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QUANTIFICACAO DE PROTEINAS DE FASE AGUDA EM EGUAS
DOADORAS DE EMBRIAO DA RACA QUARTO DE MILHA

RESUMO - A eficiéncia reprodutiva em éguas € geralmente baixa, sendo que
43% de éguas puro-sangue falham em conceber um potro vivo. Infeccéo
bacteriana no lumen uterino é uma das principais causas de infertilidade em
éguas. O exame citologico do endométrio é o mais importante método auxiliar
no controle da salde genital da égua devido ao seu baixo custo, facil emprego
e a possibilidade de rapido diagndstico de processos inflamatérios, mesmo que
subclinicos. A inducdo experimental de endometrite por inéculos de E. coli em
éguas promoveu um aumento significativo nas proteinas de fase aguda
(APPs) sistemicamente demonstrado pelo aumento nas concentragdes da
proteina amiloide sérica A (SAA) e fibrinogénio, leucopenia transitéria e
aumento da expressdao de mRNA de citocinas e SAA no endométrio (METTE
et al., 2010). Os objetivos do presente estudo foram correlacionar os achados
de exames ultrassonograficos e hematoldgicos com culturas microbioldgicas,
citologia e histopatologia endometrial de éguas que apresentam endometrite ou
histérico reprodutivo insatisfatério, avaliar a influéncia das lavagens uterinas no
ambiente uterino e determinar qual(is) proteina(s) de fase aguda poderia(m) ser
utilizada(s) como marcador(es) da resposta inflamatdria sistémica. Doze éguas
da raca Quarto de Milha, divididas em dois grupos: controle e com endometrite
(n=6), foram avaliadas quanto aos parametros hematol6gicos, swab uterino
para cultivo microbiologico, citologia endometrial, bidpsia uterina, e eletroforese
do soro para determinacdo das concentracdes de proteinas de fase aguda,
antes e apo6s o processo de lavagem uterina. Os resultados do presente estudo
mostraram que a cultura microbiolégica associada ao exame citolégico do
endométrio possibilitaram a facil identificacao e classificacdo da endometrite ja
instalada, sendo a histopatologia necessaria para identificar endometrites
subclinicas e/ou crbnicas além de demostrar a viabilidade do utero. O lavado

uterino mostrou-se um bom meétodo para realizar a limpeza fisica do utero.



Entretanto, demonstrou ter a propriedade de promover a inflamacéo local em
alguns animais, sendo mais acentuada no grupo controle. Através deste
modelo experimental, ndo foi possivel determinar qual(is) proteina(s) de fase
aguda pode(m) ser utilizada(s) como marcador da resposta inflamatoria
sistémica. Para tanto, sugere-se a analise das concentracdes das APPs no
fluido endometrial, pois ndo houve alteragdo das mesmas no soro destes

animais.

Palavras-chave: eletroforese, éguas, Utero, histopatologia, biopsia,

transferrina, citologia, albumina



QUANTIFICATION OF ACUTE PHASE PROTEIN IN QUARTER HORSE
EMBRYO DONOR MARES

SUMMARY - The reproductive efficiency of mares is generally low, and 43% of
Thoroughbred mares fail to conceive a live foal. Bacterial infection of the uterine
lumen is a major cause of infertility in mares. The cytological examination of the
endometrium is the most important method to assist in controlling the genital
health of the mare due to its low cost, is easy to use and provides a rapid
diagnosis of inflammatory processes. Experimental induction of endometritis by
an inoculum of E. coli in mares caused a significant increase in acute phase
proteins (APPs) systemically demonstrated by increased concentrations of
serum amyloid A protein (SAA) and fibrinogen, transient leucopenia and
increased mMRNA expression of cytokines and SAA in the endometrium.The aim
of this study was to correlate the ultrasonographic and hematological findings
with results of the microbiological cultures, endometrial cytology and
histopathology in mares with endometritis or poor reproductive history, assess
the influence of uterine flushings in the uterine environment and determine
which acute phase protein(s) might be used as a marker of systemic
inflammatory response and evaluate the influence of uterine lavages on the
uterine environment. Twelve Quarter Horse mares were divided into 2 groups:
control and with endometritis (n=6) and were evaluated for hematological
variables, uterine swab for microbiological culture, endometrial cytology, uterine
biopsy and serum electrophoresis for determination of acute phase proteins
concentrations before and after uterine lavage. The results of this study showed
that the microbial culture associated with endometrial cytology allowed easy
identification and classification of endometritis, and the histopathology was
necessary to identify subclinical and/or chronic endometritis and demonstrate
the integrity of the uterus. The uterine lavage proved to be a good method to
perform uterine clearance. However, the uterine lavage seems to promote a

local inflammatory response in some animals, which was higher in the control



group. Through this experimental model, we could not determine which protein
might be used as an acute phase marker of systemic inflammatory response.
We suggest the analysis of the APPs concentrations in the endometrial fluid

might be helpful to evaluate the local inflammatory response.

Keywords: electrophoresis, mares, uterus, histopathology, biopsy, transferring,
cytology, albumin
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l. INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva em éguas é geralmente baixa, sendo que dados
do ano de 2005 revelaram que 43% de éguas puro-sangue falharam em
conceber um potro vivo (THE BRITISH HORSE RACING BOARD, 2007).
Andlises de resultados obtidos em fazendas de criacdo de cavalos durante os
ultimos 20 anos indicaram taxas de prenhez e nascimento por ciclo estral de
55-65% e 43-45%, respectivamente (ALLEN et al., 2007; MORRIS; ALLEN,
2002).

A subfertilidade na égua constitui um dos maiores problemas na criacao
industrial equina, causando grande perda econOmica por impossibilitar a
producdo de um potro por ano (CONCHA-BERMEJILLO; KENNEDY, 1982).
Um dos aspectos mais importantes para que se mantenha a gestacdo € a
existéncia de um atero sem alteracbes anatdbmicas e histolégicas e
particularmente um endométrio sadio (KENNEY, 1978). Desta forma, o
diagnostico de subfertiidade em éguas reprodutoras torna-se de extrema
importancia na tentativa de prevenir ou minimizar tais perdas econémicas.

Dos ultimos 50 anos até hoje, a endometrite, condicdo que envolve
inflamacdo e muitas vezes, por consequéncia, infeccdo do endométrio das
eéguas, € uma das causas mais importantes e frequentes de infertilidade e de
baixa eficiéncia reprodutiva (CARD, 1997; NIKOLAKOPOULOS; WATSON,
1999; THOMASSIAN, 1996; TROEDSSON, 1999), além de ser um dos maiores
problemas na clinica dos equinos (DOIG et al., 1981). Considerando-se o
processo de endometrite, as éguas classificadas como susceptiveis sao
aquelas que apresentam falha no processo de limpeza uterina associada a
uma migracdo exacerbada de polimorfonucleares (PMNs) para o utero. Essas
alteracdes resultam em uma resposta inflamatoria exacerbada, com continua
migracdo de neutrofilos atraidos pela quimiotaxia originada pela presenca de
um corpo estranho, desta forma, tornando o ambiente uterino incompativel com
o desenvolvimento embrionario (TROEDSSON, 1999).
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O utero das éguas é mantido livre de contaminantes através de
mecanismos fisicos, imunologicos e de um sistema linfatico funcional
(MALCHITZZKY et al., 2007). As barreiras fisicas que impedem o0 acesso de
micro-organismos ao Utero sao a vulva (CASLICK, 1937; PASCOE, 1979), a
prega vestibulo-vaginal (HINRICHS et al., 1988) e a cérvix (LEBLANC et al.,
1995). Na espécie equina, independentemente do meétodo de cobertura
utilizado, o sémen é depositado na luz uterina, estando portanto, as barreiras
fisicas ultrapassadas. Neste caso, 0s espermatozoides, proteinas do plasma
seminal e bactérias do sémen e do pénis do garanhdo, sdo responsaveis pela
inducdo de uma resposta inflamatéria aguda (TROEDSSON, 1997). O utero
reage rapidamente a presenca do sémen através de um aporte de neutrofilos,
gue séo identificados no utero 30 minutos apds a cobertura (KOTILAINEN et
al., 1994), atingindo um pico inflamatério em 12 horas (KATILA, 1995;
TROEDSSON, 1997).

Algumas éguas sdo mais susceptiveis a endometrite persistente pos-
cobertura e caracterizam-se pela sua incapacidade de eliminar o processo
inflamat6rio em até 48 horas apdés a mesma. De um modo geral, éguas
susceptiveis apresentam caracteristicas em comum, como idade avangada,
histérico de falha reprodutiva em varias temporadas, episédios anteriores de
endometrite e de perdas gestacionais (TROEDSSON, 1997).

O emprego da transferéncia de embrides (TE) gerou um mercado
crescente  na equideocultura. Tal biotécnica possibilita um maior
aproveitamento do potencial genético e reprodutivo de animais de alto
desempenho (EIGENHEER-MOREIRA et al., 2007). Entretanto, no programa
de TE, o trato reprodutivo da égua € manipulado também no diestro, momento
em que se realiza a lavagem uterina para obtencédo dos embrides nas doadoras
e transferéncia do embrido nas receptoras. Sendo assim, assume-se que
éguas utilizadas em programas de TE estdo mais predispostas a desenvolver
endometrites.

