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RESUMO

A inflamacio uterina interfere na luteogénese da égua?

Autor: Henrique Kurtz Lof

Orientador: Rodrigo Costa Mattos

Ap6s a ovulagdo do foliculo ovulatério na égua, ocorre a formagao do corpo luteo (CL).
Esta glandula endocrina transitoria ¢ responsavel pela produgdo de progesterona (P4),
necessaria para a manuten¢ao da gestagdo. O objetivo deste trabalho foi verificar a
dosagem de P4 plasmatica apds inseminacdo com duas concentragdes espermaticas,
infeccdo experimental, infusdo de leite desnatado e querosene no inicio da fase lutea.
Nossa hipdtese sugere que durante a formagdo do CL, inflamagdes uterinas de
diferentes severidades provocam diminuicdo da concentragdo de P4 plasmatica nos
primeiros dias de diestro. Para tal, foram utilizadas 100 éguas que foram rufiadas
diariamente e o crescimento folicular monitorado por palpacdo retal e ultrassonografia.
Ao se detectar comportamento de estro e foliculo dominante (> 35 mm) com reducdo do
grau de edema uterino as éguas receberam 1500 UI de hCG (Dia -1). Apos 24hs da
indugdo da ovulagdo (Dia 0) as éguas foram palpadas e as que continuaram com foliculo
dominante foram distribuidas aleatoriamente em cada um dos seguintes grupos
inflamatorios: STREPTO — infundidas com Streptococcus zooepidemicus no DO; INF-
D1 - infundidas com querosene no dia da ovulagdo (D1); INF-D3 — infundidas com
querosene 2 dias apds a ovulacao (D3); IA-100 — inseminadas com 100 X 106 de
espermatozoides no DO; IA-1000 — inseminadas com 1 X 10° de espermatozoides no
DO; LEITE — infundidas com leite desnatado no DO; CONTROLE — sem infusao. Desde

a comprovacao da ovulacao (D1) foi realizada coleta de sangue e repetida a cada 24



horas, por seis dias, para verificar a dosagem de P4 plasmatica. Observa-se que as éguas
dos grupos STREPTO, INF-D1 e [A-100 apresentaram uma diminui¢do significativa da
concentragdo plasmatica de P4 entre D3 e D6 em relagdo ao CONTROLE. Ja as éguas
dos grupos INF-D3, [A-1000 e LEITE ndo se diferenciaram do CONTROLE. O
processo inflamatério durante a formagdo do CL pode ter resultado num efeito sub-
luteogénico, interferindo na formacdo do CL e consequentemente nos niveis de P4
plasmatica. Os resultados observados permitem afirmar que a hipdtese sugerida foi
confirmada. O grau de inflamag¢ao no momento da formacao do CL afeta a concentragao
de P4. Conclui-se que inflamagodes durante a formacdo do CL afetam a concentracio

plasmatica de P4.

Palavras-chave. égua, inflamacao uterina, progesterona plasmatica, corpo luteo.



ABSTRACT

Does uterine inflammation interfere in the luteogenesis of the mare?

Author: Henrique Kurtz Lof

Adviser: Rodrigo Costa Mattos

After the ovulation of the ovulatory follicle in the mare, the formation of the corpus
luteum (CL) occurs. This transitory endocrine gland is responsible of producing
progesterone (P4), needed for the maintenance of the gestation. The objective of this
study was to verify the P4 plasmatic dosage after insemination with two sperm
concentrations, experimental infection, infusion of skim milk and kerosene in the
beginning of luteal phase. Our hypotheses suggests that during the CL formation,
uterine inflammations of different degrees of severity cause the decrease of plasmatic
P4 concentration in the first days of diestrus. For such, 100 mares that were daily teased
were used and the follicular growth monitored by rectal palpation and ultrasound. When
detected estrous and dominant follicle (>35mm) behavior with a decrease of uterine
edema degree the mares received 1500 UI of hCG (Day -1). After 24hs of the ovulatory
induction (Day 0) the mares were palpated and the ones that continued with dominant
follicle were randomly distributed into each one of the following groups: STREPTO —
infused with Streptococcus zooepidemicus in DO; INF-D1 — infused with kerosene on
the day of ovulation (D1); INF-D3 — infused with kerosene 2 days after ovulation (D3);
IA-100 — inseminated with 100 X 10¢ of spermatozoids on DO; IA-1000 — inseminated
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with 1 X 10° of spermatozoids on D0O; MILK — infused with skim milk on DO;
CONTROL — no infusion. Since verification of ovulation (D1) blood sample was taken
again every 24 hours, for 6 days, to check the plasmatic P4 dosage. It was observed that
the mares of the groups STREPTO, INF-D1 and [A-100 showed a significant decrease
of P4 plasmatic concentration between D3 and D6 compared to CONTROL. However
the mares of the groups INF-D3, IA-1000 and MILK did not differentiate from
CONTROL. The inflammatory process during the CL formation may have resulted in a
sub-luteogenic effect, interfering in CL formation and consequently in the P4 plasmatic
levels. The results observed allow confirmation of the suggested hypotheses. The
inflammation degree in the moment of CL formation affects the P4 concentration. It is
concluded that inflammations during CL formation affect the P4 plasmatic

concentration.

Key words. mare, uterine inflammation, plasmatic progesterone, corpus luteum.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem o terceiro maior rebanho de equinos do mundo com
aproximadamente 5,9 milhdes de animais, perdendo apenas para a China com 7,9
milhdes e o México com 6,2 milhdes. A importancia social e econdmica da industria
equina se traduz por uma movimentacao economica da ordem de R$ 7,3 bilhdes por ano
e a ocupacgdo direta de cerca 640 mil pessoas, cifra que pode atingir a casa de 3,2
milhdes somados os empregos indiretos. A industria equina gera mais empregos do que

o comércio atacadista, os correios e a industria automotiva (LIMA et al., 2006).

Os problemas reprodutivos sdo considerados o terceiro problema clinico mais
importante na pratica equina, apos disturbios gastrointestinais e do trato respiratdrio
(TROEDSSON, 1999). Na égua, o utero esta protegido da comunicagdo com o meio
externo por barreiras fisicas que impedem o acesso de microorganismos ao utero: a
vulva (CASLICK, 1937; PASCOE, 1979), a prega vestibulo-vaginal e a cérvice (LE

BLANC et al., 1995).

A ovulagdo do foliculo ovariano na égua ¢ seguida pela formagao do corpo luteo
(CL) (NISWENDER & NETT, 1993). Durante o inicio da fase lutea ¢ crucial a relagao
entre 0 CL ¢ o endométrio. O conhecimento detalhado da comunicacdo entre eles ¢é
relevante para a melhoria da fertilidade. De fato, uma melhor compreensdo dos

mecanismos endometriais que regulam a sintese e secrecdo de prostaglandina F2a
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(PGF2a) levando a uma lutedlise estrutural e funcional, sdo necessirias (GALVAO,

2011).

Independentemente do método de cobertura, monta natural ou inseminagao
artificial, o sémen ¢ depositado diretamente no utero da égua. Isto promove uma
contaminagdo pelas bactérias e componentes seminais resultando em uma inflamacao
uterina. Essa inflamacao ¢ caracterizada pelo influxo de neutrofilos polimorfonucleares
(PMNs) no limen uterino (TROEDSSON, 1999), fagocitose dos espermatozoides e
bactérias e liberagao de PGF20 (TROEDSSON et al., 1993). A finalidade da inflamagao
¢ limpar o utero dos espermatozoides defeituosos, mortos e de outros agentes
contaminantes (TROEDSSON, 1999). Na maioria das vezes a inflamagao ¢ rapidamente

resolvida dentro de 36-48hs (KATILA, 1995).

A inflamacao uterina persistente pode resultar em lutedlise precoce e perda
embrionaria pelo aumento da concentracdo de PGF2a. Esta inflamagdo pode interferir

diretamente na sobrevivéncia do embrido (NELLY et al., 1979).

