatonin treatment did not
affect TBARS, ROS and FRAP (P>0.05). However, melatonin-treated cows tended to
have lower nitrite concentration (P=0.07). Therefore, melatonin supplementation
during the postpartum period leads to an improvement in the inflammatory response.
As the postpartum is a period of immunological challenge, the supplementation with
melatonin can be an instrument to improving both health and reproductive efficiency.
It can be concluded that during the postpartum period, melatonin supplementation
generates a reduction of PMN percentage in the endometrium after a severe response.

Key words: Uterus; Oxidative stress; Transition period; Cow.
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1 INTRODUGAO

A bovinocultura de leite € uma atividade econémica de grande importancia
para a agropecuaria brasileira, apresentando um elevado carater social no pais
(KEMER; GLIENKE; BOSCO, 2020). No Brasil se faz presente desde a
colonizacéo, estabelecendo marcas no processo de desenvolvimento do pais,
partindo de uma base técnica rudimentar para a atual, mais técnica
(BATISTELLA; ANDRADE; BOLFE, 2011). Nas ultimas duas décadas o leite
aumentou em torno de 80% sua produgcdo com a mesma quantidade de vacas
ordenhadas devido a elevacido da produtividade do rebanho, além de outras
mudangas que ocorreram no setor de producao leiteiro (ROCHA; CARVALHO;
RESENDE, 2020). Segundo a FAO (FAO, 2020), o Brasil se encontra como
terceiro maior produtor mundial de leite, estando atras dos Estados Unidos e da
india.

Em 2021 o valor bruto da produgéo primaria de leite atingiu R$ 51 bilhdes,
estando em terceiro lugar dentre os produtos agropecuarios nacionais e com
perspectiva de alcangar valor bruto de aproximadamente R$ 56 bilhdes em 2022
(BRASIL, 2021). O estado de Santa Catarina se encontra em terceiro lugar no
ranking de producdo dos estados brasileiros, estando atras somente de Minas
Gerais e Rio Grande do Sul (IBGE, 2021). Os numeros mostram a importancia
de um setor produtivo que vem ganhando destaque no decorrer dos ultimos
anos. Atualmente o numero de produtores apresenta uma tendéncia de queda
mas em contrapartida se intensificou a produtividade animal.

O ranking de produtividade animal (produgao/vaca/ano) € liderado pela
regido Sul do Brasil, pela ordem de Santa Catarina (3.799 litros), Rio Grande do
Sul (3.441 litros) e Parana (3.225 litros), colocando a produtividade animal da
regido Sul superior a verificada na Argentina (3.000 litros) e no Uruguai (2.645
litros), que s&o exportadores de lacteos para o Brasil atualmente (ROCHA;
CARVALHO; RESENDE, 2020). O uso de animais especializados foi essencial
para aumentar a produtividade, como das ragas Holandesa e Jersey que s&o
predominéncia na regido Sul, onde possui clima temperado e subtropical (NETO;
RODRIGUES; CORDOVA, 2013). Também ocorreu um aumento de produtores

especializados que investem em tecnologia, com maior volume produzido e
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qualidade alcangada, usufruindo das economias de escala (BATISTELLA;
ANDRADE; BOLFE, 2011).

A longevidade da vaca em um rebanho é de extrema importéancia, sendo
determinada pela saida do animal do rebanho, por fatores como acometimento
a saude, producédo, eficiéncia reprodutiva, desejo de melhorar genética do
rebanho, abate e outros motivos que levam o animal ao descarte (RILANTO et
al., 2022). Doengas uterinas do periodo pdés-parto, especialmente metrite e
endometrite, tém uma importante influéncia na economia da fazenda leiteira, e
seu surgimento coincidiu com o aumento da produgao leiteira dos ultimos 50
anos (DRUKER et al., 2022a; SHELDON; CRONIN; BROMFIELD, 2019). A
prevencao de disturbios, principalmente do periodo periparto, sdo de extrema
importancia dentro da bovinocultura leiteira, pois podem determinar a
permanéncia ou ndo de um animal na propriedade. O desempenho reprodutivo
de um rebanho esta fortemente ligado a saude nas semanas que antecedem o
parto e apos (LEBLANC, 2008). Segundo (DAROS et al., 2017), alguns fatores
ambientais e praticas de manejo estéo relacionados ao aumento de doengas do
periodo de transicéo.

