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RESUMO 

BRASILEIRO, L. S. G. EFEITO DO MEIO CONDICIONADO POR CÉLULAS 

TRONCO MESENQUIMAIS NA RESPOSTA INFLAMATÓRIA UTERINA PÓS-

COBERTURA EM ÉGUAS SUSCEPTÍVEIS. Botucatu – SP. 2020. 108p. Tese 

(Doutorado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus 

Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

A endometrite é a principal causa de subfertilidade na espécie equina. Essa 

enfermidade caracteriza-se pelo acúmulo de líquido no interior do útero, influxo 

de células polimorfonucleares para o lúmen uterino, exacerbada expressão de 

mediadores pró-inflamatórios e, consequentemente, baixas taxas de fertilidade. 

Nos mamíferos em geral, logo após o contato do sêmen com o endométrio, 

ocorre uma resposta inflamatória a fim de eliminar espermatozoides mortos, 

debris celulares, plasma seminal e micro-organismos que são carreados no 

momento da cópula/inseminação artificial (IA). As éguas podem ser 

caracterizadas como resistentes ou susceptíveis a endometrites; aquelas que 

são resistentes possuem a capacidade de modular a resposta inflamatória 

uterina até 48 horas após a cobertura/IA, enquanto as susceptíveis não tem essa 

habilidade. Os tratamentos mais comumente utilizados para a endometrite são 

as lavagens uterinas, administração de drogas ecbólicas, antibióticos e anti-

inflamatórios. Com o avanço de técnicas de terapia celular com capacidade de 

modular a resposta inflamatória, diferentes tratamentos vêm sendo estudados 

com resultados promissores no tratamento da endometrite em éguas. Um 

modulador de resposta inflamatória que vem sendo estudado e se mostra como 

uma possibilidade terapêutica para o tratamento de éguas com Endometrite 

Persistente Pós-Cobertura (EPPC) é o meio condicionado de células tronco 

(MC). Dessa forma, o presente estudo teve por objetivo revisar os fatores 

relacionados a endometrite em éguas e o desenvolvimento de terapias celulares, 

em especial as células tronco e o meio condicionado (MC) de células tronco 

mesenquimais. Foram selecionadas éguas com histórico reprodutivo conhecido, 

classificadas como susceptíveis a EPPC. Eram realizados acompanhamentos 

diário por palpação retal e ultrassonografia até o momento da indução da 

ovulação. As éguas eram inseminadas em ciclos estrais consecutivos. Para o 

ciclo controle, as éguas não receberam nenhum tratamento pré IA. No ciclo 

tratado, 30 mL de MC foi infundido no útero das éguas 24 horas antes da IA. No 

momento da indução da ovulação, 6 horas e 24 horas pós IA foram realizadas 

coletas de material para exame bacteriológico, citológico e para dosagem das 

citocinas. Neste trabalho foi possível observar que tanto o crescimento de 

bactérias como a recuperação embrionária obtiveram resultados similares entre 

os grupos controle e tratado. No entanto, foi observada uma diminuição 

significativa na contagem de PMNs na citologia uterina 6 e 24 horas pós-



viii 
 

cobertura, no grupo tratado com MC (p< 0,05). No que diz respeito às 

interleucinas, observamos que para a IL-10 não houve diferenças entre os 

grupos controle e tratado ao longo dos tempos. Porém, o grupo controle 

apresentou um aumento numérico após inseminação - fato que não ocorreu no 

grupo tratado. Para o TNF-α também não houve diferenças entre os grupos, mas 

observou-se um decréscimo numérico nos tempos 6 e 24 horas no grupo tratado. 

No que se refere a IL-6, foi observada a diferença entre os grupos. No grupo 

controle houve diminuição nos tempos 6 e 24 horas em comparação ao tempo 0 

hora - o que não ocorreu no grupo tratado. Com isso, podemos concluir que o 

MC foi efetivo na modulação da resposta inflamatória em éguas susceptíveis a 

EPPC. 