Uma série de hormonios estdo envolvidos na regulagdo da fun¢ao do CL, como a
progesterona (P4) e PGF2q, e citoquinas como fator de necrose tumoral (TNFa). Todos

eles possuem um papel especifico no estabelecimento luteal (GALVAO et al., 2012a)

Conforme estudos prévios demonstrando a relagdo da inflamagdo uterina na
¢gua com a dosagem de P4, que possivelmente pode ser alterada pela liberagao precoce
de PGF2a, ¢ necessario que haja um maior entendimento dos mecanismos endometriais

e ovarianos que regulam a formacao do CL e a dosagem de P4.

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a producao de progesterona

plasmatica durante a inflamacao uterina no inicio da fase lutea.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. 0 PROCESSO DE OVULACAO

A ovulacdo na égua é um processo complexo que envolve uma sequéncia de
eventos que levam a ruptura do foliculo dominante, com mais de 30mm, na fossa
ovulatoria com a extrusdo do fluido folicular, células da granulosa e do complexo

cumulus o6cito (GINTER, 1992).

O papel da ultrassonografia foi sem davida o passo mais importante para o
entendimento do processo ovulatorio e do desenvolvimento do CL. A onda folicular
primaria ¢ a maior onda, caracterizada pelo foliculo dominante e varios foliculos
subordinados. Para diferenciar o crescimento da regressao folicular, mais de um exame
ultrassonografico € necessario, especialmente porque foliculos atrésicos da onda maior
ou menor podem permanecer e confundir a identificacdo de novos foliculos emergentes

(BERGFELT & ADAMS, 2007).

Comparada com outras espécies, na égua o processo ovulatorio € diferente. A
ovulacdo ocorre em uma area especializada denominada de fossa de ovulagdo, um local

restrito onde o epitélio germinativo e o infundibulo podem se encontrar (RILEY, 2001).

Apo6s a ovulagdo a cavidade folicular inicia a luteinizagdo. O processo inicia na
fossa ovulatoria e se estende pela glandula resultando no CL. Todos os processos
descritos sobre a ovulacao sdo intimamente dependentes da relagdo estradiol, P4, LH e

FSH (GALVAO, 2011). O estradiol do foliculo dominante aumenta no plasma e atinge
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o pico 2 dias antes da ovulagdo e entdo diminui. Esse aumento coincide com a baixa no
nivel de FSH. Além disso, o foliculo pré ovulatorio alcanga seu maior tamanho e cessa
seu crescimento. A maxima liberagdo de LH acontece no 1° dia do ciclo estral. O
aumento de LH, 2 dias antes da ovulacdo, ¢ determinante para a diminui¢ao de estradiol
e do crescimento folicular (GINTHER, 2008). Outra consequéncia do pico de LH ¢é a
luteinizagdo das células foliculares e a alteragdo da secrecdo de hormonios esteroides.
Um aumento leve, porém significante da P4 circulante ocorre no dia da detec¢do da

ovulacao (NISWENDER et al., 2000).

2.2.0 CORPO LUTEO

Os principais alvos da P4 sdo o trato reprodutivo, a glandula mamaria e o eixo
hipotalamico-hipofisario. A P4 prepara o utero para o inicio € manutengdo da gestagdo
e, em cada ciclo estral, logo apds a ovulagdo, um processo complexo de luteinizacao

conduz a formagdo do CL (NISWENDER et al., 2000).

O CL ¢ uma glandula enddcrina transitoria secretora de P4 e seu
desenvolvimento pode ser dividido em trés estagios: luteogénese, fase de manutencao e
lutedlise (GINTHER, 1992). A luteogénese tem inicio durante o processo de maturagao
folicular final (WUTTKE et al., 1998) e ¢ concluida trés dias apds a ovulagdo

(NISWENDER et al., 1993).

Um decréscimo na producao de P4 ¢ seguido pela regressao estrutural do CL.
Um grande numero de fatores tém sido apontados como responsaveis pela lutedlise em

varias espécies, tais como a PGF2q, fator de necrose tumoral a (TNF) (FRIEDMAN et
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al., 2000) e outras citoquinas como o Ligando Fas, o interferon gama (IFNG) (DAVIS &

RUEDA., 2002) e o 6xido nitrico (NO) (VEGA et al., 2000).

2.3.CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DO CORPO LUTEO

Apds o pico de LH, as células remanescentes do foliculo ovulado sofrem um
processo de diferenciagdo chamado luteinizagdo. Dois pontos-chave dessas células apos
a luteinizac¢do sdo a sua capacidade de producao de P4 e sua capacidade de regressdo ou

morte celular no momento apropriado (DIAZ et al., 2002).

As células da teca interna do foliculo ndao contribuem para o tecido luteo como
em outras espécies. As células da teca sdo supostamente degeneradas e substituidas por

fibroblastos hipertrofiados (VAN NIEKERK et al., 1975).

Os eventos cronoldogicos que conduzem a formagdo do CL sdo os seguintes: (1)
alguns dias antes da ovulagdo, células fibroblasticas da teca interna proliferam e
ampliam-se em células redondas e as células da granulosa param de se dividir,
motivadas pela queda de estradiol; (2) pouco antes da ovulacdo, as células da teca estdo
em diferentes estagios de degeneracdo (com condensacdo do citoplasma, fragmentacao
e fagocitose) e as células da granulosa mudam de uma massa compacta para células

fusiformes (GINTHER, 1992).

Aproximadamente 2 horas apds a ovulagdo, as células da granulosa estdo com
cerca de 10um de didmetro e possuem o nucleo com 5 a 6um de didmetro. A parede

interna do foliculo colapsado ¢ composta por células do estroma e vasos sangiiineos
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distendidos, enquanto que 24 horas apds a ovulagdo, células da granulosa estdo com
15um de diametro e possuem nucleo e citoplasma com vactolos, indicando luteinizagao
e atividade secretora. No dia 3 todas as células sdo luteinizadas, embora a maxima
hipertrofia dessas células ocorre no dia 9 quando medem 37,5um e o nacleo 10um de

didmetro (VAN NIEKERK et al., 1975).

Células foliculares da granulosa se originam das grandes células luteas e células
da teca das pequenas células luteas (NISWENDER & NETT, 1994). As grandes células
(37,5um), como o proprio nome diz, sdo muito maiores do que as pequenas (11pm). Ha
também uma distingdo morfologica e funcional entre os dois tipos celulares. As grandes
células possuem maior nimero de receptores para estradiol, PGF2a e alta producao de

P4 (DIAZ et al., 2002).

A propor¢do de pequenas células aumenta nos dias 12 e 14 para 25 e 60%
respectivamente. Estas pequenas células apresentam eosinofilia homogénea e densa,
escura coloragdo, e muitas vezes nucleo alongado e representam um antecessor da fase

lutea de grandes células (VAN NIEKERK et al., 1975).

Com relacdo as células da granulosa, a partir do dia 12 ocorre uma diminui¢do
progressiva pelos proximos 4 dias. No dia 16 estas células luteas diminuem seu
diametro para 20pum e no dia 20, préximo a ovulacao, a maioria dessas células estdo em
estagio avangado de regressdo. Além disso, o nivel de P4 na circulagdo periférica esta
aumentando. O estroma comega a crescer na granulosa seguido por capilares em
proliferacdo, que sdo cercadas pelos fibroblastos hipertrofiados os quais irdo substituir

as células da teca degeneradas. J4 as grandes células sdo poliédricas, com citoplasma
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vacuolizado e nucleo unico, contendo um ou mais nucléolos (VAN NIEKERK et al.,

1975).

Tal como demonstrado para as outras espécies, o CL contém células endoteliais,
fibroblastos e células provenientes da corrente sanguinea (CHANNING, 1966). Entre os
poucos estudos realizados sobre CL equino, diferentes tipos de células além das células
pequenas e grandes luteas, como fibroblastos, células do sistema imunoldgico ou as

células endoteliais tém sido relatadas (ROBERTO DA COSTA et al., 2005).

