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RESUMO

ApOs a cobertura ou inseminacdo na égua, ha o desenvolvimento de uma reacao
inflamatoria uterina aguda. O objetivo do presente estudo foi avaliar a reacdo inflamatéria
uterina 4 horas ap06s a inseminacdo no corpo uterino, com espermatozoides vivos ou mortos,
buscando identificar possiveis diferencas na resposta imune. Para tal, foram utilizadas 20
éguas em cio (n=20), com foliculo dominante £ 35mm, edema uterino, sem acumulo de
liquido intrauterino e livres de PMNs ao exame citologico. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: LIVE — inseminagdo com espermatozoides vivos e DEAD -
inseminacdo com espermatozoides mortos através de congelamento rapido em nitrogénio
liquido seguido de descongelamento a 37°C, sendo utilizado um pool de sémen congelado
pertencente a dois garanhdes. Quatro horas ap0s a inseminacdo as éguas foram abatidas, seus
Uteros coletados e lavados com PBS, sendo o liquido recuperado, separado para contagem de
leucocitos. Apos a lavagem, foram retiradas 3 amostras de endométrio: corno contralateral,
corno ipsilateral e corpo uterino, para exame histopatoldgico. As éguas inseminadas com
espermatozoides mortos apresentaram um namero menor de leucdécitos recuperados no lavado
uterino, resultado que se repetiu na contagem de neutréfilos por campo na anélise
histopatologica dos estratos compacto e esponjoso, onde éguas inseminadas com
espermatozoides mortos apresentaram um infiltrado neutrofilico menos intenso. Né&o foi
observada influéncia do local, dentro do mesmo grupo, sobre a reacdo inflamatdria e nédo
houve interacao entre os grupos. Contudo, quando se comparou o0 nimero de neutrofilos por
local, entre os grupos, foram observadas tendéncias de o infiltrado neutrofilico ser menor no
estrato compacto do corno contralateral de éguas inseminadas com espermatozoides mortos e
maior no estrato esponjoso do corno ipsilateral de éguas inseminadas com espermatozoides
vivos. Além disso, 0 nimero de neutréfilos por campo do estrato esponjoso do corno contra
lateral foi menor no grupo de éguas inseminadas com espermatozoides mortos. Portanto,
concluiu-se que a inseminagcdo com espermatozoides mortos ocasionou uma reacao
inflamatoria menos intensa 4 horas apos a introducdo do sémen no lumen uterino, quando
comparada a inseminacdo com espermatozoides vivos. Estes resultados podem estar
relacionados com as diferentes interacfes de espermatozoides vivos € mortos com o plasma

seminal, o sistema imune e o ambiente uterino.

Palavras-chave: Endometrite. Espermatozoide. Plasma Seminal. Neutroéfilo.



ABSTRACT

After the natural breeding or insemination in the mare, an acute inflammatory
reaction develops. The aim of this study was to evaluate the uterine inflammatory reaction 4
hours after insemination, in the body of the uterus, with live and dead spermatozoa, looking to
identify possible differences in the immune response. Twenty mares were used in estrus with
dominant follicles £ 35mm, uterine edema, without uterine fluid and without PMNs in the
cytological examination. The animals were randomly distributed in to two groups: LIVE —
insemination with live spermatozoa and DEAD — insemination with dead spermatozoa, killed
by snap freezing in liquid nitrogen followed by thawing at 37°C. A pool of frozen semen from
two stallions was used. Four hours after the insemination the mares were slaughthered and
the uteruses were collected and flushed with PBS, the fluid recovered was then examined for
leukocytes search and count. After the flush, 3 endometrial samples (contralateral horn,
ipsilateral horn and body) were collected for histopathological examination. Mares that were
inseminated with dead spermatozoa showed a significantly smaller number of leucocytes in
the uterine flush, a result that repeated itself in the neutrophil count per field in the stratum
compactum and stratum spongiosum in the histopathological examination, where mares
inseminated with dead spermatozoa presented a less intense neutrophilic infiltrate. It wasn’t
observed an influence of the site sampled, on the inflammatory reaction in the same group
and there was no interaction between the two groups. However, when the number of
neutrophils per field and per site was compared between the two groups, tendencies for the
neutrophilic infiltrate being less intense in the stratum compactum of the contralateral horn
of mares inseminated with dead spermatozoa, and more intense in the stratum spongiosum of
the ipsilateral horn of mares inseminated with live spermatozoa, were observed. In addition,
the number of neutrophils per field of the stratum spongiosum in the contralateral uterine
horn was significantly smaller in the group of mares inseminated with dead spermatozoa. It
was concluded that the insemination with dead spermatozoa entailed a less intense
inflammatory reaction 4 hours after the introduction of semen in the uterine lumen, when
compared to the insemination with live spermatozoa. This results may be related to the
different interactions of live and dead spermatozoa with seminal plasma, the immune system

and the uterine environment.

Key words: Endometritis. Spermatozoa. Seminal Plasma. Neutrophil.
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1 INTRODUCAO

Na espécie equina, independente do manejo reprodutivo utilizado, o sémen € sempre
depositado no Iimen uterino. Com isso, milhdes de espermatozoides, acompanhados de fluido
seminal e possiveis bactérias contaminantes, passam a interagir com o ambiente uterino,
levando a uma resposta inflamatéria do endométrio denominada de endometrite pds-cobertura
(TROEDSSON, 1997).

A endometrite pos-cobertura é uma resposta fisiolégica, transitéria e, na maioria dos
casos, breve (KATILA, 1995), que tem por objetivo remover do ambiente uterino,
espermatozoides mortos e/ou em excesso e outros contaminantes (TROEDSSON, 1999). Este
processo torna o Utero um local estéril e ndo-inflamado, em tempo da chegada do embrido no
dia 5-6 pos-fertilizacdo, fornecendo assim um ambiente propicio para o estabelecimento da
prenhez na égua (BETTERIDGE et al., 1982).

Em éguas sadias, a inflamac&o uterina que ocorre apds a cobertura € resolvida dentro
de 36 horas a 48 horas (LEBLANC et al., 1989; KATILA, 1995; TROEDSSON, 1999). No
entanto, existe um grupo de éguas que nem sempre € capaz de limpar o ambiente uterino
dentro deste prazo. Estas éguas sdo consideradas éguas susceptiveis ao estabelecimento de um
processo inflamatorio persistente, denominado de endometrite persistente pés-cobertura
(EPPC) (LEBLANC, 2003).

A incapacidade de resolver o processo inflamatorio pds-cobertura antes do quinto dia
pos-fertilizacdo pode levar a liberacdo de prostaglandinas, responsaveis pela lise do corpo
luteo, resultando na diminuigdo da concentragdo circulante de progesterona (NEELY et al.,
1979). Além disso, também torna o ambiente uterino incompativel com a sobrevivéncia do
embrido (LEBLANC, 2003), causando perdas embrionarias e, por consequéncia, perdas
econdmicas aos criadores.

Acredita-se que éguas suscetiveis a endometrite persistente pos-cobertura compdem
cerca de 10-15% da populacdo de éguas de cria e que a EPPC seja a terceira doenga mais
comum dentre as condicdes médicas nos cavalos adultos e uma das principais causas de
subfertilidade e infertilidade em éguas (ZENT et al., 1998; TRAUB-DARGATZ et al., 1991).
Por estes motivos a inflamacdo uterina desencadeada pelo processo de cobertura ou
inseminacdo é um campo de estudos importante na area da reproducdo de equinos, onde se
busca elucidar a fisiopatologia deste evento, assim como desenvolver meios de evitar a

infertilidade e suas consequentes perdas econdmicas.



Apesar do foco de grande parte dos estudos sobre a patogenia da endometrite ter sido
as bactérias, o espermatozoide € considerado o principal causador da inflamacao que ocorre
sempre apos a cobertura (KOTILAINEN et al., 1994). Indo além, Troedsson et al. (2001)
sugerem que a inflamacdo persistente induzida pelo espermatozoide pode ser uma causa de
infertilidade em éguas suscetiveis, mais importante do que a endometrite infecciosa.

