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RESUMO

BRASILEIRO, L. S. G. EFEITO DO MEIO CONDICIONADO POR CELULAS
TRONCO MESENQUIMAIS NA RESPOSTA INFLAMATORIA UTERINA POS-
COBERTURA EM EGUAS SUSCEPTIVEIS. Botucatu — SP. 2020. 108p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

A endometrite é a principal causa de subfertilidade na espécie equina. Essa
enfermidade caracteriza-se pelo acumulo de liquido no interior do Gtero, influxo
de células polimorfonucleares para o limen uterino, exacerbada expressao de
mediadores pré-inflamatoérios e, consequentemente, baixas taxas de fertilidade.
Nos mamiferos em geral, logo apés o contato do sémen com o endométrio,
ocorre uma resposta inflamatéria a fim de eliminar espermatozoides mortos,
debris celulares, plasma seminal e micro-organismos que sdo carreados no
momento da coépula/inseminacdo artificial (IA). As éguas podem ser
caracterizadas como resistentes ou susceptiveis a endometrites; aquelas que
sdo resistentes possuem a capacidade de modular a resposta inflamatéria
uterina até 48 horas apos a cobertura/lA, enquanto as susceptiveis ndo tem essa
habilidade. Os tratamentos mais comumente utilizados para a endometrite séo
as lavagens uterinas, administracdo de drogas ecbdlicas, antibidticos e anti-
inflamatdrios. Com o avanco de técnicas de terapia celular com capacidade de
modular a resposta inflamatéria, diferentes tratamentos vém sendo estudados
com resultados promissores no tratamento da endometrite em éguas. Um
modulador de resposta inflamatoria que vem sendo estudado e se mostra como
uma possibilidade terapéutica para o tratamento de éguas com Endometrite
Persistente Pos-Cobertura (EPPC) € 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 histérico reprodutivo conhecido,
classificadas como susceptiveis a EPPC. Eram realizados acompanhamentos
diario por palpacédo retal e ultrassonografia até o momento da inducdo da
ovulacdo. As éguas eram inseminadas em ciclos estrais consecutivos. Para o
ciclo controle, as éguas nao receberam nenhum tratamento pré IA. No ciclo
tratado, 30 mL de MC foi infundido no Utero das éguas 24 horas antes da IA. No
momento da inducéo da ovulagéo, 6 horas e 24 horas pos IA foram realizadas
coletas de material para exame bacterioldgico, citologico e para dosagem das
citocinas. Neste trabalho foi possivel observar que tanto o crescimento de
bactérias como a recuperacdo embriondria obtiveram resultados similares entre
0S grupos controle e tratado. No entanto, foi observada uma diminuicao
significativa na contagem de PMNs na citologia uterina 6 e 24 horas pos-
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cobertura, no grupo tratado com MC (p< 0,05). No que diz respeito as
interleucinas, observamos que para a IL-10 ndo houve diferencas entre os
grupos controle e tratado ao longo dos tempos. Porém, o grupo controle
apresentou um aumento numérico apds inseminacao - fato que nao ocorreu no
grupo tratado. Para o TNF-a também n&o houve diferengas entre os grupos, mas
observou-se um decréscimo numeérico nos tempos 6 e 24 horas no grupo tratado.
No que se refere a IL-6, foi observada a diferenga entre os grupos. No grupo
controle houve diminuigdo nos tempos 6 e 24 horas em comparacao ao tempo O
hora - 0 que n&o ocorreu no grupo tratado. Com isso, podemos concluir que o
MC foi efetivo na modulacéo da resposta inflamatéria em éguas susceptiveis a
EPPC.

Palavras-chave: endometrite, equinos, imunomodulagéo, terapia celular.



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 Veterinaria 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 (Al). 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 / Al, 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-a 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 O hours, which did not occur in the treated group. With that, we can conclude



that the MC was effective in modulating the inflammatory response in mares
susceptible to EPPC.

Keywords: endometritis, horses, immunomodulation, cell therapy.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Na espécie equina, as éguas normalmente atingem seu maior valor
econbmico através de seu desempenho atlético, e, posteriormente, através do
destaque da sua prole. Isso, na maioria das vezes, ocorre quando ja estdo em
idade avancada e, devido a esse avanco na idade, ocorre um declinio da
capacidade reprodutiva e de seus indices de fertilidade. Pelo fato de as proles
possuirem altos valores agregados, essas éguas permanecem por longos anos
em programas de reproducéo assistida, mesmo com indices baixos de fertilidade
(CARNEVALE, 2008). A busca para se obter um maior nimero de descendentes
gera um grande desafio para os profissionais médicos veterinarios que
trabalham com programas de reproducao assistida de equinos (SEGABINAZZI,
2016).

Mesmo com diversos estudos envolvendo a reproducdo equina nos
ultimos anos, especialmente nas areas de biotecnologias, os problemas
reprodutivos de origem uterina ainda sédo causas de grandes prejuizos
econdmicos, nas taxas de concepc¢ao, nos numeros de servigos por concepcao
e sobrevivéncia embrionaria (FIORATTI, 2010). Alvarenga et al. (2009), estimam
gue 30% das éguas que estdo em programas de reproducéo assistida possuem
mais de 18 anos de idade.

Com a deposicdo do sémen no Utero da égua ocorre um processo
inflamatario fisiolégico e transitério, que tem por finalidade fazer a limpeza uterina
retirando o excesso de espermatozoides e outros contaminantes que,
eventualmente, tenham sido depositados junto com o sémen.

Fémeas que persistem com essa inflamacdo por mais de 48 horas
apoOs a cobertura sdo animais que desenvolvem uma endometrite persistente
pos-cobertura (EPPC) e irdo apresentar falha no processo de limpeza uterina,
acumulando liquido intrauterino associado a uma reacdo inflamatéria
exacerbada e persistente. Assim, irdo apresentar uma queda na taxa de
fertilidade e incompatibilidade no desenvolvimento embrionario (TROEDSSON,
1999). De acordo com Leblanc (2003), esta enfermidade acomete principalmente
éguas multiparas com idade superior a 14 anos. Normalmente possuem um

Gtero pendular devido ao relaxamento dos ligamentos uterinos e alteracdes
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cervicais associadas a uma deficiéncia nas contra¢des uterinas, o que dificulta a
limpeza uterina e predispbe ao aparecimento da EPPC (SEGABINAZZI, 2016).

Diante das consequéncias da etiologia e patogenia associada a
EPPC, essa enfermidade tem grande importancia nos programas de reproducao
assistida, porque traz grandes impactos econémicos negativos, o que faz dessa
doenca a principal causa de subfertilidade em éguas (TROEDSSON, 1999).

A maior parte dos tratamentos utilizados na EPPC sao consideradas
de suporte, ndo atuando diretamente na causa da inflamacgdo, mas apenas
auxiliando na limpeza e manutenc&o do ambiente uterino (SEGABINAZZI, 2016).

E crescente o nimero de estudos, nos quais se utilizam os agentes
imunomoduladores em terapias para a EPPC. Os imunomoduladores possuem
a capacidade de atuar sobre os mediadores inflamatorios, diminuindo a resposta
exacerbada e persistente da inflamacdo e melhorando, assim, os indices de
fertilidade (JOHNSON et al., 2002).