24.ESTABELECIMENTO LUTEAL

Existe uma intima relagdo entre o fluxo sanguineo do CL e a concentragdo de
progesterona plasmatica que foi descrita recentemente na espécie equina. Conforme
Ginther et al (2006a), um aumento simultdneo na perfusdo sanguinea do CL e na
concentragdo plasmatica de P4 ¢é observado entre os dias 01 e 06 pos-ovulagdo,
enquanto que a partir de 40 minutos e 24 horas apos o tratamento com PGF20 uma
diminuicdo progressiva na concentracdo plasmatica de P4 e na perfusdo sanguinea do

CL, respectivamente, ¢ detectada (GINTHER et al., 2006b).

O estabelecimento do CL pode ser visto de duas maneiras. Por um lado uma
reorganizacao tecidual profunda e o crescimento dinamico pela proliferacao celular que
deve ser realizado em poucos dias (JABLONKA SHARIFF el al., 1993). Por outro lado,
a secre¢do de P4 e seus niveis de circulagdo devem assegurar a implantagao da gestagao

(GRAHAM & CLARKE, 1997).
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A acdo das gonadotrofinas LH e GnRH mostraram-se determinantes para o
estabelecimento e manutengdo do CL nao apenas em ruminantes (NISWENDER &
NETT, 1994), mas também na égua (GINTHER, 1992; WATSON et al., 2000a). O papel
luteotrofico do LH foi demonstrado quando a administracio de GnRH em éguas no
diestro causou um aumento na producdo de P4 (JOHNSON et al., 1988). Além disso,
estudos in vivo e in vitro confirmam que as células luteas fazem aumentar a secregdo de
P4, quando expostas a LH ou hCG (KELLY et al., 1988). Durante o diestro ha uma
baixa concentragdo de LH, mas a ocorréncia ocasional de pulsos de LH deve manter em

niveis necessarios @ manutencao do CL na égua (WATSON & SERTICH, 1990).

Na égua foi relatado um aumento da secre¢ao da PGE2 a partir do inicio do CL
por Watson e Sertich (1990), mas um papel luteotrofico para PGE2 em CL eqiiino nao
foi descrito at¢é o momento. Da mesma forma, a secrecao de PGE2 foi aumentada em
CL equinos pelo NO e TNF (FERREIRA-DIAS et al., 2011), sendo sugerido que o TNF
realiza a interagdo entre NO e PGE2 durante o estabelecimento do CL na égua. Varios
estudos t€ém demonstrado que a expressdo de NO aumenta durante a lutedlise em
roedores (FRIDEN et al., 2000), bovinos (JAROSZEWSKI & HANSEL, 2000;
SKARZYNSKI et al., 2003) e éguas (FERREIRA-DIAS et al., 2011). Apesar disso, foi
descrito que o NO estimula a secre¢dao de P4 pelas células do ovario de ratos (DONG et
al., 2000) e, no inicio da atividade latea em eqiiinos (FERREIRA-DIAS et al., 2011). Os
dados sobre a acdo do NO sao relativos e sugerem que ele pode agir de duas formas,

dependendo da dose e da fase do ciclo (KEATOR et al., 2008).
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2.5 REGRESSAO LUTEA

O primeiro relato do efeito luteolitico da PGF2a em éguas em 1972 (DOUGLAS
& GINTHER, 1972), e as interpretacdes sobre os mecanismos fisiologicos da lutedlise
foram muitas vezes baseadas em doses ou formas que a PGF ndo ocorre normalmente.
Comparagdes foram feitas em éguas entre um tratamento com bolus convencional de
PGF (GINTHER et al., 2007) e a simulagcdo de um pulso de PGFM por infusdo de PGF
durante 2 horas (GINTHER et al., 2009). O simples bolus luteolitico de PGF resultou
em um aumento transitério imediato das concentragdes de P4 circulante, porém a
infusdo lenta ndo. Os dois tratamentos resultaram em uma diminui¢ao semelhante da P4
durante 6 a 12 horas apds o inicio do tratamento. Os resultados indicaram que o
tratamento convencional com uma unica dose luteolitica de PGF produziu efeitos
hormonais nao fisioldgicos, enquanto que a PGF infundida lentamente simulando um
pulso natural de PGFM também induziu lutedlise, mas com respostas fisiologicas

(GINTHER et al., 2012).

O conhecimento em diferentes espécies mostrou que a PGF2a induz uma
lutedlise funcional agindo em vérios locais da via esteroidogénica. As acdes
antiesteroidogénicas sdo evidenciadas no rompimento do transporte do colesterol para a
mitocondria, como éster proteina-2 de suporte (envolvida no transporte de colesterol
para as mitocondrias) e proteina Star ou na enzima de clivagem da cadeia (P-450scc) na

membrana mitocondrial interna (WATSON et al., 2005).

Equinos sdo aproximadamente 18 vezes mais responsivos ao efeito luteolitico da
PGF do que outras espécies animais (GINTHER., 1992). Uma tnica dose de PGF de

Smg/égua comparada com 25mg/vaca ¢ recomendada para a inducdo clinica da
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lutedlise. A reacdo da égua frente a varias doses de PGF ¢ um indicador dessa
sensibilidade. A dose minima efetiva em éguas ¢ 1,25mg, ¢ uma dose de 0,25mg ja tem

um efeito parcial na dosagem de progesterona (MILLER et al., 1976).

Hé uma grande diferenca entre a rota de transporte da PGF entre o utero e o CL
nas diferentes espécies. Na égua a rota da PGF do utero ao ovario possui algumas
caracteristicas: 1) nenhuma diferenca no efeito luteolitico da PGF exdgena quando
administrado por via intramuscular ou intra-uterina; 2) nenhuma relagdo entre o lado de
remogao do utero e a manutengado lutea; 3) nenhuma relacao entre o lado de inser¢ao de
um dispositivo intra-uterino e da regressao luteal; 4) auséncia de anatomia vascular que
favoreceria uma via uteroovariana unilateral; e 5) resposta lutea semelhante a perfusao
intravenosa e intra-uterina de PGF para simular um pulso de PGFM (GINTHER, 2012).
Em novilhas, a dose eficaz minima ¢ aproximadamente 20 vezes menor quando
realizada no Utero do que quando administrado sistemicamente (GINTHER, 1992). A
eficdcia intra-uterina em vacas e ovelhas resulta de uma via unilateral entre o corno
uterino ¢ o CL (GINTHER et al., 1996). Veias e vasos linfaticos do corno uterino
passam ao longo do pediculo ovariano. A PGF atravessa através da parede de ambos os
vasos uterinos até a parede da artéria ovariana que estd intimamente aderida. Em
contraste, em éguas uma via unilateral ndo evoluiu e a superficie da artéria nao tem
maior contato com a superficie do utero ou com a veia uteroovariana (GINTHER et al.,

1972).

A importancia do Utero para a lutedlise foi inicialmente estabelecida por Loeb

(1923). Na égua, ficou claro que a lutedlise foi disparado por pulsos endometriais de
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PGF2a durante cerca de 14-16 dias depois da ovulacdo, originando uma queda na P4

em trés ou quatro horas (DOUGLAS & GINTHER, 1976; KINDAHL et al., 1982).

2.6 O INICIO DA LUTEOLISE

A acido luteolitica da PGF2a ¢ mediada por um receptor plasma especifico de
membrana (POWELL et al., 1975), o receptor de PGF2a (FPr). Como consequéncia da
acdo da PGF2a uterina no CL, a expressao de FPr pode aumentar como mostrado na
vaca (RAO et al., 1979) durante a fase latea final. Em equinos a acdo relatada em
células foliculares antes e ap6s a ovulagdo ndo aumenta a transcrigdo do mRNA (BEG

et al., 2005).