Estudos in vitro observam que a interagcdo do sistema imune com espermatozoides
vivos e mortos € diferente (TROEDSSON et al., 2010; DOTY et al., 2011; TROEDSSON et
al., 2014). No entanto, ainda sdo escassos estudos in vivo avaliando a reagdo inflamatoria
uterina para estas duas populagdes espermaticas (FEDORKA et al., 2017). O objetivo do
presente estudo foi avaliar a reacdo inflamatdria uterina 4 horas ap06s a inseminagao no corpo
uterino, com espermatozoides vivos ou mortos, buscando identificar possiveis diferencas na

resposta celular.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Resposta inflamatodria uterina pos-cobertura ou inseminacgao

A inflamacdo uterina que ocorre sempre ap0s a cobertura ou inseminacdo €
caracterizada como uma reposta inflamatéria aguda, onde uma série de mediadores pro-
inflamatorios é liberada pelos neutrofilos que realizardo a fagocitose, pelas células do
endotélio vascular, por células endometriais lesadas e pelos macréfagos ativados pela
inflamacdo. Estes mediadores tém como principais funcdes: atrair mais células de defesa para
o local da inflamacéo, facilitar o acesso dessas células e melhorar a eficiéncia da eliminagéo
do agente agressor. Além dos mediadores pro-inflamatdrios, também sdo liberadas
prostaglandinas que atuam induzindo alteragbes na permeabilidade vascular, citocinas que
mantém a inflamacdo ativa e colagenases, elastases e gelatinases que favorecem o aporte de
células e atuam no processo de reparacdo (MACKAY, 2000).

Quando o processo inflamatdrio deixa de ser necessario, 0 mesmo estimulo que
induziu a liberacdo dos mediadores pro-inflamatorios agora promove o aparecimento de
mecanismos e de moléculas que atuam encerrando o processo inflamatorio, inibindo a
producdo de citocinas, bloqueando receptores celulares ou induzindo a morte celular
(MACKAY, 2000).

2.2 Fatores provenientes da égua que influenciam a reacdo inflamatéria uterina pds-

cobertura

Para promover uma rapida eliminacdo dos agentes causadores da inflamacéo, o Gtero
dispde de mecanismos de defesa, fisicos e imunoldgicos. Os mecanismos fisicos séo
constituidos pelas barreiras fisicas e pela limpeza mecénica, enquanto que a resposta imune
humoral e celular referem-se aos mecanismos imunoldgicos (HUGHES;LOY, 1969;
PETERSON et al., 1969).

2.2.1 Mecanismos fisicos

2.2.1.1 Barreiras fisicas
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As barreiras fisicas sdo constituidas pela vulva, vestibulo e cérvice, sendo
responsaveis por proteger o ambiente uterino da entrada de contaminantes como ar, matéria
fecal e urina. Fatores como idade, condicdo corporal, presenca de lesdes e aderéncias podem
interferir na eficiéncia destas barreiras (PASCOE,1979; CASLICK, 1937).

Como na espécie equina, a deposicdo do sémen durante a cobertura ou inseminacao é
intrauterina, todas as barreiras de defesa sdo ultrapassadas neste momento, causando ampla

reacdo inflamatoria devido a deposicdo de sémen e bactérias (TROEDSSON, 1997).

2.2.1.2 Limpeza mecanica

Um importante mecanismo para a eliminacdo rapida de agentes agressores e de
componentes e subprodutos inflamatorios é a contratilidade miometrial, que é imprescindivel
para a limpeza fisica da luz uterina (EVANS et al., 1987; LEBLANC et al., 1994,
TROEDSSON et al., 1993).

Durante o estro, ocorrem periodos de atividade contratil de aproximadamente 5
minutos, alternados com periodos equivalentes de repouso (JONES et al., 1991). O
desempenho deste mecanismo requer o funcionamento da cérvice (LEBLANC et al., 1989),
onde esta deve estar relaxada para que o conteddo uterino seja eliminado através dela. A
resposta & agressao, como a cobertura ou a inseminagdo, é rapida, ocorrendo um aumento da
intensidade das contracfes uterinas. Estudos utilizando cintilografia mostram que, em éguas
sadias, metade do radiocoldide infundido no dtero, em conjunto com coldnias de
Streptococcus zooepidemicus, é eliminado nos primeiros 60 minutos ap6s a inoculagéo
(LEBLANC et al., 1994).

Por outro lado, durante o diestro, a cérvice se encontra fechada e acredita-se que 0s
vasos linfaticos sdo os principais responsaveis por absorver os fluidos do lumen uterino
(LEBLANC et al., 1995). Entretanto, para que a drenagem linfatica exerca sua funcéo é
fundamental uma boa contratilidade miometrial (LeBLANC et al., 1995), para que haja
compressdo dos vasos linfaticos, movendo o fluido absorvido em direcdo aos linfonodos
(GUYTON, 1991)

A limpeza fisica do Gtero tem papel central na patogenia da endometrite persistente
po6s-cobertura (TROEDSSON, 1997). No entanto, 0 excesso de espermatozoides e bactérias
ndo é completamente removido do ambiente uterino através da limpeza mecénica, sendo
necessaria a acao concomitante de mecanismos imunologicos
(CHRISTOFFERSEN;TROEDSSON, 2017). Ao induzir em éguas sadias uma deficiéncia na
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contratilidade miometrial com clenbuterol, Nikolakopoulos e Watson (2000) observaram que,
apesar do acumulo de fluido uterino e da presenca marcada de neutrofilos ao exame
citoldgico, 60% das éguas ndo apresentou crescimento bacteriano 48 horas apds a cobertura.
Os autores concluiram entdo que mesmo quando a contratilidade esta prejudicada, os demais

mecanismos de defesa uterina sdo capazes de eliminar a infec¢do bacteriana.

2.2.2 Mecanismos imunolo6gicos

2.2.2.1 Resposta imune humoral

O sistema imune humoral, como mecanismo de defesa uterino na égua, atua
basicamente atraves das imunoglobulinas e do sistema complemento (TROEDSSON et al.,
1993).

Por sua constituicdo tecidual, o endométrio é considerado parte do sistema imune das
mucosas, o qual tem potencial de sintese local de imunoglobulinas (WIDDERS et al., 1985).
As imunoglobulinas foram detectadas pela primeira vez por Kenney e Kaleel (1975) atraves
de lavados uterinos, sendo isoladas seis classes de imunoglobulinas: 1gGa, 1gGb, 1gGc, IgT,
IgA e IgM.

O sistema complemento é uma das principais vias efetoras da inflamacéo, onde a sua
ativacdo leva a opsonizacdo, ativacdo e lise celular do alvo. O componente C3 do
complemento é o mais importante na opsonizacdo de bactérias, sendo considerado o principal
fator quimiotatico das secrecdes uterinas de éguas (TROEDSSON et al., 1993), tendo
participacdo na opsonizacao e fagocitose de espermatozoides apos a cobertura ou inseminacao
(DAHMS; TROEDSSON, 2002).

2.2.2.2 Resposta imune celular
O endométrio equino € uma membrana mucosa e a resposta imune predominante é

caracterizada por uma resposta imune celular (CHRISTOFFERSEN; TROEDSSON, 2017),

composta basicamente por células fagociticas.
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2.2.2.2.1 Neutrofilo

No utero os neutrofilos polimorfonucleares (PMNs) sdo as principais células de
defesa, sendo as primeiras células a chegarem ao local da inflamacdo (LEHRER, 1988), onde
sdo observados dentro de 30 minutos no Iimen uterino apds a inseminacao, atingindo o pico
inflamatorio em 12 horas (KATILA, 1995; TROEDSSON, 1997). So responsaveis por
realizar a fagocitose de restos celulares, bactérias, espermatozoides mortos, defeituosos ou em
excesso, buscando remover os contaminantes presentes no ambiente uterino, auxiliando assim
na resolucdo do processo inflamatério.