 

 

Palavras-chave: endometrite, equinos, imunomodulação, terapia celular. 
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ABSTRACT 

 

BRASILEIRO, L. S. G. EFFECT OF CONDITIONED MEDIUM OF 

MESENCHYMAL STEM CELLS IN THE POST-BREEDING INFLAMMATORY 

RESPONSE IN SUSCEPTIBLE MARES. Botucatu – SP. 2020. 108p. Tese 

(Doutorado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus 

Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

Endometritis is the main cause of subfertility in the equine species. This disease 

is characterized by the accumulation of fluid inside the uterus, influx of 

polymorphonuclear cells into the uterine lumen, exacerbated expression of pro-

inflammatory mediators and, consequently, low fertility rates. In mammals in 

general, immediately after the semen's contact with the endometrium, an 

inflammatory response occurs in order to eliminate dead sperm, cellular debris, 

seminal plasma and microorganisms that are carried at the time of copulation / 

artificial insemination (AI). Mares can be characterized as resistant or susceptible 

to endometritis. Resistant mares have the ability to modulate the uterine 

inflammatory response up to 48 hours after coverage / AI, while susceptible 

mares do not have this ability. The most commonly used treatments for 

endometritis are uterine lavages, administration of ecbolic drugs, antibiotics and 

anti-inflammatory drugs. With the advancement of cell therapy techniques 

capable of modulating the inflammatory response, different treatments have been 

studied with promising results in the treatment of endometritis in mares. A 

modulator of the inflammatory response that has been studied and shows itself 

as a therapeutic possibility for the treatment of mares with EPPC is the 

conditioned medium of stem cells (MC). Thus, the present study aimed to review 

factors related to endometritis in mares and the development of cell therapies, 

especially stem cells and the conditioned medium (CM) of mesenchymal stem 

cells. In the present study it was possible to observe that both the growth of 

bacteria and the embryonic recovery obtained similar results between the control 

and treated groups. However, a significant decrease in PMN count was observed 

in uterine cytology 6 and 24 hours post-coverage, in the group treated with MC 

(p<0.05). Regarding to interleukins, we observed that for IL-10 there were no 

differences between the control and treated groups over time. However, the 

control group showed a numerical increase after insemination - a fact that did not 

occur in the control group. For TNF-α there were also no differences between the 

groups, but a numerical decrease was observed at times 6 and 24 hours in the 

treated group. With regard to IL-6, the difference between groups was observed. 

In the control group, there was a decrease in times 6 and 24 hours compared to 

time 0 hours, which did not occur in the treated group. With that, we can conclude 
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that the MC was effective in modulating the inflammatory response in mares 

susceptible to EPPC. 

 

Keywords: endometritis, horses, immunomodulation, cell therapy. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xi 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Imagens ultrassonográficas em corte transversal dos cornos uterinos em 

éguas: (A) Uma imagem do útero equino sem edema endometrial ou acúmulo de líquido 

intraluminal, tipicamente visto em éguas durante o diestro; (B) o corno uterino de uma 

égua em estro, caracterizado pela presença de edema e com um pouco de acúmulo de 

liquido, (C) Edema endométrico exacerbado com extravasamento e acúmulo de líquido 

intraluminal em uma égua com endometrite, e (D) Presença de edema exacerbado com 

pregas endometriais bem evidentes e com extenso acúmulo de fluido intraluminal com 

presença de pontos hiperecogênico em uma égua com endometrite. Barras de escala 

de 5 mm (A-D) .................................................................................................................... 395 

Figura 2. Imagens de cultivo de microrganismos em placas: (A) Uma imagem de 

crescimento negativo; (B) placa com crescimento de bactéria Escherichia coli, (C) placa 

com crescimento de bactéria Klebsiella spp ...................................................................... 37 

Figura 3. Citologia endometrial em éguas coradas com coloração do tipo Panotico (× 