Apos o parto, para que a vaca retorne a ciclicidade e se encontre apta a
conceber e permanecer no rebanho, € preciso que variados processos ocorram,
sendo eles a involugdo uterina, a regeneracdo do endométrio e a eliminagao do
conteudo bacteriano do utero (SHELDON et al., 2008). Vacas com endometrite
subclinica sdo menos propensas a conceber no primeiro servico em comparagao
com vacas sadias, possuindo impactos duradouros na manutengao da prenhez,
fatores que favorecem o descarte do animal (EDELHOFF et al, 2020a;
GOBIKRUSHANTH et al., 2016a). Portanto, estabelecer manejos precoces de
diagnodsticos de endometrite subclinica é importante para minimizar os efeitos
negativos no desenvolvimento reprodutivo (OSAWA, 2021).

A melatonina € uma molécula que possui acado anti-inflamatdria,
antioxidante e um modulador imunoldgico de relevancia, podendo aumentar os
mecanismos de defesa pela estimulagdo de varias vias pro-inflamatérias, anti-
inflamatorias e alteragdes celulares que favorecem o sistema imunoldgico
(HARDELAND, 2018, 2019; TAMURA et al., 2020a). A administragdo de

melatonina exégena demonstrou uma diminuicdo da resposta inflamatéria e
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efeito anti-apoptético, este depende de sua capacidade de otimizar a funcao
mitocondrial pelos mecanismos antioxidantes (CHITIMUS et al., 2020; EL-
SHENAWY et al., 2002). A cultura de embrides em meio condicionado por
endomeétrio inflamado determinou qualidade inferior dos embrides, enquanto a
qualidade embrionaria e a taxa de implantacdo sdo melhoradas com a
suplementacdo com melatonina em modelos experimentais humanos
(ARJMAND et al., 2016; HILL; GILBERT, 2008). O objetivo deste trabalho foi
testar o efeito profilatico da melatonina como potencial anti-inflamatério e
antioxidante no periodo pos-parto sobre a endometrite subclinica em vacas

leiteiras.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PERIODO DE TRANSICAO EM VACAS LEITEIRAS

O periodo de transicdo se resume especificamente as trés semanas que
antecedem o parto e trés semanas apos. Este periodo carece de maior atencao
no manejo da vaca leiteira, pois a ocorréncia de disturbios metabodlicos & mais
frequente (DRACKLEY, 1999). Entretanto, as alteragbes metabdlicas podem
iniciar mais cedo, no periodo seco, e tém efeitos colaterais prolongados apds o
parto (CAIXETA; OMONTESE, 2021). Neste periodo, a glandula mamaria da
vaca se remodela e se regenera em preparagao para a proxima lactagao
(PUTMAN et al., 2018).

O mecanismo envolvido na homeostase da vaca em transicdo € de extrema
relevancia, pois atualmente o desafio € manter a saude e a produtividade do
rebanho (RUPRECHTER et al., 2018). As vacas que buscam menos o alimento
durante o pré-parto tém maior probabilidade de ser diagnosticadas com metrite
e hipercetonemia pos-parto (SAHAR et al., 2020). No periodo pos-parto ocorre
uma alta demanda energética que ndo acompanha o pico de IMS, levando o
animal a um BEN. O BEN é uma caracteristica de grande relevancia para as
vacas de transicdo e € um mecanismo adaptativo normal em animais leiteiros de
alta produgcédo (WANKHADE et al., 2017). O manejo nutricional adequado é
fundamental neste periodo, pois o BEN impacta diretamente na fertilidade
modificando o estado nutricional e imunolégico, o que pode favorecer a
instalacdo de uma infecgao uterina e como consequéncia pode levar ao anestro
(HUT et al., 2019; MORAES et al., 2014). Além da importancia de um consumo
adequado de agua (DAROS et al., 2017).

Garantir a ingestdo adequada de nutrientes no periodo pré-parto é de
extrema importancia para prevenir o acometimento por doengas nutricionais. Os
minerais, especialmente os macrominerais, sdo essenciais para restaurar a
funcdo normal e a sobrevivéncia dos animais, pois deficiéncias pode gerar
problemas subclinicos e clinicos e reduzir drasticamente o desempenho
reprodutivo e produtivo dos bovinos leiteiros (FADLALLA; OMER; ATTA, 2020).