O deslocamento de PMNs para o Utero ocorre em resposta a liberacdo de fatores
quimiotaticos resultantes da ativacdo do sistema complemento presente na secre¢do uterina.
Dentre estes fatores estdo, o leucotrieno B4, a prostaglandina E e a prostaglandina F2¢ (LEES
et al.,1986; WATSON et al., 1997; PYCOCK & ALLEN, 1988, 1990).

Dentro do arsenal de mecanismos que o neutrdfilo utiliza para eliminar o alvo estdo, a
fagocitose, a degranulacdo e a formacao de armadilhas extracelulares (NETS).

A fagocitose realizada pelos neutrofilos é a primeira linha de defesa do Gtero. Este
evento inicia através da extensdo de pseudopodes, mecanismo mediado via receptores que
envolve alvos opsonizados, que apds a ligagdo com o receptor, parecem se “afundar” no meio
intracelular em fagossomos. O fagossomo se une aos granulos citoplasmaticos, iniciando a
maturacdo, o que darad origem ao fagolisossomo, que assume uma capacidade microbicida,
levando a degradacéo do seu conteudo, seja por meio do arsenal granular dos neutrofilos ou
pela formacdo de espécies reativas de oxigénio (MAYADAS et al., 2013; BORREGAARD,
2010; DIACOVO et al., 1996; STROKA et al., 2013; LEE et al., 2013).

Se os fagdcitos encontram material que ndo pode ser facilmente ingerido, todo o
conteddo dos granulos primario, secundario e os produtos oxidantes formados durante o burst
oxidativo sdo lancados para o tecido causando danos extensivos as células do hospedeiro
(BORREGAARD, 2010; NORDENFELT; TAPPER, 2011; BORREGAARD; COWLAND,
1997; HAMPTON et al., 1998).

Os granulos sao distribuidos em trés grandes grupos: primarios, também conhecidos
como azurofilos ou MPO-positivos (contém mieloperoxidase, defensinas, lisozima, neutréfilo
elastase, BPI, protease 3 e catepsina 3); secundarios, MPO-negativos ou especificos
(lactoferrina e lisozima); e terciarios, MPO-negativos ou gelatinase (tém poucas proteinas
antimicrobicidas, porém serve como estoque de metaloproteinases, tais como gelatinase)
(BORREGAARD, 2010; DIACOVO et al., 1996; CARMAN et al., 2007).
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Descobertas recentes colocam os neutrofilos ndo somente como o principal tipo
celular responsavel pelo processo de inflamacdo aguda, mas como uma célula com potencial
modulador desta resposta. Sdo células que contribuem de maneira importante para o
recrutamento, ativacdo e programacdo de células apresentadoras de antigenos. Além disso,
produzem sinais quimiotéaticos que atraem mondcitos e células dendriticas, e influenciam a
diferenciacdo de macrofagos para um estado predominantemente pré ou anti-inflamatério
(BENNOUNA et al., 2003; CHERTOV et al., 1997; VAN GISBERGEN et al., 2005).

Individualmente, o neutréfilo secreta um menor nimero de moléculas de uma
determinada citocina, quando comparado a macrofagos e linfécitos, no entanto, neutréfilos
frequentemente se sobrepdem a leucdcitos mononucleares em locais de inflamacéo aguda, por
tanto, podem ser fontes importantes de citocinas como o TNF ¢« (SCHUBERTH et al., 2008).

A tomada de decis@o que define se estas células contribuirdo para a ativagao ou para a
supressao de outros mecanismos imunes, como por exemplo a ativacdao dos linfocitos T, é

provavelmente guiada pela influéncia do plasma seminal (SCHUBERTH et al., 2008).

2.2.3 Caracteristicas da égua suscetivel

Eguas suscetiveis sdo éguas que depois de cobertas ou inseminadas, ndo sio capazes
de resolver o processo inflamatério uterino em até 48h (KATILA, 1995). Sendo que em
condi¢des experimentais, a égua € considerada susceptivel quando ndo é capaz de debelar o
processo inflamatorio em até 96 horas (TROEDSSON, 1995).

De um modo geral, éguas suscetiveis apresentam caracteristicas em comum, como:
idade avancada, historico de falha reprodutiva em varias temporadas, de endometrites e de
perdas gestacionais (TROEDSSON, 1997). Porém, o ponto central da susceptibilidade parece
ser a menor capacidade de limpeza fisica uterina destas éguas em relacéo aquelas classificadas
como resistentes.

Quando comparadas com éguas resistentes, éguas suscetiveis apresentam um retardo
no inicio da resposta contratil e uma duracdo menor em relacdo ao observado em éguas
resistentes (TROEDSSON et al., 1993). Além disso, Reitzenstein et al. (2002), observaram
que a direcdo das contracOes das fibras musculares uterinas em eguas suscetiveis ocorre em
direcdo a ponta do corno uterino, ndo apresentando um padrdao ritmico, o que dificulta a
eliminagdo de contelido pelo 6rgdo. Eguas susceptiveis também apresentam uma menor
liberagdo de prostaglandina F2a, apos a inseminacgao artificial ou a administragdo de ocitocina

exogena, 0 que ajuda a explicar a menor capacidade contratil do Utero destes animais
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(NIKOLAKOPQULOS et al., 2000). Aleém de apresentarem falhas no mecanismo de limpeza
contratil do uUtero, éguas suscetiveis também apresentam uma drenagem linfatica mais lenta
(LEBLANC et al. 1995).

Com relacdo aos mecanismos de limpeza uterina de natureza imunoldgica, estudos em
camaras quimiotaticas constataram que neutréfilos polimorfonucleares nas secre¢des uterinas
de éguas suscetiveis tém menor capacidade de migrar e fagocitar bactérias quando
comparados com éguas resistentes (LIU et al.,, 1986; WATSON, 1988). Mais tarde,
Troedsson et al. (1993) sugeriram que esta deficiéncia na fagocitose realizada pelos
neutréfilos de éguas suscetiveis ndo seria uma questdo funcional do neutréfilo, mas sim uma
interferéncia negativa da secrecdo uterina destas éguas sobre a quimiotaxia e a fagocitose, por
apresentar uma menor concentragdo de opsoninas quando comparado com a secrecdo de
éguas resistentes.

Além disso, Woodward et al. (2013) observaram uma diferenca significativa na
expressdo de mRNAs de citocinas endometriais de papel importante, entre éguas suscetiveis e
resistentes, sugerindo que uma resposta anti-inflamatoria deficiente pode estar envolvida na
patofisiologia desta condicao.

Nesta categoria de éguas os resultados da incapacidade de limpar o ambiente uterino
sdo: um acumulo de fluido na luz uterina, por varios dias apds a cobertura, acompanhado de
um quadro inflamatério persistente e, na maioria dos casos, de uma infec¢do bacteriana
(LEBLANC, 2003), culminando com perdas embrionarias precoces.

Alguns fatores podem auxiliar ou atrapalhar uma égua suscetivel em sua tentativa de
resolver o processo inflamatorio apds a cobertura, sendo que alguns deles podem acabar por
predispor clinicamente algumas éguas que normalmente seriam capazes de debelar esta
inflamacdo a desenvolverem uma endometrite persistente, resultando na diminuicdo dos
indices de prenhez (TROEDSSON et al., 2001).

2.3 Fatores provenientes do sémen que influenciam na reacdo inflamatéria uterina pos-

cobertura

O sémen é composto por duas fraces distintas: os espermatozoides, que compdem

menos que 1% do volume total e o plasma seminal (WITE, 1988).
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2.3.1 Espermatozoide

Cohen (1984) observou que a introducdo de espermatozoides no trato reprodutor
feminino produz uma forte resposta neutrofilica em vérias espécies animais. Particularmente
em éguas, Kotilainen et al. (1994) e Troedsson et al. (1995) constataram que a inseminacao
com espermatozoides livres de bactérias resulta em um influxo de neutréfilos
polimorfonucleares (PMNSs) para o limen uterino, gerando uma resposta inflamatoéria similar
a desencadeada ap0s a inoculagdo de bactérias no Utero. Este influxo é acompanhado de uma
suprarregulacdo de citocinas pro e anti-inflamatérias, resultando na ativacdo de multiplas
rotas inflamatérias (WOODWARD et al., 2013).