100). (A) Citologia endometrial negativa; neste slide, as células do epitélio do endométrio 

podem ser vistas com a presença de duas células inflamatórias. (B) Citologia 

endometrial positiva; células do epitélio do endométrio podem ser vistas neste slide, 

mas, ao contrário, neutrófilos hipersegmentados estão excessivamente representados 

neste esfregaço. Barras de escala 50 µm (A e B). ........................................................... 40 



xii 

LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 

AIES - Anti-inflamatório esteroidais 

AINES -. Anti-inflamatório não esteroidais  

AMPs - Peptídeos Antimicrobianos 

CL - Corpo Lúteo 

COX - ciclooxigenase  

CTMs - Célula tronco mensenquimal 

eNOS - Oxido nítrico sintase endotelial 

EPPC - Endometrite persistente pós-cobertura 

IA - Inseminação Artificial 

Ig - Imunoglobulina 

IL - Interleucina 

IL-1Ra - Antagonista do receptor de interleucina 1 

iNOS -. Oxido nítrico sintase induzida 

MC - Meio condicionado por células tronco 

NF-κB - fator nuclear kappa-B  

NK- Celulas Natural Killer 

nNOS - Oxido nítrico Sintase neuronal 

NO -. Oxido nítrico 

NOS - Oxido nítrico Sintase 

PAMPs - Padrões moleculares associados a patógenos 

PGE - Prostaglandina E2 

PGF2α - Prostaglandina F2α 

PMNs - Polimorfonucleares 

PRP - Plasma rico em plaquetas 

RRP - Receptores de reconhecimento de padrões 

TGF-β - Fator de transformação de crescimento beta 

TNF-α - Fator de necrose tumoral alfa



xiii 

SUMÁRIO 

CAPITULO 1 ...................................................................................................115 

1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA ........................................................166 

2. REVISÃO DE LITERATURA .................................................................188 

2.1.  Endometrite Persistente Pós Cobertura – EPPC ..............................188 

        2.1.1. Endometrite infecciosa.....................................................................21 

2.1.2. Líquido endometrial ......................................................................... 23 

2.2.  Mecanismos de defesa uterina .......................................................... 23 

2.2.1. Barreiras Físicas .............................................................................. 23 

2.2.2. Contrações uterinas........................................................................244 

2.2.3. Inflamação local ..............................................................................266 

2.2.4. Imunidade adaptativa ...................................................................... 33 

2.3. Efeitos do Plasma Seminal ................................................................355 

2.4. Métodos de Avaliação da Condição Uterina ......................................388 

2.4.1. Avaliação ultrassonográfica ............................................................388 

2.4.2.  Avaliação Bacteriológica................................................................. 40 

2.4.3. Avaliação Citológica ........................................................................ 41 

2.5. Terapias de suporte aplicadas a EPPC .............................................444 

2.5.1. Medicamentos ecbólicos ................................................................444 

2.5.2. Lavagem Uterina ............................................................................466 

2.5.3. Anti-Inflamatórios não Esteroidais ..................................................477 

2.6.  Terapias Imunomoduladoras aplicadas a EPPC ..............................488 

2.6.1 Anti-Inflamatórios Esteroidais (AIES)...............................................488 

2.6.2. Lactoferrina .....................................................................................499 

2.6.3. Plasma Rico em Plaquetas – PRP .................................................. 50 

2.6.4. Células Tronco Mesenquimais - CTMs ............................................ 52 

2.6.5. Meio Condicionado por Células Tronco – MC ................................555 

3. REFERÊNCIAS .....................................................................................588 

4. HIPÓTESE ..........................................................................................8282 

5. OBJETIVO ............................................................................................. 82 

CAPITULO 2 .................................................................................................... 83 



CAPITULO 1 



16 

1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA

Na espécie equina, as éguas normalmente atingem seu maior valor 

econômico através de seu desempenho atlético, e, posteriormente, através do 

destaque da sua prole. Isso, na maioria das vezes, ocorre quando já estão em 

idade avançada e, devido a esse avanço na idade, ocorre um declínio da 

capacidade reprodutiva e de seus índices de fertilidade. Pelo fato de as proles 

possuírem altos valores agregados, essas éguas permanecem por longos anos 

em programas de reprodução assistida, mesmo com índices baixos de fertilidade 

(CARNEVALE, 2008). A busca para se obter um maior número de descendentes 

gera um grande desafio para os profissionais médicos veterinários que 

trabalham com programas de reprodução assistida de equinos (SEGABINAZZI, 

2016). 

