UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS

VETERINARIAS

TRANSPORTE ESPERMATICO E RESPOSTA INFLAMATORIA NA EGUA
APOS A INSEMINACAO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
ESPERMATOZOIDES

SANDRA MARA DA ENCARNACAO FIALA

PORTO ALEGRE
2004



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

TRANSPORTE ESPERMATICO E RESPOSTA INFLAMATORIA NA EGUA
APOS A INSEMINACAO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
ESPERMATOZOIDES

SANDRA MARA DA ENCARNACAO FIALA

Tese apresentada ao curso de
P6s-Graduagao da Faculdade
de Veterinaria da UFRGS
como requisito para obtengao
do grau de Doutor em
Ciéncias Veterinarias na area
de Reprodugdo Animal, sob
a orientacdo do Prof. Dr.

Rodrigo Costa Mattos

PORTO ALEGRE
2004



SANDRA MARA DA ENCARNACAO FIALA

TRANSPORTE ESPERMATICO E RESPOSTA INFLAMATORIA NA EGUA
APOS A INSEMINACAO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
ESPERMATOZOIDES

APROVADA POR:

Prof. Dr. Rodrigo Costa Mattos
Orientador e Presidente da Comissao

Prof. Dr. Claudio Alves Pimentel
Membro da Comissao

Prof. Dra Monique de Albuquerque Lagares
Membro da Comissao

Prof. Dr. Ricardo Macedo Gregory
Membro da Comissao



AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Rodrigo Costa Mattos pela amizade, e orientagdao durante este periodo.

A Dra. Ana Luisa Gelpi Mattos pela acolhida e pelo auxilio na revisdo da tese.

Ao Dr. Claudio Alves Pimentel pela amizade, e pela possibilidade de utilizagdo
das instalagdes do Laboratério de Reproducdo Animal da Faculdade de Veterinaria da
UFPel.

Aos colegas do Reprolab, principalmente aos amigos Magda Jochims Vieira,
Cristina Trein, Enio Brito, Andréa Keller ¢ Adriana Pires Neves que me ajudaram a
sentir como em casa, mesmo estando longe.

Aos funcionarios e estagiarios do Laboratério de Bacteriologia da Faculdade de
Veterinaria da UFPel, pelo auxilio na realizagdo dos exames bacterioldgicos.

Ao Dr. Carlos Eduardo Wayne Nogueira, pelo empréstimo dos garanhdes para a
coleta de sémen e aos estagiarios do HCV (Hospital de Clinica Veterinaria) da
Faculdade de Veterinaria da UFPel.

A diregao e funcionarios da FAURGS pela utilizagdo do espago e equipamentos
durante a confecgao da tese.

A Dra. Marta Amaral pelo auxilio fundamental na confec¢do das laminas de
histologia.

Ao Paulo e a Elizabeth Chagas pelo auxilio na parte experimental.

Aos amigos e estagiarios do Laboratdrio de Reprodu¢do Animal da Faculdade de
Veterinaria da UFPel, (Bruna Curcio, Cristiane Ferreira, Marta Rodrigues, Marcelo
Mendonga, Rouget Wrege, Eduardo Xavier) alguns hoje j& formados, pelo auxilio
durante a execugao do experimento.

Aos colegas Gabriel Ribas Pereira, Paulo Henrique Soares Fetter e Leonardo
Porto Alves, pela grande amizade e por terem trocado muitas horas de lazer pelo
trabalho no frigorifico, independente do clima....

A colega e amiga Dra. Marilise Mesquita Horn, pelo incentivo, e amizade que se
fortaleceu no decorrer destes anos.

A dire¢do e funcionarios do Frigorifico Miramar, os quais possibilitaram a
realiza¢ao do experimento e, conseqiientemente, da tese.

A minha familia pelo apoio incondicional.



A CAPES pela bolsa de estudos e ao CNPq pelo auxilio financeiro que

possibilitou a realizagdo do experimento.



SUMARIO

RESUMO ...t 7

ABSTRACT ... s e sees e s sses s 9

INTRODUGAO. ... 10
REVISAO DE LITERATURA........coomimieeeieeeeeeeeee oo 13
INSEMINACAO ARTIFICIAL......ooooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 13
RESFRIAMENTO DE SEMEN.........cc.ooiiiiiiiieeseeeeeeieeeeeeeeee s 15
PLASMA SEMINAL......c.oooviiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeses s sesse s 16
COMPONENTES DO PLASMA SEMINAL........coovuiiieeeeeeeeeseeeeeeeeeeseseeeese s, 16
EFEITO DO PLASMA SEMINAL NO UTERO..........c.coociviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeenenens 18
DILUENTES.......oooiiieieeeeeeeeeee e ee e s s e s ss s 21
MECANISMOS DE DEFESA UTERINA..........cocoviiioieeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseees e, 24
BARREIRAS FISICAS......oooioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 24
LIMPEZA MECANICA........cooiiieeeeeeeeeeeeeeeee et ne s saenees 25
MECANISMOS CELULARES E IMUNOLOGICOS..........coooiveereeeeeeeeeeeeeeeerseeneneen. 25
RESPOSTA INFLAMATORIA POS-COBERTURA OU POS-INSEMINACAO........... 25
TRANSPORTE ESPERMATICO..........ouooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
ARTIGO PARA PUBLICACAO. ...t veseveseseseseses s 30
CONCLUSOES.......ottteeieeeeee ettt 53
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ooouioeiiseeeeeeeeeee e 54

ANEXOS. ..ttt et e et 70



RESUMO

Transporte espermatico e resposta inflamatoria uterina na égua apos

inseminac¢do com diferentes concentracdes de espermatozdides

Normalmente, apds a cobertura ou a inseminacgao artificial de éguas, ocorre
uma endometrite aguda transitoria em resposta ao sémen e bactérias no
utero. O objetivo deste estudo foi verificar se o transporte espermatico e a
intensidade da reagdo inflamatoria uterina, 2h, 4h ou 24h apoés a
inseminacdo com sémen resfriado, sdo influenciados pela concentragao
espermatica na dose inseminante. Para tal, foram utilizadas 192 éguas em
cio, com foliculo dominante >35 mm, sem crescimento bacteriano e livres
de PMNs aos exames uterinos complementares. As éguas foram
distribuidas aleatoriamente em grupos e inseminadas com 20 ml contendo
100x10° (n=30), 500x10° (n=27) ou 1000x10° (n=31) espermatozéides
diluidos em solu¢do de 3 ml de plasma seminal e 17 ml de leite desnatado,
refrigerado e armazenado por 18 a 22 horas, ou infundidas com 20 ml de
plasma seminal (n=33), ou com 20 ml de leite desnatado (n=38). As éguas
foram abatidas duas, quatro ou 24h apds as inseminagdes ou infusdes. O
grupo controle (n=33) ndo recebeu nenhum tratamento. Os ovidutos foram
separados do utero, sendo utero e¢ ovidutos lavados separadamente com
PBS. Uma amostra do lavado de cada oviduto foi examinada para contagem
de espermatozoides e uma amostra de cada lavado uterino foi utilizada para
contagem de leucdcitos. Apds as lavagens, foi retirada uma amostra de
endométrio para exame histopatologico. As €éguas inseminadas e infundidas
apresentaram reacao inflamatodria significativamente maior que as éguas do
grupo controle, no decorrer das 24 horas. A reagdo inflamatoria foi
significativamente maior nas éguas inseminadas que nas infundidas. A
reacdo inflamatoria apresentou correlacdo com a concentragdo espermatica
(r=0,389). O numero de éguas apresentando espermatozoides nos ovidutos
ndo foi diferente nos grupos inseminados. Concluiu-se que componentes da

dose inseminante provocam uma resposta inflamatoria, sendo esta tanto



mais severa ¢ de resolucdo mais rapida, quanto maior for a concentragao
espermatica. Por outro lado, até as quatro horas pds-inseminagdo, o

transporte espermatico independe da concentracdo espermatica utilizada.



ABSTRACT

Sperm transport and uterine inflammatory response in the mare after

insemination with different sperm concentrations

A transitory and acute endometritis normally occurs, after natural breeding or artificial
insemination (Al), as an inflammatory reaction against semen and bacteria. The aim of
this study was to detect if either the sperm transport, or the intensity of inflammatory
reaction 2, 4 and 24 hours after Al with cooled semen, depends on the sperm count in
the insemination dose. One hundred and ninety two mares in estrus with dominant
follicle 235 mm, free of bacterial growth and without PMNs in uterine smears were
used. Mares were randomly assigned to groups and received a 20 ml insemination dose
with 100 x10° (n=30), 500 x10° (n=27) or 1000 x10° (n=31) spermatozoa diluted in 3ml
seminal plasma and 17ml skim milk, cooled and stored for 18 to 22 h, or a 20 ml
seminal plasma (n=33), or a 20 ml skim milk (n=38) uterine infusion, being slaughtered
2, 4 or 24 h later. The control group (n=33) received no treatment. The oviducts were
dissected from the uterus and both, uterus and oviducts, were flushed with PBS. A
sample from each tubal flush was examined for sperm count and a sample of each
uterine flush was examined for leukocytes search and count. After flushes, an
endometrial sample was collected for histopathological examination. Inseminated and
infused mares showed a significantly greater inflammatory reaction than control group,
throughout 24 h. The inflammatory reaction was correlated with sperm count (r=0,389).
The number of mares showing sperm in the oviducts was not different among distinct
insemination groups. It was concluded that compounds in the insemination dose induce
uterine inflammatory response, that is as more intense and faster, as sperm count
increases. On the other hand, during the first four hours after insemination, the sperm
transport does not depend on sperm count.
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1 INTRODUCAO

Por ocasido da cobertura, ou da inseminacao artificial, o s€émen ¢
depositado no trato genital da égua, mas apenas um pequeno numero de
espermatozodides férteis e em estagio adequado de maturagdo € transportado
até os ovidutos (Katila, 1997).

O transporte espermdtico ¢ influenciado pela concentragdao
espermatica. Em éguas inseminadas apds a ovulagdo, o numero de
espermatozdides no oviduto ¢ extremamente baixo nas primeiras duas horas
apds a insemina¢do, aumentando substancialmente quatro horas apds e
diminuindo apos seis horas (Bader, 1980; Bader & Krause, 1982). Em
éguas inseminadas antes da ovulacdo, espermatozoides moveis sio
observados no oviduto quatro horas apos a inseminacao (Scott, et al., 1994).

Na maioria das espécies, a jungdo utero-tubdrica parece ser o local
de armazenamento de espermatozoides, sendo igualmente sugerido que esta
regido atue como reservatorio de espermatozodides em éguas, antes da
ovulagdo (Bader, 1982; Scott et al., 1994; Scott et al., 1995).

Logo apds a cobertura, ou a inseminagdo artificial, o Gtero se torna
um ambiente hostil para os espermatozoides, devido a ocorréncia de uma
reacdo inflamatoria contra as bactérias e o s€émen (Kotilainen et al., 1994;
Troedsson et al., 1995b). Esta endometrite aguda transitoria ¢ considerada
fisiologica e visa a remocdo do excesso de espermatozdides, plasma
seminal e contaminantes, antes da entrada do embrido no utero (Troedsson,
1997). Assim, o transporte rapido € extremamente importante para que os
espermatozdides alcancem o oviduto e possam fertilizar o od6cito
(Troedsson et al., 1998).