A infeccdo bacteriana no limen uterino é uma das principais causas de

infertiidade em éguas (METTE et al.,, 2010). Anormalidades do ambiente
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uterino e de oviduto podem ser responsaveis por uma parte significante de
perda embrionaria (BALL et al., 1986; 1989), e inflamacdo secundaria a
infecgbes uterinas parece ser uma das causas primarias de ambiente subdtimo
(DIMOCK; EDWARDS, 1928 citados por ADAMS et al., 1987; SALTIEL et al.,
1986). Streptococcus equi ssp. zooepidemicus e Escherichia coli sdo as
bactérias mais comumente isoladas de eguas com endometrite (ALBIHN et al.,
2003), ambas as bactérias sdo comensais sobre as membranas mucosas e sao
consideradas patdgenos oportunistas (RIDDLE et al., 2007).

As proteinas de fase aguda (APPs) pertencem a uma familia de
aproximadamente 30 proteinas plasmaticas (BANKS et al., 1995) de derivacao
hepéatica (HULTEN et al., 1999). Durante quadro de inflamacdo, ocorre
aumento da sintese hepatica dessas proteinas, caracterizando resposta aguda
protéica (PETERSEN et al.,, 2004). Como resposta as infec¢des, essas
proteinas séo liberadas rapidamente na corrente sanguinea (CRISMAN et al.,
2008). As APPs podem ser classificadas em positivas e negativas, sendo APPs
positivas as que tém suas concentracbes aumentadas nos casos de
inflamacéo, e APPs negativas aquelas que tém sua sintese hepatica diminuida
(GRUYS et al., 2006).

A haptoglobina (Hp) € uma APP positiva (HEEGAARD et al., 1998;
PALLARES et al., 2008; PETERSEN et al., 2004) e o aumento de sua
concentracdo € indicativo de inflamacdo grave (FUERLL et al., 2005). A Hp,
durante o processo inflamatorio, tem as funcdes de remocdo de hemoglobina,
limitacdo na disponibilidade de ferro, inibicdo da quimiotaxia e fagocitose, além
de possuir acbes bacteriostatica e imunomoduladora (DELANGE et al., 1998;
MURATA; MIYAMOTO, 1993; SUFFREDINI et al., 1999).

A albumina (Alb) é a proteina extracelular mais abundante no sangue
(SHAMAY et al., 2005), considerada uma APP negativa (CERON; PARRA,
2005), porém, a diminuicdo de sua concentracdo pode ocorrer por deficiéncia
nutricional (WOLF, 2011). Em éguas sadias, observou-se 56% mais albumina

no liquido uterino do que no soro das mesmas (TUNON et al., 2008).



19

Diferentemente, éguas com metrite cronica apresentaram aumento na
secrecédo de albumina no liquido uterino (WIDDERS et al., 1984).

As transferrinas (TF) s@o as principais proteinas reguladoras de ferro
nos vertebrados, embora sejam também encontradas em invertebrados e
bactérias (AISEN, 1988). Embora haja contradi¢cdes quanto a sua classificacao
(MURATA et al., 2004), esta é uma APP negativa, e suas func¢des principais
sao transportar e armazenar ferro (AISEN; LISTOWSKY. 1980; BRIGGS et al.,
1999; FORESTA et al, 1986), além de possuir efeitos bactericida e
bacteriostatico (ARNOLD et al., 1980; DE JONG et al., 1990).

A a;-glicoproteina acida (AGP) é produzida pelo figado e classificada
como APP positiva (SMITH, 2005). Esta possui atividades biologicas
imunomoduladora e anti-inflamatdria, e atua como proteina de transporte
plasmético (CECILIANI et al., 2005; STAKAUSKAS et al., 2005).

A ceruloplasmina (Cp) é uma glicoproteina, cuja funcdo € transportar o
cobre utilizado na reparacdo tecidual e formacdo de colageno, além de
proteger as células e tecidos contra agentes oxidantes produzidos pelas células
fagocitarias e eliminar debris celulares, caracterizando assim o seu papel na
cicatrizacdo (CERON et al., 2005).

A inducdo experimental de endometrite por indculos de E. coli (Gram
negativa) em éguas promoveu um aumento significativo nas proteinas de
fase aguda (APPs) sistemicamente demonstrado pelo aumento nas
concentragfes da proteina amiloide sérica A (SAA) e fibrinogénio, leucopenia
transitéria e aumento da expressdo de mRNA de citocinas e SAA no
endométrio (METTE et al., 2010). Este desafio por E. coli também ocasionou
mudancas clinicas, sendo similar aos sinais clinicos observados ap6s a
infusdo intravenosa de lipopolissacarideo (LPS) purificado (CLARK;
MOORE, 1989; KIKU et al., 2003).

Em ovelhas (REGASSA; NOAKES, 1999) e vacas (SHELDON et al.,
2001), tém-se sugerido que as APPs sdo produzidas sistemicamente em
animais com endometrite clinica (WOLF, 2011). A concentracdo de Hp

aumentou em ovelhas com endometrite, ja em vacas com a mesma afeccéo,
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houve aumento nas concentracbes de Hp, AGP e Cp na presenca de
Escherichia coli e Arcanobacterium pyogenes (WOLF, 2011).

Estudo recente realizado apds inseminacdo artificial com sémen
congelado em éguas mostrou ndo haver aumento na concentracdo periférica
de APPs (NASH et al.,, 2010; WOLF, 2011). Foram relatados aumentos nas
concentracbes do endomério (128 vezes) e sistémicas (590 vezes) de SAA,
apos 24 horas de infeccdo bacteriana por E. coli (KOLM et al., 2006 e METTE
et al., 2010 citados por WOLF, 2011), sendo o mesmo observado com o
fibrinogénio plasmético, o qual aumentou 1,5 vezes em 24 horas. Em lavados
uterinos de éguas ao estro, observou-se maior quantidade de ol-antitripsina
(AAT) em relacdo ao diestro (SCUDAMORE et al., 1994; WOLF, 2011),
entretanto, ndo foi observada diferenca na concentracdo destas proteinas,
antes e depois da inducéo de endometrite com Streptococcus zooepidemicus
por estes mesmos autores. Atualmente, existem poucos relatos na literatura
sobre as APPs envolvendo endometrite (WOLF, 2011).

O exame citolégico do endométrio € o método auxiliar mais importante
no controle da saude genital da égua devido ao seu baixo custo, facil emprego
e a possibilidade de rapido diagnéstico de processos inflamatérios (MATTOS et
al., 1984) mesmo em quadros subclinicos. O exame do esfregaco corado a
partir do swab introduzido na cavidade uterina permite a identificacdo de
leucdcitos polimorfonucleares (PMN), sempre que houver inflamacédo do
endométrio (COUTO; HUGHES, 1984). Trata-se de uma técnica de exame
rapido que permite o diagndstico objetivo da endometrite, a avaliacao
terapéutica, e consequentemente a decisdo sobre cobertura ou ndo de uma
determinada égua durante o cio. Rotineiramente a técnica do swab € mais
utilizada, porém, ha outras técnicas de citologia endometrial, tal como a
substituicho do swab por uma escova ginecologica (ALVARENGA;
PASTORELLO, 1994).

Existem varios modos de interpretacdo das amostras citoldgicas
coletadas do Utero e métodos para sua coleta. O primeiro a descrever a técnica

para 0 exame de citologia endometrial foi Knudsen (1964). A presenca de
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neutréfilos no limen uterino, detectada pela citologia, € um indicador absoluto
de inflamacdo (ASBURY et al.,, 1984; CAUSEY et al., 2006), porém nao
determina a etiologia do processo (NIELSEN, 2005). Se somente poucos
neutréfilos sdo encontrados, varios autores tém aplicado o critério semi-
guantitativo para distinguir se a égua apresenta ou nao endometrite. Esses
métodos incluem a contagem de neutrofilos por campo, neutrofilos por lamina,
namero de neutréfilos em relacdo as células epiteliais, ou da percentagem de
neutréfilos: > 1 neutréfilo por campo em 240x; > 5 neutréfilos por 10 campos
em 400x; proporcdo de neutrofilos: células epiteliais: > 1%; > 2%; > 10%
(AGUILAR, et al., 2006).

Alguns autores usam o0 sistema positivo-negativo, enquanto outros
guantificam o grau de inflamacdo (CARD, 2005). Outros graduaram a
severidade da endometrite levando em consideragdo o porcentual de
neutréfilos em relagdo as células epiteliais, onde 0 a 3% de leucocitos ndo séao
considerados inflamacéo, 4 a 15% de leucdcitos indica inflamacéo leve, 16 a
50% inflamacdo moderada e, > 50% inflamacédo severa (CRICKMAN; PUGH,
1986). Na rotina, esta Ultima metodologia é citada como uma das mais
utilizadas (CARD, 2005).