Alguns agentes imunomoduladores tém 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 inflamatéria que
vem sendo estudado e se apresenta como uma possibilidade terapéutica para o
tratamento de éguas com EPPC € o meio condicionado de células tronco (MC).
O MC é extraido a partir do cultivo de células tronco mesenquimais, o que o torna
rico em fatores pré e pro-inflamatorios, que séo liberados no desenvolvimento
das células. O MC também possui acdo na reparacao tecidual e no controle do
estresse oxidativo, agindo diretamente na modulacéo e reparacao tecidual do
endométrio (AHMADI et al., 2017; REGHINI et al., 2016).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a acdo do
meio condicionado de células tronco na modulacdo da resposta inflamatéria

uterina de éguas com EPPC.
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2.REVISAO DE LITERATURA
2.1. Endometrite Persistente P6s Cobertura — EPPC

A fertilidade das éguas possui uma variagdo muito grande entre
animais, devido, principalmente, ao manejo, tempo e/ou frequéncia de
coberturas incorretas, sendo a endometrite a principal responsavel pelos baixos
indices de prenhez nas éguas (WATSON, 2000). A endometrite ocupa o terceiro
lugar em importancia entre as enfermidades, ficando atras, apenas, da colica e
dos problemas respiratorios (TROEDSSON, 1999).

A endometrite € classificada pela sua etiologia e/ou fisiopatologia em
4 categorias: endometrite infecciosa cronica, endometrite degenerativa crénica
(endometriose), endometrite transmitida por doengas infecciosas e a endometrite
persistente pos-cobertura, sendo esta Ultima a mais comum na espécie equina
(TROEDSSON, 1999; ALGHAMDI et al., 2005).

A EPPC é a patologia que mais acomete a fémea equina quando se
fala em taxas de concepcdo (GUTJAHR et al.,, 2000), e a taxa de perda
embrionaria € trés vezes maior nas éguas que apresentam esta patologia
(MALSCHITZKY et al., 2003).

Assim, durante o processo reprodutivo, tanto na monta natural como
na inseminacao artificial, ocorre a deposicao intrauterina de sémen fazendo com
gue ocorra um processo inflamatério local (KOTILAINEN et al.,, 1994). Essa
inflamacéao é fisioldgica e transitdria, sendo necessaria para que ocorra a limpeza
uterina eliminando os restos celulares de espermatozoides, plasma seminal,
debris celulares e outros contaminantes que, eventualmente, possam estar
juntos ao sémen (TROEDSSON, 1994).

O trato reprodutivo equino possui um sistema de limpeza uterino que
envolve o sistema imune do qual os restos de sémen, fezes, urina, fungos e
bactérias sdo removidos do utero através de mecanismos de drenagem, fatores
celulares e humorais promovendo, assim, a limpeza uterina. No momento em
gue existe uma falha nesse clearence em algum desses mecanismos de defesa,
ocorre a instalacdo de uma endometrite que ird permanecer além do fisioldgico
e passa a ser chamada de endometrite persistente pds-cobertura (ASBURY,
1986; ASBURY, 1987; LEBLANC, 2003).
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Quanto a endometrite pds-cobertura, as éguas sao classificas como
resistentes ou susceptiveis, sendo essas Ultimas as que nao possuem
capacidade de debelar o processo inflamatério naturalmente por um periodo de
até 48 horas apds o contato com o sémen (BRITO & BARTH, 2003).

Através do processo de quimiotaxia, 0s espermatozoides promovem
uma intensa migragdo de neutréfilos polimorfonucleares (PMNs) para o limen
uterino, que serdo responsaveis pela fagocitose dos restos celulares. A reagado
inflamatéria leva a uma liberacdo de prostaglandinas (PGF2a) que ird promover
contrac6es no endométrio, sendo essencial na limpeza uterina (TROEDSSON,
1997; TROEDSSON et al., 2002). Nas éguas susceptiveis ocorre uma
diminui¢cdo na contragdo uterina promovendo um actmulo maior de liquido no
Utero quando comparadas as resistentes. Este processo ira atuar como meio de
cultura para agentes oportunistas, o que pode agravar o quadro da endometrite
(LEBLANC, 2003) e fazer com que ocorra um ambiente totalmente desfavoravel
ao desenvolvimento embrionario (CARD, 2005).

O processo inflamatério, geralmente, esta acompanhado de retencao
de liquido intrauterino. No diestro o acumulo de liquido tem relagédo com baixas
taxas de prenhez e aumento nas taxas de morte embrionaria (ADAMS et al.,
1987). De acordo com Watson (2000), a importancia deste liquido ainda ndo esta
bem elucidada. De 15 a 39% das éguas acumulam liquido no estro (REILAS et
al., 1997; ZENT et al., 1998) e 28% acumulam no diestro (ADAMS et al., 1987).

Eguas suscetiveis, quando expostas as bactérias, acumularam 6
vezes mais liquido intra-uterino e a atividade do miométrio demora mais tempo
para comecar. Além de apresentar uma menor frequéncia, intensidade e duracao
guando comparadas as resistentes (TRAEDSSON & LIU, 1992; TROEDSSON
et al., 1993a). De acordo com LeBlanc et al. (1994), éguas sadias conseguiram
eliminar 50% de um radiocoldide que foi infundido no estro em até 2 horas,
enquanto as éguas suscetiveis, em 4 horas, eliminaram apenas quantidades
insignificantes. Embora os mecanismos exatos de eliminacdo do conteudo
uterino ainda ndo sejam totalmente elucidados, parece que a atividade
mioelétrica em resposta a inflamacdo seja deficiente nas suscetiveis
(TROEDSSON et al., 1993b).

O estrégeno possui acdo uterina durante o estro, aumentando a

secrecdo endometrial e o edema. De acordo com Rasch et al. (1996), éguas que
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acumulam liquido uterino possuem um numero maior de glandulas que tém
didmetros superior quando comparadas com eéguas normais, sugerindo que uma
hipersecre¢do de muco ird contribuir no acimulo de liquido intrauterino. E de
fundamental importancia a drenagem do liquido através da cérvix e do sistema
linfatico. Eguas que acumulam liquido no Utero podem apresentar algum grau de
fibrose de cérvix, tornando ineficiente o processo de drenagem (LEBLANC et al.,
1995; LEBLANC et al., 1998).

A EPPC acomete éguas idosas, multiparas e que normalmente
apresentam ma conformacdo perineal e/ou cervical, Utero pendular com
relaxamento dos ligamentos de sustentacao, cistos endometriais e deficiéncia
nas contragcdes do miométrio (LeBLANC, 2003). Rigby et al. (2001), relataram
uma reducdo tanto na frequéncia, intensidade e também na duracdo das
contracdes do endométrio devido as mudancas nos receptores neuromusculares
para prostaglandinas e ocitocinas, apresentando uma incapacidade nas
respostas aos estimulos de contracao.

Existem diferencas nos padrdes de contra¢cdes miometriais entre as
fases do ciclo estral (TROEDSSON, 1999). No estro, a atividade de contracéo
uterina tem caracteristicas de impulsos curtos, distintos, com alta intensidade e
uma sincronizacdo bem evidente. Ja no diestro, esses impulsos séo difusos e
com maior duracdo, possuem baixa intensidade e menos sincronizagao.
Portanto, os padrdes de sincronizacdo das contracdes no estro favorecem o
processo de eliminacdo do conteudo uterino (WOLF, 2011).

A EPPC também pode aparecer em éguas virgens e com idade
avancada, sendo reconhecidas como “sindrome da égua velha virgem”, assim
também como podem aparecer nas éguas virgens e jovens que apresentam um
fechamento precoce da cérvix, impedindo a limpeza uterina, sendo que este
problema tende a se resolver com o primeiro parto (PYCOCK, 2000).