Varios estudos demonstram a importancia do sémen na regulagdo da
inflamacdo pos-cobertura, em éguas (Troedsson, 1995; Troedsson et al.,
1995a; Troedsson et al., 1995b; Troedsson et al., 1998). Os
espermatozdides sdo capazes de induzir a quimiotaxia de neutrofilos
polimorfonucleares (PMNs), da circulagdo sangiiinea para o lumen uterino,
através da ativagdo do sistema do complemento (Troedsson et al., 1995a).

Trinta minutos ap6s a inseminacdo, ja sdo detectados os primeiros
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neutréfilos no lumen uterino, sendo os maiores niveis atingidos 4 a 24 horas
apo6s a introducdo do sémen (Katila, 1995).

O volume inseminado e a concentra¢do espermatica influenciam a
intensidade da resposta inflamatéria uterina. Os pequenos volumes, ao
provocarem menor drenagem mecanica do utero, e as altas concentragoes,
ao causarem maior irritacdo pelo contato dos espermatozdides com o
endométrio, predispdem a reagdes inflamatdrias mais intensas (Kotilainen
et al, 1994).

Troedsson e colaboradores, (Troedsson et al., 1998; Troedsson et
al., 1999) demonstraram que o plasma seminal, ao contrario dos
espermatozodides, inibe a ativacdo do complemento e a quimiotaxia dos
leucocitos polimorfonucleares, além de suprimir temporariamente a
fagocitose dos espermatozoides pelos PMNs. Desta forma, o plasma
seminal possibilitaria que um numero suficiente de espermatozodides
atingisse os ovidutos antes da ocorréncia da resposta inflamatdria, sem
serem fagocitados, permitindo a fertilizagao.

Por outro lado, varios trabalhos demonstram que o plasma seminal
influencia negativamente a sobrevivéncia de espermatozoides in vitro
(Marden & Whertessen, 1956; Pickett et al., 1975; Varner et al., 1987,
Padilla & Foote, 1991; Jasko et al., 1991; Jasko et al., 1992; Kneissl, 1993;
Keller et al., 2001), mas nao in vivo, ja que os espermatozoides perdem
contato rapidamente com o plasma seminal no trato genital feminino
(Ahlemeyer, 1991).

Na preservacdo do sémen, ¢ fundamental a presenga de diluentes
para prolongar a sobrevida dos espermatozodides e protegé-los contra
condi¢gdes ambientais desfavordveis, como temperaturas extremas (Pickett
& Amann, 1987). O leite ¢ um dos ingredientes mais utilizados em
diluentes de sémen eqiiino (Ebertus, 1963). Quando infundido no utero de
éguas, provoca uma menor resposta inflamatéria, em comparagdo a
provocada pelos espermatozoides (Kotilainen et al., 1994; Bergman &
Kruiff, 1997).

O presente estudo objetivou verificar se a intensidade da reacdo
inflamatoria uterina e a presenga de espermatozoides no oviduto, duas,

quatro ou 24 horas apds a inseminagdo com sémen resfriado e preservado,
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sao dependentes

inseminante.

da concentragao

espermatica utilizada na dose
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INSEMINACAO ARTIFICIAL

Acredita-se que os 4rabes tenham introduzido a técnica de
inseminacao artificial em eqiiinos, em 1322, mas o primeiro registro real de
investigagdo nesta area foi feito por Spalanzani, em 1776 (Bowen, 1969). A
mecanizagdo dos transportes e da agricultura e o incremento nas
comunicagdes, ao diminuirem o interesse pela criagdo de eqiiinos, bem
como a proibi¢cdo do uso da inseminagdo artificial por algumas associagdes
de raga, impediram que as técnicas de reproducdo assistida se
desenvolvessem, nesta espécie, da mesma forma que nas espécies
destinadas a alimentagcdo humana.

Na Russia, em 1953, a inseminacao foi utilizada em 450.000
cavalos (Swire, 1962). No Japdo, em 1956, foram inseminadas 10.000
¢guas, correspondendo a mais de 7% dos animais destinados a reproducao
naquele ano (Nishikawa, 1959). De acordo com Mies Filho (1977), as
primeiras inseminagdes no Brasil ocorreram nos anos de 1931 e 1932, na
coudelaria do exército, em Saican, no Rio Grande do Sul.

Atualmente, a inseminagdo artificial ¢ uma técnica amplamente
utilizada em reprodugdo eqliina e permitida por diversas associagdes de raca
no Brasil (Mattos, 1995), uma vez que, na espécie eqiiina, os indices de
fertilidade obtidos com a inseminac¢do podem ser similares ou superiores
aos obtidos com a monta natural (Kenney et al., 1975; Palmer, 1984;
Mattos & Cavalheiro, 1988).

Em 225 ciclos, durante trés temporadas, Mattos & Cavalheiro
(1988) obtiveram taxas de prenhez por ciclo superiores, através da
inseminagcdo com sémen fresco (78,7%), do que com a monta natural
(65,3%). Amann et al. (1987), no entanto, verificaram que a inseminagao
com sémen congelado proporcionou taxas de prenhez 75% inferiores as
obtidas com sémen fresco. A composi¢do individual do plasma seminal, ao
afetar a congelabilidade do sémen dos garanhdes, pode ter sido responsavel

pela baixa fertilidade verificada (Aurich et al., 1996).
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O niimero minimo de espermatozoides mdveis necessario para que
se obtenha uma porcentagem de prenhez 6tima ainda nao foi estabelecido,
embora a dose de 500x10° espermatozoides moveis seja recomendada
(Pickett & Back, 1973; Picket ef al., 1974). Alguns autores, no entanto, ndo
observaram diferenca nas taxas de prenhez ap6s inseminagdo com 100x10°
espermatozoides (63%) ou com 500x10° espermatozoides moveis (75%)
(Demick et al., 1976). Squires et al. (1998) testaram a hipotese que éguas
inseminadas com duas vezes a dose recomendada de sémen resfriado
(2x10° espermatozoides) apresentariam taxas de prenhez superiores as
inseminadas com uma unica dose de 1x10° espermatozdides, ou aquelas
inseminadas duas vezes, com doses de 1x10° espermatozdides, num
intervalo de dois dias entre as inseminagdes. Para tal, os espermatozdides
foram diluidos em leite desnatado-glicose, a uma concentragdo de 25x10°
espermatozoéides moveis/ml (volume total 40 ml) e resfriados a 5°C por 24
ou 48 h. As éguas inseminadas com 1x10° espermatozoéides a cada dois dias
apresentaram taxas de prenhez mais altas do que as inseminadas com uma
dose tnica de 1x10° espermatozéides ou de 2x10° espermatozéides.

Sieme et al. (2003) verificaram que o ideal, em relagdo a
inseminagdo com sémen congelado, ¢ uma unica inseminacdo, realizada
preferentemente entre 12 horas antes e 12 horas ap6s a ovulagdo. Ao
utilizarem sémen resfriado, os autores obtiveram melhores indices de
prenhez quando o procedimento ocorreu entre 24 horas antes e 12 horas
apos a ovulagdo.

Jones (1995), apds a infusdo de 30, 60, 120 ou 250 ml de PBS
(phosphate buffered saline), observou que, independentemente do volume,
o liquido ndo se distribui uniformemente dentro do ttero, € que e o
relaxamento completo da cérvice pode provocar um refluxo de até 60 % do
liquido infundido. O efeito do volume da inseminagdo (10, 100 ou 200 ml)
na taxa de coleta de embrides foi estudado por Rowley et al. (1990), que
observaram que volumes maiores que 100 ml diminuem a fertilidade.
Entretanto, apds inseminar éguas com 30 ou 120 ml de sémen resfriado
diluido, contendo 50x10° espermatozoides/ml, Bedford & Hinrichs (1994)
ndo observaram diferenga nas taxas de prenhez entre os dois grupos (78 e

100%, respectivamente). A utilizacdo de um maior volume com uma menor
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concentragdo de espermatozoides modveis proporciona uma menor
porcentagem de embrides coletados do que a obtida quando se utiliza o
mesmo volume com uma concentragdo maior de espermatozdides moveis
(Jasko et al., 1992). Por outro lado, Allen et al. (1976) obtiveram boas taxas

de prenhez utilizando 0,6 ml de sémen congelado.

2.2 RESFRIAMENTO DE SEMEN

A liberacdo do uso da inseminagdo, por algumas associagdes de
raca, fez com que o transporte de s€émen eqiiino resfriado aumentasse
consideravelmente nos tltimos anos, permitindo um melhor aproveitamento
de determinados garanhdes.

Como os espermatozoides sdo mais sensiveis ao resfriamento rapido
entre +20°C e +5°C (Kayser er al., 1992), sdo necessarias curvas
apropriadas de resfriamento que permitam o armazenamento de
espermatozdides por um longo periodo (Mattos, 1995; Meirelles et al.,
1998; Lagares et al., 2000; Keller et al., 2001).

O resfriamento lento (<0,3° C/minuto) até +5° C (Douglas-Hamilton
et al., 1984), associado a dilui¢do em meio adequado, reduz os efeitos
prejudiciais do resfriamento sobre o s€émen. Isto foi comprovado por Varner
et al. (1988), que compararam trés curvas de resfriamento (0,3; 0,9 € 1,31°C
/min) até +4°C, em relag¢do a motilidade progressiva, a motilidade total e a
velocidade espermatica do sémen diluido em leite desnatado-glicose. Os
autores observaram que a curva mais lenta proporcionou resultados
superiores nas trés varidveis. Entretanto, Province et al. (1985) testaram o
resfriamento de espermatozoides eqiiinos de +37°C a +5°C, com uma taxa
linear de 1°C/ min, e verificaram que a motilidade progressiva ndo foi
diferente das amostras resfriadas a 0,5 ou 0,21°C/min.

Embora o resfriamento geralmente apresente sucesso, a qualidade
do sémen do garanhdo, apoOs resfriamento e armazenamento, pode variar
consideravelmente em fun¢dao de caracteristicas individuais do animal
(Douglas-Hamilton et al., 1984).

Malmgren, (1998), em um estudo realizado visando comparar a

eficacia de dois recipientes de transporte de s€émen eqiiino na manutengao
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da motilidade espermatica e da integridade de membrana, apés 24 h de
armazenamento, em temperatura ambiente de +20° ou +37°C, verificou que
as caracteristicas do sémen mantido em temperatura ambiente mais
extremas (+ 37° C) durante o periodo de armazenamento, foram melhor
preservadas quando se utilizou como meio de acondicionamento de sémen
durante o resfriamento o Equitainer'. Atualmente o Equitainer ¢é o
recipiente mais utilizado para transporte do sémen eqiiino resfriado, sendo
demonstrado que o sémen transportado dessa forma permite obten¢do de

boas taxas de prenhez .