A biopsia endometrial associada ao exame histopatoldgico
posteriormente, proporciona informacdes importantes sobre as condi¢cdes do
endométrio, permitindo uma correlacdo entre os achados histopatoldgicos e a
futura perspectiva da performance reprodutiva das fémeas (QUEIROZ, 1991).
A investigacdo histopatologica do endométrio tem demonstrado importancia
diagnéstica e progndstica, tornando a bidpsia o método mais preciso para a
avaliacdo da situacdo morfofuncional do endométrio (DOIG et al., 1981). A
bidopsia endometrial oferece como vantagens ser uma técnica relativamente
facil, segura (DOIG et al.,, 1981; KENNEY; DOIG, 1986; RICKETTS, 1975;
VAN CAMP, 1988), a qual pode ser realizada com um minimo de instrumental
e nao estando associada com dor ou desconforto do animal (RICKETTS,
1975).
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Foi observado no exame ultrassonografico que éguas susceptiveis
acumulam praticamente o dobro da quantidade de liquido no interior do Utero
guando comparadas as eéguas resistentes pds-inseminacdo artificial,
diferentemente daquelas que passaram por um desafio bacteriano as quais
apresentaram acumulo de liquido no utero 6 vezes maior do que as éguas
resistentes (TROEDSSON; LIU, 1992), talvez porque esse tipo de desafio seja
capaz de provocar uma exsudacdo mais intensa do que aquela vista em
resposta a presenca do sémen (FIORATTI, 2010).

A quantidade e a ecogenicidade do liquido uterino observadas e
consideradas significantes ndo estdo bem estabelecidas. Pode ser que a
guantidade seja mais importante que a nhatureza ecogénica. Isso €
particularmente verdadeiro no liquido presente durante o estro. Em geral, se
notado ao exame ultrassonografico uma coluna com altura maior que 1 cm de
liquido dentro do limen uterino no estro, deve-se tentar remové-lo antes da
cobricdo (por exemplo, ministrando ocitocina). Se o volume for > 2cm, devera
ser coletada uma amostra para avaliar a presenca de células inflamatorias e
bactérias. A égua podera, entdo, necessitar de tratamento com lavagens
uterinas (LEY, 2006).

Atualmente, admite-se que nenhum modelo exista para atuar como
padrdo ou controle no estudo da endometrite (LIU; TROEDSSON, 2008). Além
disso, diferentes parametros tém sido utilizados como marcadores da
inflamacéo em estudos realizados in vivo (FUMUSO et al., 2007; KOTILAINEN
et al., 1994) e in vitro (WATSON et al., 1987; WATSON, 1989).

Os objetivos do presente estudo foram verificar a concordancia entre os
achados de exames ultrassonograficos e hematoldégicos com culturas
microbioldgicas e citologia endometrial de éguas que apresentam endometrite
clinica ou historico reprodutivo insatisfatorio, avaliar a influéncia das lavagens
no ambiente uterino e determinar qual(is) proteina(s) de fase aguda poderia(m)

ser utilizada(s) como marcador da resposta inflamatdria sistémica.



23

ll. MATERIAL E METODO

2.1 Caracterizagao dos animais

Foram utilizadas 12 éguas da raca Quarto de Milha em programa de
transferéncia de embrides por no minimo 2 estacbes de monta consecutivas,
com idade variando entre 10 e 25 anos (15,9 + 4,4 anos), divididas em dois
grupos com seis animais cada. Os animais foram escolhidos aleatoriamente de
acordo com a casuistica do haras e divididos em dois grupos.

O Grupo Controle (GC) foi composto por seis animais (14,3 £ 3,6 anos)
considerados reprodutivamente normais (Cl1 a C6), sem histérico de
endometrite, apresentando taxas de recuperacdo embriondria superior a 70%
por no minimo duas estacées de monta anteriores, com resultados de exames
ginecoldgicos, citologicos, e hematologicos normais antes de serem incluidos
previamente ao estudo.

O Grupo Experimental (GE) foi composto por seis animais (15,5 = 5,4
anos) com histdrico reprodutivo insatisfatorio (E1 a E6), apresentando taxas de
recuperagdo embrionaria inferior a 50%, achados ultrassonogréaficos
compativeis de endometrite e com acumulo de liquido intrauterino ao estro, ou
histérico de endometrites bacterianas confirmadas anteriormente por citologia
associado a cultura e antibiograma, ou ainda animais com histérico de exames
histologicos sem a presenca de isolamento bacteriano.

As amostras foram colhidas em uma central de transferéncia de
embrides na cidade de Aracatuba. Todas as éguas receberam alimentacdo a
base de racdo comercial', aproximadamente 1% do peso vivo e pastagem de
Tifton de boa qualidade, além de agua e sal mineral® ad libitum. Todos os

animais foram vermifugados® a cada sessenta dias.

lFertiIié, Socil®, Descalvado, SP.
*Mineral ADE, Socil®, Descalvado, SP.
*lvermectina Gel Composto, Ourofino Sadde Animal®, Cravinhos, SP.
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As éguas foram avaliadas diariamente por exame ultrassonografico
utilizando-se probe linear retal de 5,0 MHz* e palpacéo transretal para deteccéo
do estro e mensuracdo dos foliculos dominantes (> 28mm e < 33 mm de
diametro). Para o Grupo Experimental, ao se detectar volume > 2cm (altura da
coluna de fluido) no utero ao exame ultrassonogréfico, realizou-se a colheita
de material para citologia e cultura microbiolégica do liquido uterino (LEY,
2006) e biépsia endometrial para avaliacao histopatologica.

Enrofloxacina® (5 mg/kg, IM, SID) foi administrada a todos os animais do

1° até o 7° dia apds o inicio da colheita das amostras.

2.2 Hemograma completo

Sangue venoso jugular (5 mL) foi colhido das éguas, utilizando-se tubos
a vacuo ® com anticoagulante (K3EDTA) para realizacdo de hemograma

completo no inicio do cio (dia 0) e nos dias 2, 4 e 6 ap0s 0 inicio do cio.

2.3 Cultivo e isolamento bacteriano

Apds a higienizacdo da regido perineal, procedeu-se com a colheita de
material bioldgico utilizando-se um swab uterino para o cultivo microbiologico,
imediatamente anterior a citologia uterina. A técnica de colheita de material
ocorreu conforme descrito por Alvarenga e lwana de Matos (1990). Os swabs
foram acondicionados em meio de transporte de Stuart e encaminhados ao
laboratorio de microbiologia da Faculdade de Medicina Veterinaria Julio de
Mesquita Filho — UNESP, campus de Aracatuba para realizacdo do cultivo e
isolamento microbioldgico. As colheitas ocorreram no inicio do cio (dia 0), e no

4° dia apos o inicio do cio. O material foi semeado em meio de agar sangue e

* Ultrassom Mindray  DP 3300 VET, Shenzhen, China.
> Zelotril 10%, Agener Unido Saude Animal, Pouso Alegre, MG, Brasil
6Vacutainer, Becton-Dickinson, Plymouth, UK.
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MacConkey, por um periodo de 24, 48 e 72 horas em atmosfera de aerobiose e
em estufa bacteriologica a temperatura de 37°C. Para isolamento e
identificacdo dos micro-organismos apés o periodo de incubagéo, as amostras
foram coradas ao Gram e submetidas a bateria de provas bioquimicas (QUINN,
1994) para identificacdo de género e quando possivel espécie. Para membros
da familia Enterobacteriaciae utilizou-se Kit para Enterobactérias’, e para cocos

Gram positivos utilizou-se a técnica descrita por Quinn (1994).

2.4 Citologia endometrial

Apoés a higienizacao da regido perineal, procedeu-se com a colheita de
material para a realizacdo da citologia uterina exfoliativa. As colheitas
ocorreram no inicio do cio (dia 0), e no 4° dia ap6és o inicio do cio, logo apoés a
colheita de material para cultivo microbiolégico, conforme técnica descrita por
Alvarenga e Iwana de Matos (1990). ApOs a introducdo da ponta do
instrumento de citologia dentro do lumen uterino, através da passagem pela
cérvix, a haste de metal era posicionada no corpo do Gtero e uma vez em
contato com a superficie uterina, a escova exposta e girada consecutivamente
5 vezes para a obtencdo do material. As laminas confeccionadas a partir da
colheita foram secas a temperatura ambiente e coradas pelo método Pandético
rapido®. A leitura das amostras foi feita realizada em microscopia 6ptica em
aumento de 1000x de forma aleatéria, e classificou-se o processo inflamatério
considerando a porcentagem de células inflamatorias/200 células (Tabela 1).

Realizou-se também a contagem relativa de neutréfilos em 200 células
contadas, considerando-se, no minimo, a presenca de 10 células por campo e
a classificacdo do processo inflamatorio foi obtida pela relacdo entre o numero
de células endometriais e neutréfilos, conforme relatado por Alvarenga e lwana

de Matos (1990). A porcentagem de neutrdéfilos presentes em uma amostra de

7 . . . .
Newprov, Pinhais, Parana, Brasil.

8 . 4 .
Laborclin, Parand, Brasil.
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citologia endometrial € usada para determinar o grau da inflamacéo presente

no Utero, conforme descrito por Brook (1993).