Kotilainen et al. (1994) demonstraram que, quanto maior o numero total de
espermatozoides da dose inseminante, mais intensa é a resposta leucocitaria. Da mesma
forma, Fiala et al. (2007) observaram que a quantidade de neutréfilos na luz uterina 2 e 4
horas ap6s a inseminacdo, foi maior em eéguas inseminadas com um bilhdo de
espermatozoides do que em éguas inseminadas com um menor namero de células
espermaticas.

Em amostras coletadas de eéguas resistentes a endometrite, 48 horas apds a
inseminacdo artificial com 20 bilhdes de espermatozoides, através de lavagem uterina com
pequeno volume, foi encontrado um menor nimero de neutrofilos quando comparado com
amostras de éguas inseminadas com dois bilhdes (NIKOLAKOPOULOS;WATSON, 2000).
Da mesma forma, foi observado que 24 horas apés a IA, o nimero de neutrofilos, no estrato
compacto de éguas inseminadas com um bilhdo de espermatozoides, é semelhante ao de éguas
ndo inseminadas, e menor do que o nimero observado em éguas inseminadas com 100 e 500
milhdes (FIALA et al., 2007). Resultados que indicam que, aparentemente, uma reagdo
inflamatoria inicial mais intensa favorece uma recuperacao mais rapida do endométrio.

Em estudo in vitro ndo foi encontrado efeito quimiotatico particular a célula
espermatica, sobre os PMNs. Mas quando espermatozoides foram incubados na presenca do
sistema complemento ndo ativado, um efeito quimiotatico significativo foi observado. Em
contrapartida a inativacao por calor do sistema complemento removeu este efeito. Com isso,
concluiu-se que o efeito quimiotatico dos espermatozoides sobre os PMNS tem inicio na
ativacédo do sistema complemento (TROEDSSON, 1995).

A ativacdo do sistema complemento leva a clivagem dos fatores C5a e C3b. Como a
secrecdo uterina € rica em complemento, acredita-se que a interacdo com 0 espermatozoide
leve a uma quimiotaxia de neutréfilos mediada por C5a (TROEDSSON et al. 2001).
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Apods expostos aos espermatozoides através de armadilhas extracelulares (NETS) ou
através da ligacdo com o fator C3b e de um mecanismo ainda desconhecido que é
independente do sistema complemento (DAHMS; TROEDSSON, 2002), os PMNSs ligam-se as
células espermaticas exclusivamente pela cabeca (ALGHAMDI et al., 2004). Esse evento é
seguido de um aumento na sintese de citocinas anti-inflamatorias, que se considera serem

responsaveis pela resolucdo da inflamacdo (FEDORKA et al., 2017).

2.3.1.1 Transporte espermatico e as diferentes populacGes de espermatozoides

Durante o transporte espermatico, menos de 1% dos espermatozoides inseminados
chega ao oviduto com sucesso (SCOTT et al., 1995; BADER; KRAUSE, 1980), ou seja, 99%
permanece no ambiente uterino junto de outros componentes do ejaculado/dose até ser
removido do trato genital da égua por fagocitose (MERKT et al., 1982; KOTILAINEN et al.,
1994) ou através da limpeza fisica (LEBLANC et al., 1994).

Um mecanismo de selecdo de espermatozoides ocorre durante o transporte
espermatico, tendo em vista que a maioria dos gametas com anormalidades morfologicas nao
atinge a juncdo Utero tubarica, ou ndo desenvolve interagdes normais com o epitélio do
oviduto (SCOTT et al., 2000). No trato genital feminino, proteinas aderidas & membrana
espermatica seriam responsaveis pela opsonizacdo seletiva e pelo reconhecimento das
diferentes populagdes de espermatozoides (TROEDSSON et al., 2006).

Kotilainen et al. (1994), observando uma maior reacdo inflamatoria ap6s a
inseminacdo com sémen congelado, sugeriram que esta poderia ter sido causada pelo grande
nimero de espermatozoides mortos presentes na dose. No entanto, Katila (1997) néao
constatou diferenca no nimero de neutrofilos recuperados 5 horas ap6s a inseminacdo com
espermatozoides vivos ou mortos. Contudo, existe a possibilidade de o método utilizado por
Katila (1997), para matar as células espermaéticas, através do uso de forno microondas, ter
interferido no resultado ao interagir de maneira negativa com as proteinas presentes no plasma
seminal do garanhdo utilizado ou até mesmo com a estrutura e proteinas espermaticas. Dahms
e Troedsson (2002) ao incubarem espermatozoides e PMNs na presenca de plasma seminal e
plasma seminal exposto a diferentes tratamentos de calor e carvdo, observaram que 0S
tratamentos com calor (95°C/45min) influenciaram negativamente na opsonizagdo dos
espermatozoides e também removeram o efeito supressor do plasma seminal sobre a

fagocitose das células espermaticas.
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Ao avaliarem a reacdo inflamatdria frente inseminagdes com sémen congelado
considerado de alta e de baixa qualidade, Serrano-Recalde et. al (2014), ndo observaram
diferenca na magnitude da reacdo inflamatoria 6 horas apos a inseminagdo, sendo que no
grupo de baixa qualidade, metade das palhetas da dose inseminante passaram pelo processo
de congelamento répido, matando os espermatozoides.

J& Luttgenau et al. (2018) avaliando o efeito de infus6es com solucgdo salina ou com
espermatozoides mortos por congelamentos e descongelamentos consecutivos a 50°C sobre o
fluxo sanguineo uterino e ovariano 3, 6 e 12 horas ap6s as infusdes, concluiram que
inseminagdes com espermatozoides mortos ocasionaram um aumento na perfusdo uterina
quando comparadas a inseminacgdes com solucéo salina.

Outro estudo envolvendo as diferentes populacGes espermaticas foi realizado por
Fedorka et al. (2014), onde foram analisadas as expressdes de IL-1B, IL-1RN, IL-6, IL-8, e
IL-10 pelo endométrio de 6 éguas, 6 horas ap6s inseminagdo com espermatozoides vivos e
mortos, com a remocao do plasma seminal através de centrifugacdo. Neste estudo, os autores
constataram que a expressao de mRNA para IL-6 encontrava-se aumentada em éguas que
foram inseminadas com espermatozoides mortos quando comparada a expressao apos
inseminagdo com espermatozoides vivos. O motivo deste aumento ndo foi determinado neste
estudo, sendo sugerido que o resultado obtido partiu da perda ou relocacdo de proteinas
espermaticas que estdo envolvidas na regulagdo da resposta inflamatéria uterina.

A 1L-6 pode ser secretada por varios tipos celulares, como macréfagos ativados,
adipacitos e células musculares esqueléeticas (FEBBRAIO;PEDERSEN, 2002), atuando tanto
na imunidade inata quanto na adaptativa. A producdo de IL-6 pode ser estimulada por
citocinas como IL-1p e TNF-o. Na imunidade inata, atua como estimulo para a producdo de
neutrofilos e de proteinas de fase aguda; ja na imunidade adaptativa, atua na diferenciacdo de
linfécitos B em plasmacitos (YOON et al., 2009). Além disso, tem sido crescente 0 ndmero
de trabalhos que demonstram a ambigiidade da IL-6, por possuir tanto efeitos anti-
inflamatorios quanto pré-inflamatérios. Gabay et al. (1997) demonstraram que a IL-6 pode
ser considerada também uma citocina antiinflamatdria, inibindo a liberacéo de IL-1B e TNF-a
e favorecendo a producdo do receptor de TNF soltvel. Por estas razdes, a IL-6 tem sido
considerada tambeém uma citocina regulatéria.

Observa-se que a habilidade do espermatozoide de estimular uma resposta imune é
modulada por interacdes com o plasma seminal (VESELSKY et al., 1996; IMADE et al.,
1997; FILIPPINI et al., 2001).
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2.3.2 Plasma seminal

O plasma seminal € um fluido composto por enzimas, hormonios, ions e proteinas,
produzido pela rede testis, epididimo e glandulas acessorias, sendo expelido em fracdes
durante a ejaculagdo por meio de contracdes uretrais (KARESKOSKI;KATILA, 2008).