O sémen resfriado, mantido a +4°C por 24h, apresenta indices de
fertilidade que ndo se diferenciam do obtido com sémen fresco (Mattos,
1995; Keller et al., 2001). Taxas de prenhez por ciclo obtidas com sémen
resfriado por 24 horas, a +5°C, podem atingir 70%, demonstrando que a
qualidade do sémen permanece apos este periodo (Varner et al., 1989;
Picket 1993; Meirelles et al., 1998; Lagares et al., 2000), enquanto o
armazenamento de sémen por 48 horas geralmente reduz as taxas de

prenhez a metade das obtidas com sémen fresco (Picket, 1993).

2.3 PLASMA SEMINAL

2.3.1 Componentes do plasma seminal

O sémen ¢ composto por espermatozoides e pelo plasma seminal,
produto das vias espermaticas e glandulas acessorias, liberado durante a
ejaculagdo.

O plasma seminal funciona como um veiculo que transporta os
espermatozdides do trato reprodutivo do macho para o trato reprodutivo da
fémea. Carneiros e touros ejaculam rapidamente, ocorrendo uma mistura

dos componentes seminais. J4 o garanhdo, o porco e o cdo emitem o s€émen

! Equitainer Minitiib GmbH Alemanha
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de forma fracionada, correspondendo as secregdes das diferentes partes do
trato reprodutivo (Mann, 1964).

O plasma seminal contém fatores estimuladores da motilidade
espermatica que podem ser divididos em dois grandes grupos: o primeiro
deles ¢ constituido por fatores de ativacdo catalitica, como certos ions,
nucleotideos e ativadores especificos, provavelmente de origem protéica,
encontrados em diversas glandulas acessoérias, principalmente na prostata; o
outro grupo ¢ formado por nutrientes, que fornecem a energia metabdlica
exigida para a motilidade e sobrevivéncia dos espermatozdides (Mann &
Lutwak-Mann, 1981). Algumas caracteristicas fisico-quimicas do plasma
seminal sdo influenciadas pela estacdo do ano (Mann et al., 1956;
Nishikawa, 1959; Pickett et al., 1970; Gebauer et al., 1976).

Diversos autores estudaram o efeito do plasma seminal no
armazenamento de sémen e concluiram que, embora o plasma seminal
contenha substancias benéficas para o espermatozoide, ndo ¢ o meio ideal
para seu resfriamento e armazenamento. Altas concentragdes de plasma
seminal possuem efeito negativo na sobrevivéncia de espermatozoides in
vitro (Marden & Whertessen, 1956; Pickett ef al., 1975; Varner et al., 1987,
Padilla & Foote, 1991; Jasko et al., 1991; Jasko et al., 1992; Kneissl, 1993),
prejudicando os espermatozoides durante o resfriamento e a estocagem
(Pickett et al., 1975), fato este que ndao ocorre in vivo, ja que 0s
espermatozdides perdem rapidamente contato com o plasma seminal no
trato genital feminino (Ahlemeyer, 1991). Estudos mostraram que a
reten¢do de 5% a 20% de plasma seminal exerce efeito positivo sobre o
sémen resfriado ou congelado (Pickett et al., 1975; Ahlemeyer, 1991; Jasko
et al., 1992).

Keller et al. (2001) avaliaram a influéncia da concentracdo de
plasma seminal na manutencdo da motilidade espermatica do sémen
preservado a +4°C. Apds a coleta, o sémen foi diluido em leite desnatado
com trés diferentes concentragdes de plasma seminal (1,95%, 6,29% e
17,78%) e examinado as 24, 48 e 72 horas. A fragao contendo 1,95% de
plasma seminal apresentou motilidade progressiva e total superior em

relagdo a que continha 17,78% nas 24 h e nas 48h.
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Schmitt (2002), estudando a influéncia de diferentes concentragdes
de plasma seminal (0%, 2,5%, 5% e 10%) na motilidade, funcionalidade e
na integridade da membrana plasmatica de espermatozdides eqiiinos
resfriados, verificou que concentragdes de até 5% de plasma seminal nao
afetam esses parametros. A centrifugagdo e a remog¢ao parcial do plasma
seminal aumentaram a porcentagem de espermatozoides com motilidade
progressiva e limitaram a redu¢do na motilidade progressiva do sémen de
garanhdes com baixa tolerancia ao resfriamento, ap6s 48 horas de
armazenamento (Brinsko et al., 2000). Da mesma forma, a adig¢do de 2,5%
de plasma seminal proveniente de garanhdes com alta qualidade de sémen
melhorou a motilidade espermadtica total de garanhdes com baixa qualidade
de sémen (Schmitt, 2002).

O efeito prejudicial do plasma seminal pode ser reduzido através de
coleta e dilui¢do apenas da fracdo rica do ejaculado (Varner ef al., 1987), ou
utilizando altas propor¢des de diluente:sémen (Jasko et al., 1991;Varner et
al., 1987).

O plasma seminal contém um grande numero de proteinas,
parcialmente originarias do plasma sangiiineo e parcialmente sintetizadas e
secretadas pelos testiculos, epididimo e vesiculas seminais (Manjunath et
al., 1994). Brandon et al. (1999) correlacionaram trés proteinas com a
fertilidade (SP-2, SP-3, SP-4). Schmitt (2002) encontrou 17 bandas
protéicas, 10 delas presentes em todos os garanhdes analisados. As bandas
denominadas 5 (75-80 kDa; 8,5-8,7 PI) e 19 (20-25 kDa; 8,5-8,7 PI) nao
foram identificadas nos garanhdes que possuiam baixa qualidade de sémen;
as bandas 3 (75-80 kDa; 8,0-8,2 PI) e 17 (20-25 kDa; 8,0-8,2 PI)
apresentaram densidade Optica superior nas amostras de garanhdes de baixa
qualidade de sémen; a banda protéica 31 (20-25 Kda; 3,2-3,4 PI) foi
superior nos animais de alta qualidade, sugerindo que estas proteinas sejam
marcadores da qualidade do sémen.

O plasma seminal de humanos e de diversas espécies animais
contém TGF-beta, (Transforming Growth-Factor), considerado o principal
agente estimulante da reagdo inflamatdria pos-cobertura e essencial na
indugdo da tolerancia imune aos antigenos seminais (Robertson, et al.,

2002).
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2.3.2 Efeito do plasma seminal no utero

O plasma seminal possui importante interagdo com o utero,
participando da resposta imunoldgica fisioldgica que ocorre apds a
inseminacao (Bischof ef al., 1994; Kotilainen et al., 1994; Rozeboom et al.,
1999). O plasma seminal tem agao imunossupressora em bovinos (Fahmi et
al., 1985) e suinos (Rozeboom et al., 1998), embora, na égua, uma
diminui¢do do afluxo de PMNs ao ttero, in vivo, ainda ndo tenha sido
demonstrada (Kotilainen ef al., 1994). Além disso, o plasma seminal eqiiino
contém fatores envolvidos na capacita¢ao e na reagao acrossomica (Calvete
et al., 1997; Brandon ef al., 1999), necessarios para a fertilidade normal, e
possui substancias que causam contragdo da musculatura do trato

reprodutivo de coelhos (Overstreet & Tom, 1982).

Espermatozodides atingem os ovidutos mais rapidamente quando
diluidos em plasma seminal do que em solugdo salina em caprinos e
coelhos (Einarsson & Viring, 1973; Overstreet & Tom, 1982). A ocitocina
esta presente no sémen do garanhdo, principalmente na fracdo gel, e parece
ter importancia na contratilidade e no transporte espermatico (Watson et al.,
1999).

O plasma seminal bovino induz a inibicdo de PMNs (Gilbert &
Fales, 1996). Também parece ndo haver quimiotaxia de PMNs pelo plasma
seminal de suino (Rozeboom et al., 2001). Troedsson et al. (1999)
observaram que o plasma seminal eqiiino ao contrario dos espermatozoides,
inibe a ativagdo do complemento e suprimir a quimiotaxia dos PMNs, além
de suprimir temporariamente a fagocitose dos espermatozoides pelos PMNs
(Troedsson et al., 1998; Troedsson et al., 1999).

Troedsson (1995) sugeriu que a remocdo do plasma seminal do
sémen congelado aumentaria a reacdo inflamatoria depois da inseminagdo
com sémen congelado, mas isto nao foi demonstrado por Kotilainen et al.
(1994), que verificaram que a adicdo de plasma seminal ao sémen
congelado provocou um acréscimo no numero de neutrofilos, semelhante ao
causado pela inseminacdo com sémen congelado. Estes autores também

encontraram PMNs em lavados uterinos apds infusdo de plasma seminal
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congelado, atribuindo a ocorréncia de um maior numero de leucocitos, em
duas éguas, a presenca de alguns espermatozoides no plasma seminal, apds
a centrifugacdo. Tyler (1977) verificou a presenca de grande nimero de
leucocitos na cérvice de coelhas 30 minutos apds a cobertura, ou apds a
inseminagdo, mas nao apoés a infusdo de plasma seminal, ou cobertura com
um macho vasectomizado. Da mesma forma, Cohen (1984) nao constatou
presenca de neutrofilos apdés a infusdo de plasma seminal sem
espermatozdides em mulheres. Verificando o efeito dos espermatozoides,
do plasma seminal e do diluente no utero de éguas, e a dindmica da resposta
inflamatéria depois da inseminacdo, Parlevliet et al. (1997) nao
encontraram diferenca na concentragdo de PMNs 24 horas apos
insemina¢do com sémen resfriado ou apos infusdo com plasma seminal.

Bischof et al. (1994) estudaram a influéncia imunoldgica e
fisiologica do plasma seminal no ambiente uterino e em linfonodos, tanto
em porcas cobertas por porco vasectomizado, como em porcas nao
cobertas. A cobertura com porco vasectomizado induziu uma resposta
inflamatoria aguda transitoria no endométrio, resultando em mudangas na
presenca e na distribuicdo de leucdcitos. Este fato sugere que o plasma
seminal depositado no utero representa o estimulo fisiologico e
imunolégico primario para o inicio de uma resposta inflamatoria pds-
cobertura, envolvendo mudangas dinamicas no tecido e nos componentes
celulares uterinos. Tal estimulo pode ser util na preparacao do ttero para a
implantagdo e contribuir para o sucesso da gestagao.

Um estudo sobre a reagdo inflamatoéria no utero de porcas apos
inseminagdo com espermatozéides (5x10°) diluidos em plasma seminal ou
em PBS (solugdo salina fosfatada tamponada), ou infusdes de plasma
seminal ou de PBS (100 ml), demonstrou que, embora existissem PMNs no
utero por até 36 horas apds os tratamentos, a magnitude e o tempo de
limpeza foram altamente dependentes da presenca de plasma seminal
(Rozeboom et al., 1999).

Rozeboom et al. (2000), a fim de estudarem o efeito da inflamagao
uterina na fertilidade, provocaram uma reacdo inflamatéria no utero de
porcas, através da infusdo de espermatozdides mortos ou de

lipopolissacarideos bacterianos. Apds esta infusdo, as porcas foram
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inseminadas com doses contendo 3x10° espermatozodides diluidos em
plasma seminal, ou em diluente enriquecido com estrégenos, que
facilitariam o transporte espermadtico. Os autores verificaram taxas de
concep¢ao maiores nas fémeas que receberam espermatozoides diluidos em
plasma seminal, demonstrando que a fertilidade de uma segunda
inseminacdo pode ser prejudicada quando o sémen ¢ depositado num
ambiente uterino inflamado criado por uma inseminagdo prévia, sendo este
efeito diminuido pela inclusdo de plasma seminal na inseminacao
subseqiiente.