Tabela 1 — Determinagéo do grau de inflamacgé&o uterino em éguas da raca Quarto de Milha

Porcentagem de células - .
inflamatdrias Classificagao
0-3% Normal ao estro
3-10% Endometrite leve (+)
10 — 30% Endometrite moderada (++)
30 — 50% Endometrite moderada a severa (+++)
50 — 70% Endometrite severa (++++)
>70% Endometrite muito severa (+++++)

2.5 Biopsia uterina e exame histopatologico

As bidpsias uterinas foram obtidas de todos os animais nos dias 0 (inicio
do cio) e 4° dia ap6s o cio com o auxilio de uma pinca de bidpsia equina. A
pinca foi posicionada na base de um dos cornos uterinos, local clinicamente
chamado de regidao de implantacdo do embrido (CARVALHO, 2008), e a
amostra foi retirada cuidadosamente do instrumento com uma agulha para
evitar danos como artefato de técnica na lamina (SAMPER et al., 2007). Todas
as amostras foram fixadas em formalina a 10% (McKINNON, 2010), sendo
posteriormente transferidas para alcool 70% ap6s 24 horas, para posterior
inclusdo em parafina. Cortes com trés micrometros de espessura foram obtidos
e corados pelo método da hematoxilina-eosina (HE) (PORTO et al., 2011). As
amostras foram identificadas por niameros, ndo sendo conhecidos 0 home da
égua e O grupo a que pertenciam no momento da avaliagdo pelo
patologista.Foram avaliados o epitélio luminal quanto ao nimero de camadas,
morfologia celular e presenca de células inflamatdrias; os estratos compacto e

esponjoso quanto a presenca de células inflamatdrias; e os vasos quanto a
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presenca de perivasculite (KELLER, 2004). A classificacdo do grau de

endometrite foi feita segundo Kenney e Doig (1986).

2.6 Lavagens uterinas

Apds a higienizacdo da regido perineal, foram realizadas lavagens
uterinas durante cinco dias consecutivos; dia 0 ao 4° dia ap6s o inicio do cio
(logo apdés colheita de material microbiologico, citologia endometrial e
histopatolédgico). A lavagem uterina foi realizada apés a transposicao da cérvix
com o dedo indicador e o posicionamento da sonda uterina modelo bivona®
estéril, cujo balonete foi inflado com 50 mL de ar e tracionado caudalmente até
obstruir o 6Ostio cervical interno. Foram infundidos primeiramente 120 mL de
solucéo aquecida a 38°C de Ringer com Lactato™ no limen uterino, seguido de
sifonagem do liquido em copo coletor estéril, e posteriormente 1 litro de
solucao isotdnica Ringer com Lactato® aquecida a 38°C, para a lavagem uterina

e a remocao do material acumulado. O procedimento foi repetido trés vezes.

2.7 Eletroforese

Para a confeccao dos diferentes géis, foram utilizados produtos Sigma.

2.7.1 Gel de separacéao

A preparacao do gel de separacdo a 10% consistiu de 14,28 mL de agua
deionizada, de 7,08 mL de solugéo Tris-HCL 2 M (pH 8,8), 12,6 mL de
Acrilamida/Bis (30%T/1,866%C), 2,04 mL de Glicerol (PM 92,09), 760 uL de

? Bioniche Animal Health, Belleville, Ontario, Canada.
1% Jp Industria Farmacéutica, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.
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solucdo de EDTA 0,5 M (pH 8,3), 760 uL de solucdo de SDS 10% (Lauril
Sulfato de Sodio), 290,4 uL de Persulfato de Aménia a 10% e 32,4 uL de
Tetrametil-etilenodiamina (TEMED).

2.7.2 Gel de empilhamento

Para a preparacao do gel de empilhamento a 4% foi utilizado 4,74 mL de
agua deionizada, 720 uL de solug¢do Tris-HCL 0,617M (pH 6,8), 1,2 mL de
Acrilamida/Bis (30%T/1,866%C), 360 uL de Glicerol (PM 92,09), 147,6 uL de
solucédo de EDTA 0,5 M (pH 8,3), 147,6 uL de solucdo de SDS 10% (Lauril
Sulfato de Sdédio), 72 uL de Persulfato de Amodnia a 10% e 15,6 uL de
Tetrametil-etilenodiamina (TEMED).

2.7.3 Solucao tampéo de corrida

A solucdo de tampao concentrada 10 vezes consistiu de 63,2 g de

trizma-base, 39,9 g de glicina, e 10 g de SDS e completado o volume com 1000

mL de agua destilada. Para cada corrida a solucdo foi diluida formando uma

concentragdo de 1%, ou seja, 90 mL de agua deionizada com 10 mL de

solugéo concentrada 10%.

2.7.4 Amostras

2.7.4.1 Soro
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Em um tubo de polipropileno! de 1,5 mL foram colocados 10 uL de
amostra pura de soro sanguineo, acrescidos de 20 uL de tampéo de amostra
para proteinas desnaturadas (consiste em 10 mL de lauril sulfato de sédio a
10%, 4 mL de EDTA 0,5 M, 5 mL de triz-fosfato 0,617 M (pH 6,8), 3 mL de 2-
mercaptoetanol, 10 mL de glicerol, 18 mL de agua deionizada e 5 mg de azul
de bromofenol) e 30 uL de solucdo tampédo de fosfato salina livre de calcio
(PBS, pH 7,2). A solugcao foi homogeneizada varias vezes para uma mistura
adequada e posteriormente aquecida durante 10 minutos a 100°C utilizando
banho seco para desnaturacdo das proteinas. Por fim, as amostras foram
homogeneizadas novamente e colocadas cada uma em um poco diferente do
gel de eletroforese, sendo realizada a confeccdo de um mapa de cada gel para

identificacdo das amostras.

2.7.5 Corrida eletroforética

Apébs a colocacdo das placas de gel, solucdo tampédo de corrida e as
amostras, a cuba'? foi conectada & fonte de energia regulando para 20
miliamperes por gel mantido até que todas as amostras ultrapassassem o gel
de empilhamento, alterando para 24 miliamperes por gel até o final da corrida.

Durante a corrida foi observado para que a voltagem nao ultrapassasse 220V.

2.7.6 Coloracédo dos géis

Ap6s o término da corrida, os géis foram retirados da cuba®? e colocados

cada um em uma vasilha de vidro acrescido de corante Coomassie Blue 0,2%
(Brilliant Blue R-250) a base de metanol (50%), acido acético glacial (10%),

! Microtubo de centrifugacdo, Axygen Brasil Brasil.
12 cuba SE 600 Ruby®, Amersham Biosciences-GE Healthcare Life Sciences, Sao Paulo, SP.
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agua (40%) e coomassie blue (0,2%), durante 2 horas, mantidos em um

agitador horizontal®.

2.7.7 Descoloracao dos géis

O corante foi retirado e acrescentado uma solucdo descorante (usada
uma vez) overnight (25% de metanol, 10% de &cido acético glacial e 65% de
agua destilada). No dia seguinte, a solucdo de descorante foi retirada e
colocada uma solucdo de descorante nova mantida até que o gel estivesse

descorado o suficiente para realizacdo da leitura.

2.7.8 Leitura dos géis

As concentracOes das fracdes protéicas foram determinadas por um
fotodocumentador computadorizado®. As fraces de proteinas de fase aguda
foram identificadas utilizando-se como referéncia um marcador de peso
molecular de 6.500 a 200.000 daltons e pela comparacdo com a mobilidade
eletroforética da ceruloplasmina, albumina, haptoglobina e glicoproteina acida
purificadas. Os valores das concentragdes das proteinas constituintes de cada
fragdo foram determinados pela proporcado destas em relagédo aos valores da
proteina total de cada momento (FAGLIARI et al., 1998; SAQUETTI et al.,
2008).

2.7.9 Anélise estatistica - Eletroforese

B Agitador horizontal EL 445, Grupo Insight Ltda., Ribeirdo Preto, SP.
Y1As 4000, GE Healthcare Life Sciences, Sdo Paulo, SP.
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Os dados obtidos para cada parametro estudado, nos diferentes grupos
experimentais, foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com parcelas subdivididas,
seguida da comparacdo entre as médias pelo teste de Tukey. Os dados séo
apresentados como média = desvio padrdo. Os dados foram considerados

significativos com valor de P < 0,05 para os diferentes tempos.

IIl. RESULTADO E DISCUSSAO

N&o foram observadas diferencas significativas em relacdo aos
parametros dos hemogramas ao longo do tempo ou entre 0s grupos.

Nos dias 0, 2 e 4 ap6s o inicio do cio, a égua C3 do grupo controle
apresentou leve leucocitose (14,6 x 10°%L, 14,8 x10%L e 14,3 x10%L,
respectivamente) por neutrofilia (11,4 x 10%L, 11,6 x10%L e 11,1 x10°%L,
respectivamente) (RADOSTITS et al.,, 2002). Entretanto, esta égua n&o
apresentava sintomatologia clinica de qualquer enfermidade infecciosa,
apresentando citologia endometrial normal e a cultura microbiologica negativa.
Durante o periodo de realizagdo das colheitas de material, houve em
determinada época do ano um surto de influenza equina no haras, sendo que
nenhum dos animais do estudo apresentou sintomatologia clinica. Entretanto,
acredita-se pelo resultado dos hemogramas, que este referido animal podia
estar se recuperando de uma infeccdo subclinica devido a um possivel contato
com o virus.