A garantia de sucesso na bovinocultura leiteira € atribuida pelo

conhecimento dos mecanismos fisioldgicos envolvidos no periparto. Os animais
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que se encontram em homeostase, estando saudaveis, reiniciam mais cedo a
ciclicidade que vacas que se encontram com algum desafio, pois o retorno da
ciclicidade é altamente afetado pelo estado de saude da mesma independente
da estagdo do ano (RUPRECHTER et al., 2020). O animal que apresenta algum
desequilibrio, o sistema imunologico responde de forma exacerbada
aumentando os disturbios de saude, liberando moléculas de sinalizagao pro-
inflamatéria (SORDILLO; RAPHAEL, 2013).

Segundo Spaans et al. (2022), ocorre ativacdo elevada no sistema
imunologico nos dias posteriormente ao parto, mesmo em vacas que né&o
apresentam sinais clinicos de estresse metabdlico. O desequilibrio na resposta
pré-inflamatéria no periparto pode levar a um aumento excessivo de citocinas e
demais mediadores de inflamacéao, levando o animal a um estado de estresse
metabdlico. O periodo de transigdo € caracterizado pelo animal se apresentar
em um estado pobre em antioxidantes (BERNABUCCI et al., 2005). O aumento
das respostas inflamatdrias esta ligado ao estresse oxidativo, esses dois fatores
levam o animal a disturbios de saude, pois o estresse oxidativo atua pelas vias
de sinalizagdo pro-inflamatoria aumentando a inflamagcédo (SORDILLO;
RAPHAEL, 2013).

2.2 ENDOMETRITE

Ap0s o parto, a placenta deve ser expulsa dentro de algumas horas, e para
isso, o utero contrai-se constantemente durante a primeira semana e os l6quios
sdo expelidos juntamente com os restos de membranas e fluidos fetais
(SHELDON et al., 2009). Ap6s algumas semanas nao deve mais ter residuos da
gestacédo e o animal considera-se estar apto a ciclicidade e gestagdo novamente,
porém, as vezes, devido a infecgdes que acontecem juntamente ao periodo
inicial pos-parto, isto n&o ocorre.

A composigdo da microbiota uterina difere das vacas sadias e doentes
possivelmente pelos patdgenos uterinos interagirem para facilitar a colonizagéo
do endométrio, associado com endometrite clinica a presengca de
Fusobacterium, Trueperella e Peptoniphilus (WANG et al., 2018). O grau de
contaminagao bacteriana no utero depende da resposta dos mecanismos de

defesa do animal, como primeira defesa fisica atua a vulva, a vagina e o colo
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uterino, como defesa fisiologica tem-se grande quantidade de muco secretada
pela vagina e colo do utero e a principal defesa fagocitica é pela invasao de
neutréfilos (SHELDON; DOBSON, 2004).

As infecgdes bacterianas uterinas sdo de extrema importancia, pois além
de afetar o ovario também suprimem a secrecdo hipotalamo/hipdfise do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) e horménio luteinizante (LH), e a
resposta animal sendo imune ou inflamatéria compromete a saude e bem-estar,
causando uma subfertilidade e infertilidade (SHELDON; DOBSON, 2004). Uma
das principais causas de falta de ciclicidade e fertilidade em animais pos-parto é
devido a infec¢des uterinas clinicas e subclinicas no pds-parto.

Doencgas uterinas do periodo apdés o parto, especialmente metrite e
endometrite, tm uma participacao relevante na gestdo econémica da fazenda,
principalmente pela diminuicdo dos parametros de desempenho reprodutivo
(DRUKER et al.,, 2022b). A endometrite se caracteriza pela inflamagéo do
endométrio, primeira linha de defesa contra bactérias invasoras, sem sinais
sistémicos com associagdo ao atraso na recuperagao uterina (DU et al., 2019;
KASIMANICKAM et al., 2004). Além disso pode-se ser dividida em duas
classificagdes, sendo clinica e subclinica (citologica).

Define-se como endometrite clinica quando observa a presenca de
secregao uterina purulenta visivel no trato reprodutivo até 26 dias pdos-parto.
(SHELDON et al., 2006, 2009). Enquanto se define como endometrite subclinica
(ou citologica) a presencga igual ou superior a 18% de PMN de 28 a 33 DEL, ou
pelo menos 10% de PMN de 34 a 37 DEL, em animais sem sinais clinicos da
doenca (BARANSKI et al., 2012; KASIMANICKAM et al., 2004; SHELDON et al.,
2009). Os animais que desenvolvem endometrite clinica ou subclinica
apresentam maiores concentragdes seéricas de adiponectina, TNF-q, IL-1p e IL-
6, que desencadeiam uma resposta e estimulam células adicionais para a area
afetada para aumentar de forma rapida sua resposta e reduzir o dano oxidativo,
em comparagao com vacas sadias, além de apresentar maior perda de condi¢ao
corporal (CRAY, 2012; KASIMANICKAM et al., 2013).