A grande maioria das enzimas encontradas no plasma seminal funciona como agente
antioxidante, prevenindo a peroxidacdo dos lipideos de membrana pelas espécies reativas ao
oxigénio e, consequentemente, fragmentacdo do DNA espermatico (ALMEIDA, 2006). Dos
hormonios presentes no plasma seminal de equinos, as prostaglandinas (PGF2a ¢ PGE2), o
estrogeno e a ocitocina estdo associados ao transporte espermatico e a eliminacdo de
espermatozoides ndo viadveis, auxiliando na limpeza uterina de éguas susceptiveis a
endometrite (TROEDSSON et al., 2005). J& a composi¢édo idnica do plasma seminal varia
entre as fracGes do ejaculado. As concentracGes de célcio, fosfato inorganico e magnésio sdo
maiores na fragdo espermatica, composta por secre¢des do epididimo e da ampola do ducto
deferente (KARESKOSKI;KATILA, 2008).

Até o momento, sabe-se que a maioria das proteinas seminais pertence a trés grupos:
proteinas transportadoras de dois ou quatro médulos de fibronectina tipo 1l (Fn-2) ao qual
pertencem as proteinas HSP-1 e HSP-2 que representam 70-80% das proteinas totais do
plasma seminal equino (EKHALASI-HUNDRIESER et al., 2005), proteinas secretorias ricas
em cisteina (CRISPs), e espermadesinas (KARESKOSKI-KATILA, 2008).

Contudo, a composicdo do plasma seminal ndo € a mesma entre individuos. Ao
compararem a composi¢do do plasma seminal entre garanhdes férteis e subférteis, GUASTI et
al., 2014, observaram que h& variabilidade individual e diferengas no nimero total de
proteinas, sendo que o conteudo proteico foi maior no grupo de garanhdes férteis. Segundo
Jobim et al. (2011), as diferencas podem ser utilizadas como marcadores de fertilidade.

Além do seu papel direto sobre a fertilidade, estudos sugerem que enquanto o sémen
de determinados garanhBes provoca uma reacao inflamatoria exacerbada, o sémen de outros é
responsavel por uma resposta inflamatoria mais branda independente da égua ser ou ndo
susceptivel a endometrite persistente pos-cobertura (TROEDSSON et al.,, 2000;
TROEDSSON et al., 2001), indicando que as diferencas na composicdo do plasma seminal
também tém influéncia sobre a reagdo inflamatoria uterina.

Outros papéis ja identificados do plasma seminal envolvem uma influéncia sobre a
caracteristica e o grau da reacdo inflamatdria, quando inserido no ambiente uterino

isoladamente ou acompanhado dos outros componentes da dose inseminante (FIALA et
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al.,2007), um efeito supressor sobre a ativagdo do complemento, sobre a quimiotaxia de
PMNs, sobre a fagocitose e sobre a atividade hemolitica do complemento in vitro em éguas
(TROEDSSON et al., 2000; DAHMS & TROEDSSON, 2002).

O plasma seminal também ¢é responsavel por modular a resposta inflamatoria a
espermatozoides (TROEDSSON et al., 2001), por conter um fator proteico envolvido na
reducdo da ligacdo entre neutréfilos e espermatozoides, de maneira dose dependente,
auxiliando na fertilidade do sémen na presenca de um processo inflamatorio prévio e na
limpeza uterina. Esta substancia pode ser precipitada do plasma seminal, aquecida por até 3h
a 56,8°C e armazenada congelada sem perder suas propriedades bioldgicas. Com relacéo a
dose efetiva, um total de 6mg/ml de proteina bruta precipitada do plasma seminal preveniu a
ligacdo entre neutrdfilos e espermatozoides em um nivel similar ao obtido com plasma
seminal fresco. Esta funcéo protetiva pode ser especifica a uma populacdo de espermatozoides
e apenas ocorrer durante uma janela especifica de tempo, permitindo o transporte
espermatico. Dados in vitro sugerem que esta janela dura por pelo menos 4h apoés a
inseminacdo (ALGHAMDI; FOSTER; TROEDSSON, 2004),

Tendo sido observada a importancia do plasma seminal na inflamacao uterina pds-
cobertura e na fertilidade, estudos comecaram a ser realizados para identificar as moléculas
nele responsaveis pela modulacdo destes processos. Dentre as proteinas ja identificadas
encontram-se as proteinas CRISP-3 e a lactoferrina.

2.3.2.1 Crisp-3

A CRISP-3 é a principal proteina do plasma seminal equino (SCHAMBONY et al.,
1998). Sua ocorréncia ndo se restringe apenas aos 6rgdos genitais masculinos e seu gene é
predominantemente expresso nas ampolas dos ductos deferentes (e nas glandulas salivares),
contribuindo assim, para a alta concentracdo desta proteina (Img/mL) no plasma seminal
desta espécie. Quantidades superiores desta proteina foram positivamente correlacionadas,
com a taxa de concepc¢do no primeiro ciclo, resultados que indicam que esta proteina pode
atuar como um marcador de fertilidade em equinos (NOVAK et al., 2010).

Ao incubarem espermatozoides vivos, espermatozoides mortos e E. coli na presenca
de PMNs e plasma seminal, CRISP-3 purificada ou meio Hank, Troedsson et al. (2010)
obtiveram resultados que sugerem que a Crisp-3 protege de maneira seletiva espermatozoides
vivos da ligacdo com PMNSs, o que pode permitir o transporte espermatico até o oviduto na

presenca de inflamacao.
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No mesmo estudo de Troedsson et al. (2010) foi também observado que na auséncia
de plasma seminal os espermatozoides mortos se ligaram pouco aos PMNSs, que na presenca
de CRISP-3 purificada ndo houve efeito sobre esta ligagdo e que na presenca de plasma
seminal a ligacdo foi alta, indicando que outro fator presente no plasma seminal é responsavel
por promover a ligacdo dos PMNSs aos espermatozoides mortos, fator este que mais tarde seria

identificado como a proteina lactoferrina.

2.3.2.2 Lactoferrina

Uma por¢cdo menor do plasma seminal é composta por diversas proteinas que nao
fazem parte dos trés principais grupos de proteinas ja citadas. Uma dessas proteinas é a
lactoferrina, uma glicoproteina de ligacdo de ferro que tem papel importante na interacdo
intercelular e em funcgdes imunes (TROEDSSON et al., 2014).

Ao incubarem espermatozoides mortos na presenca de PMNSs e plasma seminal, meio
Hank ou lactoferrina purificada, Troedsson et al. (2014) observaram que a lactoferrina
purificada foi capaz de reproduzir o efeito do plasma seminal sobre a ligacdo dos PMNs com
0s espermatozoides mortos, dados que sugerem que um dos papeis desta proteina € aumentar
a interacdo intercelular dos PMNs com os espermatozoides mortos, auxiliando na eliminagéo
destas células.

Alghamdi et al. (2014) incubando espermatozoides com sondas fluorescentes
especificas para lactoferrina equina observaram que espermatozoides imdveis apresentaram
um padréo especifico de fluorescéncia nas regides do acrossoma e do flagelo, enquanto que
espermatozoides moveis ndo apresentaram fluorescéncia positiva. Além de apoiar as
constatacGes anteriores de que a lactoferrina promove seletivamente a ligacdo de neutréfilos a
espermatozoides mortos, estes resultados também indicam os possiveis locais de ligacao desta

proteina a célula espermaética.

2.4 Técnicas para diagnostico e avaliacdo de endometrites na égua

Para um diagndstico preciso e um tratamento de sucesso em casos de endometrite, é
necessario relacionar o histérico da égua, achados clinicos obtidos através da palpacao
transretal, vaginoscopia e exame ultrassonografico, com os resultados dos exames de

bacteriologia, citologia, e em alguns casos de histologia (LEBLANC, 2011).
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2.4.1 Ultrassonografia

A ultrassonografia trata-se de uma técnica ndo invasiva utilizada frequentemente na
reproducdo equina para examinar o sistema genital da égua, permitindo, além do
acompanhamento do ciclo estral, o diagnostico de gestagdo precoce, manejo de gestacGes
gemelares, detec¢do de mortalidade embrionaria e anormalidades uterinas tais como: presenca
de ar, liquido, secrecdo inflamatdria, cistos e neoplasias, funcdo e anormalidades ovarianas
(MCKINNON, 1996).