Os resultados das culturas microbiologicas uterinas estao apresentados
na Tabela 2. Quatro animais (4/6) do Grupo Controle (C1, C2, C3 e C6)
apresentaram resultado negativo nos dias 0 e 4. O crescimento bacteriano em
um ou ambos os momentos estudados em outros 2 animais do grupo controle
sem a presenca de PMNs na citologia uterina € indicativo de uma
contaminacdo durante a coleta (LANGONI et al., 1999). Foi observado o

isolamento de Streptococcus spp. em 50% dos animais do grupo experimental
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(3/6), semelhantemente aos dados descritos por Langoni et al. (1994), sendo o
Streptococcus p-hemolitico considerado o principal agente envolvido na

casuistica de infeccdes do trato genital de éguas (CARVALHO, 2008).

Tabela 2 - Cultura Microbiana com swab intrauterino em Eguas da raca Quarto de Milha

Grupo Experimental Grupo Controle
Animal Dia 0 Dia 4 Animal Dia 0 Dia 4
E1l Candida albicans Negativo C1 Negativo Negativo
E2 Pasteurella multocida  Streptococcus spp Cc2 Negativo Negativo
E3 Streptococcus spp Streptococcus spp C3 Negativo Negativo
E4 Providencia rettigeri  Pseudomonas spp C4 Pseudomonas spp Pseudomonas spp
E5 Streptococcus spp Negativo C5 Pseudomonas spp Negativo
E6 Candida albicans Negativo C6 Negativo Negativo

O animal E2 no dia 0, apresentou na cultura microbiologica Pasteurella
multocida, sendo isolado apenas Streptococcus sp. no dia 4. Devido ao fato de
ter sido realizado antibioticoterapia em todos os animais, o medicamento
utilizado pode ter inibido o crescimento da Pasteurella multocida no dia 4, e o
Streptococcus spp., que provavelmente ja estava presente na amostra do dia 0
e ndo havia sido isolado, apresentou crescimento positivo, indicando a
ineficacia da enrofloxacina para esta bactéria.

O lavado uterino com baixo volume tem sido proposto como alternativa
para andlises microbiologica e citolégica no diagndéstico de endometrite para
éguas inférteis ou subférteis (LEBLANC et al., 2007; LIU; TROEDSSON, 2008).
O primeiro relato do uso de lavado uterino com baixo volume foi realizado por
Ball et al. (1988), onde demonstraram ser uma técnica em inclusdo potencial,
como um método mais efetivo para identificacdo de patdogenos bacterianos e
resposta inflamatéria, com énfase em éguas inférteis e subférteis, entretanto
optamos pela técnica convencional de citologia exfoliativa por ser uma técnica
mais simples, com mais citacbes na literatura e muito mais empregada a

campo.
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No presente estudo, foi realizada a citologia exfoliativa com utilizacédo de
escova ginecoldgica e a classificacdo do processo inflamatério foi obtida pela
relacdo entre o numero de células endometriais e neutréfilos, conforme descrito
na literatura (ALVARENGA; IWANA DE MATOS, 1990; BROOK, 1993;
CRICKMAN; PUGH, 1986). Segundo estes autores, a porcentagem de
neutroéfilos presentes em uma amostra de citologia endometrial pode ser usada
para determinar o grau da inflamacéo presente no Utero (ALVARENGA; IWANA
DE MATOS, 1990; CRICKMAN; PUGH, 1986).

As Tabelas 3 e 4 demonstram, respectivamente, a quantidade de células
inflamatdrias no citologico dos grupos controle e experimental, e as Figuras 1 e
2 demonstram, respectivamente, a quantidade de células inflamatoérias e PMNs
no citolégico dos grupos controle e experimental. Como esperado, as éguas do
grupo controle apresentaram valores de células inflamatérias PMNs menores
que 3% no dia 0 (Figura 1), o que as caracteriza como fisiologicamente
normais, ou seja, sem endometrite. Embora tenham apresentado um aumento
na porcentagem de células inflamatérias na analise citoldgica realizada no dia
4, isso provavelmente ocorreu devido & maior manipulacédo do ambiente uterino

e as lavagens uterinas nos dias subsequentes ao dia O.

Tabela 3 - Citologia endometrial do Grupo Controle

Grupo Controle

Dia 0 Dia 4
_ % células Classificagdo da _ % células Classificagdo da
Animal | a- o torias endometrite inflamatorias endometrite

C1 4 endometrite leve (+) 215 endometrite moderada (++)
Cc2 1,5 normal 4,5 endomerite leve (+)

C3 2 normal 5 endomerite leve (+)

C4 3,5 endometrite leve (+) 9,5 endomerite leve (+)

C5 2 normal 215 endometrite moderada (++)
C6 0,5 normal 22 endometrite moderada (++)
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Em relacdo aos exames citoldgicos referentes ao grupo experimental, os
resultados apresentados para o dia O foram semelhantes aos obtidos por
Fioratti (2010), nos quais as éguas susceptiveis & endometrite apresentavam
celularidade inflamatéria superior a 3%, caracterizando um quadro de
endometrite leve (ALVARENGA; PASTORELLO, 1994).

No presente estudo, apos analise da citologia endometrial exfoliativa,
constatou-se a presenca de neutréfilos anteriormente a lavagem uterina nas
éguas do grupo experimental, consideradas susceptiveis a endometrite,
diferindo do grupo controle que apresentava quantidade de neutréfilos dentro
dos valores considerados normais. Todas as éguas controle apresentaram
citologia compativel com o aceitavel para o estro, enquanto as éguas
susceptiveis apresentavam, nesse mesmo periodo, mais do que 5% de
neutrofilos, indicando inflamacao ativa (CARD, 2005). Observou-se também
gue apenas trés éguas susceptiveis (experimentais) apresentaram inflamacgéo
(< 15% de PMNs) anteriormente a lavagem uterina, mas com acumulo de

liquido no limen uterino.

Tabela 4 - Citologia endometrial do Grupo Experimental

Grupo Experimental

Dia 0 Dia 4
Animal | % célu!a_s Classificacdo da endometrite | . % célu!a_s Classificacdo da endometrite
inflamatodrias inflamatorias
El 4 endometrite leve (+) 10 endometrite leve (+)
E2 10 endometrite leve (+) 12 endometrite moderada (++)
E3 56 endometrite severa (++++) 26,5 endometrite moderada (++)
E4 6 endometrite leve (+) 16 endometrite moderada (++)
E5 17,5 endometrite moderada (++) 36,5 endomerite moderada a severa (+++)
E6 16 endometrite moderada (++) 18,5 endometrite moderada (++)

Observa-se a influéncia das lavagens uterinas no resultado da citologia
endometrial, quando comparados os dias 0 e 4, onde houve aumento

significativo na porcentagem de células inflamatérias no dia 4 de todas as
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eéguas (Figura 1), e de ambos 0s grupos, exceto para a égua E3 do grupo
experimental (Figura 2), que apresentou 56% de células inflamatérias no dia 0
e 26,5% no dia 4. Todos os animais de ambos 0s grupos, com excecao da
égua E3 do grupo experimental, apresentaram aumento da celularidade
inflamatoria no dia 4 em relagdo ao momento inicial, comprovando que a
manipulagéo e a lavagem do utero contribuiram para aumentar a inflamacao
intrauterina (Figuras 1 e 2). O fato do numero de células inflamatérias ter
diminuido no dia 4 na égua E3 em relacdo ao dia 0 poderia ser explicado pela
lavagem uterina ter removido algumas células,

principalmente
polimorfonucleares, aderidas superficialmente ao endomeétrio.
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FIGURA 1 - Quantidade de PMNSs na citologia endometrial em relacéo a quantidade de células
inflamatérias totais no grupo controle nos dias 0 e 4 apds o inicio do cio.

A endometrite também pode ser classificada de acordo com a
porcentagem de células inflamatérias totais presentes no exame citologico
(ALVARENGA; IWANA DE MATOS, 1990; CARD, 2005; CRICKMAN;
PUGH,1986). Neste estudo, observou-se que todas as éguas do grupo
experimental apresentavam celularidade inflamatoria acima de 3% no dia 0, o

gue as classifica com o quadro de endometrite leve. Ja no grupo de éguas
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controle, apenas as éguas Cl e C4 apresentaram porcentagem de células
inflamatorias no dia O superior a 3% (4 e 3,5%, respectivamente), enquanto o
restante dos animais apresentou quantidades inferiores a 3%, sendo
consideradas como éguas normais ao estro. Ainda, ambos os animais (C1 e
C4) apresentaram valores de PMNs < 3%, analisando a relagdo PMNs / células
inflamatorias totais, como apresentado na Figura 3. Comparando-se estes
resultados com a classificacao apresentada por Brook (1993), onde a presenca
de valores < 5% de PMNs indica um endométrio ndo inflamado, de 5 a 15%
uma inflamacéo média, de 15 a 30% uma inflamacdo moderada e acima de
30% uma inflamacao severa, € possivel classificar estes dois animais como

normais para a fase de estro do ciclo estral em que se encontram.
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FIGURA 2 - Quantidade de PMNs na citologia endometrial em relagdo a quantidade de células
inflamatdrias totais no grupo experimental nos dias 0 e 4 apds o inicio do cio.