18

2.3 MELATONINA

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é derivada do triptofano por
meio de reagdes de conversdo enzimatica, sendo produzida principalmente na
glandula pineal, entretanto ndo exclusivamente (RADOGNA; DIEDERICH;
GHIBELLI, 2010). Acreditava-se que ela atuava apenas para regulagao do ciclo
circadiano da fungdo neuroenddcrina e fisioldgica, no entanto, ela é encontrada
em outras partes do organismo respondendo a sinais que ndo sao regulados
pelo ciclo circadiano, tendo um efeito paracrino ou autocrino, induzindo efeitos
locais (GONZALEZ et al., 2020).

A melatonina atua via receptores, entre eles MT1 e MT2, que sao
formados por sete dominios transmembranares acoplados a proteina G
(DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005). A presenga do receptor MT1 foi relatado
no miométrio de ratos, assim como sua transcricdo no endomeétrio durante o ciclo
estral (ZHAO; PANG; POON, 2002). A presenca da melatonina via receptores
em diferentes Orgdos pertencentes ao sistema reprodutivo feminino. A
melatonina juntamente com seus metabdlitos, como 3-hidroximelatonina ciclica
(3 - OHM), N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) e N1-acetil-5-
metoxiquinuramina (AMK), sdo poderosos antioxidantes e anti-inflamatorios
(ZHANG; ZHANG, 2014).

Ela atua no sistema inflamatorio por varios mecanismos, entre esses pelo
fator nuclear kappa B (NF-kB), onde atua na ativagcédo e desativacdo de genes
ligados as fases pro-inflamatorias e as de recuperagéo da inflamagédo (MARKUS;
CECON; PIRES-LAPA, 2013; REITER et al., 2006). A melatonina atua na
reducdo da ligacdo do NF-kB, possivelmente impedindo sua translocagao para
o nucleo (GUO et al., 2017; MOHAN; MELTZ; REITER, 1996). Estudos
comprovaram que a melatonina auxilia na diminuicdo do depdsito de lipidios na
artéria de camundongos, pela diminui¢do da ativagédo do inflamassoma NLRP3,
que € promissor para o tratamento de doencgas relacionas a inflamacgao devido
ao seu papel critico na regulagdo da mesma (MA et al., 2018; WANG et al.,
2020). Estudos como de Yang et al. (2017) mostraram que vacas com mastite
subclinica que foram suplementadas com melatonina tiveram uma diminuigc&o
nas concentragcdes sanguineas de cortisol, além de redugdo na contagem de
células somaticas do leite.
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A melatonina diminuiu a concentracdo de ERO’s e aumentou as
atividades de glutationa peroxidase (GPx), superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) nos espermatozoides, melhorando a integridade do acrossoma
e a capacidade de fertilizagdo dos mesmos, atuando na via antioxidante (LI et
al., 2019). O sistema de defesa enzimatico que inclui as enzimas GPx, SOD e
CAT, atuam por vias de mecanismos de prevenc¢ao, buscando impedir e controlar
a formacéao de radicais livres e espécies nao-radicais buscando a homeostase
do organismo (BARBOSA et al., 2010).

Outro estudo realizado com odcitos bovinos mostraram que a melatonina
melhora a maturagdo citoplasmatica, aumentando os niveis intracelulares de
glutationa reduzida (GSH) e adenosina trifosfato (ATP), aumentando os niveis
de expressdo de genes antioxidantes e resultando em maior capacidade de
desenvolvimento e fertilizacao, resultando em uma melhora na qualidade dos
oocitos durante a maturagao in vitro (MIV), além de n&o possuir citotoxicidade
para os fibroblastos independendo da dose aplicada (ALVES et al., 2019; ZHAO
et al., 2018).
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3 ARTIGO: MELATONINA EM VACAS LEITEIRAS NO PERIODO DE
TRANSIGAO POS-PARTO: EFEITO PROFILATICO SOBRE
ENDOMETRITE SUBCLINICA

Autores: Amanda Vanzetto, Murilo Farias Rodrigues, Rogério Ferreira

Os resultados desta dissertagdo sdo apresentados na forma de artigo a
ser submetido, com a se¢des de acordo com as orientagdes da Revista
Reproduction in Domestic Animals.
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3.1 INTRODUCAO