Em estudo semelhante, Troedsson et al. (2002) induziram uma
reacdo inflamatoria em éguas através da infusdo de espermatozoides mortos
ou de diluente de sémen, inseminando as éguas 12 horas apoés o
estabelecimento da inflamagdo com espermatozoides diluidos em plasma
seminal ou em diluente. A taxa de prenhez foi superior com os
espermatozodides diluidos em plasma seminal (17/22), comparada com a
resultante da diluicao dos espermatozoides em diluente (1/22), sugerindo

que o plasma seminal tenha restabelecido a fertilidade.

24 DILUENTES

Nao ¢ possivel preservar o s€men por muito tempo sem o uso de um
diluente. Embora o resfriamento do sémen eqiiino permita aumentar a
longevidade da motilidade espermatica, através da reducdo da atividade
metabolica, o emprego de apenas este processo ¢ ineficaz.

A utilizacao de um diluente adequado ¢ essencial para a protecao do
espermatozodide eqiliino durante sua estocagem (Batellier et al., 1997). Os
diluentes prolongam a vida dos espermatozdides, estabilizando os sistemas
enzimaticos ¢ mantendo a integridade da membrana. Além disso, protegem
o espermatozoide de condigdes ambientais desfavoraveis, como choque
térmico, dos efeitos prejudiciais do plasma seminal e de produtos toxicos
produzidos pelo espermatozdide, prevenindo o crescimento de
microorganismos, aumentando o volume a ser inseminado e melhorando a

motilidade espermatica (Picket & Amann, 1987). Os diluentes também sao
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utilizados para aumentar a viabilidade do sémen de garanhdes subférteis
(Blanchard et al., 1987). A escolha do diluente deve ser feita com base no
intervalo entre a coleta e a inseminagdo (Sieme ef al., 1997) e também nas
caracteristicas individuais do animal, pois nenhum diluente ¢ ideal para
todos os garanhdes (Province et al., 1984).

Os diluentes devem ter pH e pressao osmotica similares aos do
sémen (Pickett & Amann, 1987). Como a osmolalidade do fluido seminal ¢
de aproximadamente 300 mOsmol/kg (Pickett et al., 1976), o diluente deve
ter osmolalidade entre 300 ¢ 400 mOsmol/kg, considerando-se ideal 350
mOsmol/kg (Varner et al., 1991). O pH deve variar entre 6,7 ¢ 7,2, sem
interferir na viabilidade espermatica durante o armazenamento (Brinsko &
Varner, 1992).

Um dos diluentes mais utilizados para sémen eqiliino ¢ o leite
(Ebertus, 1963). O efeito do leite, inativado ou nado, como diluente foi
testado por varios autores (Mattos, 1995; Lagares et al., 2000; Keller ef al.,
2001), que observaram ndo existir diferenc¢a significativa entre a fertilidade
do sémen diluido em leite desnatado por 24 h e a do sémen diluido em leite
desnatado e utilizado até uma hora ap0s a coleta.

Bedford et al. (1995), ao compararem a motilidade e a taxa de
recuperacdo embriondria apos inseminagdo com sémen conservado a +5° C
em leite desnatado, em leite desnatado adicionado de 4% de gema de ovo e
em leite desnatado com 4 % de glicerol, verificaram taxa de recuperacao
embriondria superior quando foi utilizado apenas leite desnatado. Em
contrapartida, a motilidade progressiva foi superior nas amostras diluidas
com leite desnatado mais gema de ovo do que em leite desnatado mais
glicerol, ou somente leite desnatado.

Schmitt (2002), estudando a influéncia do leite desnatado e do leite
desnatado-glicose na motilidade, na funcionalidade e na integridade da
membrana plasmatica de espermatozoides eqiiinos resfriados por até 72
horas, verificou que essas caracteristicas foram melhor preservadas em leite
desnatado do que em leite desnatado-glicose.

Antimicrobianos podem ser adicionados ao sémen com o objetivo
de eliminar bactérias ou retardar o seu crescimento, diminuindo a

possibilidade de doencas venéreas ou a indugdo de endometrites bacterianas
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(Pickett et al, 1987). A adi¢do de antimicrobianos, no entanto, poderia
causar efeitos negativos na motilidade espermatica. Vieira et al. (2002),
estudando o efeito da adi¢ao de antimicrobianos ao diluente de sémen sobre
alguns parametros espermaticos, observaram maior motilidade progressiva
e total no leite desnatado e no leite desnatado-gentamicina-penicilina, em
comparagdo com leite desnatado-gentamicina, leite desnatado-amicacina e
leite desnatado-amicacina-penicilina.

O grau de diluicdo ¢ extremamente importante na preservacdao do
sémen resfriado. Uma propor¢do sémen:diluente de, pelo menos, 1:3,
otimiza a motilidade espermatica quando a concentragao final atinge 25 a
50x10° espermatozodides/ml (Jasko et al., 1991; Varner et al., 1987).

Virios trabalhos descreveram a importancia dos diluentes de sémen
na resposta inflamatoria do utero de éguas e de fémeas de outras espécies
(Kotilainen et al., 1994; Rozeboom et al., 1999; Quetin, 2001). Kotilainen
et al. (1994) verificaram que, apds a diluicdo de sémen congelado eqiiino
com diluente a base de leite desnatado, a magnitude da reagdo inflamatéria
foi grandemente reduzida, enquanto que a infusdo de apenas leite desnatado
causou uma resposta inflamatoria semelhante a observada apds monta
natural ou inseminagdo com sémen fresco diluido. Um maior nimero de
PMNs foi coletado do ttero de porcas inseminadas, em comparacdo com
porcas que receberam infusdo de diluente O pico da resposta inflamatoria,
apo6s a infusdo de diluente, foi atingido as seis horas, declinando em torno
das 12 horas (Rozeboom et al., 1999).

Para determinar a durag¢@o da resposta inflamatdria em éguas, Quetin
(2001) realizou biopsias endometriais seis e 48 horas apos a infusdo de
espermatozodides, de plasma seminal, de diluente (INRA 82), de NaCl
(0,9%) e apods inseminagdo com 0,3x10° espermatozoides moveis. Foi
verificado maior nimero de PMNs nas éguas que receberam infusdo de
espermatozdides, de plasma seminal, ou inseminagdo, sendo que o diluente
a base de leite causou uma resposta inflamatéria menor, mas foi 0 menos

eficaz na reducao da concentragao de PMNs.
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2.5 MECANISMOS DE DEFESA UTERINA

As éguas podem apresentar inflamagdes uterinas pds-cobertura, pos-
inseminagdo, pos-parto, ou apés manipulagio intra-uterina. Eguas normais
eliminam as bactérias e os restos da inflamagdo rapidamente. Algumas
éguas, no entanto, ndo sdo capazes de fazé-lo. O dutero dispde de
mecanismos de defesa, fisicos e celulares, para promover uma rapida
eliminagdo dos agentes causais da inflamacdo (Hughes & Loy, 1969;
Peterson et al., 1969). Os mecanismos fisicos sdo constituidos pelas
barreiras fisicas e pela limpeza mecanica, enquanto os celulares se referem
a resposta imunologica local.

Estudos experimentais envolvendo imunoglobulinas, opsoninas,
quimiotaxia e migracdao de neutrdfilos e fagocitose nao forneceram dados
suficientes para explicar a susceptibilidade as infecgdes uterinas. As
diferengas entre éguas susceptiveis e resistentes sao melhor explicadas por
fatores envolvendo limpeza uterina, como a dilatagdo da cérvice,

contratilidade miometrial e drenagem linfatica (Katila, 1996).

2.5.1 Barreiras Fisicas

As barreiras fisicas sdao constituidas pela vulva, vestibulo e cérvice,
que impedem a entrada de ar, material fecal e urina no ttero. Os defeitos na
conformacdo do perineo interferem nas barreiras que separam o ambiente
uterino do meio exterior (Caslick, 1937), ocasionando pneumovagina e
expondo o Utero a agentes irritantes e contaminantes e favorecendo o
estabelecimento de infeccdo (Pascoe, 1979). Além disso, aderéncias e
laceragdes de cérvice dificultam a limpeza mecanica do utero durante o
estro, podendo causar acumulo excessivo de liquido durante o diestro e
impedindo o fechamento adequado da cérvice, o que impede a manutencao

da prenhez.
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2.5.2 Limpeza mecéinica

A eficiéncia na limpeza do tutero ¢ influenciada por fatores como
idade, numero de partos e particularidades anatomicas do trato reprodutivo
(Evans et al., 1987).

O grau de relaxamento da cérvice ¢ importante na limpeza mecanica
do utero (Evans et al., 1986; LeBlanc et al., 1994). Durante o estro, os altos
niveis de estrogenos provocam a abertura da cérvice, o aumento da
contratilidade miometrial e maior produ¢do de muco pelas glandulas
endometriais, facilitando a remocao de particulas da luz uterina (Le Blanc
et al., 1991). De acordo com Leblanc ef al. (1995), o sistema linfatico pode
ser importante na remo¢do de particulas e residuos inflamatérios que

permanecem no utero apos o fechamento da cérvice.

2.5.3 Mecanismos celulares e imunologicos

Uma importante primeira linha de defesa, dentro do utero da égua, ¢
a fagocitose das bactérias pelos neutrdfilos (Hughes e Loy, 1969; Peterson
et al., 1969). As células fagociticas migram para o interior do Utero cerca de
30 minutos apds a contaminagdo (Pycock & Allen, 1988). Imunoglobulinas,
IgG, IgT, IgA e IgM, foram encontradas nas secrecdes uterinas de éguas
(Kenney & Khaleel, 1975), sendo observadas concentragdes mais altas de
imunoglobulinas nas secre¢des uterinas do que no soro, o que demonstra a
producdo de imunoglobulinas pelo endométrio (Liu ef al., 1981; Widders et

al., 1984).

2.6 RESPOSTA INFLAMATORIA POS-COBERTURA OU
POS-INSEMINACAO

A introducdo de espermatozoides na genitalia da fémea produz uma
forte resposta neutrofilica em vdrias espécies animais (Cohen, 1984),
inclusive em éguas (Kotilainen et al., 1994). O proposito dessa inflamacao

¢ limpar o utero do excesso de espermatozodides, dos espermatozodides
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defeituosos ou mortos ¢ de outros agentes contaminantes (Troedsson,
1999).

Espermatozdides eqiiinos, tanto in vivo como in vitro, sdo capazes
de induzir quimiotaxia de PMNs através da ativacdo do complemento,
sendo a atividade do complemento previamente identificada no utero da
égua (Asbury et al., 1982; Watson et al., 1987; Troedsson et al., 1993).
Estudos com suinos concordam com esta idéia, mas sugerem, também, que
os componentes do sémen, espermatozdides e plasma seminal, possuem
diferente importancia na iniciagdo, na supressao da migracao neutrofilica e
na limpeza uterina (Rozeboom et al., 1999). Rozeboom et al. (2000)
observaram que o plasma seminal de porco ndo foi quimiotatico para PMN,
0 que demonstra que o espermatozdide possui uma importancia ativa no
inicio da endometrite pds-cobertura, ou seja, o plasma seminal parece
suprimir a migracdo de PMNs ao Utero apds a inseminacao e facilita a
resolucao da inflamacao.