As barreiras fisicas sdo essenciais para protecdo do Utero de
contaminacao externa, havendo uma maior predisposicdo a endometrite nas
éguas que apresentam injarias causadas, principalmente, por partos e/ou ma
conformacéao perineal (HURTGEN, 2006). Altera¢cBes vulvares tanto na posicao
como no fechamento incompleto ou relaxamento permanente da musculatura

vulvar podem causar a entrada e acumulo de ar, fezes ou urina no trato
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reprodutivo, predispondo colonizacdo bacteriana (CASLIK, 1937; HURTGEN,
2006).

O diagnéstico para EPPC é feito apds um exame completo de todo o
trato reprodutivo da égua, na qual a palpacdo retal ird revelar um atero
normalmente flacido e com acumulo de liquido (LEBLANC, 2003). Entretanto, a
ultrassonografia tem sido o método mais utilizado e mais preciso para este
diagnostico (PALM et al.,, 2008). Outro exame de extrema importancia € o
citologico uterino, no qual, normalmente encontra-se um namero elevado de
neutrdéfilos. O uso do espéculo vaginal pode revelar indicios de inflamacgéo por
toda a vagina e até da cérvix. Coleta de material para cultura pode néo revelar
isolamento bacteriano no swab uterino nas éguas com EPPC (LEBLANC, 2003).

2.1.1. Endometrite infecciosa

A genitalia das éguas possui uma populacéo de bactérias normais da
microflora e bactérias oportunistas que podem ser patogénicas para éguas
susceptiveis. Existe também uma microflora de bactérias no pénis e no sémen
de garanhdes, portanto, a monta natural ainda é a forma mais comum de
introducéo de bactérias no utero (REILAS, 2001).

Endometrite infecciosa possui importancia na reproducao equina por
ser causa de subfertilidade (RIDDLE et al., 2007; WINGFIELD & RICKETTS,
1982). Normalmente, estdo envolvidos microrganismos como bactérias e fungos
patogénicos ou oportunistas. Estudos retrospectivos mostram que de 25 a 60 %
das éguas que ndo emprenham possuem algum tipo de infeccdo uterina com
causa bacteriana (COLLINS, 1964; BAIN, 1966). As bactérias mais comuns que
estdo envolvidas com endometrite sdo as de espécies Streptococcus,
Coliformes, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (CANISSO et
al., 2016; LEBLANC et al., 2009; WALTER et al., 2012; LEBLANC et al., 2007;
BELTAIRE et al., 2012). A Streptococcus zooepidemicus, normalmente, causam
endometrite aguda e a Escherichia coli estdo envolvidas com endometrite
cronica (FRONTOSO et al.,, 2008; ALBIHN et al., 2003). As endometrites
causadas por fungos sdo menos comuns. Essas ocorrem de 1 a 5% e,

normalmente, estdo associadas a bactérias (DESCANIO et al., 2010).
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A Streptococcus zooepidemicus é uma bactéria endémica e comensal
da mucosa do organismo, sendo a mais encontrada nos casos de endometrite,
com taxas de isolamento de 66% (FERREIRO et al., 1986; WATSON, 2000).
Esta bactéria também foi relacionada como agente etioldgico em 15 a 20% dos
abortos (WELSH, 1984).

Nas EPPC, as éguas susceptiveis sdo mais vulneraveis a
desenvolverem infecgdes cronicas, e normalmente essas infecgdes se dao pelo
fato de bactérias e fungos produzirem biofilme (FERRIS, 2017; BEEHAN et al.,
2015; FERRIS, 2014). O biofilme nada mais € que um agregado complexo de
microrganismos e suas secrecdes (STOODLEY et al., 2002) que ira proteger 0s
microrganismos do sistema imunol6gico do hospedeiro (SHAH et al., 2006;
JESEN et al., 1990; THURLOW et al., 2011; MUSTOE, 2004). O biofilme servira
de barreira contra antimicrobianos, resultando em resisténcia a tratamentos
antimicrobianos, principalmente quando comparada as infeccdes bacterianas
gue néo possuem o biofilme (MAH et al., 2001; BROWN et al., 1988; ANWAR et
al., 1992).

Grande parte das bactérias que sao isoladas do utero (80%) séo
capazes de produzir um biofilme (BEEHAN et al., 2015; FERRIS, 2014; FERRIS
et al., 2014; FERRIS et al., 2016). Bactérias comecam a produzir o biofilme por
meio de moléculas sinalizadoras de células bacterianas di-GMP ciclicas
(ROMLING et al., 2013; HICKMAN et al., 2005), que faz a regulacéo da producdo
de exopolissacarideos, Pel e Psl (MERIGHI et al., 2007; HAY et al., 2009;
KUCHMA et al., 2005). Pel e Psl sdo responsaveis pela fixacado das bactérias em
substratos e também de fixacdo da microcoldnia no substrato e dar estabilidade
ao DNA extracelular para dar suporte ao biofilme (MA et al., 2006; GHAFOOR et
al., 2011; JENNINGS et al., 2015; CHEW et al., 2014; VASSEUR et al., 2005).

A imunidade do hospedeiro e 0 microambiente sao responsaveis na
formacédo do biofilme em sistemas como a cavidade oral (MORSE et al., 2018;
BERGER et al., 2018). Novos estudos sdo necessarios para determinar como
esses fatores contribuem para a formacédo do biofilme e desenvolvimento da
patogenicidade da endometrite no Utero de éguas (BEEHAN et al.,, 2015;
FERRIS et al., 2014; FERRIS et al., 2017).
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2.1.2. Liguido endometrial

O utero possui algumas fungBes muito importantes nas diferentes
fases do processo reprodutivo. Sendo o principal local de deposi¢cao do sémen
nos equinos, realiza contragdes para levar os espermatozoides até a tuba
uterina, permite fixagdo e proporciona suporte nutricional ao concepto além de
ser importantissimo no processo de expulsédo fetal (REILAS, 2001). O liquido
uterino se faz necessario para o processo de capacitacdo e fertilizacdo
espermatica, assim como no desenvolvimento do embrido (TUNON et al., 1998).

Existem muitos estudos a respeito da infertilidade em éguas, mas
pouco se sabe a respeito da resposta aguda sistémica e da resposta imunolégica
local que acontece no processo de endometrite (METTE et al., 2010).
Malschitzky et al., (2007b) observaram que existe diferen¢ca no ambiente uterino
da égua do primeiro diestro da estacdo reprodutiva, quando comparado aos
demais ciclos subsequentes. Comparando o conteludo uterino de éguas
resistente e susceptiveis Malschitzky et al., (2008) verificaram que existem
diferencas na composicao proteica entre os grupos. De acordo com Malschitzky
et al., (2007a), também existem diferencas no perfil proteico da secrecéo
endometrial em éguas nas diferentes fases do ciclo estral. O liquido do
endométrio € de fundamental importancia para a reproducdo de mamiferos, e a
gualidade do ambiente uterino é determinante para predizer o desempenho
reprodutivo de uma fémea (WOLF, 2011).