A analise citologica uterina em todos os animais nos dias 0 e 4
(contagem de células PMNs e mononucleares) mostrou uma prevaléncia de
células polimorfonucleares, com excecao ao dia 0 da égua E1 que apresentou

100% de células inflamatérias mononucleares (8 células mononucleares),
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caracterizando um processo inflamatorio crénico, classificado como

endometrite leve (Figura 3).

100 -

90 -

80 -

70 -

60 -

50 -

40 -

30 -

20 -

10 -

0_| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | I |
O & O & O 8 O 8 O & O 8 O O & O 8 O O < o <«
F FEFEEEFEFERFREFEREEREEEEEERFRERRRE -
T =« N N M oM n n W O I« =& N N N N < < 1N 1N O O
| N Ry I I I By W R W e N Iy N e NN e N FE R I T R O I G N O N O I O N O N O R O R G R O R O R O |

B Celularidade Inflamatdria Polimorfonucleares (%)

FIGURA 3 - Relacdo (%) de PMNs e células inflamatdrias totais na citologia endometrial de

cada individuo.

Eguas com evidéncia de inflamacdo na avaliacdo citologica e
contaminacao bacteriana apresentam menores taxas de prenhez, apesar da
pequena correlacdo entre esses testes (FIORATTI, 2010). Tanto a citologia
endometrial quanto a cultura bacteriana sdo métodos diagndésticos utilizados
para identificar as éguas com endometrite, pois as taxas de prenhez diminuem
guanto maior a inflamacéo e a infeccdo (RIDDLE et al., 2007). Entretanto,
neste estudo, a cultura microbioldgica identificou em 33,3% das éguas do
Grupo Controle (2/6) a presenca de bactérias em pelo menos um dos
momentos analisados, 0 que sugere possivelmente contaminagdo das
amostras do swab em meio Stuart, pois ndo houve correlagdo com os achados
hematolégicos, ndo houve presenca de fluido uterino na ultrassonografia diaria
e a citologia endometrial ndo apresentou celularidade compativel com
endometrite, diferindo dos achados de Digby e Ricketts (1982) que relataram
gue 91% das éguas com evidéncia clinica de endometrite persistente

apresentaram citologia compativel, mas somente 45% das amostras foram
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positivas na cultura. Ainda, foi possivel identificar a presenca de pseudohifas
de Candida albicans (Figura 4) na citologia no momento inicial de avaliagéo de
um dos animais do grupo experimental (E6), porém, 4 dias apdés o inicio do cio,
tanto a citologia como a cultura microbiologica foram negativas. Atribui-se esse
resultado a realizagdo de lavagens uterinas consecutivas, que promovem a
limpeza fisica do utero e diminuem a carga microbiolégica (McKINNON, 2010).
A lavagem uterina também promove uma leve reacao inflamatéria que auxilia
na limpeza do utero (McKINNON, 2010), possivelmente pelo aumento da

fagocitose de PMNSs.

c d

FIGURA 4 - Aspectos citotoldgicos do endométrio de éguas com caracteristicas de inflamacé&o, obtidos de
animais dos Grupos Controle (a, b) e Experimental (c, d). Coloracdo H.E. Aragatuba, 2012.
a) C5TO — Citologia endometrial normal ao estro do animal Grupo Controle no dia 0 (40x).
b) C5T4 - Citologia endometrial do animal Grupo Controle no 4° dia ap6s inicio do estro —
endometrite moderada com presenca de PMNs (40x).
c) E6TO — Citologia endometrial do animal Grupo Experimental no 4° dia apds inicio do estro —
endometrite moderada e presenca de pseudohifas (seta) de Candida albicans (40x).
d) E6TO — Citologia endometrial do animal Grupo Experimental no 4° dia apds inicio do estro —
endometrite moderada e presenca de pseudohifas (seta) de Candida albicans (100x).
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Dois animais (2/6) do grupo controle apresentaram cultura
microbiolégica positiva para Pseudomonas sp. Esses resultados associados a
citologia endometrial indicam que o processo de colheita de material
apresentou crescimento bacteriano devido a contaminacdo ambiental, sendo a
Pseudomonas sp. uma bactéria ambiental.

Os resultados das avaliacbes das bidpsias uterinas estdo demonstrados
na Tabela 5. Neste estudo, ao se comparar os achados histopatolégicos nos
grupos controle (C) e experimental (E), observou-se muita semelhanca entre as
bidpsias realizadas nos dias 0 e 4 (Tabela 6). De acordo com o diagndstico
histopatolégico, neste estudo houve presenca acentuada de fibrose
periglandular em praticamente todas as amostras (Figura 5), o que ¢€ justificado
pela idade da maioria dos animais, considerados muito idosos e pelo fato de
estarem sendo submetidos a programas de TE h& muitos anos. Estes achados
sdo semelhantes aos encontrados anteriormente (McKINNON et al., 2010),
onde se relata que a idade das éguas e 0 numero médio de anos vazia
aumenta gradualmente de acordo com a severidade da fibrose endometrial.
Estes mesmos autores realizaram 700 bidpsias endometriais em éguas
inférteis ou subférteis e observaram fibrose endometrial em 88% das amostras.
Ainda, os resultados do presente estudo sdo semelhantes aqueles descritos
por Ricketts e Alonso (1991), que associaram a fibrose degenerativa com a
idade, verificando que éguas até 9 anos ndo devem apresentar sinais
degenerativos, éguas até os 13 anos devem apresentar apenas sinais
discretos, éguas até os 15 anos sinais moderados e éguas com mais de 17
anos podem apresentar sinais avancados de alteragbes degenerativas
crbnicas. A observacdo de fibrose difusa € normalmente indicativa de mau
prognéstico, ou seja, a manutencdo de gestacdes torna-se praticamente
impossivel (McCUE, 2008). Entretanto, a presenca de fibrose difusa no
endométrio ndo inviabiliza a utilizacdo destes animais como doadoras de

embrido.
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Tabela 5 - Classificacéo das bidpsias endometriais nos dias O e 4 apds inicio do cio, segundo Kenney e

Doig (1986)
Grupo Controle Grupo Experimental
Animal Dia 0 Dia 4 Animal Dia 0 Dia 4
C1 1B 1B El 11B 11B
Cc2 1B 1B E2 1A 1A
C3 1] 1B E3 1] 1]
C4 11=3 A E4 1] 1]
C5 1B 1B E5 11B 11B
C6 11 1l E6 1B 1B

| - Endométrio normal ou alteracdes inflamatdrias insignificantes
IIA - Discreto Infiltrado inflamatério, fibrose envolvendo glandulas individuais

1IB - Moderado infiltrado inflamatério - fibrose glandulas endometriais no estrato esponjoso

Il - Severo infiltrado inflamatério - severa fibrose periglandular, com as glandulas em formacao de ninhos
isolados por fibrose, com ou sem lacunas linfaticas

No presente estudo, 83,33% (5/6) das eéguas do grupo experimental
apresentaram infiltrado mononuclear difuso nos estratos esponjoso e/ou
compacto (Figura 5), e apenas uma égua (16,66%) apresentou aumento de
células mononucleares no dia 4 em relacdo ao dia zero. Ainda, 33,33% (2/6)
das éguas do grupo experimental apresentaram metrite difusa cronica nos dias
0 e 4. Estes dados revelam que os animais do grupo experimental, com
histérico de acumulo de fluido uterino a ultrassonografia, resultado insatisfatorio
nos programas de TE, apresentaram resultado microbiolégico positivo e
diagnostico de endometrite através do exame de citologia endometrial. Nos
resultados da avaliacdo histopatoldégica observou-se também uma alta
incidéncia de endometrite cronica, demonstrando assim a severidade e
cronicidade do processo inflamatério. Estes achados evidenciaram que o0s
animais do presente estudo apresentaram relativamente um nimero maior de
éguas com endometrite crénica do que a literatura encontrada, diferentemente
do citado por McKinnon et al. (2010). Estas variacbes podem ter ocorrido

devido a diferenca do numero de animais utilizados nos experimentos, faixa
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etaria, e ainda, pelo fato das éguas estudadas serem utilizadas como doadoras
de embrido ha muito tempo, diferentemente daquelas do estudo citado
anteriormente (McKINNON et al., 2010) que foram consideradas subférteis ou
inférteis devido a reducéo significante da porcentagem de paricdo anual, bem

como a alta incidéncia de perda fetal (morte embrionaria precoce ou aborto).