A fim de evitar a agdo de anticorpos, ou a resposta imune celular
contra os espermatozoides no trato reprodutivo da fémea, componentes do
sistema imunologico, sem memoria especifica, precisam atuar na limpeza
uterina do excesso de sémen e contaminantes introduzidos no Utero no
momento da cobertura. Os neutréfilos podem responder rapidamente a um
sinal quimiotatico do ttero (Pycock & Allen, 1990) e seu influxo ao [umen
uterino resulta na fagocitose de espermatozoides e bactérias e na liberagao
de PGF,a, a qual causa as contragdes miometriais necessarias para a
limpeza uterina através da cérvice ou dos vasos linfaticos (Troedsson et al.,
1993; Troedsson, 1999). Além disso, a liberacdo enddgena de ocitocina, em
resposta a cobertura e a interacdo social com o garanhdo, pode ser um
importante mecanismo de limpeza uterina apos a cobertura (Alexander et
al, 1995).

A resposta neutrofilica ¢ muito rapida. Em mulheres, neutréfilos sdo
coletados da cérvice 15 minutos ap6s a relagdo sexual (Cohen, 1984). Katila
(1995), objetivando determinar o inicio e a duragdo da reag¢do inflamatdria
em éguas, apds a inseminacdo com dose entre 500 e 800x10°
espermatozdides, encontrou os primeiros neutrofilos 30 minutos apos a IA,

sendo que os niveis mais altos foram observados entre quatro e 24 horas,
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com ponto maximo as oito horas. Bergmann & de Kruiff (1997) também
observaram uma maior resposta oito horas apds a infusdo de 20 ml de
diluente, gema de ovo, leite desnatado, ou NaCl a 0,9%, ou apds a
inseminagdo com sémen fresco ou sémen fresco diluido. Hughes & Loy
(1969) e Peterson et al. (1969) demonstraram que a endometrite pos—
cobertura em eqiiinos ¢ transitoria e tem resolugdo entre 48 e 72 horas.
Rozeboom et al. (1998) caracterizaram a resposta inflamatoria em porcas,
apds a inseminagdo, e verificaram que a infiltragdo era constituida
predominantemente por PMNs (92-99%). Matthijs et al. (2003) estudaram o
recrutamento de leucécitos e a fagocitose dos espermatozdides depois da
inseminac¢do, em porcas multiparas inseminadas com véarias concentragdes
de espermatozoéides e plasma seminal, ou diferentes volumes inseminados.
Para tal, coletaram material de porcas abatidas quatro horas apos
inseminacao, através de refluxo da vulva ou de lavagem do trato genital
com PBS, verificando que o recrutamento leucocitario ndo foi dependente
da presenc¢a do plasma seminal ou de espermatozoides.

Pycock & Allen (1989) verificaram presenca de neutrdfilos 30
minutos ap6és a inoculacdo de Streptococcus zooepidemicus no tutero de
¢guas. Kotilainen et al. (1994), observando uma maior reacdo inflamatoria
apods a inseminagdo com sémen congelado, sugeriram que esta poderia ter
sido causada pelo grande nimero de espermatozoides mortos. Katila (1997)
nao verificou diferenca na resposta inflamatoria apos inseminacdo com
1x10° espermatozéides vivos ou mortos. Reilas (2001) sugeriu que as taxas
de prenhez mais baixas, apds a inseminacdo com sémen congelado, foram
causadas pela maior reacdo inflamatoéria, ja que a insemina¢do com sémen
congelado ¢ realizada perto da ovulagdo e que o periodo de tempo antes do
fechamento da cérvice ¢ curto, o que impediria que éguas susceptiveis
eliminassem o material inflamatoério em tempo habil.

Os leucdcitos parecem aptos a distinguir espermatozoéides frescos e
capazes de fertilizar, daqueles senis, que constituem um problema para o
utero. Isto foi demonstrado em coelhas, apés um estudo com duas
coberturas, no qual foi observado que os espermatozoides frescos passavam
por areas com grande infiltracdo neutrofilica sem sofrer danos (Taylor,

1982).
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Kotilainen et al., (1994) observaram que a reagdo inflamatoria ¢
maior quando o s€men esta mais concentrado, devido ao efeito irritante do
espermatozdide no utero. Da mesma forma, um volume pequeno resultaria
em prejuizo na drenagem mecanica, enquanto volumes maiores (100 ml)
provocariam maior refluxo de espermatozoides através da cérvice. Por
outro lado, Nikolakopoulos & Watson (2000) detectaram ntimeros maiores
de PMNs 48 horas apos a infusdo de 40 ml PBS ou de 40 ml de sémen
diluido contendo apenas 2x10° espermatozoéides do que apos infusdo de 500

ml PBS ou de 40 ml PBS contendo 20x10° espermatozéides.

2.7 TRANSPORTE ESPERMATICO

A distribuigdo dos espermatozodides e sua funcdo na fémea sdo
influenciadas pelo local de deposicdo do sémen, pelas caracteristicas
seminais, pela anatomia do trato genital feminino e pelo micro-ambiente do
limen. A duracdo do transporte espermatico depende do intervalo entre a
inseminacao ¢ a ovulacdo e da meia-vida funcional do espermatozoide no
trato genital da fémea (Scott, 2000). As contracdes musculares do trato
reprodutivo, os movimentos ciliares, a corrente de fluido e a atividade
flagelar dos espermatozdides constituem os mecanismos primarios do
transporte espermatico (Hunter, 1981).

Mann et al. (1956) observaram a presenca de componentes seminais
no oviduto de éguas uma hora apds a inseminagdo, enquanto Bader (1982)
verificou a presen¢a de espermatozdides em ovidutos de éguas inseminadas
duas horas apds a ovulagdo. Neste caso, o transporte espermatico parece
estar completo em torno de seis horas apds a inseminagao artificial. Quando
¢ realizada lavagem uterina com produto espermicida duas horas apds a
inseminagdo, a taxa de prenhez diminui, em comparagdo com O grupo
controle, o que indica nimero insuficiente de espermatozéides no oviduto
neste momento (Brinsko et al., 1990). Em vacas, foi observado que uma
populacdo de espermatozoides suficiente para uma maxima fertilizacao esta
estabelecida nos ovidutos uma e duas e horas ap6s a cobertura, sendo

protegida da invasao PMN que aparece neste momento (Hunter, 1981). Em
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ovelhas de diversos estados reprodutivos, foi observada presenga de
espermatozdides no oviduto 30 minutos apds a inseminacdo, sendo o
nimero maior observado apos 4 horas (Marinov & Petkov, 1983). Lane et
al. (1993) observaram um niimero maior de espermatozoides no istmo e na
ampola de ovelhas 22 horas apos a inseminagdo, comparado com duas
horas. Em porcas, espermatozoides com capacidade fertilizante chegam aos
ovidutos em menos de uma hora (Hawk, 1983). Viring & Einarsson (1981)
ndo observaram variagdo no numero de espermatozdides coletados da
jungdo utero-tubarica (JUT) de porcas inseminadas em relagdo ao tempo
(doze horas).

O transporte espermatico depende da proximidade da ovulagdo.
Estudando a influéncia da inseminacgdo pré ou pos-ovulagdo na distribuicao
dos espermatozoides no oviduto, Kaeoket et al. (2002) observaram
espermatozdides no oviduto de todas as porcas inseminadas antes da
ovulacdo, e em apenas uma das inseminadas ap6s. Em coelhas, doze horas
apos insemina¢do intravaginal sem inducdo da ovulagdo, poucos
espermatozdides foram observados na ampola; no entanto, quando a
ovulagdo foi induzida, a distribui¢do dos espermatozédides no trato
reprodutivo da fémea depois da inseminagdo ndo diferiu da observada apds
monta natural (Overstreet & Cooper, 1979).

E importante que o transporte espermatico no Gtero da égua seja
rapido, pois, conforme previamente descrito, o utero, apds a cobertura, se
torna um ambiente hostil para os espermatozoides, que devem alcangar o
oviduto em até quatro horas, a fim de sobreviver e fertilizar o odcito
(Troedsson et al., 1998).

Espermatozodides podem persistir por seis, 24 ou 48 horas apds a
inseminagdo ou a monta natural no ttero de éguas (Kotilainen et al., 1994;
Katila, 1995; Watson & Nikolakopoulos, 1996), 12 h no de porcas (Viring
& Einarsson, 1981), 24 h no de ruminantes (Mattner, 1968), enquanto que,
em mulheres, espermatozoides férteis foram observados no muco cervical
até 80 horas apods a copula (Gould et al., 1984). Os espermatozoides sdo
removidos do trato genital da fémea por fagocitose (Austin, 1957; Merkt et
al., 1982; Kotilainen, et al., 1994) ou por limpeza fisica (LeBlanc et al.,

1994). Os espermatozoéides sao armazenados no istmo do oviduto antes da
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fertilizagdo em muitas espécies (Hunter 1981; Hunter et al., 1991; Hunter &
Nichol, 1983; Smith & Yanagimachi 1991; Overstreet et al. 1987; Suarez,
1987). Ja o espermatozoide do garanhdo pode ser armazenado no trato
genital da égua por muitos dias, permitindo que coberturas férteis sejam
realizadas varios dias antes da ovulagdo (Day, 1942). Estudos in vitro
desenvolvidos por Thomas et al. (1994) demonstraram a existéncia de um
reservatdrio de espermatozoides no istmo do oviduto da égua. Viring &
Einarsson (1981), ao examinarem o trato reprodutivo de porcas abatidas
apds a inseminagdo, verificaram que o numero de espermatozoides
encontrados na jun¢ao utero-tubarica ndo variou no decorrer do tempo.