2.2. Mecanismos de defesa uterina

2.2.1. Barreiras Fisicas

A vulva, vestibulo vaginal, vagina e cérvix sédo as barreiras naturais do
trato reprodutivo da égua que impedem a entrada de patdgenos externos para o
Utero. Quando ocorre falha em alguma dessas barreiras e, principalmente, na
vulva, quanto a sua conformacdo ou fechamento incompleto, pode ocorrer a
entrada de ar na vagina, predispondo a entrada também de microrganismos que
podem colonizar o Utero e causar uma infeccdo uterina que predispde uma
endometrite (CASLIK, 1937; LEBLANC et al., 1995; TROEDSSON, 1999;
DESCANIO et al., 2011).
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A vulva € a por¢ao do trato genital feminino comum tanto ao sistema
urinario quanto ao reprodutor (GINTHER, 1979; LEY, 2006; ROCHA, 2018) e é
a primeira barreira de protecéo do Utero para infec¢des ascendentes. Problemas
de conformacéo vulvar normalmente estdo associados & ma condic¢do corporal,
idade avancada e partos multiplos que podem provocar laceracdes perineais
(PYCOCK, 2003).

Foi desenvolvida uma cirurgia para corre¢cédo vulvar denominada de
vulvoplastia, que tem por finalidade corrigir em partes a conformacao vulvar e
minimizar a entrada de bactérias para o lumen uterino (CASLICK, 1937; SILVA,
1983; McCUE, 20009).

Um estudo retrospectivo realizado por Hemberg et al. (2005) relatou
gue uma inadequada coaptacao vulvar predispde a infeccdo uterina, na qual
estes observaram que 81% das 171 éguas com conformacéo de vulva normal
apresentaram um endométrio sadio no exame citolégico, enquanto as éguas que

NAo passaram por cirurgia corretiva, apenas 46% apresentaram citologia sadia.

2.2.2. Contragcdes uterinas

O processo de contracdo uterino se inicia cerca de 30 minutos apoés a
deposicdo do sémen no uUtero. Nesse processo, 0s movimentos de contracéo
irdo auxiliar os espermatozoides se deslocarem até a tuba uterina e, em
aproximadamente 4 horas pos-deposicdo do sémen, um numero suficiente de
espermatozoides ja tera atingido o local de fertilizacdo. Apds esse processo, 0S
movimentos de contracdo uterina ocorrem com funcédo de limpeza do utero,
eliminando restos de espermatozoides, plasma seminal, debris celular e outras
particulas que eventualmente tenham entrado junto com o sémen (BRINSKO et
al., 1991; TROEDSSON, 1999).

A contracdo ocorre na membrana plasmatica das fibras lisas que
compdem a musculatura uterina. Esse processo se da por meio da
despolarizacdo e repolarizacdo dessa membrana (FIORATTI, 2013). O néo
funcionamento do processo de contracdo uterino em éguas susceptiveis pode
ter varios fatores envolvidos como: a falha no processo de drenagem linfatica,
mudancas na posicao do utero, altera¢des vasculares do endométrio, alteracées

degenerativas, falhas no sistema neuromuscular, da resposta humoral e falhas
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nos padrdes de liberagdes de ocitocinas e prostaglandinas (RIGBY et al., 2001,
LEBLANC, 2003), levando a uma ineficiente limpeza uterina e, consequente,
instalacdo de uma EPPC (TROEDSSON, 1999).

De acordo com Reitzenstein et al. (2002) existem diferengas nos
padrbes de contracdes uterinas entre éguas resistentes e susceptiveis. Nas
éguas resistentes, as contracfes tendem a ocorrer em direcdo a Cérvix,
favorecendo a eliminacéo do acumulo de liquido uterino. Nas éguas susceptiveis
0 processo de contragdo acontece no sentido oposto, ou seja, em direcdo aos
cornos uterinos. Ha diferencas entre éguas resistentes e susceptiveis quanto a
intensidade, frequéncia e duracéo das contragdes da atividade uterina quando o
endométrio teve contato com bactérias (TROEDSSON et al.,1993). LeBlanc et
al. (1998) demonstraram uma falha no processo de contracdo uterina em éguas
susceptiveis, em que as mesmas apresentaram um tempo maior para eliminacéo
do radiocol6ide quando se utilizou a cintilografia em comparagdo com as éguas
resistentes.

O oxido nitrico (ON) é um gas que faz parte de varios processos
fisiolégicos e patolégicos. E sintetizado a partir de células do processo
inflamatdrio como os macréfagos e neutréfilos, aléem de células epiteliais e
endoteliais (ALGHAMDI & TROEDSSON, 2002). O oxido nitrico participa de
outras funcbes, além da inflamacdo como participacdo na defesa imune, na
neurotransmissao, no processo de coagulacdo, no controle do ténus vascular,
producdo de hormoénios, na diferenciacdo celular, expressdo génica e esta
presente na fisiologia ovariana (MOIRA et al., 1998). Rodeberg et al., (1995)
descreve o0 6xido nitrico como uma importante molécula de sinalizacao intra e
intercelular. Uma das funcdes de maior importancia do ON na fisiologia
reprodutiva € regular a contratilidade uterina espontanea (Buhimschi et al.,
1995).

E através da oxidacdo do aminoacido L-arginina que ocorre a
producdo do 6xido nitrico, sendo este processo dependente da enzima éxido
nitrico sintase (NOS) (RODEBERG et al., 1995). Robbins et al., (1999) relatam
gue existem trés tipos de NOS, a neuronal (NNOS), endotelial (eNOS) e a
induzivel por citocinas (INOS). Ja foram descritas expressfes dessas enzimas
nas superficies, tanto do epitélio glandular como nas células do tecido conjuntivo

do endométrio e do miométrio. A iNOs foi descrita nos macrofagos e produz
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grande quantidade de ON por longos periodos (EKERHOVD et al., 2000). Bulbul
et al. (2007), observaram a expressao da nNOS e da eNOS em fibras nervosas
e a expressdo da nNOS e da iINOS no endotélio vascular e musculatura lisa
uterina.

A enzima guanilato ciclase esta difundida nas células da musculatura
lisa e uma vez ativada pelo 6xido nitrico, provoca um aumento nos niveis de
cGMP que tem como consequéncia um relaxamento da musculatura lisa
(BUHIMSCHI et al., 1995; ANGGARD, 1992).

O ON, sendo um mediador da atividade contratil da musculatura lisa,
pode induzir um relaxamento da musculatura uterina, inibindo, assim, contracdes
miometriais (ALGHAMDI et al., 2005) ja que ndo foram observadas diferencas
nas concentracdes de ocitocina e PGF2a entre éguas susceptiveis e resistentes
apos serem inseminadas (NIKOLAKOPOULOS et al., 2000a). A quantidade de
ON convertido através da enzima NOS muda de acordo com as circunstancias,
gque podem ser do tipo fisiolégica ou patolégica, causando mudancas nos
padrdoes dessas contracbes espontaneas (JABLONKA-SHARIFF et a., 1999;
SAXENA et al., 2000).

Alghamdi et al. (2005) sugerem que o ON, por ser um mediador do
relaxamento da musculatura lisa, seja responsavel por manter a atividade
mioeletrica baixa entre 7 e 19 horas a partir do inicio do processo inflamatorio
nas éguas susceptiveis a EPPC. Este estudo corrobora com Fioratti (2010), que
encontrou uma concentracdo maior de ON no fluido uterino nas éguas
susceptiveis 8 horas apés a IA, e apos 24 horas nao teve diferenca entre as

éguas resistentes e susceptiveis.