O inicio da luteodlise ndo parece ser exclusivamente dependente da presenca de
FPr. Em vacas, a PGF2a nao foi eficaz antes do dia 5 da fase latea (HENRICKS et al.,
1974). No entanto, receptores para PGF2a ja sdo expressos no dia 2 (WILTBANK et al.,
1995). Além disso, a afinidade de receptores diferenciais para PGF2a para todo o ciclo
estral pode contribuir para a refratariedade vista no inicio das fases do CL. Como
demonstrado no caso dos ruminantes, sensibilidade discordante do CL para PGF2a
poderia ser devida a existéncia de estados de alta e baixa afinidade do FPr

(McCRACKEN et al.,1999).

Alguns estudos sobre o efeito luteolitico da PGF2a na fase lutea inicial na égua,
até o dia 5 apos a ovulacdo, tendem a contradizer relatos anteriores (DOUGLAS &

GINTHER, 1972; PACCAMONTI et al., 1991). Mais recentemente, a administragdo de

PGF2a nos primeiros 2 dias apds a ovulagdo foi eficaz e encurtou o intervalo
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interovulatorio (TROEDSSON et al., 2000; NIE et al., 2003; HOLLAND & PINTO.,

2008).

2.7 ACOES EM CONJUNTO COM A PGF2a

O processo de ovulagdo requer reorganizacdo da matriz extracelular, alteragdes
microvasculares, expressdo de citoquinas e o recrutamento de leucdcitos a partir da
circulagio (BRANNSTROM & ENSKOG., 2002). Além disso, os hormonios, tais como
P4 e PGF, e fatores angiogénicos estdo envolvidos em func¢do da regulacdo do CL
(FERREIRA DIAS et al., 2006, 2011). Também as citoquinas, tais como TNF e o
interferon gama (IFNg), principalmente produzidos por células do sistema imunoldgico
do CL (PATE., 1995), desempenham papel especifico no estabelecimento luteal

(SKARZYNSKI et al., 2008).

Na auséncia de gestacdo, ¢ crucial para a lutedlise a retomada de um novo ciclo
ovariano. Em uma série de espécies, a presenca de diferentes células inflamatorias,
incluindo mastocitos, macrofagos e linfocitos (BRANNSTROM E NORMAN., 1993)
foram demonstradas no ovario durante o ciclo estral. Particularmente na égua, as células
T CD4 + e CD8 + T citotoxicas estao presentes no CL durante lutedlise (LAWLER et
al.,, 1999). Além dos linfocitos T, predominam neutréfilos e macréfagos no CL no
momento da lutedlise que podem estar diretamente envolvidos na destrui¢ao das células

luteas e subsequente diminui¢do da secrecao de P4 (BRANNSTROM et al., 1994).

Além disso, as citoquinas TNF e IFNg tém sido relacionadas na regressao do CL

bovino (PATE, 1995; SKARZYNSKI et al., 2008). No entanto, a fungdo exata das
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citoquinas TNF e IFNg na regulacdo, diferenciagdo e regressdo do CL equino so foi
esclarecida recentemente por GALVAO et al (2012) que demonstraram que na fase
lutea inicial o TNF contribuiu para a secre¢ao de P4 e diminuicdo de PGF2a e no final

da fase lutea auxiliou a sintese de PGF2a e a reducao da viabilidade celular.

A formacdo da estrutura lutea ¢é caracterizada por repetidos padrdes de
proliferacdo celular, remodelagdo da matriz extracelular e alteracdes na vascularizagao
lutea em cada ciclo do ovario. Muitos aspectos das mudangas ciclicas no trato
reprodutivo durante o ciclo estral e a implantacdo, assim como a func¢ao da placenta sao
dependentes de angiogénese fisiologica, que consiste no crescimento vascular novo a

partir de vasculatura preexistente (FERREIRA-DIAS et al., 2006).

A lutedlise ndo ¢ exclusivamente constituida do desaparecimento da secregao de
P4 pelas células lateas. Resumidamente, ela compreende também as alteracdes
vasculares (MIYAMOTO et al., 2005), a infiltragdao de leucocitos e a morte de células
endoteliais e esteroidogénicas por apoptose (McCORMACK et al., 1998) e os
mecanismos ndo apoptoticos (FRASER et al., 1999; GAYTAN et al., 2002). Como uma
glandula enddcrina incomum, o CL possui uma natureza transitoria. Depois de um
rapido crescimento e fung¢do por 10 a 14 dias, o CL involui para formar os corpo
albicans, ricos em colageno e compostos por tecido conjuntivo. Na maioria das
espécies, tanto funcional quanto estrutural, a involu¢do ndo estd claramente

documentada, sendo dificil de separar inteiramente os eventos (GALVAO, 2011).

O sistema imunoldgico e as citoquinas tém sua participacdo na regressao
estrutural e conduzem os eventos como morte celular e apoptose (DAVIS & RUEDA.,

2002), reorganizacao do tecido e remodelamento da matriz extracelular (McCRACKEN
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et al., 1999). Alguns trabalhos indicam a importancia dos macréfagos e outras células
imunitarias, através da liberacdo de TNF e outras citoquinas, na regressao do CL, apods o
inicio da acdo da PGF2 (BENYO & PATE., 1992). A fagocitose de células luteas e

restos celulares também tem sido atribuida aos macrofagos (PAAVOLA, 1979).

Na égua também foi relatado um aumento das células imunologicas no momento
da lutedlise (LAWLER et al., 1999). O recrutamento de macrdéfagos para o CL,
provavelmente, ¢ regulado pela expressao da proteina 1 de monocitos MCP-1 (BOWEN
et al., 1999; TOWNSON et al., 1996), estando a expressdo de MCP-1 aumentada no
momento da lutedlise (BOWEN et al., 1999). Os macrdfagos e linfocitos ativados no
CL secretam citoquinas. As citoquinas podem participar tanto positiva como
negativamente na regulacao endocrina do CL. Em suinos, o sinal modulador de TNF
sobre os efeitos da PGF2a, alternando de luteoprotetor para luteolitico foi descrito por
Wuttke et al (1997). Por outro lado as citoquinas podem mediar acdes da PGF2a
durante a lutedlise, como o aumento da fosfolipase A2, a formagdo de espécies reativas

de oxigénio (ROS) e desencadear a apoptose (WU & CARLSON, 1990).

Conforme relatado no CL de bovinos (ZHENG et al., 1994) e suinos (BACCI et
al., 1996), a apoptose ¢ uma forma fisioldgica de morte, distinguivel de necrose por
diferentes parametros morfoloégicos e bioquimicos (DAVIS & RUEDA, 2002). Ela ¢
regulada por proteinas que podem originar uma cascata de sinalizagdo intrinseca e
extrinseca (KLIEM et al., 2009). A via intrinseca ¢ regulada por estimulos apoptoticos
causados dentro de uma célula, em resposta a drogas, radiacdo ou fatores de
crescimento. Em primeiro lugar, alteragdes na permeabilidade mitocondrial sdo

mediadas através de um desequilibrio na propor¢do pré-apoptotica e anti-apoptotica da
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familia Bel-2 (ADAMS & CORY, 1998). A via apoptdtica extrinseca, por sua vez, &
ativada por fatores extracelulares, como TNF e FASL apos atuar em seus receptores

TNFRI e FAS, conhecidos como receptores de morte (NAGATA, 1997).

A apoptose tem sido relacionada a lutedlise em equinos, apos regressao natural
ou induzida com PGF2a (AL-ZI’ABI et al, 2002). Ela ¢ controlada através da
expressdo de uma série de genes reguladores, tais como os membros da familia Bcl-2

(TILLY., 1996).
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3. ARTIGO

A inflamacio uterina interfere na luteogénese da égua?