Tabela 6 — Resultado da classificacéo das bidpsias endometriais nos dias 0 e 4, segundo Kenney e Doig

(1986)
Classificacio CONTROLE EXPERIMENTAL
Dia 0 Dia 4 Dia 0 Dia 4
| 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6)
1A 0% (0/6) 16,66% (1/6) 16,66% (1/6) 16,66% (1/6)
B 66,66% (4/6) 66,66% (4/6) 50% (3/6) 50% (3/6)
Il 33,33% (2/6) 16,66% (1/6) 33,33% (2/6) 33,33% (2/6)

As éguas do presente estudo sado utilizadas exclusivamente como
doadoras de embrido, portanto, ndo sendo avaliadas quanto as suas taxas de
paricAo de potros viaveis anualmente. Semelhante aos resultados deste
estudo, a presencga de endometrite cronica foi mais frequentemente encontrada
em éguas idosas (> 12 anos), multiparas, com ma conformacao perineal,
ocorrendo também em eéguas susceptiveis a endometrite induzida pela
cobertura, em doadoras de embribes manipuladas frequentemente para
colheita de embrides e em éguas com incompeténcia cervical (LEBLANC,
2008). Ao contrario da endometrite aguda, a endometrite cronica €
caracterizada por uma afluéncia de linfécitos para areas localizadas do estroma
endometrial (VANDERWALL, 2008).
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FIGURA 5- Aspectos histopatol6gicos do endométrio de éguas com caracteristicas de inflamagéo, obtidos de
animais dos Grupos Controle (c, d) e Experimental (a,b,e, f). Coloragéo H.E. Aracatuba, 2012
a) E3T4 - Fibrose acentuada periglandular e dilatacéo de algumas  glandulas isoladas (10x 200 um)

b) E6TO - Fibrose difusa periglandular e formag&o de ninhos focais, e infiltrado composto por
mononucle ares e neutrdfilos (raros) em nimero moderado  (metrite cronica) (20x 100 um)

c) C1TA - Metrite difusa com neutrdfilos entre as células epiteliais, e distribuicdo sub -epitelial de
mononucle ares e neutrofilos em niamero moderado. Fibrose difusa periglandular (40x 50  um)

d) C1TA - Metrite difusa com neutrdéfilos entre as células epiteliais, e distribui¢ 80 sub -epitelial de
mononucle ares e neutrofilos em nimero moderado. Fibrose difusa periglandular (100x 20 um)

e) E5T4 - Metrite difusa cronica com severa fibrose difusa e periglandular e dilatagdo de algumas

glandulas isoladas (10x 200 um)
f) E5T4 - Metrite difusa cronica e eosinofilia (40x 50 um)
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No Grupo Controle, 83,33% (5/6) das éguas apresentaram infiltrado
mononuclear, sendo em 33,33% (2/6) dos animais identificado apenas um
infiltrado mononuclear focal no dia 0. Houve aumento do infiltrado mononuclear
gue passou de focal para difuso ao dia 4 em apenas uma égua (16,66%). Em
um animal, foi identificado infiltrado mononuclear periglandular no dia 0 e 4
(16,66%); metrite difusa cronica foi identificada em 33,33% (2/6) dos animais
nos dias 0 e 4 (similar ao Grupo Experimental), com discreto infiltrado
neutrofilico entre as células epiteliais de apenas um dos animais (16,66%).

Apenas uma égua (16,66%) ndo apresentou extenso infiltrado de células
mononucleares ou neutrofilos. Diferentemente do encontrado na citologia
exfoliativa do endométrio, que foi considerada normal ao estro em 66,66% das
éguas do grupo controle no dia 0 (4/6 éguas apresentaram até 3% de células
inflamatdrias), e endometrite leve em 33,33% no dia 0 (2/6 éguas apresentaram
3,5% e 4%, respectivamente), os achados histopatolégicos revelaram que
83,33% dos animais considerados controle para o experimento apresentaram
endometrite cronica, sendo que em 33,33% destas éguas havia metrite. Isto
pode ser atribuido ao local escolhido para a colheita das amostras para
citologia. Na técnica da citologia exfoliativa, o material foi colhido do corpo
uterino; enquanto que para a realizacdo da bidpsia para histopatologia, o
material foi colhido dos cornos uterinos.

A partir dos achados microbioldgicos, ultrassonogréficos, citoldégicos e
histopatoldgicos descritos para todas as éguas doadoras de embrido do grupo
Experimental (Tabela 7) sugere-se que estas ndo sdo aptas a levarem uma
gestacdo a termo, devido as alteracbes observadas nos respectivos
endométrios. Entretanto, estes animais ndo foram avaliados quanto a esta
possibilidade, pelo fato de serem animais utilizados restritamente em
programas de TE.

Ainda, as éguas doadoras de embrido do grupo Controle apresentaram
achados importantes e significativos quanto a capacidade de adaptacéo uterina
e resposta aos desafios oferecidos nos programas de TE, onde os resultados

microbioldgicos, ultrassonogréficos e citoldégicos obtidos (Tabela 8) foram
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compativeis com uma resposta satisfatoria quanto a taxa de recuperacdo de

embribes e seus respectivos histéricos reprodutivos. Porém, a maioria destes

animais ndo apresentou uma classificagdo de utero compativel a levar uma

gestacdo a termo, concordando com os achados de Vanderwall (2000). Isto

representa um problema importante, uma vez que a eficiéncia reprodutiva é

mais baixa em éguas submetidas a programas de TE por longo tempo, pois 0

avanco da idade relaciona-se com menores taxas de gestacdo e aumento da

taxa de mortalidade embrionaria (McKINNON; SQUIRES, 2009).

Tabela 7 - Achados microbiolégicos, citoldgicos, histopatologicos e dos lavados das éguas doadoras de
embrido do grupo Experimental

GRUPO EXPERIMENTAL

CITOLOGIA CULTURA BIOPSIAS LAVADO
ANIMAL | Dia0 Dia 4 Dia 0 Dia 4 Dia0| Dia4 Dia 0 Dia 4
. Limpo
4% 10% Candida . L .
El +) +) albicans Negativa 1B 1B mwtqs Limpo
debris
10% 12% Pasteurella Streptococcus Turvo e .
E2 ) (++) multocida spp A A Viscoso Limpo
E3 56% 26,5% Streptococcus Streptococcus m I PUs; muito Limpo
(++++) (++) spp spp Viscoso P
6% 16% Providencia Turvo e .
E4 *+) (+4) rettigeri Pseudomonas 1l [ VISCOSO Limpo
17,5% 36,5% Streptococcus . PuUs; muito .
ES5 (++) (+++) Spp Negativa 1B 1B VISCOSO Limpo
16% 18,5% Candida . .
E6 (++) (++) albicans Negativa 1B ]2 Pouco turvo | Limpo

s

A ultrassonografia € utilizada para a deteccdo e caracterizacdo da

presenca de fluido intrauterino e grau de edema no Utero, embora apenas

contribua para o diagnostico sugestivo da endometrite (CAMOZATTO et al.,

2009; MCcKINNON et al.,, 1987). Algumas éguas do grupo experimental
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apresentaram maior ecogenicidade do fluido uterino acumulado no inicio do cio,
havendo total concordancia com as caracteristicas do fluido uterino recuperado
nas lavagens. Nossos achados concordam com achados anteriores
(McKINNON et al., 1987), onde a quantidade e a qualidade do fluido uterino
tém relacdo com o grau de inflamacao. Atualmente, a presenca de mais de 2
centimetros de fluido uterino, durante a fase de estro, tem sido considerada
como o fator principal para a deteccdo precoce de animais considerados
susceptiveis a endometrite persistente pés-cobertura (BUCCA et al., 2008). O
fluido uterino pode estar livre no Iimen uterino ou encapsulado por tecido
cicatricial fibrético, esse ponto de acumulo de liquido torna o Utero mais
susceptivel as infec¢des e impossibilita a implantacdo embrionaria (LEFRANC,;
ALLEN, 2008). A Figura 6 demonstra um acumulo de fluido uterino encontrado
em uma égua do grupo experimental com cultura microbiologica positiva para

Candida albicans no dia O.

Tabela 8 - Achados microbiolégicos, citolégicos e histopatolégicos das éguas doadoras de embrido do
grupo Controle

GRUPO CONTROLE

CITOLOGIA CULTURA BIOPSIAS
ANIMAL Dia 0 Dia 4 Dia 0 Dia 4 Dia0O | Dia4

C1 4% (+) 21,5%(++) Negativa Negativa 1B ]3]
Cc2 1,5% (N) 4,5% (+) Negativa Negativa 1]} 1]}
C3 2% (N) 5% (+) Negativa Negativa 1l 1]}
C4 3,5% (+) 9,5% (+) Pseudomonas Pseudomonas 1B 1A
C5 2% (N) 21,5% (++) Pseudomonas Negativa 1B 1B
C6 0,5% (N) 22% (++) Negativa Negativa 11l 1]

Quatro animais (E2, E3, E4 e E5) apresentaram grande quantidade de

fluido uterino (altura da coluna de liquido no endométrio maior que 40 mm),
além de aspecto muito turvo, similar a pus e com alta viscosidade. A presenca

de grande quantidade de fluido uterino de aspecto turvo e com alta viscosidade
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confirma a presenca de endometrite instalada e cronicidade do processo
inflamatorio (McKINNON; VOSS, 1993; McKINNON et al., 1987).

FIGURA 6 - Sonograma demonstrando acumulo de fluido uterino em égua do grupo Experimental (E1)
no dia O.

Eguas que acumulam fluido durante o estro sdo consideradas
susceptiveis a endometrite (ALLEN; PYCOCK, 1988). Houve melhora
significativa na qualidade e aspecto do lavado nos dias subsequentes ao dia O,
sendo que no dia 4 o lavado estava mais limpido e claro, demonstrando a
eficiéncia na limpeza fisica do Gtero.