A bovinocultura de leite possui uma fase caracterizada como periodo de
transicdo, que se resume especificamente as trés semanas que antecedem o
parto e trés semanas apos, periodo critico, de maior acometimento por disturbios
metabodlicos (DRACKLEY, 1999). Apos o parto, para que a vaca retorne a
ciclicidade e se encontre apta a conceber e permanecer no rebanho variados
processos precisam ocorrer como a involugdo uterina, a regeneragdo do
endométrio e a eliminagdo do conteudo bacteriano do utero (SHELDON et al.,
2008). As doengas uterinas que acontecem no periodo pos-parto comprometem
a produtividade do animal, esses disturbios tém uma participacao relevante na
gestdo econbmica da fazenda, pois vacas com endometrite subclinica sdo
menos propensas a conceber no primeiro servico em comparagdo com vacas
sadias, possuindo impactos duradouros na manutenc¢ao da prenhez (DRUKER
et al., 2022b; EDELHOFF et al., 2020b; GOBIKRUSHANTH et al., 2016b). A
endometrite se caracteriza pela inflamagcdo do endométrio, primeira linha de
defesa contra bactérias invasoras, sem sinais sistémicos com associagcdo ao
atraso na recuperacao uterina (DU et al., 2019; KASIMANICKAM et al., 2004).

O periodo de transicdo € caracterizado pelo animal se apresentar em um
estado pobre em antioxidantes (BERNABUCCI et al., 2005). Segundo (SPAANS
et al., 2022), ocorre ativagdo elevada no sistema imunolégico nos dias
posteriormente ao parto, mesmo em vacas que ndo apresentam sinais clinicos
de estresse metabdlico. O aumento das respostas inflamatérias esta ligado ao
estresse oxidativo, que levam o animal a disturbios de saude, pois o estresse
oxidativo atua pelas vias de sinalizagdo pro-inflamatéria aumentando a
inflamacdo (SORDILLO; RAPHAEL, 2013). O estresse oxidativo tem sido
causador de diversas doengas e disturbios no periparto (SHAPOVALOV et al.,
2019; SURAI et al., 2019).

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) foi classificada originalmente
como um hormoénio enddcrino produzido somente na glandula pineal, entretanto,
atualmente se verificou que muitas células, 6rgdos e tecidos possuem a
capacidade de sintetizar melatonina, que atua via receptores, entre eles MT1 e
MT2 (DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005). A presenga da melatonina via

receptores em diferentes érgéos pertencentes ao sistema reprodutivo feminino.
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Segundo Reiter et al. (2018), a melatonina € um antioxidante n&o convencional
com acgdes incomuns umas das quais ainda precisam ser identificadas. Ela é
encontrada em outras partes do organismo respondendo a sinais que nao séo
regulados pelo ciclo circadiano, tendo um efeito paracrino ou autocrino,
induzindo efeitos locais (GONZALEZ et al., 2020). A melatonina juntamente com
seus metabdlitos, sdo poderosos antioxidantes e moduladores inflamatérios
(ZHANG; ZHANG, 2014).

Assim sendo, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito profilatico da
melatonina no periodo poés-parto sobre a saude uterina e incidéncia de

endometrite.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Animais, local e tratamento.

Foram utilizadas 38 vacas leiteiras da raga Holandesa no pdés-parto
imediato de duas propriedades leiteiras situadas no oeste do estado de Santa
Catarina. Os animais foram aleatoriamente alocados em dois grupos para
receber solugao fisioldgica (n=19) ou 4,64mg/animal de melatonina (n=19), por
via subcutanea em cada aplicagdo. A melatonina (Sigma-Aldrich Chemical Co.
St. Louis, MO, USA.) foi dissolvida conforme descrito por Yang et al. (2017). A
primeira aplicagdo foi realizada dentro dos primeiros 4 dias de pos-parto, e
repetidas com o intervalo de 7 dias, totalizando 4 aplicagbes por vaca, buscando
aproveitar o efeito residual da melatonina.

3.2.2 Estresse oxidativo

Para aferir a produgdo de EROs foi seguida a metodologia proposta por
Lebel et al. (1992). A avaliagao de nitrito foi mensurada de acordo com Guevara
et al. (1998). Para analise da oxidac&o lipidica foi realizado a determinagéo do
valor de TBARS pelo método de (MIYAGUSKU et al., 2007). Para ver a
capacidade de FRAP foi seguido a metodologia de Benzie et al. (1996).
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3.2.3 Citologia

A coleta de material para citologia uterina foi realizada 16+1,3 (Citologia
1) e 30x1,3 dias pos-parto (Citologia 2), com o uso de escova ginecologica,
conforme metodologia descrita previamente (DUBUC et al., 2010; PASCOTTINI
etal., 2020). As laminas foram coradas pelo método do panoptico rapido e depois
analisadas.