O transporte espermatico ¢ afetado tanto por fatores inerentes ao
garanhdo, quanto inerentes a égua, estando prejudicado em éguas com
contratilidade miometrial diminuida, em éguas inseminadas com sémen de
garanhdes subférteis e em ¢€guas inseminadas com sémen congelado

(Troedsson et al., 1998).
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RESUMO

Normalmente, apds a cobertura ou a inseminagao artificial de éguas,
ocorre uma endometrite aguda transitdria em resposta a presenga de s€émen
e bactérias no utero. O objetivo deste estudo foi verificar se o transporte
espermatico ¢ a intensidade da reag¢do inflamatoria uterina, 2h, 4h ou 24h
ap6s a inseminacdo com sémen resfriado, sdo influenciados pela
concentragdo espermatica na dose inseminante. Para tal, foram utilizadas
192 éguas em cio, com foliculo dominante >35 mm, sem crescimento
bacteriano e livres de PMNs aos exames uterinos complementares. As
éguas foram distribuidas aleatoriamente em grupos e inseminadas com 20
ml contendo 100x10° (n=30), 500x10° (n=27) ou 1000x10° (n=31)
espermatozodides diluidos em solug@o de 3 ml de plasma seminal e 17 ml de
leite desnatado, refrigerado e armazenado por 18 a 22 horas, ou infundidas
com 20 ml de plasma seminal (n=33), ou com 20 ml de leite desnatado
(n=38). As éguas foram abatidas duas, quatro ou 24h apods as inseminagdes
ou infusdes. O grupo controle (n=33) ndo recebeu nenhum tratamento. Os
ovidutos foram separados do tutero, sendo utero e ovidutos lavados

separadamente com PBS. Uma amostra do lavado de cada oviduto foi
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examinada para contagem de espermatozoides e uma amostra de cada
lavado uterino foi utilizada para contagem de leucocitos. Apos as lavagens,
foi retirada uma amostra de endométrio para realizacio de exame
histopatologico. As éguas inseminadas e infundidas apresentaram reacgao
inflamatoria significativamente maior que as éguas do grupo controle, no
decorrer das 24 horas. A reacdo inflamatdria foi significativamente maior
nas éguas inseminadas que nas infundidas. A reacdo inflamatoria
apresentou correlagdo com a concentragdo espermatica. O nimero de éguas
apresentando espermatozoides nos ovidutos foi similar nos diferentes
grupos inseminados. Concluiu-se que componentes da dose inseminante
provocam uma resposta inflamatdria, sendo esta mais severa e de resolucao
mais rapida, quanto maior for a concentra¢do espermatica. Por outro lado,
até as quatro horas pds-inseminagao, o transporte espermatico independe da

concentragdo espermatica utilizada.
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ABSTRACT

Sperm transport and uterine inflammatory response in the mare after

insemination with different sperm concentrations

A transitory and acute endometritis normally occurs, after natural
breeding or artificial insemination (Al), as an inflammatory reaction against
semen and bacteria. The aim of this study was to detect if either the sperm
transport, or the intensity of inflammatory reaction 2, 4 and 24 hours after
Al with cooled semen, depends on the sperm count in the insemination
dose. One hundred and ninety two mares in estrus with dominant follicle
>35 mm, free of bacterial growth and without PMNs in uterine smears were
used. Mares were randomly assigned to groups and received a 20 ml
insemination dose with 100 x10° (n=30), 500 x10° (n=27) or 1000 x10°
(n=31) spermatozoa diluted in 3ml seminal plasma and 17ml skim milk,
cooled and stored for 18 to 22 h, or a 20 ml seminal plasma (n=33), or a 20
ml skim milk (n=38) uterine infusion, being slaughtered 2, 4 or 24 h later.
The control group (n=33) received no treatment. The oviducts were
dissected from the uterus and both, uterus and oviducts, were flushed with
PBS. A sample from each tubal flush was examined for sperm count and a
sample of each uterine flush was examined for leukocytes search and count.
After flushes, an endometrial sample was collected for histopathological
examination. Inseminated and infused mares showed a significantly greater
inflammatory reaction than control group, throughout 24 h. The
inflammatory reaction was correlated with sperm count (r=0,389). The
number of mares showing sperm in the oviducts was not different among
distinct insemination groups. It was concluded that compounds in the
insemination dose induce uterine inflammatory response, that is as more
intense and faster, as sperm count increases. On the other hand, during the
first four hours after insemination, the sperm transport is not affected by

concentration.
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INTRODUCAO

Apbs a cobertura ou a inseminacdo artificial de éguas, ocorre,
normalmente, uma endometrite aguda transitoria (Kotilainen et al., 1994;
Troedsson et al., 1995b). Este ¢ um processo fisiolégico que objetiva a
remog¢ao do excesso de espermatozdides, de plasma seminal e de
contaminantes antes da entrada do embrido no utero (Troedsson, 1997).

O sémen tem um papel importante na regulacdo da inflamagao pos-
cobertura em éguas (Troedsson, 1995; Troedsson et al., 1995a; 1995b;
Troedsson et al., 1998). Segundo Troedsson et al., (1995a) os
espermatozodides induzem a quimiotaxia de neutréfilos polimorfonucleares
(PMNs) da circulacdo sangiiinea para o limen uterino, através da ativacao
do sistema do complemento Os primeiros neutrdfilos ja se fazem presentes
no limen uterino trinta minutos apds a inseminacao, atingindo os niveis
mais elevados entre oito e 24 horas apos a entrada do sémen (Katila 1995).
Como logo apos a cobertura o utero se torna um ambiente hostil para os
espermatozodides, ¢ importante que estes alcancem o oviduto rapidamente,
em até quatro horas, a fim de sobreviver e, conseqiientemente, fertilizar o
odcito (Troedsson et al., 1998).

Diluentes sao fundamentais na preservagdo do sémen, a fim de
prolongar a sobrevida dos espermatozodides e protegé-los contra condi¢des
ambientais desfavoraveis (Pickett & Amann, 1987). Um dos diluentes mais
utilizados para sémen eqiiino € o leite (Ebertus, 1963).

O volume inseminado e a concentracdo espermatica aumentam a
intensidade da resposta inflamatoria uterina (Kotilainen et al, 1994). O
plasma seminal, parece inibir a ativacdo do sistema do complemento e a
quimiotaxia dos PMNs, suprimindo temporariamente a fagocitose dos
espermatozdides pelos PMNs e possibilitando que estes atinjam o oviduto
antes da ocorréncia da resposta inflamatéria (Troedsson et al, 1998;
Troedsson et al., 1999).

A presenca de componentes seminais foi observada no oviduto de
¢guas uma hora apds a copula (Mann et al., 1956), sendo a presenga de
espermatozdides nas trompas detectada duas horas ap6s a inseminagao

artificial (IA) com sémen fresco ou congelado (Bader, 1982). Um grande
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numero de espermatozoides no oviduto foi observado quatro horas apds a
inseminacdo (Bader & Krause, 1980), sendo que, aparentemente, o
transporte espermatico estd completo em torno de seis horas (Bader, 1982).
O presente trabalho objetivou verificar se o transporte espermatico e
a intensidade da reacdo inflamatdéria uterina, 2h, 4h ou 24h apods a
inseminacdo com sémen resfriado, sdo influenciados pela concentragao

espermatica utilizada na dose inseminante.

MATERIAL E METODOS

Animais - Foram utilizadas 192 éguas em estro, destinadas ao abate,
apresentando foliculo dominante de tamanho igual ou superior a 35 mm,
auséncia de neutréfilos no exame citologico e sem crescimento bacteriano
uterino (Mattos et al., 1984), e com ténus uterino e abertura de cérvix
condizentes com estro. Para a coleta do sémen e do plasma seminal, foram
utilizados dois garanhdes de fertilidade comprovada.

Plasma Seminal — Para a obtengdo de plasma seminal (P1), o sémen
foi centrifugado logo apos a coleta através de vagina artificial, a 1500 x g
durante 25 minutos. O sobrenadante foi retirado, examinado e, caso nao
fossem detectados espermatozoides, armazenado em sacos plasticos, em
aliquotas de 3 ml ou 20 ml, a —20° C por, no maximo, 10 dias, para uso
posterior, evitando, desta forma, desnaturagao de proteinas.

Resfriamento do Sémen — Logo apds a coleta através de vagina
artificial, o s€men foi diluido em EDTA-glicose2 (1+1) e centrifugado a
700x g, durante 5 minutos. Apés a retirada do sobrenadante, a dose foi
adequada as concentracdes totais finais de 100x10°, 500x10° ¢ 1000x10°
espermatozdides, em 20 ml de solugdo de 3 ml de plasma seminal
previamente preparado (15%) e 17 ml de leite desnatado. O diluente foi
preparado utilizando leite desnatado UHT® (LD). O sémen preparado foi
acondicionado em sacos plasticos e resfriado em Equitainer® a 5°C, por 18 a

22 horas, até sua utilizacao.

2 Merck 1 Minitiib Gmbh Alemanha
3 Leite UHT Elege — Elege Alimentos Brasil
* Equitainer Minitiib Gmbh Alemanha
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Protocolo - As éguas selecionadas receberam aleatoriamente um dos
seguintes tratamentos ¢ foram abatidas 2h, 4h ou 24h ap6s a inseminagao:
100: IA na dose de 100x10° espermatozodides (2h: n=9; 4h: n=10; 24h:
n=11); 500: IA na dose de
500x10° espermatozoides (2h: n=10; 4h: n=10; 24h: n=7); 1000: IA na dose
de 1000x10° espermatozéides (2h: n=10; 4h: n=12; 24h: n=9); PI: Infusio
de 20 ml de plasma seminal (2h: n=13; 4h: n=10; 24h: n=10); LD: Infusdo
de 20 ml de leite desnatado (2h: n=15; 4h: n=11; 24h: n=12); Cont
(Controle): sem infusdo ou inseminagao (n=33).

A escolha do periodo apds de tempo entre a inseminagdo € o abate
foi feita em funcao do horario de abate e funcionamento do frigorifico.

Até 30 minutos apds o abate, o utero foi separado dos ovidutos e da
jungdo utero-tubdrica e lavado 3 vezes com 50 ml de PBS (solugao salina
fosfatada tamponada), através de catéter de Foley introduzido pela
extremidade do corno direito, estando a abertura da cérvice e extremidade
distal do corno esquerdo obstruidas por pingas. O fluido coletado em trés
lavagens foi reservado e, ao final, uma aliquota de cada amostra de liquido
foi examinada em microscopio Optico, sendo feita a contagem dos
leucocitos através de camara de Neubauer.

O oviduto ipsilateral ao foliculo dominante foi lavado com 10 ml de
PBS, a partir do infundibulo, e uma amostra do lavado foi colocada em
camara de Neubauer para a contagem de espermatozoides.

Ap6s a lavagem, o utero foi aberto, com o auxilio de uma tesoura, e
um fragmento do endométrio foi coletado para exame histolégico, colocado
em formalina tamponada a 4% e, posteriormente, processado e corado com
hematoxilina-eosina (HE). Por ocasido da leitura das laminas, foi verificado
o grau de fibrose (0-4), sendo considerado como 0: inexisténcia de
alteragdes degenerativas; 1: menos de 5% do epitélio glandular
comprometido; 2: entre 6 ¢ 20% do epitélio glandular comprometido; 3:
entre 21 e 50% do epitélio glandular comprometido; 4: mais de 51% do
epitélio glandular comprometido (Pimentel et al., 1989), sendo realizada a
contagem de neutréfilos e linfécitos em 5 campos no estrato compacto e 5

no estrato espon;joso.
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Delineamento experimental - Os dados foram transformados em
logaritmo, sendo realizada andlise de variancia, teste T, correlagdo,
regressdo linear e Qui-quadrado, utilizando LSD (Least Significative
Difference) para comparagdo de médias. Foram consideradas varidveis
independentes tratamento e hora e, como dependentes, nimero de
leucocitos no lavado, namero de células inflamatorias no estrato compacto e

no estrato esponjoso, numero de espermatozoides e fibrose.