2.2.3. Inflamacao local

O mecanismo de defesa se da em virtude da resposta do organismo
frente a um trauma, infeccdo, queimadura, neoplasia ou qualquer tipo de injuria
tecidual (GRUYS et al.,, 2006), sendo este evento fisiologico e altamente
organizado (WOLF, 2011). Inicialmente, ocorre uma defesa ndo especifica
contra a injuria, até que uma imunidade especifica seja adquirida (SUFFREDINI
et al., 1999).
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O processo inflamat6rio agudo tem inicio logo que ocorre aleséo local
e possui algumas caracteristicas classicas como: dor, calor, tumor, rubor e perda
de funcdo (ROBBINS et al., 1999). Durante o processo inflamatério ocorre a
dilatacdo dos vasos préoximos a regido da injuria, aumentando o aporte
sanguineo local e promovendo um aumento da permeabilidade vascular. Como
consequéncia, ocorre um extravasamento de exsudato e a formagéo de edema
(METCALFE et al., 1997). Devido as alteragBes vasculares algumas células
como os neutrdéfilos, eosinéfilos e os monécitos possuem caracteristicas de se
aderirem e migrarem em direcao ao sitio da lesdo. Os neutroéfilos possuem uma
grande capacidade de mobilidade sendo estes os primeiros a transpor e
chegarem ao lugar agredido (COLLINS et al., 1999).

Na presenca de antigenos o Utero possui a capacidade de resposta
rapida através da liberacdo dos mediadores inflamatérios, como as
prostaglandinas E e F.q, leucotrienos e as interleucinas (TROEDSSON et al.,
2008).

Quando ocorre o0 contato do sémen com o endométrio ocorre uma
reacao inflamatéria. A leucodiapedese é induzida pelos espermatozoides e a
intensidade do influxo de PMNs € diretamente relacionada a concentracao
espermatica. A quimiotaxia dos PMNs tem relacdo com a ativacdo do sistema
complemento através dos espermatozoides, resultando na formacao do C3b que
€ uma opsonina e do Cba que tem quimiotaxia para 0 espermatozoide
(TROEDSSON et al., 2005).

Apés ocorrer o contato do sémen com o Utero, uma intensa reacao
inflamatodria se instala entre 4 e 24 horas, nas fémeas que o sistema imunologico
esta funcionando, a grande maioria dos produtos provenientes da inflamacéo &
removida do Utero por um periodo de 24 a 36 horas apds o inicio do processo
inflamatdrio. No entanto, isso ndo ocorre nas éguas susceptiveis, nas quais a
resposta inflamatéria € exacerbada e persistente com continua migracdo de
neutréfilos (LeBLANC, 2003; TROEDSSON, 1999; CARD, 2005).

Na fase aguda, os neutréfilos sdo a primeira linha de defesa do
organismo e sdo atraidos através de mediadores inflamatérios por quimiotaxia,
sendo responsaveis pela eliminacdo dos antigenos pelo processo de fagocitose
(ASBURY, 1986; GALINDO et al., 2003). Os neutrofilos contidos no fluido uterino

compdem o sistema de defesa celular nas primeiras 24 horas pos-cobertura e
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estdo presentes em maior concentracdo no fluido de éguas susceptiveis a
EPPC, no entanto ndo foram observadas diferencas ente a capacidade
fagocitica dos neutrdéfilos entre éguas resistentes e susceptiveis (FIORATTI,
2010). Todavia, observou-se que as secrecfes uterinas de éguas susceptiveis
diminuem a capacidade de opsonizacgéo celular (TROEDSSON et al., 1993b).

O processo inflamatério crénico ocorre algumas horas apos a
chegada dos neutrdfilos ao foco da inflamacado com a chegada dos mondcitos,
gue sao atraidos, principalmente, pelos neutréfilos, colagenos, elastina,
fibrinogénio e linfocinas. A inflamacgé&o crénica se caracteriza como macrofagica,
realizada por macrofagos que irdo fagocitar tecidos mortos e danificados,
neutrdfilos e o fibrinogénio. Ocorre a liberacdo de colagenases e elastases que
vao atuar nos tecidos conjuntivos e liberar o plasminogénio ativador da plasmina.
Os macrofagos atraem as interleucinas (IL) que ativam os fibroblastos, que iréo
produzir colageno fazendo a reparacéo do tecido danificado e formando o tecido
cicatricial (DELL’AQUA Jr, 2004; COLLINS et al, 1999).

As citocinas sdo proteinas responsaveis por estimular o sistema de
defesa humoral e celular e também por ativar as células fagociticas (FIORATTI,
2013). Assumem o papel de mensageiras entre o local da leséo e os hepatdcitos
responsaveis pela sintese de proteinas inflamatérias (PETERSEN et al., 2004).

As citocinas séo classificadas em dois grupos: as monocinas, que sao
secretadas por mondcitos, e as linfocinas, que séo secretadas pelos linfocitos.
Dentre as linfocinas, existem as que sdo chamadas interleucinas, que também
podem ser secretadas por outros tipos celulares e possuem acao de resposta
celular principalmente ligada a funcao dos leucécitos (TIZARD, 1998).

As citocinas tém como fonte primaria tecidos adiposos subcutaneo e
visceral (adipocina), estando associada a sua producdo de acordo com o
aumento ou diminuicdo da massa de tecido adiposo corporeo (CARVALHO et
al.,, 2006). Existem citocinas que promovem o processo inflamatorio e sao
denominadas de pro-inflamatérias. Existem também as anti-inflamatérias que
inibem a acéo das pro-inflamatérias (WOLF, 2011).

As interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose
tumoral- a (TNF-a) sdo as principiais citocinas pré-inflamatérias, atuando na
modulacdo da resposta inflamatoria principalmente durante a fase aguda. Elas

estdo presentes em maior quantidade no endométrio de éguas susceptiveis
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guando comparadas as éguas resistentes (FUMUSO et al.,, 2003). As
interleucina-1Ra (IL-1Ra), interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e
interleucina-13 (IL-13) s&o as principais representantes das citocinas anti-
inflamatorias e atuam como inibidoras dos genes das citocinas pro-inflamatorias
(DINARELLO, 2000).

A IL-1 tem como importante funcdo aumentar a ativacao de células T
em resposta frente a um antigeno, sendo uma das mais importantes do sistema
imune. Sua principal fonte de produc¢éo séo os macréfagos, mas também podem
ser secretadas pelos neutrofilos e outras células como as células endoteliais, da
musculatura lisa, da glia, astrdcitos, células B e T, fibroblastos e até
gueratindcitos. Esta producdo de IL-1 é dependente de uma resposta a
estimulagéo celular (TIZARD, 1998).

A IL-6 na fase aguda é quem primeiro induz a resposta inflamatoria,
aumentando a diferenciacéo das células B e consequentemente estimulando a
producéo de imunoglobulinas. A IL-6 atua de forma sinérgica com a IL-1 e com
o TNF- a e sdo produzidas principalmente pelos macréfagos, fibroblastos,
células endoteliais e pelas células T-helper (TIZARD, 1998). A IL-6 possui
atividade tanto como pré e como anti-inflamatorias, possuindo um papel protetor
no comeco do processo inflamatério agudo e também atuam na modulacéo de
outras citocinas pro-inflamatorias. Estdo presentes durante a transicdo da fase
aguda para a fase cronica do processo inflamatoério (XING et al., 1998; JONES,
2005).

O TNF-a &, principalmente, produzido pelos macrofagos ativos e sao
um dos maiores modificadores da resposta imune. O TNF-a promove a
expressao de outras citocinas, possuem a capacidade de aumentar a resposta
celular, podem promover a apoptose em células infectadas ou tumorais, podem
induzir direta ou indiretamente a producédo de PGE: induzindo a liberacao de IL-
1, além de induzir a producéo de proteinas de fase aguda e na producao de IL-
6 (TIZARD, 1998).