Com relacdo ao diagnostico de endometrites em éguas, McKinnon (1987) observou
que a ultrassonografia é tdo eficaz quanto os outros métodos diagndstico, ao identificar
alteracdes como presenca de liquido intrauterino e edemas patoldgicos.

Além de sua relacdo com processos inflamatorios pré-existentes, estudos indicam que
0 acumulo de liquidos antes mesmo da cobertura, sendo este maior que dois centimetros,
também atua como indicativo de suscetibilidade em éguas. Embora ndo necessariamente
apresentando natureza inflamatoria de origem bacteriana (LEBLANC, 2010), a presenca deste
liquido indica que a égua tem dificuldade em realizar a limpeza fisica do Utero. Dentre 0s
demais parametros, este é 0 que apresenta maior concordancia com a endometrite persistente
po6s-cobertura (BRINSKO, 2003).

2.4.2 Exame bacterioldgico

Em casos de infecgOes, as bactérias mais encotradas sdo: Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus, E. coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes e Proteus spp (BARRELET, 2009)

Culturas falso-positivas tém sido associadas com a contaminagdo dos instrumentos de
coleta, enquanto que culturas falso-negativas tém sido associadas com amostragens
inadequadas do endométrio (LEBLANC, 2011). Constatacdes que indicam que os resultados

obtidos por este exame devem ser avaliados com cautela.
2.4.3 Citologia endometrial
Desde que foi descrita nos anos 60, a citologia endometrial se tornou uma ferramenta

de rotina no diagnostico de inflamacdo endometrial na reproducdo equina (KNUDSEN,

1964). Quando utilizada em conjunto com o exame reprodutivo minucioso, éguas com
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endometrites ativas podem ser identificadas rapidamente e decisdes a respeito do manejo
reprodutivo a ser aplicado, podem ser tomadas sem a necessidade de esperar o resultado de
culturas microbioldgicas (LEBLANC, 2011).

Para realizacdo desta técnica pode ser utilizado swab, escova citologica
(ALVARENGA;PASTORELLO, 1994) ou um lavado uterino de baixo volume (BALL et al.,
1988).

Na avaliacdo de esfregaco endometrial busca-se a presenca de neutrofilos
polimorfonucleares (MATTOS et al., 1984). A presenca de leucdcitos polimorfonucleares é
sempre um indicativo de inflamacdo do endométrio (COUTO;HUGHES 1984), independente
da fase do ciclo estral, caracterizando um diagndstico de citologia positivo. No entanto, a
presenca de polimorfonucleares é esperada, em éguas sadias, no pos-parto, apos a cobertura
ou nos primeiros cios apés o anestro (WINGFIELD; RICKETTS, 1982).

Alguns autores citam métodos de avaliacdo que levam em conta a propor¢do de
neutréfilos para células endometriais, variando de 0.5% a 5%, como indicativos positivos para
inflamacdo (BALL et al., 1988; COUTO;HUGHES, 1984; LACOUR; SPRINKLE, 1985;
RICKETTS;MACKINTOSH, 1987; WINGFIELD-DIGBY, 1978), enquanto outros autores
sugerem a contagem de neutrofilos em 10 campos de microscopia (KNUDSEN, 1964;
ASBURY, 1983; RIDDLE; LEBLANC; STROMBERG, 2007; BROOK, 1984), sendo
consideradas normais éguas com 0-2 neutrofilos por campo, 3-5 éguas como inflamacéo
endometrial moderada e > 5 inflamacéo severa. Contudo, no presente trabalho, os parametros
utilizados para a avaliacdo dos esfregacos citoldgicos foram de acordo com o proposto por
COUTO e HUGHES (1984).

Avaliando a sensibilidade do exame citoldgico quando comparado ao exame
bacteriolégico do Utero, estudos divergem quanto a confiabilidade deste exame. Alguns
estudos indicam que nem todos os patdgenos uterinos estdo associados com citologias
positivas. Riddle; LeBlanc e Stromberg (2007) observaram que exames bacterioldgicos
positivos para Streptococcus equi subsp. zooepidemicus foram associados com mais
citologias positivas (65%) do que E. coli (55%) ou Pseudomonas (52%), indicando que certos
patdgenos, como a E.coli podem ndo estimular significativamente a resposta inflamatéria
uterina. Em contrapartida, em estudo mais recente, Camozzato et al. (2014) observaram que
todas as éguas inoculadas com diferentes cepas de E. coli apresentaram leve (< 10
neutréfilos/campo) a grave (>20 neutrofilos/campo) neutrofilia endometrial 24h apds a

inoculacdo, sendo que 92,6% das éguas apresentaram sinais vaginais e liquido intrauterino,
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concluindo que a endometrite causada por E. coli provoca citologia positiva e na maioria dos

casos, sinais clinicos, ndo havendo diferenca entre as diferentes cepas.

2.4.4 Biopsia endometrial

Em geral, o exame citolégico do Utero € indicado no diagnostico de processos
inflamatorios agudos, ndo sendo indicado no diagndstico de processos inflamatérios cronicos
ou degenerativos do endométrio, sendo a bidpsia a técnica mais indicada nestes casos (BRUM
MEDICI, 1992; REISWIG, 1993).

A bidpsia endometrial tem sido um procedimento padrdo para avaliagdo da saude do
Gtero da égua ha varias décadas (RICKETTS;BARRELET, 1997) e é um método de coleta
gue consiste na retirada de uma amostra de endomeétrio de tamanho apropriado (20 x 4 x
3mm) para analise histoldgica, podendo ser coletado de qualquer regido do Utero (LOVE,
2011).

Quanto ao numero de amostras e locais indicados para obtencdo da amostra, ha
estudos que demonstram que uma Unica amostra € representativa do endométrio como um
todo (BERGMAN;KENNEY, 1975; BLANCHARD et al., 1987), enquanto que estudos mais
recentes observaram que uma amostra ndo representa o0 endométrio inteiro no diagndstico de
mudancas degenerativas (DYBDAI et al.,1999; FIALA et al., 2010), resultados divergentes
que indicam ser necessario cautela ao gerar prognosticos reprodutivos em situacdes onde
apenas uma amostra foi obtida e analisada.

Para uma boa avaliagdo de uma amostra de bidpsia € importante ter conhecimento das
caracteristicas histoldgicas uterinas. O U(tero equino é composto por trés camadas
denominadas de endométrio, miométrio e perimétrio, sendo que cada uma destas camadas
apresenta caracteristicas particulares (KENNEY, 1978; BARROS;MASUDA, 2009;
MASSENO, 2012).

No endométrio encontramos o epitélio luminal que consiste em uma camada simples
de células que variam de cubicas a cilindricas altas, dependendo da fase do ciclo estral; sendo
no estro essa camada pseudoestratificada. Uma membrana basal separa o epitélio luminal da
lamina propria subjacente (VAN CAMP, 1988), sendo esta dividida em estrato compacto e
esponjoso (KENNEY, 1978).

O estrato compacto é caracterizado por maior densidade de células estromais e se
encontra junto ao epitélio luminal, apresenta ductos glandulares que se abrem no epitélio

luminal, porém ndo possui glandulas. No estrato esponjoso, encontram-se as glandulas
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uterinas em meio a um estroma com menor densidade de células. Sdo observadas ainda, nesta
porcdo, artérias, veias e vasos linfaticos. Os ramos das glandulas endometriais se encontram
no estrato compacto e seu aspecto histolégico muda conforme a fase do ciclo estral
(BARROS;MASUDA, 2009).