A analise da citologia se determinou pela proporgao de leucocitos
polimorfonucleares (PMN), que foi realizada pelo método de Pothmann et al.
(2015), onde foram contadas 200 células utilizando microscopio 6ptico de luz. O
percentual de PMN foi estabelecido em relacdo as células endometriais
contadas, onde se entende como endometrite subclinica (ou citologica) a
presencga superior a 18% de neutrofilos aos 28 a 33 DEL na citologia 2, em
animais sem sinais clinicos da doenga (BARANSKI et al., 2012; KASIMANICKAM
et al., 2004; SHELDON et al., 2006).

3.2.4 Analise estatistica

A distribuicdo e homocedasticidade das variaveis dependentes foi
avaliada pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Variaveis
dependentes com distribuicdo normal e homocedasticas foram analisadas por
teste paramétrico. O efeito dos tratamentos sobre o percentual de neutrdfilos foi
analisado pelo teste de Wilcoxon. O efeito dos grupos sobre a variagdo na
porcentagem de PMN entre as coletas foi analisado pelo teste F-Snedecor. O
efeito dos grupos sobre a porcentagem de vacas com endometrite subclinica foi
realizado pelo teste qui-quadrado. As analises foram realizadas com o programa
estatistico JMP Pro (SAS Institute Inc.).

3.3 RESULTADOS

Nao foi verificada diferengca no percentual de PMN entre os tratamentos,
tanto na Citologia 1 quanto na Citologia 2 (p>0,05; Figura 1). No entanto,
administragdo de melatonina promoveu uma redugdo de nove vezes na
porcentagem de PMN entre os dias 14 e 28 (p<0,05; Figura 2). Aos 30 dias pos-
parto, a prevaléncia de endometrite subclinica para as vacas foi de 32% no grupo
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controle e 16% no grupo tratado com melatonina (p>0,05). Quando analisado os
grupos quanto a diferenga de intervalo parto-concepgédo néo foi demonstrada

diferenca estatistica entre grupo tratado e controle (p>0,05).

Figura 1 - Porcentagem de polimorfonucleares (PMN) no endométrio de vacas
submetida a citologia pareada aos 16+1,3 (Citologia 1) e 30+1,3 dias (Citologia
2) pos-parto, apos a administragdo de solugéo fisiolégica (Controle; n=19) ou
4,64 mg de melatonina (Melatonina; n=19). O boxplot representa o intervalo
interquartis e mediana; e as hastes inferior e superior representam o percentil

10 e 90. ns: n&o significativo.
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Fonte: Vanzetto et al., 2022.
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Figura 2 - Variagdo dos 16 aos 30 dias pos-parto na porcentagem de
polimorfonucleares (PMN) no endométrio de vacas apos a administragdo de
solugéo fisiologica (Controle; n=19) ou 4,64 mg de melatonina (Melatonina;

n=19). Asterisco (*) indica diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05).
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Fonte: Vanzetto et al., 2022.

Nao foi verificada variancia estatistica quando analisado a diferenga para
TBARS, ERO e FRAP entre o grupo tratado (melatonina) e controle (solugéo
fisiologica), entretanto para a analise de NOx (Figura 3) foi verificada uma

tendéncia de diminuigdo no grupo tratado em relagao ao grupo controle.



26

Figura 3 — Diferengas de atividade geradora de Nitrito nos 30+1,3 dias, em
animais com administragé&o de solug&o fisioldgica (Controle, n=19) ou 4,64 mg

de melatonina (Melatonina; n=19). Hashtag (#) indica tendéncia entre os

tratamentos (p>0,05).
Nitrito
1.0- #
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T
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Fonte: Vanzetto et al., 2022.