Os resultados obtidos das eletroforeses para proteinas de fase aguda
realizadas a partir do soro dos animais dos grupos Controle e Experimental
estdo demonstrados nas Tabelas 9, 10,11, 12 e 13, respectivamente.
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No presente estudo n&do houve diferencas significativas para as
concentracfes séricas de ceruloplasmina, transferrina, albumina, haptoglobina
e glicoproteina &cida entre todos os momentos no grupo Controle (p=0,6929,
p=0,9474, p=0,8258, p=0,8568, p=0,3857, respectivamente) e no grupo
Experimental (p=0,7148, p=0,7316, p=0,8627, p=0,6509, p=0,8652,
respectivamente).

As concentracfes séricas de ceruloplasmina, transferrina, albumina,
haptoglobina e glicoproteina acida néo sofreram alteracfes entre 0os grupos no
dia 0 (p=0,6588, p=0,2129, p=0,1774, p=0,1827, p=0,4561, respectivamente),
dia 1 (p=0,2375, p=0,9349, p=0,7271, p=0,2726, p=0,9839, respectivamente),
dia 2 (p=0,1844, p=0,1293, p=0,2696, p=0,9142, p=0,7372, respectivamente), e
dia 4 (p=0,8550, p=0,1066, p=0,5765, p=0,9097, p=0,3827, respectivamente).
No dia 3, ndo foram observadas diferencas significativas para as
concentracbes séricas de ceruloplasmina, albumina, haptoglobina e
glicoproteina acida entre os grupos (p=0,4847, p=0,2480, p=0,4689, p=0,2602,
respectivamente). Estes resultados indicam que houve uma diminuicdo
(p=0,0136) nas concentracfes seéricas da transferrina (TF) no dia 3 apds o
inicio do cio no grupo experimental em relagdo ao grupo Controle (Tabela 10),
concordando com os achados de Toussaint et al. (2005), que descreveram
uma diminuicdo desta proteina na espécie equina durante um quadro
inflamatorio, e durante o processo infeccioso intrauterino (WOLF, 2011).

Por se tratar de uma proteina de fase aguda (APP) negativa
(CAMPBELL et al., 2005; GRUYS et al., 2005; MURATA et al., 2004), a TF é
secretada em casos de invasdo microbiana (WEINBER, 1977), na tentativa de
remover ferro do plasma sanguineo e armazena-lo nos hepatécitos. A TF
guando ndo esta ligada ao ferro também possui atividade bactericida contra
infeccdo microbiana (ARNOLD et al., 1980), devido a producdo de radicais
hidroxil OH" (LASSITER et al., 1987). A TF, bem como outras APPs negativas,
diminuem na inflamacéo devido a utilizacdo de seus aminoacidos pelo figado
para producdo de APPs positivas, as quais aumentam durante o processo

inflamatoério (CRISMAN et al., 2008). Com base nestes achados, sugere-se que
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a andlise da producao de proteinas de fase aguda no sangue n&o seja um bom
parametro para identificar éguas com endometrite clinica e/ou susceptiveis, e
diferencia-las dos animais sadios, ndo apresentando alteragfes significantes
entre os grupos, a excecdo da transferrina que apresentou variacdo
significativa para o dia 3. Entretanto, sdo necessarios novos estudos para
determinar o perfil da transferrina sérica em animais com endometrite e
estabelecer uma curva padréo para este processo inflamatério localizado. Para
tanto, sugere-se a realizacdo da analise das APPs no liquido endometrial de
éguas que apresentem endometrite clinica para melhor elucidacdo do processo

inflamatorio no Gtero de éguas doadoras de embrido.

Tabela 9 - Concentracao sérica de ceruloplasmina (mg/dL) de éguas doadoras
de embrido com (grupo Controle, C) e sem sinais clinicos de
endometrite (grupo Experimental, E) ao longo do tempo

Grupo Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
C 103,95+ 103,14 + 89,60 + 87,92 114,82 +

(n=5) 45,844 53,25 20,23*  +19,58% 15,07
E 115,93+ 139,52+ 15122+ 10514+ 120,87 +

(n=6) 41,223 37,63 92,67 49,33 70,02

n = nimero de animais
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p > 0,05).
(Letras minusculas para as comparacgdes na horizontal e maiusculas na vertical)
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Tabela 10 - Concentracao sérica de transferrina (mg/dL) de éguas doadoras de
embrido com (grupo Controle, C) e sem sinais clinicos de
endometrite (grupo Experimental, E) ao longo do tempo

Grupo Dia 0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
C 526,59+ 501,08+ 512,12+ 540,23 521,88 +

(n=5) 66,25 37,99 76,63* 48286  9230*
E 451,48+ 49475+ 44836+ 42505+ 448,13+

(n=6) 109,07  144,11* 49,62 38,40 %" 38,64

n = nimero de animais
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p > 0,05).
(Letras minusculas para as comparacdes na horizontal e maiusculas na vertical)

Tabela 11 - Concentracdo sérica de albumina (g/dL) de éguas doadoras de
embrido com (grupo Controle, C) e sem sinais clinicos de
endometrite (grupo Experimental, E) ao longo do tempo

Grupo Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
C 2,68 + 2,72 + 2,52 + 2,62 + 2,56 +
(n=5) 0,32 0,243 0,26 0,283 0,293
E 2,22 + 2,57 + 2,23 + 2,29 + 2,39 +
(n=6) 0,684 0,804 0,504 0,53 0,623

n = nimero de animais
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p > 0,05).
(Letras minusculas para as comparacdes na horizontal e maiusculas na vertical)
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Tabela 12 - Concentracdo sérica de haptoglobina (g/dL) de éguas doadoras de
embrido com (grupo Controle, C) e sem sinais clinicos de
endometrite (grupo Experimental, E) ao longo do tempo

Grupo Dia 0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
C 150,28 + 172,73+ 156,70 + 161,03 164,56 +

(n=5) 51,40%* 29,96 12,58*  +30,78** 14,88 A
E 193,98+ 23560+ 15890+ 22148+ 167,78+

(n=6) 42,94 100,85* 4256 174,99* 59,713

n = nimero de animais
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p > 0,05).
(Letras minusculas para as comparacdes na horizontal e maiusculas na vertical)

Tabela 13 - Concentracdo sérica de glicoproteina acida (mg/dL) de éguas

doadoras de embrido com (grupo Controle, C) e sem sinais
clinicos de endometrite (grupo Experimental, E) ao longo do

tempo
Grupo Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
C 85,27 + 114,63+ 115,79+ 86,66 117,98 +
(n=5) 23,17%4 21,82 54,45%  433,35% 28,99
E 95,85 + 11523+ 106,66+ 114,98+ 92,33 +
(n=6) 14,69 53,41 22,042 40,23 54,92 %

n = ndmero de animais

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p > 0,05).
(Letras minusculas para as comparacdes na horizontal e maiusculas na vertical)
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IV. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que a cultura
microbiolégica associada a citologia endometrial foram bons parametros
guando analisados em conjunto para se classificar uma égua como portadora
de endometrite. Ainda, vale ressaltar que os achados ultrassonograficos quanto
ao acumulo de fluido uterino, aliado, principalmente ao histérico reprodutivo da
égua, foram muito importantes para triar os animais quanto a necessidade de
exames complementares, tais como bidpsia uterina, citologia endometrial e a
cultura microbioldgica, as duas ultimas de facil realizacdo e baixo custo. Tais
recursos possibilitaram facil identificacdo e classificacdo da endometrite ja
instalada, sendo a avaliacdo da bidpsia uterina necesséaria para identificar
endometrites subclinicas e/ou crénicas e demonstrar a integridade do Utero e
prognosticar o futuro reprodutivo destes animais.

Estes achados permitiram demonstrar a variacdo que existe entre o
ponto de realizacdo de colheita das amostras para citologia, em que na técnica
da citologia exfoliativa o material € colhido do corpo uterino, podendo
apresentar variacbes de resultados de celularidade bem acentuados e
diferentes do material de biopsia para histopatologia, na qual o material &
colhido normalmente dos cornos uterinos. Os resultados do presente
apresentaram concordancia entre os achados de exames ultrassonograficos,
microbioldgicos associados a citologia endometrial de éguas que apresentam
endometrite clinica ou histérico reprodutivo insatisfatério, entretanto nao houve
concordancia com os exames hematologicos. Observou-se que éguas
doadoras de embrido com bom histérico reprodutivo em programas comerciais
de TE podem apresentar quadros de metrite difusa crénica e fibrose acentuada
periglandular, sem interferir na taxa de recuperagcdo embrionaria,
apresentando, portanto, boa adaptagdo aos desafios no ambiente intrauterino.
As alteracBes histopatologicas foram associadas principalmente com a idade

das éguas.
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A lavagem uterina mostrou-se um bom método para realizar a limpeza
uterina, principalmente no que diz respeito a remocdo do excesso de debris
celulares, secre¢do uterina e exsudato inflamatoério, entre outros; porém, em
alguns animais, demonstrou ter a propriedade de promover uma inflamacéao
local moderada, sendo este método uma espécie de estimulo inflamatorio, o
que pode ser deletério em algumas ocasides. Através deste modelo
experimental, ndo foi possivel determinar qual(is) proteina(s) de fase aguda
pode(m) ser utilizada(s) como marcador(es) da resposta inflamatoria sistémica.
Para tanto, sugere-se a analise das concentracdes das APPs no fluido

endometrial, pois ndo houve alteragdo das mesmas no soro destes animais.
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