Dentro das principais alteragcdes que podem ser diagnosticadas no exame de biopsia
uterina, as inflamagdes do endomeétrio e suas sequelas sdo a grande maioria das alteragdes
identificadas. As inflamagdes em particular, podem ser classificadas como agudas e cronicas
(BARROS;MASUDA, 2009).

2.4.4.1 Caracterizacdo de inflamacdes endometriais agudas

Inflamacdes agudas se caracterizam por um infiltrado predominantemente constituido
por PMNs na lamina prépria. Em geral, este infiltrado € mais intenso no estrato compacto e
nas porcGes adjacentes do estrato esponjoso. Polimorfonucleares podem também ser
encontrados na luz das glandulas. Marginacdo de leucdcitos, principalmente PMNs, pode ser
vista em vénulas do estrato esponjoso ndo s6 nas endometrites agudas, mas também durante o
estro (BARROS;MASUDA, 2009).

2.4.4.2 Caracterizacdo de inflamacdes endometriais cronicas

Ja inflamacgbes cronicas do endométrio sdo caracterizadas pela predominéncia de
celulas inflamatdrias mononucleares (linfocitos, plasmocitos, mastécitos e macrdéfagos) tanto
no estrato compacto quanto no estrato esponjoso, variando de acordo com a intensidade e
distribuicdo do infiltrado celular na lamina propria, sendo entdo classificadas como discretas,
moderadas ou acentuadas. Em algumas oportunidades, endometrites cronicas podem sofrer
reagudizacdo, processo que é caracterizado por intensa infiltracdo do estroma por PMNs em
um quadro de endometrite cronica com células mononucleares (BARROS;MASUDA, 2009).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas 20 éguas destinadas ao abate em frigorifico, sendo distribuidas
aleatoriamente 10 éguas para cada grupo experimental. Estas foram examinadas através de
exame de palpacédo, onde foi avaliado ténus, grossura e simetria uterina, e através de exame
ultrassonografico, sendo selecionadas ao apresentarem um foliculo dominante de + 35mm,
edema uterino e auséncia de liquido intrauterino. Atendidos os pardmetros citados, foi
realizado exame citolégico uterino, com o0 uso de uma escova citolégica e uma pinca de
citologia. As amostras coletadas para exame citologico foram coradas com panético rapido e
analisadas em microscopio Optico. Durante a analise microscopica buscava-se a presenca de
células endometriais e a auséncia de polimorfonucleares.

Apresentando citologia negativa, as éguas foram distribuidas aleatoriamente para um
de dois grupos: LIVE — insemina¢do com espermatozoides mortos e DEAD - inseminagéo
com espermatozoides vivos. Em ambos os grupos as éguas foram inseminadas com 900 x 10°
espermatozoides. Quatro horas ap6s a inseminacdo, as éguas foram abatidas de maneira
humanitéria e tiveram seus Uteros coletados.

Os uteros coletados foram lavados com 50mL de PBS (solugdo salina fosfatada
tamponada), atraves da introducdo e fixacdo de uma sonda foley pela cérvice. O fluido
coletado foi reservado em um recipiente para posterior analise em camara de Neubauer.

Terminado o lavado, foram coletados 3 fragmentos de endométrio para analise
histolégica: 01 do corno uterino contralateral ao foliculo dominante, 01 do corno uterino
ipsilateral e 01 do corpo uterino. Os fragmentos foram armazenados em recipientes contendo

formalina tamponada a 4%, para posteriormente serem processados e analisados.

3.2 Sémen

Foi utilizado o sémen de 02 garanhdes, previamente congelado e estocado no
REPROLAB-UFRGS em palhetas de 0,5mL na concentracdo de 200 x 10%mL para o
garanhio A e de 400 x 10%/mL para o garanhéo B.

Para cada inseminacéo, foram utilizadas 06 palhetas, sendo feito um pool do sémen de
ambos os garanhdes, onde 03 palhetas de cada garanhdo compunham a dose final, totalizando

900 x 10° espermatozoides.
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3.2.1 Sémen com espermatozoides mortos

Foram descongeladas 03 palhetas de cada garanhdo durante 30 segundos nha
temperatura de 37°C. Apos o descongelamento, todas as palhetas foram imersas em nitrogénio
liquido, sendo entdo descongeladas novamente de acordo com o protocolo j& mencionado.
Prévio as inseminagfes amostras foram avaliadas, onde se buscava observar 0% de

espermatozoides moveis.
3.2.2 Sémen com espermatozoides vivos

Foram descongeladas 03 palhetas de cada garanhdo durante 30 segundos na
temperatura de 37°C. As inseminacOes foram realizadas apenas com doses que atendessem 0s
parametros espermaticos minimos definidos pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal

(2013) para sémen descongelado equino.
3.3 Contagem em camara de Neubauer

Uma amostra de 50uL do lavado uterino foi diluida em 150uL de ringer lactato, sendo
posteriormente analisada em microscopio Gptico para a contagem de leuc6citos com o uso da

Camara de Neubauer.
3.4 Analise histoldgica

Os fragmentos de endométrio foram processados, corados com hematoxilina-eosina
(HE) e analisados. Durante a analise histoldgica, foi realizada a contagem de neutréfilos em 5
campos no estrato compacto e 5 campos no estrato esponjoso com o auxilio do programa de
analise de imagens Image J®. Posteriormente foi realizada a soma dos valores obtidos por

campo e a média por campo foi calculada, para cada estrato e para cada égua.
3.5 Métodos de analise estatistica
Os valores para edema uterino e didametro folicular foram avaliados utilizando o Test

T, enquanto que o namero de leucdcitos no lavado uterino foi avaliado pelo Mann Whitney
Test.
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Para a avaliacdo dos resultados da analise histoldgica foi utilizada analise de variancia
ANOVA, onde foi considerada como variavel dependente o numero de neutréfilos, e como
variaveis independentes, o local (S), os grupos (G) e sua interacdo (S*G).

Em todos os testes foi considerado significativo um P < 0,05 e uma tendéncia de 0,05

<P<0,1.
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4 RESULTADOS

4.1 Edema uterino e diametro folicular

Né&o foi observada diferenca significativa (P > 0,05) no grau de edema uterino € no
diametro folicular entre o grupo de éguas inseminadas com espermatozoides vivos (LIVE) e o

grupo de éguas inseminadas com espermatozoides mortos (DEAD).

4.2 Contagem em camara de Neubauer

O numero de leucdcitos recuperados nas lavagens uterinas é observado na Figura 1.

Figura 1 — Numero de leucdcitos (+ Desvio Padrdo) observados
apos lavagem uterina, no grupo de éguas inseminadas com
espermatozoides vivos (LIVE) e no grupo de éguas inseminadas

com espermatozoides mortos (DEAD)
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o
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[é)]
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0- T
Live Dead

leukocytes 10%/mL

Caracteres diferentes indicam diferencga significativa (P < 0,05)

Fonte: O préprio autor

Ao analisar a Figura 1, observa-se que o nimero de leucdécitos recuperados no lavado
de éguas inseminadas com espermatozoides mortos (DEAD) € significativamente menor

(P=0,05) do que o recuperado em éguas inseminadas com espermatozoides vivos (LIVE).
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4.3 Analise histoldgica

Na figura 2 esta expresso o numero médio de neutrdfilos por campo, por local do
Utero, observado no exame histopatoldgico do estrato compacto do endométrio das éguas
abatidas, apds os diferentes tratamentos.

Figura 2 — NUmero de neutréfilos por campo (+ Desvio Padrdo) do
estrato compacto de amostras do endométrio do corno contralateral
(Contra), ipsilateral (Ipsi) e do corpo uterino (Body), de éguas
pertencentes ao grupo de éguas inseminadas com espermatozoides

vivos (LIVE) e ao grupo de éguas inseminadas com espermatozoides

mortos (DEAD)
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Tendéncia (0,05 <P <0,1.) é representada por #
Local (S), Grupos (G) e Interacdo (S*G)

Fonte: O proprio autor

Ao analisar a Figura 2, observa-se que o nimero de neutr6filos por campo do estrato
compacto foi significativamente menor (P = 0,008) no grupo de éguas inseminadas com
espermatozoides mortos (DEAD), sendo que em nenhum dos dois grupos houve influéncia do
local (Contra, Ipsi e Body) na intensidade do infiltrado neste estrato (P = 0,666), assim como
ndo houve interacdo entre os grupos (P = 0,975).