RESULTADOS

O ntimero de leucdcitos apos as lavagens € observado na Figural.
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Figural - Numero de leucdcitos uterinos verificados, apds lavagem
uterina, no grupo Controle (Cont) e nos diferentes tempos
apos infusdo de Plasma Seminal (PI) e Leite Desnatado

(LD)

Trinta, das 33 éguas pertencentes ao grupo controle, apresentaram
leucocitos apos a lavagem. O numero médio de leucdcitos uterinos
observados nas 33 éguas do grupo controle, apds as trés lavagens com PBS,
foi 39x10°,

As éguas que receberam infusdo de plasma seminal apresentaram

uma reagdo inflamatoria semelhante (p>0,139) duas horas (137x10°
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leucécitos), quatro horas (104x10° leucécitos) e 24 horas apds a infusio
(138x10° leucdcitos). Entretanto, neste grupo de animais, observou-se um
maior nimero de leucédcitos no lumen uterino as duas horas (p=0,002),
quatro horas (p=0,05) e 24 horas (p=0,006) do que nas éguas do grupo
controle.

As éguas submetidas a infusdo com leite desnatado se comportaram
de maneira semelhante, ndo se observando diferenga significativa (p>0,148)
na reacdo inflamatdria causada pelo diluente no decorrer das horas. Duas
horas ap6s a infusdo, foram coletados 83x10° leucocitos, nas quatro horas
156x10° leucocitos, e nas 24 horas 169x10° leucocitos. Em todos os tempos
avaliados, a infusdo com leite desnatado provocou uma maior (p<0,021)
inflamacdo do que a observada no grupo controle.

O numero de leucdcitos nas éguas infundidas com plasma seminal
foi semelhante ao observado nas éguas do grupo leite desnatado, as duas
horas (p=0,119), quatro horas (p=0,142) e 24 horas (p=0,734).

Na figura 2 estdo representados os valores médios de leucdcitos
observados no lumen uterino, nos diferentes tempos, em €guas inseminadas

com 100x10°, 500x10° ¢ 1000x10° espermatozoides.
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Figura2 - Numero de leucécitos uterinos verificados apos lavagem
uterina, no grupo controle (Cont) e nos diferentes tempos
apos inseminagdo com 100x10°(100), 500x10° (500) e
1000x10° (1000) espermatozoides
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Ao se analisar a Figura 2, observa-se que as éguas inseminadas
apresentaram uma rea¢do inflamatoria significativamente maior (p<0,023)
do que as éguas do grupo controle, em todos os tempos avaliados. A
concentragdo espermatica provocou, em todos os tempos, um aumento
significativo (p<0,001) do numero de leucédcitos no lumen uterino,
explicado pelo coeficiente de determinagio r*=0,1512.

As éguas inseminadas com 100 milhdes de espermatozdides
apresentaram reacdo inflamatéria superior (p<0,002) quatro horas apds a
inseminacdo (908x10°) do que duas horas (207x10%) e 24 horas (94x10°)
apods. Nao se observaram diferengas significativas (p=0,555) no nlimero de
leucocitos entre as duas e as 24 horas. As éguas inseminadas com 100
milhdes ndo se diferenciaram (p>0,239) em nenhum momento das
inseminadas com 500 milhdes, mas apresentaram reagdo inflamatoria
menor (p<0,002) que as inseminadas com um bilhdo, nas duas e nas quatro
horas.

O nimero de leucdcitos observado duas horas apds a inseminagao
com 500 milhdes (322x10°) e com um bilhdo de espermatozdides (503x10°)
foi significativamente menor (p<0,011) que o observado quatro horas apds
(1308x10° e 2443x10°, respectivamente). Apos 24 horas, o niimero de
leucdcitos diminuiu significativamente (p<0,001) em relagdo ao observado
as duas horas e as quatro horas, tanto nas éguas inseminadas com uma
concentragdo espermatica de 500 milhdes (75x10%), como nas éguas
inseminadas com um bilhdo (48x10°). As éguas inseminadas com 500
milhdes de espermatozdides apresentaram reacdo inflamatéria menor
(p=0,047) que as do grupo um bilhdo, nas quatro horas pds-inseminagao.

As éguas infundidas com leite desnatado e com plasma seminal ndo
se diferenciaram (p>0,275), na resposta inflamatdria, das inseminadas com
100 milhdes de espermatozodides nas duas horas, mas apresentaram reagao
inflamatoria inferior (p<0,001) a observada nas éguas inseminadas com um
bilhdo de espermatozodides. As ¢éguas inseminadas com 500 milhdes
apresentaram, nas duas horas, maior nimero de leucécitos (p=0,006) do que
o observado nas infundidas com leite desnatado, ndo se diferenciando das

infundidas com plasma seminal (p=0,087). A reacdo inflamatoria provocada
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nas éguas inseminadas foi significativamente superior (p<0,001) aquela
observada nas éguas infundidas com plasma seminal e com leite desnatado,
nas quatro horas. Entretanto, nas 24 horas ndo se observaram diferencas
significativas (p>0,06) entre os tratamentos.

Na figura 3 estd expresso o numero médio de neutrdfilos observado
no exame histopatologico dos estratos compacto e esponjoso do endométrio

das éguas abatidas, apos os diferentes tratamentos.
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Figura3. Numero de neutrofilos observado no exame histopatoldgico
dos estratos compacto e esponjoso do endométrio de éguas
do grupo Controle (Cont), nos diferentes tempos apds
infusdo com Plasma Seminal (PI), Leite Desnatado (LD) e
inseminacdo com 100x10°(100), 500x10° (500) e 1000x10°
(1000) espermatozoides

Os resultados dos exames histopatologicos mostraram uma
correlagdo positiva (r=0,653) entre o numero médio de neutrofilos
observado no estrato compacto e no estrato esponjoso.

Foram observados, em média, 7,18 neutréfilos no estrato compacto
e 5,54 no estrato esponjoso no grupo controle, ndo havendo diferenca
(p>0,05) em relagdo ao nimero de neutrdfilos observado nos dois estratos
nas éguas submetidas a infusdo de plasma seminal nas duas, quatro e 24
horas.

Quatro horas apos a infusdao de diluente, verificou-se um maior

numero (p=0,001) de neutréfilos no estrato compacto, nao havendo
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diferenga (p>0,05) nas duas ou nas 24 horas, quando comparado ao grupo
controle. Entretanto, no estrato esponjoso, nao foi observada diferenca
(p>0,05) entre o grupo controle e o grupo infundido com diluente, em
nenhum momento. Nao foram observadas diferengas significativas
(p>0,05), em nenhum tempo, no nimero de neutréfilos no estrato compacto
ou no estrato esponjoso, quando se comparou o grupo infundido com
diluente e com plasma seminal.

A inseminagdo, com qualquer concentragdo, promoveu um aumento
significativo (p<0,001) do numero de neutréfilos no estrato compacto, em
todos os tempos, em relacdo ao grupo controle, com excecao (p=0,187) da
inseminagdo com um bilhdo de espermatozdides, nas 24 horas. No estrato
esponjoso observou-se que, duas horas apos a inseminagdo, apenas o grupo
500 apresentou aumento significativo (p=0,012) do nimero de neutroéfilos.
Entretanto, nas quatro horas ap6s a insemina¢ao, independentemente da
concentragdo, as éguas inseminadas apresentaram aumento (p<0,001) do
nimero de neutréfilos, em relagdo ao controle. Nas 24 horas, o nimero de
neutrofilos no estrato esponjoso foi semelhante (p>0,116) entre as éguas
inseminadas e as do grupo controle. Nao se observaram diferencas
significativas (p>0,118) no niimero de neutrofilos no estrato esponjoso e no
compacto no exame histopatologico das éguas inseminadas com diferentes
concentragdes de espermatozoides.

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) no grau de fibrose entre
as éguas, nos diferentes tempos. Observou-se uma correlagdo fraca entre
grau de fibrose e presenca de leucocitos no limen uterino (r=0,169), bem
como entre grau de fibrose e nimero médio de neutrdéfilos nos estratos
compacto (r=0,191) e esponjoso (r=0,246).

Na figura 4 estd expresso o nimero médio de linfocitos nos estratos
compacto e esponjoso observado no exame histopatologico do endométrio

das €guas abatidas ap0s os diferentes tratamentos.
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Figura 4 Numero de linfécitos observado no exame histopatoldgico
dos estratos compacto e esponjoso do endométrio de éguas
do grupo Controle (Cont), nos diferentes tempos apds
infusdo com Plasma Seminal (PI), Leite Desnatado (LD) e
inseminacdo com 100x10°(100), 500x10° (500) e 1000x10°
(1000) espermatozoides

Ao se analisar a Figura 4, observa-se que, no estrato compacto,
apenas a infusdo de plasma seminal, nas duas horas, e de leite desnatado,
nas duas e quatro horas, provocaram aumento (p<0,046) do nimero de
linfocitos, em relagdo ao grupo controle. As éguas inseminadas ndo se
diferenciaram (p>0,17) do grupo controle em nenhum momento. No estrato
€sponjoso, assim como no estrato compacto, a infusdo de plasma seminal
aumentou (p=0,002) o niimero de linfécitos, nas duas horas com relacao ao
grupo controle. Entretanto, o grupo leite so se diferenciou do grupo controle
nas 24 horas (p=0,048). Da mesma forma que no estrato compacto, as éguas
inseminadas ndo apresentaram, em nenhum momento, nimero de linfocitos
superior (p>0,246) ao apresentado pelo grupo controle.

Na figura 5, observa-se o nlimero de espermatozdides encontrados

no oviduto e na jungdo utero-tubdarica (JUT).
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Figura5. Numero de espermatozdides presentes no oviduto e na JUT
apos inseminagdo com 100x10°(100), 500x10° (500) e
1000x10° (1000) espermatozéides

Ao se analisar a Figura 5, observa-se que o numero de células
espermaticas no oviduto e JUT, nas éguas inseminadas com 100 ou com
500 milhdes de espermatozdides ndo foi diferente (p=0,199) em fung¢do do
tempo. Entretanto, as éguas inseminadas com um bilhdo, apresentaram
maior nimero (p<0,015) de espermatozoides nas trompas as 24 horas que
as duas e as quatro horas.

Duas horas ap6s a A, ndo foi encontrada diferenga (p> 0,417) no
numero de espermatozoides coletados do oviduto e na JUT, entre os
tratamentos, independentemente da concentracdo espermatica utilizada.
Quatro horas apods a inseminagdo, observou-se que as éguas inseminadas
com 500 milhdes de espermatozoides apresentavam maior nimero de
espermatozdides no oviduto e na JUT, quando comparado com o obtido
apds insemina¢cdo com um bilhdo de espermatozodides (p=0,059), mas
semelhante (p=0,479) ao das éguas inseminadas com 100 milhdes.
Entretanto, nas 24 horas apOs a inseminagdo, observou-se que as €guas
inseminadas com um bilhdo de espermatozoides apresentavam maior

numero (p=0,010) de células espermaticas no oviduto e na JUT do que as
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inseminadas com 100 milhdes, mas numero semelhante (p=0,417) as
inseminadas com 500 milhdes.
Na Tabela 1 observa-se a porcentagem de éguas em que foram

encontrados espermatozoides no oviduto e na JUT.