A interleucina-8 (IL-8) tem papel importante na quimioatracdo de
PMNs e ainda ativa o processo de degranulacdo nos neutréfilos, assim como
também desenvolve funcdo quimiotaxica como mediador pro-inflamatério
(DINARELLO, 2000; FUMUSO et al., 2006; FUMUSO et al., 2007). A IL-8 é
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produzida principalmente pelos mondcitos, neutréfilos e células natural Killer
(NK) (TIZARD, 1998).

A IL-10 é produzida principalmente pelas células T e B e pelos
macrofagos. Tem como principal funcao inibir a producéo das citocinas IL-1, IL-
6, IL-12 e TNF-a e também da quimiocina IL-8, promover proliferacdo das células
no sitio da agresséao e producao de anticorpos além de promover uma supressao
da imunidade celular (MOSSER & ZANG, 2008).

Durante a fase de estro éguas susceptiveis apresentam uma maior
expressao de IL1-B, IL-6, TNF-q, IL- 8, MHC Il, PMN e linfocito T e uma menor
expressdo da IL-10, no entanto, essas mesmas éguas na fase de diestro
expressdo em maior quantidade as IL1-B, TNF-a, IL-8, IL-10, linfécito T e PMN
em comparacgao as eéguas resistentes. No grupo das éguas resistentes, ndo ha
diferencas na expresséo das IL-1f3, IL-6 e TNF-a entre estro e diestro (FUMUSO
et al., 2003, FUMUSO et al., 2006, FUMUSO et al., 2007).

Fumuso et al. (2003) observaram que na fase de estro, 24 horas apos
a inseminacdao artificial ndo houve diferencas para as IL-1B, IL-6 e TNF-a entre
as eéguas resistente e susceptiveis, e verificou, também, que entre as
susceptiveis houve uma maior expressao de IL-8 e uma menor de IL-10. Para o
grupo das resistentes, durante o estro, encontrou-se uma maior expressao de
IL-1B, IL-6 e TNF-a nas éguas que foram inseminadas em comparagao com as
nao inseminadas, fato que ndo ocorre entre as susceptiveis onde as mesmas
apresentam os niveis destas interleucinas elevados independente da presenca
ou ndo de espermatozoides. No diestro foi observado um aumento consideravel
na expressao de IL-1B nas duas categorias de éguas, sendo que a expressao
de IL-1pB, IL-8, IL-10, TNF-a, MHC I, linfécito T e PMN foram ainda maiores para
as éguas susceptiveis.

Com o uso de extrato de parede bacteriana, estimulando uma
imunomodulacéo, ndo foram observados diferencas nas expressoes de IL-1,
IL-6, IL-8, TNF-a, MHC II, linfocito T e PMN entre éguas resistentes e
susceptiveis, tanto durante o estro como no diestro, no entanto, as susceptiveis
se mostraram com maior expressao de IL-10 na fase de estro. A administracéo
de extrato bacteriano nas susceptiveis na hora da IA, mostrou uma diminuicéo

da expressdo de IL-1B e IL-6 na fase de estro quando comparadas as elas
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mesmas sem o tratamento durante o mesmo periodo do ciclo estral (FUMUSO
et al., 2006; FUMUSO et al., 2007).

Nash et al (2010b), ao desafiar o Gtero utilizando 4 ml de sémen
congelado (600 x 10° espermatozoides/mL) ou com 4 mL de diluente pode
observar que a contagem de neutréfilos aumentou em ambos os tratamentos até
24 horas apos a IA, e a concentragdo neutrofilica foi maior no lamen uterino
guando havia espermatozoides (citologia/ lavado de 50 mL). No exame de
biépsia, a infiltracdo de PMNs no estrato compacto permaneceu por até 72 horas
apos a IA. Apesar dos resultados, os espermatozoides nédo influenciaram na
expressdo de IL-8 24 horas ap6és IA, contrariando os dados da literatura que
mostram um aumento desta quimiocina nos experimentos realizados com
espermatozoides mortos para inducao de resposta inflamatoria.

A expressdo do RNAm das interleucinas aumenta com a IA e nas
eéguas susceptiveis continua aumentada por um periodo de até 8 dias,
caracterizando uma inflamacéo uterina persistente. Uma possivel explicacao
para que éguas permanecam com a reacao inflamatéria persistente foi proposta
por Fumuso et al. (2007), os quais observaram diferencas nas expressoes de
interleucinas proé-inflamatorias (IL-8) e anti-inflamatoria (IL-10) entre éguas
resistentes e susceptiveis a EPPC. Neste estudo foi observado que nas éguas
susceptiveis houve uma menor expressao de IL-10 (dificultando a resolucéo da
inflamacdo) e uma maior expressdo de IL-8 (prorrogando e exacerbando a
reacao inflamatdria) devido a constante migracao de neutrofilos. As diferencas
nas quantidades de IL-8 e IL-10 observadas no endométrio entre as éguas
resistentes e susceptiveis se mantiveram apés IA num ciclo sem interferéncia
uterina e desapareceram ap0s um tratamento com extrato bacteriano durante o
diestro, indicando que esse tratamento nas éguas susceptiveis pode contribuir
na restauracdo da homeostase uterina minimizando os efeitos da endometrite
pos-cobertura (FUMUSO et al., 2006).

Os PMNs também modulam a resposta infamatoria a partir do controle
da expressdo de peptideos de defesa do hospedeiro que sdo chamados de
peptideos antimicrobianos (AMPs). Esses peptideos, além da funcéo
antimicrobiana, possuem interacdo com as células do sistema imune inato como
os neutrofilos, monécitos, macréfagos e células epiteliais, promovendo um

aumento de quimiocinas e citocinas que irdo recrutar leucocitos para o local da
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infeccdo ou inflamacao. Este processo de imunomodulagao estimula a resposta
imune inata promovendo uma cicatrizacdo, além de estimular a imunidade
adaptativa diminuindo os efeitos nocivos da inflamagéo para que ocorra um
término da infeccdo (HANCOCK & DIAMOND, 2000, BROWN & HANCOCK,
2006, MOOKHERJEE & HANCOCK, 2007, LAl & GALLO, 2009).

Os AMPs sdao classificados como proteinas que possuem atividade
antimicrobiana (antibacteriana, antifungica e antiviral) de largo espectro (MOR,
2009). A catelicidina € um dos peptideos antimicrobianos, e na espécie equina
existem 3 tipos de catelicidinas denominados de eCATH 1, 2 e 3 (TOMASINSIG
& ZANETTI, 2005). A agéo antimicrobiana ocorre por meio do mecanismo de
membrana ativo ou por translocagdo através da membrana celular bacteriana.
Os peptideos precisam interagir com a membrana celular para atingirem o
citoplasma e o alvo intracelular. Esta interacdo se da pela ligacao eletrostéatica
entre o0 peptideo carregado positivamente e as moléculas carregadas
negativamente que estdo na superficie externa da membrana celular bacteriana.
Com isso, os peptideos conseguem transpor a membrana celular bacteriana
formando poros que quebram a integridade fisica da célula. A outra forma de
penetracdo € por meio de translocacdo para o meio intracelular agindo na
inibicdo da sintese da parede celular, sintese proteica, sintese de acidos
nucleicos e de atividades enzimaticas (BROGDEN, 2005).

Sobre os fungos, os AMPs atuam através da permeabilizacdo da
membrana celular, acdo direta sobre as mitocondrias (KAVANAGH & DOWD,
2004) ou atraveés da despolarizacao do citoesqueleto (KOO et al., 2004). A acéo
sobre os virus se da principalmente sobre os virus do tipo RNA envelopado e
DNA, impedindo a entrada na célula hospedeira através de diferentes
mecanismos ou interagindo diretamente no envelope viral (JENSSEN et al.,
2006).