3.4 DISCUSSAO

A reproducado € um dos pontos chaves dentro da bovinocultura de leite,
com issO se preconiza que o animal retorne brevemente a ciclicidade apds o
parto, ndo prolongando seu periodo de lactagdo, pois a permanéncia em
lactagdo muitas vezes acaba resultando em uma queda na producgao de leite.
Neste estudo, investigamos se a suplementacéo injetavel de melatonina no
periodo de transi¢cao pds-parto promove uma acao profilatica sobre endometrite
subclinica, diminuindo a inflamagdo uterina. Pesquisas anteriores relataram
prevaléncia de 53% (GILBERT et al., 2005) e 21% (PRUNNER et al., 2014) de
endometrite subclinica diagnosticada por citologia em rebanhos leiteiros, essa
diferenga nas prevaléncias encontradas entre rebanhos sugere que a
endometrite subclinica pode ser influenciada pelo manejo adotado pelas
propriedades, afetando a saude uterina. A prevaléncia de endometrite subclinica
neste experimento foi de 32% no grupo controle e 16% no grupo tratado com
melatonina, mostrando eficiéncia na utilizacdo da melatonina para reduzir a
prevaléncia da endometrite subclinica.

As estimativas da prevaléncia da endometrite e suas perdas sao escassas

na maioria das propriedades leiteiras, essa lacuna de conhecimento impede uma
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melhor tomada de decisdo dentro da atividade (NYABINWA et al., 2020b). Muitas
vezes a endometrite citologica ndo é diagnosticada, ficando o animal retornando
ao estro, podendo levar a uma auto resolugdo ou descarte do animal por
problema reprodutivo. O diagndstico de rotina da endometrite subclinica
raramente é praticado, entretanto, pode ser utilizado a citologia endometrial em
uma amostragem de vacas para se obter informagbdes sobre a prevaléncia
(GILBERT, 2016). O estabelecimento de manejos precoces de diagndsticos de
endometrite subclinica é importante para minimizar os efeitos negativos no
desempenho reprodutivo das propriedades (OSAWA, 2021).

A endometrite € uma doenca uterina conhecida pelas perdas que causa
a reproducdo, e as vacas que apresentam endometrite possuem um menor
desempenho reprodutivo (MOHAMMED; MANN; ROBINSON, 2019; NYABINWA
et al., 2020a). A endometrite subclinica ou citologica & definida como uma
inflamacédo endometrial do utero na auséncia de sintomatologia clinica, sendo
diagnosticada pela determinacdo da proporgdo de PMN presentes em uma
amostra (SHELDON et al., 2006). Entretanto, sua causa ainda n&o é clara e pode
incluir a resolugao de infec¢des bacterianas, imunopatologia ou reparo tecidual,
porém alguns desequilibrios metabdlicos contribuem para que acontega, como
o BEN, que altera a resposta imunologica adequada (SHELDON; CRONIN;
BROMFIELD, 2019; WAGENER; GABLER; DRILLICH, 2017). Um estudo
anterior mostrou que uma elevagdo na contagem de neutrofilos em amostras
citolégicas uterinas se correlacionou positivamente com o aumento da expresséo
de citocinas pro inflamatorias (DADARWAL et al., 2019). Em animais com
endometrite subclinica, em seus tecidos ocorre uma elevagao da expressao de
genes que codificam mediadores inflamatorio (SHELDON; CRONIN;
BROMFIELD, 2019). Outro trabalho com cultura de embribes em meio
condicionado por endométrio inflamado relatou uma qualidade inferior dos
embrides, enquanto a qualidade embrionaria e a taxa de implantacdo sao
melhoradas pela melatonina em modelos experimentais humanos (ARJMAND et
al., 2016; HILL; GILBERT, 2008).

A melatonina € uma molécula que possui agao anti-inflamatoéria e
antioxidante, quando ela elimina os radicais livres € convertida em metabdlitos

que potencializam sua agao (TAMURA et al., 2020b). Atualmente a melatonina
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€ conhecida por ser um modulador imunolégico de relevancia, podendo
aumentar os mecanismos de defesa pela estimulacdo de varias vias pré
inflamatdrias, anti-inflamatdrias e alteragdes celulares que favorecem o sistema
imunolégico (HARDELAND, 2018, 2019). Uma melhor resposta imunologica pela
melatonina se deve por uma resposta aguda elevada, seguida de uma
diminuicdo do processo inflamatorio, ndo deixando tornar-se crénico. A
administragado de melatonina exégena em estudos demonstrou uma diminuig&o
da resposta inflamatoria e efeito anti-apoptoético, este depende de sua
capacidade de otimizar a fungdo mitocondrial pelos mecanismos antioxidantes
(CHITIMUS et al., 2020; EL-SHENAWY et al., 2002). A utilizagdo de melatonina
neste experimento relatou uma redugdo de nove pontos percentuais de PMN
quando comparado ao grupo controle, diminuindo a inflamagdo uterina,
causando possiveis beneficios no desemprenho reprodutivo dos animais.
Segundo Shin et al. (2015) a melatonina tem a capacidade de diminuir a
infiltracdo de neutrdéfilos no tecido infectado resultando em uma diminui¢gao na
reacao inflamatodria apds resposta aguda ndo deixando tornar-se um processo
crbnico, o que condiz com nossos achados.