Também pode ser observado que houve uma tendéncia de o infiltrado neutrofilico ser

menor no estrato compacto do corno contralateral de éguas inseminadas com espermatozoides
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mortos quando comparado ao mesmo local no grupo de éguas inseminadas com
espermatozoides vivos.
Na Figura 3 esta expresso o numero médio de neutrofilos por campo observado no

exame histopatologico do estrato esponjoso do endométrio das éguas abatidas, apds o0s
diferentes tratamentos.

Figura 3 — Numero de neutréfilos por campo (+ Desvio Padrdo) do estrato
esponjoso de amostras do endométrio do corno contralateral (Contra),
ipsilateral (Ipsi) e do corpo uterino (Body), de éguas pertencentes ao grupo
de éguas inseminadas com espermatozoides vivos (LIVE) e ao grupo de

éguas inseminadas com espermatozoides mortos (DEAD)
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Local (S), Grupos (G) e Interagéo (S*G)

Fonte: O préprio autor

Ao analisar a Figura 3, observa-se que o numero de neutréfilos por campo do estrato
esponjoso foi significativamente menor (P = 0,008) no grupo de éguas inseminadas com
espermatozoides mortos (DEAD), sendo que em nenhum dos dois grupos houve influéncia do
local (Contra, Ipsi e Body) na intensidade do infiltrado neste estrato (P = 0,556), assim como
ndo houve interacdo entre os grupos (P = 0,391).

O numero de neutréfilos por campo do estrato esponjoso do corno contra lateral foi

significativamente menor no grupo de éguas inseminadas com espermatozoides mortos.
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Também pode-se observar que houve uma tendéncia de o infiltrado neutrofilico ser
maior no estrato esponjoso do corno ipsilateral de éguas inseminadas com espermatozoides
vivos quando comparado ao mesmo local no grupo de éguas inseminadas com

espermatozoides Vvivos.
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5 DISCUSSAO

O tipo celular predominantemente encontrado no lavado uterino e na avaliacdo das
amostras histoldgicas foi o neutrdfilo, resultado previsto em decorréncia de estudos anteriores
que definem que o neutrofilo € o principal tipo celular responsavel pela resposta inflamatéria
ao sémen (COHEN, 1984; KOTILAINEN et al. 1994; TROEDSSON et al. 1995; FIALA et
al. 2007).

No contagem de leucdcitos foi observado que o nimero de leucécitos recuperados no
lavado de éguas inseminadas com espermatozoides mortos (DEAD) é significativamente
menor (P=0,05) do que o recuperado em éguas inseminadas com espermatozoides Vivos
(LIVE). Resultado que discorda com resultados previamente obtidos por Katila (1997). E
possivel que a discrepancia entre os resultados entre ambos os estudos existam em
decorréncia da metodologia utilizada e do momento das avaliacbes. No caso do estudo
realizado por Katila (1997) foram utilizadas 5 éguas e 0 sémen de apenas um garanhdo, o que
ndo permite excluir o fator individual como uma influéncia sobre os resultados. Além disso, o
sémen para 0 grupo de espermatozoides mortos passou por tratamento de calor, com
temperatura e tempo ndo determinado, fato que pode ter tido efeito deletério sobre as
propriedades moduladoras do plasma seminal (DAHMS; TROEDSSON 2002).

Na avaliacdo histopatologica dos estratos compacto e esponjoso, se observou que
éguas inseminadas com espermatozoides mortos apresentaram um infiltrado neutrofilico
menos intenso, sendo este um possivel indicador de uma menor quimiotaxia desencadeada
pela inseminagdo com espermatozoides mortos. Nao foi observada diferenga no nimero de
neutrofilos por campo entre as regides do Utero amostradas em cada grupo, o0 que pode ser em
decorréncia da distribuicdo dos espermatozoides ser similar nos cornos uterinos e
independente do local do foliculo dominante (FIALA et al., 2010), conferindo um estimulo
inflamatorio uniforme e generalizado.

Conforme demostrado pela avaliacdo do lavado uterino e da analise histopatoldgica, a
reacdo inflamatoria 4 horas apds a inseminacdo de espermatozoides mortos € menos intensa.
Estes resultados podem estar relacionados com as diferentes relagfes intercelulares entre
espermatozoides vivos e mortos com os neutréfilos, mediadas pelo plasma seminal.

A CRISP-3 pode influenciar consideravelmente o processo inflamatério pds-cobertura
ao impedir que o PMN ligue-se ao espermatozoide viavel e o fagocite (TROEDSSON et al.
2010). Esta interferéncia pode caracterizar um processo de fagocitose frustrada para o

neutréfilo, ativando mecanismos pré-inflamatdrios através da liberacdo de citocinas e da lesdo
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tecidual gerada pela liberacdo do conteudo dos granulos e ROS para 0 meio extracelular.
(BORREGAARD, 2010; NORDENFELT; TAPPER, 2011; BORREGAARD; COWLAND,
1997; HAMPTON et al., 1998). No entanto, no processo de resolucdo da inflamacdo, este
evento pode ndo ser de todo ruim, ja que aparentemente, uma reacao inflamatdria inicial mais
intensa favorece uma recuperacao mais rapida do endométrio
(NIKOLAKOPOULOS;WATSON, 2000; FIALA et al., 2007).

Ja a lactoferrina, ao estimular a fagocitose de espermatozoides mortos (TROEDSSON
et al., 2014), pode acabar por facilitar a remocéo de um estimulo pré-inflamatoério importante
que é a célula espermatica. Além disso, o favorecimento da fagocitose pode levar a reducédo
da intensidade dos danos teciduais e de citocinas pré-inflamatdrias liberadas pelos neutrofilos.
Em casos onde a reacdo inflamatdria é, de maneira geral, menos intensa, a recuperacdo do
endométrio tende a ser mais lenta. Isto pode ser um fator determinante na resolucdo da
inflamacdo uterina de éguas suscetiveis a endometrite persistente pds-cobertura, onde os
mecanismos de limpeza uterina j& sdo comprometidos (TROEDSSON et al., 1993;
LEBLANC et al. 1995; NIKOLAKOPOULOS et al., 2000; TROEDSSON et al., 2001;
REITZENSTEIN et al. 2002; WOODWARD et al. 2013).

Contudo é importante ressaltar que no processamento realizado prévio ao congelamento, o
plasma seminal é descartado, sendo mantido em média, apenas 5% do total. E possivel que
mesmo com o plasma seminal sendo removido, algumas proteinas como a CRISP — 3 se
mantenham aderidas a superficie dos espermatozoides vivos devido ao contato prévio a
centrifugacdo, mantendo seus efeitos sobre a fagocitose. No entanto, os espermatozoides
pertencentes ao grupo de mortos, ndo apresentavam este status previamente a centrifugacéo,
possivelmente ndo interagindo com moléculas de lactoferrina presentes no plasma seminal,
por este motivo, se cogita que moléculas de lactoferrina provenientes de outras origens, como
do préprio neutrofilo ou do endométrio, possam passar a auxiliar na fagocitose destas células.

A auséncia ou baixa concentracdo de plasma seminal, com seu possivel papel ausente ou
reduzido, também acaba por levantar o questionamento sobre a influéncia da motilidade
espermatica sobre o processo inflamatdrio e do metabolismo espermatico como uma fonte de

fatores quimiotaticos e pro-inflamatorios.
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6 CONCLUSAO

Através deste trabalho conclui-se que a reacdo inflamatéria 4 horas apds a
inseminacdo com espermatozoides mortos é menor do que a desencadeada pela inseminacéao
com espermatozoides vivos. Além disso, também se observou que o nimero de estudos in
vivo nesta linha de pesquisa ainda sdo poucos, tornando a reacdo inflamatdria desencadeada

pelas diferentes populagdes espermaticas, um campo propicio para mais estudos.
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