As catelicidinas possuem acdo também sobre a regulacdo da
expressdo de interleucinas pro-inflamatérias, atuando diretamente no
recrutamento de células inflamatérias e imunes (TOMASINSIG & ZANETTI,
2005). Dentro do grupo de peptideos, as atelicidinas atuam efetivamente sobre
as células estranhas ao individuo, apresentam func¢éo quimiotaxica para células
do sistema imune inato, além de também serem responsaveis pela liberacéo de

fatores de quimiotaxia, expressao de interleucinas pré-inflamatorias IL-6 e IL-8 e
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pela expressdo de receptores nas células do sistema de defesa inata do
hospedeiro (CHAPWANYA et al., 2009).

Em um processo inflamatério j& foram detectados vérios fatores
quimiotaxicos e os AMPs tém sido detectados nos sitios de inflamacdo em altas
concentracdes. Além de atuarem no sistema de defesa inata, esses peptideos
atuam também promovendo um aumento na producdo de IGg, linfocitos T, e
CD4+, aumentando assim a producdo de interleucinas IL-5, IL-6, e IL-10,
atuando de forma adjuvante na resposta imune adaptativa e regulando a
inflamacéo a longo prazo (BOWDISH et al., 2005).

Em uma inflamacgéo, quanto mais severo for o processo inflamatorio,
maior sera a injuria ao tecido agredido e maior sera a expressao de interleucinas
IL-6 e IL-8 e das catelicidinas. A IL-6 regula a sintese de proteinas inflamatorias
da fase aguda, a IL-8 coordena o recrutamento dos PMNs e outras células da
imunidade inata para o local inflamado e as catelicidinas sdo as responsaveis
pela regulacdo da expressdo dessas citocinas e sao 0s primeiros fatores

guimiotaxicos que aparecem apos a agressao (CHAPWANYA et al., 2009).

2.2.4. Imunidade adaptativa

O processo inflamatario fisiologico que ocorre pés-cobertura no Utero
das éguas é um processo mediado por uma resposta imune inata, para que néo
ocorra uma resposta adaptativa aos espermatozoides, permitindo que um macho
possa fecundar uma fémea outas vezes (ZAYED et al., 2016).

As imunoglobulinas (Ig), também conhecidas como anticorpos, sao
secretadas pelos plasmdcitos que séo derivados dos linfocitos B (BERLOT at al.,
2007). As imunoglobulinas sdo capazes de fazer o reconhecimento de
microrganismos invasores e opsonizacdo de bactérias por meio de células
fagocitarias de forma direta ou através do sistema complemento e ainda
promover a neutralizacdo de toxinas bacterianas (MEDZHTOV & JANEWAY,
2000; TOMLINSON, 1993). As imunoglobulinas também possuem acéo de
modulacao de citocinas, diminuindo a citocinas pré-inflamatoérias e aumentando
as anti-inflamatorias, além de modular a cascata de complemento (WERDAN,
2001).
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A ativacao do sistema complemento é de fundamental importancia
para que ocorra uma resposta imune (ANDOH et al., 1995). Depois de ser
ativado, o sistema complemento possui a capacidade de eliminar micro-
organismos por meio da opsonizacao ou eliminar de forma direta atraves da lise
celular (TOMLINSON, 1993). No processo de fagocitose ocorre uma interacao
do complemento C3b com receptores presentes nas células fagocitarias CR1
(KRYCH et al., 1992). O sistema complemento também promove a remoc¢éao de
imunocomplexos da circulacdo ligando-se a células apoptéticas (CHEN et al.,
2010).

A presenca de uma cépsula de polissacarideos € o principal fator que
determina uma viruléncia de um patégeno, em que esta confere uma resisténcia
ao processo de fagocitose por ndo permitir uma interacdo com o receptor. Desta
forma, a fagocitose da maioria dos patdogenos encapsulados requer anticorpo e/
ou complemento, pois, estes promovem uma ligacéo e ingestao desses micro-
organismos (TOMLINSON, 1993).

Existem varias classes e subclasses de imunoglobulinas que foram
isoladas no utero da égua como as IgGa, IgGb, IgGc, 1gGt, IgA e IgM, mas as
gue se encontram em mais abundancia no muco vaginal € a IgA e a que esta
presente no lumen uterino é a IgG (TROEDSSON, 1999). Ambas as
imunoglobulinas sdo produzidas localmente pelo trato genital ocorrendo uma
pequena passagem passiva destas para a luz uterina. Foram encontradas
concentracfes mais elevadas de IgA e IgG no Utero de éguas durante o estro
que no diestro, e a IgM se mostrou de maneira inversa (DELL’AQUA, 2004).

Widders et el., (1984) encontraram, em grande quantidade, células
produtoras de IgA no trato genital, no entanto, observou-se que as IgG estédo
predominantemente presente no endométrio. Quando se comparou éguas
resistente e susceptivel a endometrite crbénica, observou-se que ha uma
producédo significativa maior de imunoglobulinas apés desafio bacteriano nos
animais susceptiveis (ASBURY et al., 1980), dados semelhantes também foram
encontrados por Mitchell et al., (1982), que observaram altas concentracdes de IgA

e de IgG no conteudo uterino de éguas susceptiveis.
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2.3. Efeitos do Plasma Seminal

Muito se tem discutido acerca do quéo € importante o plasma seminal
para a modulagcdo da resposta inflamatoria no Utero de éguas. A influéncia do
plasma seminal na endometrite pos-cobertura ainda ndo estd bem elucidada. Por
um lado, auxilia na limpeza uterina, por outro, possui agao negativa na fertilidade
(DELL’AQUA Jr, 2004). Trabalhos descrevem que o sémen de alguns garanhdes
provoca uma reacéo inflamatoria exacerbada, em quanto que o sémen de outros
promove uma reacdo inflamatéria mais branda, ndo havendo diferenca em a
€égua ser ou nao susceptivel a EPPC (TROEDSSON et al., 2000; TROEDSSON
et al., 2002).

Conhecer elementos e substancias que parecem estar envolvidas na
protecdo ou desestabilizacdo da membrana plasmatica dos espermatozoides &
de suma importancia, ja que a integridade dessa membrana é fundamental para
0o bom funcionamento do gameta masculino (PARKS & GRAHAM, 1992).
Proteinas e compostos bioquimicos do plasma seminal tém sido estudados e
correlacionados com a fertilidade, porém informa¢cées como origem, estrutura e
funcdes, ainda séo limitadas (McDOWELL et al., 1996). Existem proteinas no
plasma seminal que recobrem a membrana espermatica durante a maturacao
celular. Algumas funcdes e interacdes entre estas proteinas e subpopulacdes de
proteinas de membrana podem nos sugerir porque existem diferencas de
resultados dos efeitos imunoldgicos do plasma seminal em diferentes estudos
(TROEDSSON et al., 2000).

O plasma seminal tem como acdes induzir uma inflamacao
endometrial transitoria assim como modificar tanto a duragdo como a intensidade
da resposta imune celular aos espermatozoides (PALM et al., 2008; FIALA et al.,
2007).