Henrique Kurtz L6f, Augusto Rafael Castro Frois, Rodrigo Costa Mattos
REPROLAB — UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil

Resumo

Ap6s a ovulagdo do foliculo ovulatério na égua, ocorre a formagao do corpo luteo (CL).
Esta glandula endocrina transitéria ¢ responsavel pela produgdo de progesterona (P4),
necessaria para a manuten¢do da gestacdo. O objetivo deste trabalho foi verificar a
dosagem de P4 plasmatica apos inseminagcdo com duas concentragdes espermaticas,
infeccdo experimental, infusdo de leite desnatado e querosene no inicio da fase lutea.
Nossa hipdtese sugere que durante a formagdo do CL, inflamagdes uterinas de
diferentes severidades provocam diminuicdo da concentracdo de P4 plasmética nos
primeiros dias de diestro. Para tal, foram utilizadas 100 éguas que foram rufiadas
diariamente e o crescimento folicular monitorado por palpacao retal e ultrassonografia.
Ao se detectar comportamento de estro e foliculo dominante (> 35 mm) com redug¢do do
grau de edema uterino as éguas receberam 1500 UI de hCG (Dia -1). Apés 24hs da
inducdo da ovulagdo (Dia 0) as éguas foram palpadas e as que continuaram com foliculo
dominante foram distribuidas aleatoriamente em cada um dos seguintes grupos
inflamatorios: STREPTO — infundidas com Streptococcus zooepidemicus no DO; INF-
D1 — infundidas com querosene no dia da ovulacao (D1); INF-D3 — infundidas com
querosene 2 dias apds a ovulacdo (D3); TA-100 — inseminadas com 100 X 10¢ de
espermatozoides no DO; [A-1000 — inseminadas com 1 X 10° de espermatozoides no
DO; LEITE - infundidas com leite desnatado no D0O; CONTROLE — sem infusdo. Desde

a comprovacao da ovulacdo (D1) foi realizada coleta de sangue e repetida a cada 24



30

horas, por seis dias, para verificar a dosagem de P4 plasmatica. Observa-se que as éguas
dos grupos STREPTO, INF-D1 e [A-100 apresentaram uma diminui¢do significativa da
concentragdo plasmatica de P4 entre D3 e D6 em relagdo ao CONTROLE. Ja as éguas
dos grupos INF-D3, [A-1000 e LEITE ndo se diferenciaram do CONTROLE. O
processo inflamatério durante a formagdo do CL pode ter resultado num efeito sub-
luteogénico, interferindo na formacdo do CL e consequentemente nos niveis de P4
plasmatica. Os resultados observados permitem afirmar que a hipdtese sugerida foi
confirmada. O grau de inflamag¢ao no momento da formacao do CL afeta a concentragao
de P4. Conclui-se que inflamagodes durante a formacdo do CL afetam a concentracio

plasmatica de P4.

Palavras-chave. égua, inflamacao uterina, progesterona plasmatica, corpo luteo.

Does uterine inflammation interfere in the luteogenesis of the mare?

Abstract

After the ovulation of the ovulatory follicle in the mare, the formation of the corpus
luteum (CL) occurs. This transitory endocrine gland is responsible of producing
progesterone (P4), needed for the maintenance of the gestation. The objective of this
study was to verify the P4 plasmatic dosage after insemination with two sperm
concentrations, experimental infection, infusion of skim milk and kerosene in the
beginning of luteal phase. Our hypotheses suggests that during the CL formation,
uterine inflammations of different degrees of severity cause the decrease of plasmatic
P4 concentration in the first days of diestrus. For such, 100 mares that were daily teased
were used and the follicular growth monitored by rectal palpation and ultrasound. When
detected oestrous and dominant follicle (>35mm) behavior with a decrease of uterine
edema degree the mares received 1500 UI of hCG (Day -1). After 24hs of the ovulatory

induction (Day 0) the mares were palpated and the ones that continued with dominant
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follicle were randomly distributed into each one of the following groups: STREPTO —
infused with Streptococcus zooepidemicus in DO; INF-D1 — infused with kerosene on
the day of ovulation (D1); INF-D3 — infused with kerosene 2 days after ovulation (D3);
IA-100 — inseminated with 100 X 10¢ of spermatozoids on DO; IA-1000 — inseminated
with 1 X 109 of spermatozoids on DO; MILK — infused with skim milk on DO;
CONTROL — no infusion. Since verification of ovulation (D1) blood sample was taken
again every 24 hours, for 6 days, to check the plasmatic P4 dosage. It was observed that
the mares of the groups STREPTO, INF-D1 and IA-100 showed a significant decrease
of P4 plasmatic concentration between D3 and D6 compared to CONTROL. However
the mares of the groups INF-D3, IA-1000 and MILK did not differentiate from
CONTROL. The inflammatory process during the CL formation may have resulted in a
sub-luteogenic effect, interfering in CL formation and consequently in the P4 plasmatic
levels. The results observed allow confirmation of the suggested hypotheses. The
inflammation degree in the moment of CL formation affects the P4 concentration. It is
concluded that inflammations during CL formation affect the P4 plasmatic

concentration.

Key words. mare, uterine inflammation, plasmatic progesterone, corpus luteum.
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INTRODUCAO

A ovulagao do foliculo ovariano na égua ¢ seguida pela formacao do corpo luteo
(CL) (NISWENDER & NETT,1993), uma glandula enddcrina transitoria que produz
progesterona (P4) (JABLONKA et al., 1993). Este processo essencial para o
desenvolvimento luteal ¢ caracterizado pela proliferacdo e diferenciagdo das células

derivadas do foliculo pos ovulatorio (JABLONKA et al., 1993).

Durante o ciclo estral uma extensa angiogénese ocorre no CL. Esta
neovascularizagao ¢ essencial para suprir o substrato necessario para a biossintese de P4
pelas células luteais (HANSEL & BLAIR, 1996). Na égua as mudancas do fluxo
sanguineo no CL e o nivel de P4 no plasma estdo correlacionados e aumentam nos
primeiros dias apos a ovulagdo; a circulagdo no CL alcanga seu maximo no dia 5 e a
concentragdo de P4 no sangue periférico no dia 7. A circula¢do sanguinea desempenha
um papel vital para a ocorréncia de uma funcao apropriada do CL (BOLLWEIN et al.,

2002).

O Fator de Necrose Tumoral-o (TNF-a), produto secretéorio de macrofagos
ativados ¢ um potente indutor de angiogénese (LEIBOVICH et al., 1987). Durante a
fase lutea inicial o TNF aparentemente encontra-se envolvido na regulagdo do
crescimento do CL promovendo um efeito estimulatério na producio de P4 e na PGE2 e

um efeito inibitério na secre¢io de PGF2a (GALVAO et al., 2012a).

A secrecdo normal de P4 pelo CL ¢ necesséria para a manutengdo da prenhez
(NISWENDER & NETT,1993). A producdo de P4 e o tamanho do CL sdo maiores nas

éguas prenhes do que nas vazias no oitavo e nono dia pos-ovulagdo (SEVINGA et al.,
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1999). Em vacas com baixa dosagem de P4 o CL ¢ de menor tamanho e hd uma
diminui¢do do fluxo sanguineo luteal (LUTTGENAU et al., 2011). J4 éguas com morte
embrionaria precoce apresentam menores niveis de P4 circulante do que éguas que

mantém a gestacdo (ADAMS et al., 1987).

E comumente aceita a ideia de que a lutedlise pode ser consistentemente
induzida com uma dose de PGF2a ap6s o quinto ou sexto dia pés-ovulacdo (SAMPER,
2008). Com base nessa pratica, erroneamente se assumiu que o CL ¢é refratario a agdo
luteolitica da PGF2a antes desse periodo, existindo, entretanto, um efeito
antiluteogénico da PGF2a no inicio do periodo pds-ovulatorio (COFFMAN et al.,
2014). A aplicagao de prostaglandina nos primeiros dois dias pds-ovulagdao provoca uma
diminui¢do na progesterona circulante (TROEDSSON et al., 2000; NIE et al., 2003),
promove a lise do CL (HOLLAND & PINTO, 2008; RUBIO et al., 2008) e reduz as
taxas de prenhez em relagdo as éguas ndo tratadas (TROEDSSON et al., 2000). Também
em vacas a aplicagdo de PGF2a durante os primeiros quatro dias pos-ovulagdo promove

uma diminui¢do na duracdo do ciclo estral e na dosagem de P4 (BEAL et al., 1980).