Estudo realizado utilizando suplementagdo mineral injetavel relatou uma
melhora na fungdo dos PMN no periodo pés-parto, dando uma resposta aguda
rapida, ajudando na resposta imunoldgica do animal no periodo de transicéo
(SILVA et al., 2022). Utilizando o anti-inflamatorio meloxicam para analisar saude
endometrial em vacas leiteiras, foi observada uma melhora na fungdo dos PMN,
mas nao ocorreu diminui¢ado da inflamagao do endométrio (PASCOTTINI et al.,
2020). A utilizagado da suplementagédo de melatonina neste trabalho contribui na
diminuicdo da inflamacdo do endométrio pos-parto. Estudos anteriores com
suplementagao de melatonina em vacas com mastite diminuiram a contagem de
células somaticas, aumentou os niveis de IgG e IgM resultando em melhora nos
indicadores do leite (WU et al., 2021; YANG et al., 2017), o que condiz que da
mesma forma que a melatonina melhora a resposta inflamatoéria da glandula
mamaria, influencia a do ambiente uterino. Quando correlacionado o uso de
melatonina com a fertilidade, foi verificado que concentracbes maiores de
melatonina no dia 16 de gestagdo foi associado a respostas de fertilidade
subsequentes (DIRANDEH; ANSARI-PIRSARAEI; THATCHER, 2022).
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As EROs celulares sao habitualmente geradas a partir do superéxido que
€ derivado principalmente das mitocondrias, sendo via fosforilagdo oxidativa e
por meio das enzimas Nox. Estas, por fim, apresentam papel central na
orquestragao da ativacao e disfungéo de outras enzimas (KONIOR et al., 2014;
TAYLOR; TSE, 2021). Estudo realizado com espermatozoides ovinos
constataram presenca da enzima Nox, constatando que alteracdes em suas
concentracbes estido associadas a capacitagdao espermatica, e que com a
utilizacdo da melatonina evitou o estresse oxidativo decorrente do processo de
capacitagdo (MIGUEL-JIMENEZ et al., 2021). A utilizacdo de melatonina neste
trabalho relatou uma tendéncia na diminuicédo de nitrito, entretanto, mais estudos
precisam ser realizados para aferir seu efeito. Uma subunidade catalitica do
complexo NADPH oxidase, foi identificado como um gene perturbado em células
endometriais de mulheres com endometriose, o que pode favorecer clinicamente
problemas na implantacdo do embrido e subsequente falha reprodutiva
(AGHAJANOVA et al, 2010). Segundo Dirandeh et al. (2022), valores
relativamente maiores de TBARS foram detectados em vacas leiteiras com perda
embrionaria precoce. Entretanto, em nosso estudo ndo houve diferencga

estatistica entre os valores.

3.5 CONCLUSAO

Os resultados sugerem uma modulagdo na resposta inflamatéria com a
utilizagdo da suplementacédo da melatonina durante o periodo pds-parto, seguido
de uma diminui¢do no processo inflamatorio. A suplementagdo com melatonina

pode ser uma ferramenta para melhora da saude e da eficiéncia reprodutiva.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Na bovinocultura de leite atual € de grande importéncia que perdas na
atividade sejam evitadas, pois afetam diretamente a viabilidade econ6mica da
atividade. Perda animal causada por problemas reprodutivos que também
afetam a produgao animal sdo recorrentes na rotina das propriedades leiteiras,
as quais devem ser evitadas por medidas de prevencédo e solucionadas com
diagndsticos precoces.

A endometrite subclinica, sendo caracterizada por uma inflamacgao
uterina, esta presente em diversas propriedades leiteiras afetando
negativamente seus indicadores produtivos e reprodutivos. A utilizagdo da
suplementagdo da melatonina injetavel no periodo poés-parto mostrou-se
eficiente na redugcdo de PMN no endométrio, reduzindo a inflamagao uterina,
resultando em menor prevaléncia de endometrite citoldgica. A partir disso o uso
da melatonina sistémica sugere uma melhora na resposta inflamatoria, dando
uma resposta aguda rapida e apos cessando 0 processo para nao se tornar

cronico.
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