Tabelal. Porcentagem de €éguas que apresentavam espermatozdides no
oviduto e na JUT ap0s inseminagdo com 100x10° (100), 500x10° (500) ¢
1000x10° (1000) espermatozoides (3 P=0,177)

Dose inseminante 2h 4h 24h
100x10° espermatozéides 66,7 80 54,5
500x10° espermatozoides 70,0 90 71,4
1000x10° espermatozdides 54,5 66,7 100,0

Ao se analisar a Figura 6, ndo se encontra diferenga significativa
(p=0,177) entre os tratamentos e os tempos em relagdo ao nimero de éguas
com e sem espermatozdides no oviduto e na JUT. Mais de 54% das éguas
apresentaram presenca de espermatozodides nas trompas nas duas horas. Ja

nas quatro horas, este percentual foi de 66% e nas 24 horas de 54%.

DISCUSSAO

A presenga de leucocitos no lumen uterino de éguas ¢ um indicativo
de inflamag¢do uterina (Knudsen, 1964). Entretanto, neste estudo, foi
observada presenga de células inflamatdrias também nas éguas do grupo
controle. Isto provavelmente se deve a realizagdo de exame citoldgico
prévio, com manipulagdo da cérvice, concordando com os achados de
Williamson et al. (1987), que observaram neutrofilia transitéria apos a
manipulagdo da cérvice e do tutero. Em experimento efetuado por
Kotilainen et al. (1994), nao foram observadas células nos lavados uterinos
do grupo controle. Entretanto, ndo foi realizada manipulagdo uterina prévia

aos lavados. Por outro lado, Mattos et al. (1999), utilizando a mesma
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técnica empregada neste trabalho, nao detectaram presenga de neutrofilos
ao exame citoldgico, o que confirmaria os achados de Ball ef al. (1988), em
que a lavagem uterina permitiu uma melhor amostragem em exames
citologicos e bacteriologicos.

Em todos os tratamentos utilizados neste experimento, o nimero de
leucocitos obtido apos as lavagens uterinas foi superior (p<0,05) ao
observado nas éguas do grupo controle, demonstrando que a infusdao de
plasma seminal, de diluente e de espermatozdides provoca uma resposta
inflamatoria. Houve diferenga no padrao da resposta inflamatéria entre os
tratamentos, conforme o esperado, uma vez que os componentes da dose
inseminante, espermatozoides, plasma seminal e diluente, influenciam, de
diferentes maneiras, a caracteristica e o grau da reagdo inflamatoria (Sieme
etal., 1997).

A infusdo de plasma seminal ou de leite promoveu um aumento do
nimero de leucécitos no lumen uterino a partir das duas horas, mantendo-se
constante até as 24 horas, resultados de acordo com os observados por
Kotilainen et al. (1994) e Quetin, (2001). Esta leucocitose poderia estar
associada a glicoproteinas da familia TGF-beta (Transforming Growth
Factor), de peso molecular em torno de 25 Kda, presentes no plasma
seminal humano e de diversas espécies animais e no leite (Robertson ef al.,
2002). A TGF-beta, no plasma seminal, demonstrou ser o principal indutor
da resposta inflamatdria pos-cobertura. Embora sua presenca nao tenha sido
relatada no eqiiino (Mc Dowell et al., 1996; Brandon ef al., 1999), Schmitt
(2002) descreveu cinco bandas protéicas de peso molecular semelhante ao
da TGF-beta, identificando somente trés delas. Entretanto, a intensidade da
reacdo inflamatoéria verificada nos estratos compacto e esponjoso foi menor
do que a observada no limen uterino comparada com o controle.
Provavelmente, o leite e o plasma seminal promoveram um menor estimulo
das defesas do tutero, impedindo a detec¢do de diferengas no exame
histopatologico. Troedsson et al. (2000) observaram que o plasma seminal
provocaria uma redugdo, in vitro, da quimiotaxia e da fagocitose dos
neutrofilos através da supressdo da opsonizacdo dos espermatozoides

(Damhs & Troedsson, 2002).
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O aparecimento de PMNs em lavados uterinos, apds a infusdo do
plasma seminal, ndo pode ser atribuido, no presente experimento, a
presenca de alguns espermatozodides no plasma (Kotilainen ef al., 1994), ja
que diversas amostras foram avaliadas quanto a presenca de células
espermaticas antes do congelamento.

A reacdo inflamatoria provocada pelas inseminagdes com diferentes
doses foi significativamente superior, nas quatro horas, do que a causada
pelo plasma seminal e pelo leite. A reacdo inflamatoria foi dependente do
nimero total inseminado ou da concentragdo espermatica. Provavelmente, o
maior numero de espermatozoéides, introduzidos no ttero com a dose de um
bilhdo, tenha provocado maior estimulo quimiotatico, através do
complemento e de outros mediadores inflamatorios, que as concentragdes
espermaticas menores. No presente experimento, embora se utilizassem
volumes constantes, a concentragdo espermatica nas doses inseminantes
variou entre 5x10%espermatozoides/ml e 50x10%espermatozoides/ml.
Kotilainen et al. (1994) observaram, seis horas apds a inseminagdo, que
altas concentracdes com pequenos volumes provocam um processo
inflamatério maior do que o ocorrido em éguas inseminadas com volumes
maiores e concentragdes menores. Isto explicaria a maior reacdo
inflamatoria ~ ocorrida com o sémen  mais  concentrado
(50x10%/espermatozoides/ml) veiculado no mesmo volume.

Ao contrario do verificado com a infusdo de plasma seminal e de
leite desnatado, a presenca de espermatozdides provocou uma maior reagao
inflamatoria nas quatro horas, mas a resolugdo do processo ocorreu até as
24 horas. Esta resolucdo foi tanto maior, quanto maior a dose inseminante.
Provavelmente, esta limpeza mais acelerada possa ser explicada pela
natureza do agressor, isto €, 0 espermatozoide causaria uma agressao maior
e, com isso, um maior estimulo das defesas do utero, tendo como
conseqiiéncia uma resolu¢do mais rapida do processo. Estes resultados se
repetiram, também, no numero de neutrofilos presentes no exame
histopatologico, tanto no estrato compacto, como no estrato esponjoso.
Estes dados confirmam os descritos por Nikolakopoulos & Watson (2000),
que observaram que menores agressdes ao endométrio resultam em

inflamacgdes residuais mais prolongadas. Por outro lado, os resultados do
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presente experimento concordam parcialmente com os de Katila (1995). Em
ambos 0s experimentos, ocorreu um rapido aumento do namero de
leucocitos logo apos a inseminacdo, mas a resolucdo da inflamagdo foi mais
lenta no estudo de Katila (1995), onde as éguas s6 conseguiram efetivar a
limpeza uterina nas 48 horas. Provavelmente, estas diferencas se devam aos
métodos de coleta utilizados e a variagdes individuais entre os animais.

A fibrose endometrial ndo influenciou o numero de leucécitos no
limen uterino, nem o numero de neutrofilos nos estratos compacto e
esponjoso, concordando com os achados de Zerbe er al. (2001). Estes
resultados estdo de acordo com os observados por Vieira et al. (2002), que
ndo observaram relacdo entre éguas susceptiveis a endometrite e éguas com
diferentes graus de endometrose.

O numero de linfécitos nos estratos compacto e esponjoso foi
semelhante, em todos os tempos, entre as €guas do grupo controle e as
inseminadas com diferentes concentracdes espermaticas. A ndo existéncia
de resposta imunologica esta associada, em humanos, roedores e suinos, a
presenga da proteina TGF-beta no plasma seminal. Esta proteina, além do
efeito estimulador da resposta inflamatoria, apresenta fungao essencial na
inducdo da tolerancia imune a antigenos seminais (Robertson ef al., 2002).
Entretanto, as éguas infundidas com plasma seminal e com leite
apresentaram um aumento do nimero de linfocitos em relagdo ao controle,
mas nao se diferenciaram dos grupos de éguas inseminadas.

Nao se observou diferenca no nimero de espermatozodides presentes
no oviduto e na JUT entre as éguas inseminadas com 500 milhdes e 100
milhdes, nos diferentes tempos. As éguas inseminadas com um bilhdo de
espermatozodides tiveram um menor transporte espermatico que as €guas
inseminadas com 500 milhdes, nas quatro horas, e um transporte
espermatico maior que as éguas inseminadas com 100 milhdes, nas 24
horas. Por outro lado, as éguas do grupo um bilhdo apresentaram um maior
numero de espermatozédides no oviduto e na JUT, nas 24 horas apos a
inseminagdo, do que nas duas e quatro horas. Aparentemente, o menor
transporte espermatico das éguas inseminadas com um bilhdo de
espermatozodides, nas quatro horas, pode estar relacionado a maior reacao

inflamatéria apresentada por estas éguas, e como a resolucao do processo
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foi mais rapida, houve a possibilidade de que um maior nimero de
espermatozodides atingissem os ovidutos apds este momento. Estes
resultados coincidem parcialmente com os observados por Alghamdi et al.
(2000), que verificaram que a presenca de PMNs na secre¢do uterina
causou, in vitro, uma supressao da motilidade espermatica.

O numero de espermatozoéides recuperados dos ovidutos e da JUT
foi superior ao relatado por Parker et al. (1975) e por Bader (1982).
Provavelmente, estas diferencas se devam a concentragdes espermaticas,
volumes da dose inseminante, métodos de preservacdo e técnicas de
avaliacdo diferentes entre os experimentos.

O percentual de éguas apresentando espermatozoides na JUT e nos
ovidutos, em todos os tempos observados, ndo se diferenciou entre as
diversas concentragdes e foi semelhante ao descrito por Scott et al. (2002).
Duas horas ap6s a inseminagdo, com qualquer das trés concentracdes, ja
haveria quantidade suficiente de espermatozoides para a fertilizagdo na JUT
de mais de 54% das éguas, sendo este percentual aumentado para mais de
66% nas quatro horas. Estes resultados confirmam os de Brinsko et al.,
(1990, 1991), que verificaram que lavagens uterinas realizadas antes das
quatro horas pos-insemina¢ao diminuem as taxas de prenhez na égua.

Conclui-se que os componentes da dose inseminante provocam uma
resposta inflamatéria uterina na égua, sendo esta mais severa, ¢ de
resolugcdo mais répida, quanto maior for a concentragdo espermatica. Por
outro lado, o transporte espermatico, até quatro horas apds a inseminagao,

independe da concentracdo espermatica utilizada.
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4

CONCLUSOES

Conclui-se que:

A severidade da resposta inflamatéria uterina na égua, depende
dos componentes da dose inseminante.

Quanto maior for a concentracdo espermatica, mais rapida ¢ a
resolucdo do processo inflamatdrio.

O transporte espermatico, até quatro horas apos a inseminacao,

independe da concentragao espermatica utilizada.
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ANEXO1. CURVA DO TESTE DE NORMALIDADE

Numero de neutrdfilos no lavado

Whillke-Shapiro / Rantat Flot of HEUT
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ANEXO2. CURVA DO TESTE DE NORMALIDADE

Numero de neutréfilos no lavado, transformado em logaritmo

Wilk-Shapiro / Eankit Plot of LOGHNEUT
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ANEXO3. CURVA DO TESTE DE NORMALIDADE

Ordered Data

Numero de espermatozdides no lavado

Wilke-Shapito f Fanldt Plot of SPTZ
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ANEXO4. CURVA DO TESTE DE NORMALIDADE

Numero de espermatozoides no lavado, apos a transformacgdo para logaritmo

Wille-Shapro f Ranlat Plot of LOGSPTZ
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