Processos inflamatorios uterinos na égua sdo responsaveis pelo aumento da
secrecao de PGF2a (NEELY et al., 1979). A infusao de leite desnatado e a concentragao
espermatica na dose inseminante provocam uma resposta inflamatdria no utero de éguas
(FIALA et al., 2007). Infec¢des uterinas perturbam o crescimento folicular e provocam
a formagdo de um CL menor produzindo menos progesterona em vacas de leite
(WILLIAMS et al., 2007). Da mesma forma, a inflamac¢do uterina induzida apds a

infusdo de iodo-povidona poés-ovulagdo interfere na dosagem de progesterona
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plasmatica e na expressao de receptores para progesterona nas éguas tratadas em relagao

as éguas nao tratadas (KALPOKAS et al., 2010).

Nossa hipotese sugere que durante a formagdao do CL, inflamagdes uterinas de
diferentes severidades provocam diminui¢do da concentracdo de progesterona

plasmatica nos primeiros dias de diestro.

O objetivo do trabalho foi verificar a dosagem de progesterona plasmatica apos
inseminagdo com duas concentracdes espermaticas, infecgdo experimental, infusdo de

leite desnatado e querosene no inicio da fase lutea.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas 100 éguas ciclicas da raca Crioula com fertilidade conhecida,
pesando entre 350 e 400 kg e com idade variando entre 4 e 15 anos. As éguas utilizadas
pertenciam a um rebanho comercial e eram solteiras — ndo foram cobertas no ano
anterior, tinham sido cobertas na temporada anterior e nao ficaram prenhes ou tiveram
perda gestacional. Durante o experimento as éguas foram mantidas exclusivamente a
campo sob condi¢des similares de manejo e com acesso ad /libitum a adgua. Utilizaram-
se 3 garanhdes com fertilidade comprovada com idade variando entre 5 e 15 anos,

mantidos estabulados e alimentados com aveia, ragdo comercial e feno de alfafa e com
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acesso ad libitum a agua. Este experimento foi realizado entre os meses de novembro e
janeiro durante as estagdes reprodutivas de 2012, 2013 e 2014 em uma propriedade
localizada no municipio da Barra do Quarai, RS e foi aprovado pelo Comité de Pesquisa
da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto

Alegre, Brasil (processo n® 21249 de 17/9/2012).

Exames clinicos prévios

As éguas candidatas ao experimento foram examinadas quanto a saude
reprodutiva, incluindo avaliagdo da conformacdo perineal, palpagdo retal, exame
ultrassonografico do trato genital e exame vaginal. A saude reprodutiva, considerando-
se auséncia de secre¢des ao exame ultrassonografico e vaginal, e a identificagdo prévia

de um corpo lateo foram critérios para a inclusao da égua no experimento.

Procedimentos experimentais

As éguas foram rufiadas diariamente e o crescimento folicular monitorado por
palpacao retal e ultrassonografia (Aloka SSD 500, For Medical, Campinas, Brasil) por
um Unico operador. Ao se detectar comportamento de estro e foliculo dominante (> 35
mm) com redug¢dao do grau de edema uterino as éguas receberam 1500 UI de hCG
(Chorulon, Intervet®) IV (Dia -1). Apds 24hs da indugdo da ovulacao (Dia 0) as éguas
foram palpadas e as que continuaram com foliculo dominante foram distribuidas

aleatoriamente em cada um dos seguintes grupos inflamatorios:
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STREPTO - infeccdo experimental com Streptococcus zooepidemicus, inflamacao

considerada de grau forte (KELLER et al., 2004) ( n = 10);

INF-D1 — infusdo intrauterina de querosene no dia da ovulacao, inflamagao considerada

de grau forte (BRACHER et al., 1991) (n = 10);

INF-D3- infusdo intrauterina de querosene 2 dias ap6s a ovulagdo, inflamacao

considerada de grau forte (BRACHER et al., 1991) (n = 10);

[A-100 - inseminadas com 100 X 106 espermatozoides, inflamag¢do considerada de grau

médio (FIALA et al., 2007) (n = 20);

IA-1000 - inseminadas com 1 X 109 espermatozoides inflamacdo considerada de grau

médio (FIALA et al., 2007) (n = 20);

LEITE - infusdo intrauterina de leite desnatado inflamacao considerada de grau fraco

(FIALA et al., 2007) (n=10) ;

CONTROLE- (n = 20) sem inflamacao.

As éguas do grupo STREPTO foram infundidas com 1 X 109 Streptococcus
zooepidemicus suspensos em 20 mL de solucdo salina (0,9%), com o uso de uma pipeta
de inseminacdo, no utero (MATTOS et al., 1997) no dia 0. O Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus que foi utilizado, pertence ao Laboratorio de Reprodug¢do Animal da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Reprolab) e foi isolado de égua com
sintomatologia clinica de endometrite (NEVES et al., 2007) e encontra-se estocado a
-20 °C. Antes da infusdo as bactérias foram descongeladas em banho-maria a 37 °C,
cultivadas em BHI por 24 horas (37 °C) e cultivadas em placas de 100 mm de Agar

sangue. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas para permitir o crescimento
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bacteriano. As placas foram lavadas com PBS para remover as colonias bacterianas. A
suspensdo bacteriana resultante foi filtrada para remover as particulas de Agar e
resuspendida em PBS até uma concentragdo final de 1x10° bactérias/mL. Para sua
utilizacao 1 mL da suspensao foi diluida em 19 mL de solugdo salina (0,9%) e mantida a

5 °C até sua utilizagao.

As éguas do grupo INF D1 foram infundidas intrauterinamente com 20 mL de
querosene (BRACHER et al., 1991) no Dia 1 enquanto que as éguas do grupo INF D3

foram também infundidas no Dia 3.

As éguas do grupo LEITE foram infundidas intrauterinamente com 20 mL de
leite desnatado (Elegé - Brasil) no dia 0. As éguas do grupo IA-100 e IA-1000 foram
inseminadas com sémen fresco, depositado no corpo uterino no dia 0. Imediatamente
antes da IA o sémen foi coletado com vagina artificial modelo Hannover. As doses
inseminantes de 20 mL contendo 100 x 106 e 1 x 10% de espermatozoides foram
ajustadas com a utilizacao de leite desnatado em diluigdes superiores a 1 + 2 (sémen +

leite).

As éguas do grupo CONTROLE seguiram o protocolo até a indugdo da
ovulacdo, ndo sendo inseminadas nem infundidas. A distribui¢do temporal dos grupos

experimentais estd expressa na Figura 1.

STREPTO
IA-100
IA-1000
LEITE INF-D1 INF-D3
[ E & | I I I I
D-1 DO D1 D2 D3 D4 D5 D6
4 A 4 4 A A
T P4 P4 P4 P4 P4 P4
hCG
OVUL.
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Figura 1 — Distribuicdo temporal da inducdo da ovulagdo, da realizacdo dos

tratamentos, da ovulacao e das coletas das amostras para verificagdo da concentracao de

P4.

A partir da inducao (D -1) todas as éguas foram examinadas a cada 24 horas até
a comprovacdo da ovulacdo. Em todos os grupos experimentais foram utilizadas
somente éguas com ovulagdo detectada no Dia 1 (24 a 48 horas apods a indugdo). Foram

excluidas do experimento éguas que ovularam antes ou apds este periodo.

