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INTRODUCAO

A endometrite bovina é uma afeccdo comum que acomete principalmente vacas de
leite no periodo pos-parto, comprometendo o desempenho reprodutivo causando uma queda
na fertilidade subsequente dos animais (MADOZ et al., 2014). O diagndstico pode ser feito
apenas com base na palpacdo retal (Utero espessado, quando gravemente comprometido) e
vaginoscopia (presenca de secrecOes alteradas e congestdo das mucosas). O “cytobrush”
endometrial e a lavagem uterina sdo as técnicas recomendadas para o diagnostico de
endometrite citologica (AGARWAL et al., 2013).

A compreensdo das vias infamatérias e anti-inflamat6rias da endometrite podem
colaborar na compreensdo da patogenia, além da possibilidade de desenvolvimento de
tratamentos capazes de melhorar a resposta imune, reduzindo os casos de endometrites. Sabe-
se que no trato genital, a defesa inicial do endométrio contra microorganismos é dependente
de sistemas imunoldgicos inatos, incluindo receptores Toll-like (TLRs), peptideos
antimicrobiano e proteinas de fase aguda (WALKER et al., 2014, SHELDON 2014). Uma vez
que o sistema imune inato é ativado, citocinas e quimiocinas comegam a dirigir a resposta
inflamatdria, que, no caso de endometrite é particularmente associada com o influxo de
neutrofilos. Varias evidencias sugerem a existéncia de uma relagdo entre os sistemas

neuroendocrino e imune. Estudos indicam que estes dois sistemas apresentam um grau de
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interdependéncia e os linfécitos tem demonstrado a expressdo de varios neurotransmissores,
incluindo receptores adrenérgicos, dopaminérgicos e colinérgicos (TAYEBATI et al., 2002).

Os linfocitos tém um papel importante na defesa do corpo. Sintetizam acetilcolina,
que é degradada pela acetilcolinesterase (AChE), sendo denominado o sistema linféide
colinérgicos levando a regulacdo de reacdes inflamatdrias através da ativacdo dos receptores
colinérgicos o7 nictotinico em macréfagos. A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima
envolvida na hidrélise da acetilcolina em colina e acetato, assim, regulando a sinalizacédo
realizada pela ACh. Esta modula¢do ocorre via receptores muscarinicos e nicotinicos dos
linfocitos e que os linfocitos possuem todos 0s componentes necessarios para a constitui¢éo
de um sistema colinérgico ndo-neuronal préprio (KAWASHIMA,; FUJII, 2003;). Esté células
possuem papel central no controle da imunidade, alteracdes na atividade da enzima que
degrada a ACh no linfocito, a acetilcolinesterase (AChE), pode servir como subsidio na
compreensdo das vias inflamatorias da endometrite clinica e subclinica em bovinos.

O objetivo geral desse projeto € avaliar as vias inflamatorias colinérgicas em
linfécitos de bovinos com endometrite clinica, subclinica e comparar estes resultados com
animais saudaveis para que estes sirvam de subsidios para a compreensdo das vias

inflamatdrias e estudo da patogenia da doenca.

METODOLOGIA

A coleta das amostras foi realizada em uma fazenda de criagdao de vacas leiteiras da
raca holandesa localizada no municipio de Boa Vista do Cadeado — RS, a qual possui 300
animais em lactag¢do. Destas, inicialmente foram selecionadas 25 animais com 25-45 dias pos-
parto. A coleta foi realizada 21 dias pds-parto, pois neste periodo ocorre resposta inflamatdria
normal de involucdo uterina. Baseados em exames clinicos e laboratoriais, estes animais
foram divididos em 3 grupos, sendo: 10 vacas apresentando endometrite clinica, 5
endometrite sub-clinica e 10 sadias. A classificacdo dos animais foi baseada na técnica de
diagnostico de inflamagdes uterinas, que associa técnica citologica endometrial, vaginoscopia
e ultrassonografia. Sendo que, a endometrite clinica o animal apresenta corrimento
mucupurulento, endométrio espessado e presenga de liquido uterino. J4 a endometrite
subclinica ¢ aquela com uma quantidade maior que 5% de neutrofilos nas amostras

citologicas, sem apresentacdo clinica. Os animais selecionados para o estudo foram
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submetidos a coleta de sangue (10 ml) via veia jugula, armazenado em tubos contendo
anticoagulante EDTA (4cido etileno diamino tetracético) 10%.

Para avaliar a Atividade da AChE nos linfocitos eles foram isolados do sangue
coletado com EDTA por um gradiente de densidade Ficol-Histopaque, técnica de
centrifugacao em gradiente de densidade para separar linfocitos de outras células sanguineas,
segundo método de Boyum (1968). A atividade da AChE em linfocitos foi determinada de
acordo com o método descrito por Ellman et al. (1961) modificado por Fitzgerald e Costa
(1993). Resumidamente, as proteinas de todas as amostras foram ajustadas para 0,1-0,2 mg /
mL. 0,2ml de células intactas, adicionados a uma solu¢do contendo 1,0 mM de acetiltiocolina
(ATC), 5'SmM-ditiobis (acido 2-nitrobenzoéico) 0,1 (DTNB), e tampao de fosfato 0,1 M (pH
8,0). Antes e apds incubacdo durante 30 min a 27 °© C a absorvancia foi lida em
espectrofotometro a 412 nm. A atividade da AChE ¢ calculada a partir do quociente entre a

atividade dos linfécitos e teor de proteina. Os resultados sdo expressos em pMol e

AcSCh/h/mg de proteina..

RESULTADOS E DISCUSSOES

A atividade AChE nos linfocitos aumentou significativamente nos animais com
endometrite, e ocorreu uma tendencia ao aumento no grupo de endometrite subclinica (P=0,6)
(Figura 1). Estes resultados demonstram a sensibilidade da atividade enzimatica nos linfdcitos
como um marcador de baixa intensidade de inflamac&o sistémica. Quando ha um aumento na
atividade AChE, ocorre uma répida degradacdo de ACh que € considerada uma proteina com
acao anti-inflamatéria. A sua degradacdo rapida nos receptores nicotinicos em superficies de
linfocitos desencadeia proliferacdo de citocinas, serotonina, histamina, dxido nitrico, enzimas
lisossémicas, prostaglandinas e leucotrienos que estdo entre os mediadores do processo
inflamatério (KAWASHIMA; FUJII, 2003;).
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Figura 1) Atividade da acetilcolinesterase em linfocitos de
bovinos da racad Holandesa apresentando endmonetrite clinica e
subclinica, avaliadas entre 25-45 dias pés parto (P< 0.05,
Tukey’s).

Acetilcolinesterase em linfocitos
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo mostram alteracdes em AChE de linfocitos
de vacas com endometrite, indicando que o sistema colinérgico é alterado na patologia
uterina. Estamos realizando mais estudos para compreender as vias colinérgicas inflamatéria

em bovinos com endometrite.
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