Mesmo com diversos estudos envolvendo a reprodução equina nos 

últimos anos, especialmente nas áreas de biotecnologias, os problemas 

reprodutivos de origem uterina ainda são causas de grandes prejuízos 

econômicos, nas taxas de concepção, nos números de serviços por concepção 

e sobrevivência embrionária (FIORATTI, 2010). Alvarenga et al. (2009), estimam 

que 30% das éguas que estão em programas de reprodução assistida possuem 

mais de 18 anos de idade. 

Com a deposição do sêmen no útero da égua ocorre um processo 

inflamatório fisiológico e transitório, que tem por finalidade fazer a limpeza uterina 

retirando o excesso de espermatozoides e outros contaminantes que, 

eventualmente, tenham sido depositados junto com o sêmen. 

Fêmeas que persistem com essa inflamação por mais de 48 horas 

após a cobertura são animais que desenvolvem uma endometrite persistente 

pós-cobertura (EPPC) e irão apresentar falha no processo de limpeza uterina, 

acumulando líquido intrauterino associado a uma reação inflamatória 

exacerbada e persistente. Assim, irão apresentar uma queda na taxa de 

fertilidade e incompatibilidade no desenvolvimento embrionário (TROEDSSON, 

1999). De acordo com Leblanc (2003), esta enfermidade acomete principalmente 

éguas multíparas com idade superior a 14 anos. Normalmente possuem um 

útero pendular devido ao relaxamento dos ligamentos uterinos e alterações 
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cervicais associadas a uma deficiência nas contrações uterinas, o que dificulta a 

limpeza uterina e predispõe ao aparecimento da EPPC (SEGABINAZZI, 2016).  

Diante das consequências da etiologia e patogenia associada a 

EPPC, essa enfermidade tem grande importância nos programas de reprodução 

assistida, porque traz grandes impactos econômicos negativos, o que faz dessa 

doença a principal causa de subfertilidade em éguas (TROEDSSON, 1999).  

A maior parte dos tratamentos utilizados na EPPC são consideradas 

de suporte, não atuando diretamente na causa da inflamação, mas apenas 

auxiliando na limpeza e manutenção do ambiente uterino (SEGABINAZZI, 2016). 

É crescente o número de estudos, nos quais se utilizam os agentes 

imunomoduladores em terapias para a EPPC. Os imunomoduladores possuem 

a capacidade de atuar sobre os mediadores inflamatórios, diminuindo a resposta 

exacerbada e persistente da inflamação e melhorando, assim, os índices de 

fertilidade (JOHNSON et al., 2002).  

Alguns agentes imunomoduladores têm sido utilizados com sucesso 

no tratamento da EPPC, como o uso de células tronco mesenquimais (CTMs) e 

o plasma rico em plaquetas (PRP). Um modulador de resposta inflamatória que

vem sendo estudado e se apresenta como uma possibilidade terapêutica para o 

tratamento de éguas com EPPC é o meio condicionado de células tronco (MC). 

O MC é extraído a partir do cultivo de células tronco mesenquimais, o que o torna 

rico em fatores pré e pró-inflamatórios, que são liberados no desenvolvimento 

das células. O MC também possui ação na reparação tecidual e no controle do 

estresse oxidativo, agindo diretamente na modulação e reparação tecidual do 

endométrio (AHMADI et al., 2017; REGHINI et al., 2016). 

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a ação do 

meio condicionado de células tronco na modulação da resposta inflamatória 

uterina de éguas com EPPC.    
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5 CONCLUSÃO 

Conclui-se que o meio condicionado de células tronco mesenquimais 

não foi eficiente na eliminação da infecção bacteriana intrauterina. Todavia, o 

MC conseguiu modular a resposta inflamatória pós-cobertura em éguas 

susceptíveis, diminuindo a migração de PMNs para o lúmen uterino e, além de 

interferir nas concentrações uterinas das interleucinas estudadas. No entanto, 

para fertilidade, o MC não influenciou na taxa de prenhez entre os 

grupos estudados.   
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