Coleta de sangue e dosagem de progesterona

Desde o Dia 1 foi realizada coleta de sangue e repetida a cada 24 horas, por seis
dias, para verificar a dosagem de progesterona plasmatica. As coletas foram por
venopungao, utilizando tubos a vacuo (Becton, Dickinson Vacutainer — Minas Gerais,
Brasil) sem anticoagulante. As amostras de sangue foram centrifugadas a 500 X g por
20 minutos e o sobrenadante foi armazenado até o ensaio, a -20 °C, em tubos
criogénicos estéreis com capacidade para 2 mL (Techno Plastic Products AG, Suica). A
concentracdo de progesterona foi determinada utilizando a técnica de
quimioluminescéncia através do aparelho de automag¢do IMMULITE 1000 Systems,
SIEMENS. Os coeficientes de variacdo intra e inter-ensaio e¢ a sensibilidade média

foram 6.3%, 7.2%, e 0.13 ng/mL respectivamente.
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Prenhez/Ciclo

As éguas inseminadas (IA-100 e IA-1000) foram examinadas quanto a presenga
de vesicula embriondria no D14 por ultrassonografia (Aloka SSD 500, For Medical,
Campinas, Brasil). Como sé foi utilizado um ciclo por égua este valor representa

prenhez/ciclo.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o Statistical Analysis Software (SAS).
Foi realizada Analise de Variancia (LSM Least Squares Means) para comparar a
concentracdo plasmatica de progesterona de éguas submetidas aos grupos infusdo de
Streptococcus, de querosene no dia 1 e no dia 3 ou de leite, inseminadas com 100 x106
ou com 1 x 10° e as do grupo controle durante os diversos dias de coleta e suas
interagdes. O teste de Tukey-Kramer foi utilizado para verificar as diferencas existentes.
Utilizou-se o Chi-Quadrado para se verificar diferencas de prenhez/ciclo entre os grupos

[A-100 e TA-1000. Considerou-se P < 0,05 como significativo.

RESULTADOS

Foram realizadas concentragdes plasmaticas de progesterona em 86 éguas.

Amostras de quatorze éguas foram descartadas, 11 por terem as éguas ovulado apds o
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dia 1 e trés por quebra dos frascos de coleta (n = 2) ou pela ocorréncia de hemolise (n =
1). O niimero de éguas nos grupos experimentais ficou assim distribuido: CONTROLE
n = 14, STREPTO n = 8, INF-D1 n = 10, INF-D3 n = 10, IA-100 n = 17, [A-1000 n =

15 e LEITE n = 10.

Na tabela 1 encontram-se expressas as médias e o erro padrdo das concentragdes
plasmaticas de progesterona nos diferentes dias do experimento das éguas utilizadas

conforme o seu grupo de tratamento.

Tabela 1. Valores médios e erro padrao da concentragao de progesterona plasmatica (ng/

mL), dos grupos CONTROLE, STREPTO, INF-D1, INF-D3, [A-100, IA-1000 e

LEITE.
Progesterona (ng/mL)
Grupo
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

CONTROLE 0,62+0,15 1,78+0,36 3,99+0,59 5,23+0,65 6,78+0,65 7,83+0,61
STREPTO  0,29+0,16 0,66+0,16 1,62+0,42 3,38+0,54 4,18+0,6 3,61+0,74
INF-D1 0,23+0,02 0.66+0,07 1,924+0,28 3,16+0,36 4,65+0,47 5,66+0,54
INF-D3 0,38+0,05 1,41£0,15 2,984+0,29 4,62+0,41 6,00+0,52 6,8+0,78
IA-100 0,62+0,12 0,91+£0,09 2,224+0,22 3,82+0,38 4,29+0,39 5,05+0,49
IA-1000 0,49+0,04 1,19+0,14 3,00+0,45 4,13+0,53 5,68+0,61 7,23+0,75
LEITE 0,52+0,14 1,70+£0,26 2,95+0,4 4,61+0,75 6,00+1,1 7,01+1,42
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As concentragdes plasmaticas de progesterona (P4), nos dias 1 a 6 do
experimento, das éguas dos grupos CONTROLE e STREPTO estao expressas na Figura
2-A e as dos grupos CONTROLE, INF-D1 e INF-D3 na Figura 2-B. Ao se analisar a
Figura 2-A observa-se que as éguas infectadas com Streptococcus apresentaram uma
diminui¢do significativa da concentragdo plasmatica de progesterona entre D3 e D6 em
relagdo ao controle (D3 - P=0,002; D4 -P=0,01; D5S—P <0,001 e D5-P <0,001)ea
ocorréncia de intera¢do dia e tratamento (P < 0,001). Na Figura B observa-se que as
éguas INF-D1 apresentaram uma diminui¢do significativa da concentragdo plasmatica
de progesterona entre D3 e D6 em relagao ao controle (D3 - P = 0,004; D4 - P = 0,003;
D5 — P =10,002 e D6 - P=0,001). Nao se observaram diferengas (P > 0,05) entre as
¢guas INF-D3 e as éguas do grupo CONTROLE e as do grupo INF-D1, bem como nado

foi verificada interagdo dia e tratamento (P = 0,62) entre os grupos.

Na Figura 3-A estdo descritas as concentragdes plasmaticas de progesterona (P4), nos
dias 1 a 6 do experimento, das éguas do grupo CONTROLE, IA-100 e IA- 1000 e na
Figura 3-B as do grupo CONTROLE e LEITE. Ao se analisar a Figura 3-A observa-se
que as éguas do grupo IA-100 apresentaram uma diminui¢do significativa da
concentragdo plasmatica de progesterona entre D3 e D6 em relagdao ao controle (D3 - P
=0,004; D4 -P=0,01; DS—P <0,001 e D6 - P<0,001) e a ocorréncia de interacao dia
e tratamento (P = 0,05). Na Figura B observa-se que a P4 das éguas do grupo LEITE
nao se diferenciou em relacao ao das éguas CONTROLE (P > 0,05) e ndo foi verificada

interagdo dia e tratamento (P = 0,98) entre os grupos.
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Fig. 2 Box plot da concentracao plasmatica de progesterona (P4) nos dias 1 a 6
do experimento das éguas (A) do grupo controle e infectadas com Streptococcus e das

¢guas (B) do grupo controle e infundidas nos dias 1 e 3 com querosene. (** P <0,01).
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Fig. 3 Box plot da concentragdo plasmatica de progesterona (P4) nos dias 1 a 6

do experimento das éguas (A) do grupo controle e inseminadas com 100 x 10 e 1 x 109

de espermatozoides e das éguas (B) do grupo controle e infundidas com leite. (** P <

0,01).
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Observou-se diferenca (P = 0,004) na prenhez/ciclo entre as éguas do grupo
[A-100 (35.3%) e as éguas do grupo IA-1000 (86,7%). Entretanto nao se verificou (P =
0,07) diferenga na concentragdo de progesterona entre €guas prenhes e vazias nos

diferentes dias nem interacao dia e prenhez (P = 0,37).

DISCUSSAO

No presente experimento verificou-se uma diminuicdo da concentracio
plasmatica de P4 entre o D3 e o D6 nas éguas que compuseram os grupos STREPTO,
INF-DI e IA-100 em relacdo as do grupo CONTROLE. Porém, nio se verificaram
diferencas entre as éguas dos grupos LEITE, INF-D3 e IA-1000 em relagdo ao

CONTROLE.

O endométrio de ¢éguas vazias secreta PGF2a0 em resposta a alteragdes
inflamatérias causadas por infec¢do bacteriana ou infusdo intrauterina de agentes
irritantes, sendo a quantidade de PGF2a liberada suficiente para diminuir a fun¢do lutea
(DAELS et al., 1989). Da mesma forma, a aplicacdo de PGF2a no inicio da fase lutea
altera a formacdo do CL e consequentemente a concentracdo de P4 (TROEDSSON et
al., 2000; NIE et al., 2003; BERGFELT et al., 2006). Nesse sentido a administragdo de
multiplas doses de PGF2a no inicio do diestro pode alterar a fungdo lutea, evidenciada
pela mudanga na concentracdo de progesterona plasmatica por trés diferentes vias. A
primeira via € a indugdo da lutedlise ou diminui¢do da fungdo e concomitante declinio

na concentragdo de progesterona plasmatica. A segunda ¢ a regressdo luteal e
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ressurgéncia, sendo caracterizadas pela diminui¢do na concentracdo plasmatica de
progesterona seguida pelo aumento até atingir concentragdes maiores com variagdes no
tempo de retorno ao estro. A terceira via € a anti-luteogénese, evitando a fungao lutea

apo6s a ovulacao (COFFMAN et al., 2014).

Avaliando a concentragdo de P4 no presente experimento observou-se que ela
aumentou significativamente com o transcorrer dos dias em todos os grupos
experimentais. Portanto, as duas primeiras vias de acdo da PGF2a aparentemente nio
ocorreram neste experimento. Da mesma forma, ndo se evitou a fun¢do do corpo luteo,
pois ocorreu producdo de P4 acima de 1 ng/mL (COFFMAN et al., 2014). Porém, o
processo inflamatorio durante a formacdo do CL pode ter resultado num efeito sub-
luteogénico, interferindo na formacao do corpo liteo e consequentemente nos niveis de

P4 plasmatica.

Nos primeiros cinco dias do diestro as inflamagdes uterinas na égua aumentam
significativamente a producdo de PGF 2a e de PGE 2 (GAJOS et al., 2015). Com o
inicio da inflamagdo ocorre, também, a liberagdo da potente citocina pro-inflamatoria
IL-1pB que afeta a liberag@o de progesterona e promove a producdo de prostaglandinas E

e F e seus receptores no corpo lateo (SIROTKIN, 2011).

Como a inflamagao aguda pode causar danos ao tecido, ela deve ser mantida sob
controle. O mesmo estimulo que induz a liberagdo dos mediadores pro-inflamatorios
promove o aparecimento de mecanismos € de moléculas que atuam encerrando o
processo inflamatorio, tdo logo ele deixe de ser necessario. Essas moléculas atuam
inibindo a produgdo de citocinas, bloqueando receptores celulares ou induzindo a morte

celular (MALSCHITZKY et al.,, 2007). Portanto, a Apolipoproteina Al (APOAI),
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proteina negativa de fase aguda com atividade anti-inflamatoria apresenta maior
abundancia em éguas 12 horas apds infecgdes experimentais (WOLF et al., 2012) e

bloqueia ou inibe a IL-1p e o TNF-a in vivo (HYKA et al., 2001).

As células imunologicas sdo a fonte primaria de PGE2 durante os processos
inflamatorios (KALINSKI, 2012). Entretanto, a PGE2 altera a resposta das citoquinas
dos macrofagos e promove um fendtipo imunossupressor (AGARD et al., 2013), sendo

os macrofagos, no corpo luteo, a fonte primaria de TNF-a (ZHAO et al., 1998).

Os macrofagos sdo também importantes no crescimento de vasos sanguineos
durante as inflamagdes, sendo que o TNF-a ¢ um potente indutor de angiogénese
(LEIBOVICH et al., 1987). A angiogénese parece ser controlada por fatores
estimulantes e inibitorios que podem regular a vascularizagdo lutea (REDMER et al.,
1996; FERREIRA-DIAS et al., 2006). O fator de crescimento endotelial (VEGF) ¢ o
principal fator angiogénico encontrado no CL. Na égua o TNF-a regula o VEGF,
estimula a angiogénese na formacdo do CL (AL-ZI’ABI et al., 2003; GALVAO et al.,
2012b). e a producdo de P4 (GALVAO et al., 2012a). Adicionalmente, o VEGF
estimula a produgdo de P4 indicando que desempenha um papel no estabelecimento do
Corpo Liteo (GALVAO et al., 2012b). J4, a aplicagdo de prostaglandina no quarto dia
do ciclo promove uma redu¢ao do mRNA do VEGF, depois de quatro horas (ZALMAN

etal., 2012).

Portanto, a inflamagdo no momento da luteogénese promove, entre outras
substancias, produ¢do de PGE, PGF2a, IL-1B e APOA1 que por diversas vias podem
interferir na secre¢do e producdo de TNFa e de VEGF interferindo na angiogénese € na

produgdo de P4 pelo corpo luteo em formagao.



47

A progesterona, alguns fatores de crescimento e fatores angiogénicos estdo
envolvidos na sobrevivéncia latea. Como o crescimento do CL e sua fun¢ao enddcrina
sao dependentes da formagao de novos capilares, uma produgdo deficiente de P4 por
insuficiéncia lutea pode estar relacionada a uma vascularizagdao deficiente, resultando

em morte embrionaria precoce (REDMER et al., 1996).

No grupo STREPTO e INF-D1, inflamagdes fortes, foi verificado o efeito sub-
luteogénico, ocorrendo uma diminui¢do da P4 desde o D3 em relacio ao CONTROLE.
Da mesma forma, a infusdo intrauterina de iodo-povidona em éguas resultou na
diminuicdo nos niveis de progesterona plasmatica e na expressao dos receptores de
progesterona (PR) comparado as éguas nao tratadas (KALPOKAS et al., 2010). O

momento da ocorréncia destas inflamagdes pode ter afetado a formagao do CL.

Entretanto, o grupo INF-D3, inflamacdo forte, ndo causou alteracdo na
concentracdo de P4 em relacio ao CONTROLE. Estes resultados estdo de acordo com
os verificados por NIE et al. (2003) que observaram que uma aplicacao de cloprostenol,
no mesmo dia que no presente experimento, apresentou uma concentragdo de P4
semelhante ao grupo ndo tratado. A luteogénese tem inicio durante o processo de
maturacdo folicular final (WUTTKE et al.,, 1998) e ¢ concluida trés dias apds a
ovulacdo (NISWENDER & NETT, 1993), quando a méxima proliferagdo de vasos
sanguineos no CL ¢ detectada (AL-ZI’ABI et al., 2003). Uma intensa neovascularizagao
¢ observada no CL em formagdo e este fendmeno ¢ modulado por diferentes fatores
angiogénicos de origem ovariana e uterina (BERISHA et al, 2010). Portanto,
provavelmente nao houve alteragdo na concentragdo de P4 no grupo INF-D3 porque a

inflamacao iniciou apos o fim da luteogénese.
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Os dois grupos experimentais de inflamacdo média (IA-100 e IA-1000)
apresentaram comportamentos antagonicos nas concentragdes de P4 em relacdo ao
CONTROLE. Curiosamente no grupo IA-100 a concentracao de P4 foi afetada desde o
D3 enquanto que IA-1000 ndo afetou a P4. Altas concentragdes espermaticas
provavelmente induzem uma forte quimiotaxia de PMN, levando a uma fagocitose
rapida e eficiente de espermatozoides e bactérias, resultando em um processo
inflamatorio de curta duragdo (FIALA et al., 2007). Isto poderia explicar essa
diminui¢do da dosagem de progesterona plasmatica no grupo [IA-100, pois menores
agressoes ao endométrio causam inflamagdes longas e residuais (NIKOLAKOPOULOS
& WATSON, 2000b). Provavelmente, o tempo de duragdao da inflamagdo seja também

um fator responsavel pela diminui¢do da P4 circulante.

A inflamagdo fraca causada pelo LEITE ndo provocou alteracdo nas
concentragdes de P4 no inicio da fase latea. Provavelmente este grau de inflamacao nao

promove alteracdes sérias na luteogénese.
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4. CONCLUSAO

Conclui-se que o grau de inflamagdo uterina durante a fase lutea inicial afeta a
concentragdo de progesterona. Portanto, inflamacdes uterinas durante a formagdo do

corpo luteo afetam a concentracio plasmatica de progesterona na égua.
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