Estudos mostram que o plasma seminal possui acdo como modulador
da resposta inflamatéria pos-cobertura. Palm et al. (2006) e Card (2005)
relataram uma menor reacao inflamatoria quando utilizaram sémen adicionado
de plasma seminal, enquanto Portus et al. (2005), observaram que a presenca
do plasma seminal, mesmo promovendo uma maior reacdo inflamatéria,
promoveu uma reducéo na duracdo da inflamacgédo e uma maior frequéncia nas

contracdes uterinas.
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Troedsson et al. (2002) verificaram que a duragao da inflamagéao foi
mais curta quando houve presenca de plasma seminal na dose inseminante
guando compararam com a dose inseminante sem o plasma ou quando este foi
substituido por diluente. O namero de PMNs foi significativamente menor 24
horas ap6s IA quando o plasma foi mantido.

O plasma seminal tem se mostrado um agente supressor da atividade
do sistema complemento e, por consequéncia, da quimiotaxia e fagocitose pelos
PMNSs, atuando na modulagcdo ou inibicdo do processo inflamatério uterino
(TROEDSSON et al., 2000). A opsonizacao dos espermatozoides € dependente
do sistema complemento e em estudos in vitro Alaghamdi et al. (2004) e
Troedsson et al. (2005) observaram reducé&o no processo de opsonizagdo na
presenca do plasma seminal. Dados divergentes foram encontrados por Palm et
al. (2008), nos quais o plasma seminal além de provocar grande infiltragéo de
neutrofilos no endométrio foi também responsavel por aumentar a expressao das
interleucinas proé-inflamatorias (IL-1B e IL-6).

Katila et al. (2004) em um estudo de endometrite, contratilidade e taxa
de prenhez em éguas inseminadas com baixas doses de espermatozoides, na
presenca ou ndo do plasma seminal, observaram um aumento de neutroéfilos nas
eguas que receberam sémen com plasma e que a contratilidade uterina foi bem
superior nas que nao receberam o plasma, embora ndo haver diferencas nas
taxas de prenhez entre 0s grupos.

Outra possivel funcdo do plasma seminal seria a protecdo dos
espermatozoides contra a fagocitose e destruicdo pelos PMNs. Autores sugerem
gue o plasma seminal possui acdo de protecao seletiva dos espermatozoides
viaveis, mas nao impedem dos espermatozoides mortos de se ligarem e serem
fagocitados pelos PMNs. Quando éguas sdo cobertas com intervalos de até 24
horas, 0 sémen da segunda cobertura € depositado em um ambiente inflamado
gue se torna deletério para a sua motilidade (TROEDSSON et al.,, 2000,
TROEDSSON et al., 2005).

Em um experimento onde foi induzida uma resposta inflamatoria
uterina com espermatozoides mortos em éguas e 12 horas ap6s essa inducéo
essas éguas foram inseminadas e subsequentemente obtiveram uma taxa de
prenhez de 77% quando estas foram inseminadas com espermatozoides

ressuspensos em plasma seminal e uma taxa de apenas 5% quando os
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espermatozoides foram ressuspensos apenas em diluente a base de leite
desnatado (ALGHAMDI et al., 2004).

Existem muitas divergéncias entre autores com relagéo a influéncia
do volume inseminante e, portanto, divergem da quantidade de plasma seminal
depositado no utero com relacdo as contragdes uterinas (FIORATTI, 2013). Fiala
et al. (2004), quando utilizaram doses inseminantes de 100, 500 e 1000 x 10° de
espermatozoides no sémen refrigerado entre 18 a 22 horas com ou sem plasma
seminal e diluido a base de leite desnatado, observaram que as éguas
inseminadas com plasma e diluente, os lavados uterinos apresentaram valores
maiores de leucécitos quando comparadas as éguas que ndo receberam
plasma. O trabalho também mostrou que a intensidade da reacao inflamatoria
era maior quando se aumentou a dose inseminante, em contra partida, quanto
maior a reacdo, mais rapida foi a resolugcéo do processo inflamatario.

Troedsson et al. (1998) encontraram um aumento tanto no numero,
amplitude como na duragcdo das contracbes uterinas quando compararam
volumes inseminantes de 10 e de 80 mL. Em contrapartida, Campbell & England
(2006) nao observaram diferencas nas IA realizadas com um volume de 2 ou de
100 mL.

Uma possivel explicacdo para a reducdo nas contracbes uterinas
observadas quando se utilizou baixos volumes inseminantes e consequente
menor volume de plasma seminal, pode ser devido a menor quantidade de
PGF.a (BIENLANSKI et al., 1982) e de ocitocina (WATSON et al.,, 1999)
presentes na dose inseminante.

A identificacdo, assim como a quantificacdo das catelicidinas no
plasma seminal de garanhdes, poderia possibilitar a separacdo de animais cujo
sémen promove uma maior reacao inflamatéria uterina. Como, também, o
conhecimento da fracdo proteica do plasma que é responsavel pelo processo
inflamatdrio quando em contato com a mucosa do utero, além de descobrir o que
€ responsavel por proteger os espermatozoides viaveis, possibilitando que
acorra a fertilizagdo mesmo em um ambiente desfavoravel. Distarbios na
expressado das interleucinas tanto do Utero como do plasma seminal podem ser
responsaveis tanto pela magnitude como pela persisténcia da inflamacéo uterina
decorrente do contato dos espermatozoides com o Utero. A partir desses dados

seria possivel minimizar o estimulo inflamatorio inicial e permitir que o Gtero de
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éguas susceptiveis minimizasse tanto a intensidade como a persisténcia da
inflamacéo e assim aumentar a sua fertilidade (FIORATTI, 2013).

Os mecanismos de expressdo das interleucinas nas éguas com
endometrite sédo pouco explorados e o entendimento dos fatores uterinos
responsaveis pelo inicio e também pelo término da resposta inflamatéria pés-
cobertura sdo fundamentais para imunomodular a inflamacdo e otimizar a
atividade reprodutiva das éguas susceptiveis a EPPC (FIORATTI, 2013).

2.4. Métodos de Avaliacao da Condicao Uterina

2.4.1. Avaliagédo ultrassonografica

A palpacéo transretal € a condicdo de avaliagdo uterina em éguas
mais antiga e mais comumente utilizada na rotina da reproducéo. Possibilita
avaliar o tamanho, simetria e o tdnus uterino, que sdo maneiras Uteis de avaliar
uma condic¢ao reprodutiva de uma égua. A palpacdo é um método subjetivo de
avaliagdo exigindo do profissional uma habilidade e experiéncia para a sua
execucao. Em grande parte dos problemas de altera¢des uterinas que requerem
uma acuracia maior, o uso da ultrassonografia veio para facilitar a identificacéo
e direciona-la para um tratamento mais especifico (DELL'’QUA, 2004).

No exame ultrassonografico observa-se que a dinamica da ecotextura
uterina sofre influéncia das fases do ciclo estral devido os niveis de hormdnios
esteroides ovarianos que estejam predominantes. Na fase de estro, onde
predomina o estrégeno, observa-se as pregas endometriais em conjunto com
areas anecoicas dando a caracteristica do edema uterino com uma ecotextura
heterogénea. O edema uterino pode ser observado a partir do final do diestro e
torna-se mais evidente com o avancar da fase do ciclo estral, diminuindo entre
48 e 24 horas antes da ovulacdo e devendo desaparecer por até 36 horas apés
a ovulacdo. No entanto, na fase de diestro, onde o horménio predominante € a
progesterona, as pregas endometriais ndo sao visiveis, apresentando-se com
uma ecotextura homogénea (GINTHER, 1986).

Na rotina da reproducéo equina a ultrassonografia transretal permite
a visualizacdo de pequenos acumulos de liquidos no interior do Utero (GINTHER
& PIERSON, 1984). Um acumulo de liguido menor que 3 mm de diametro na

7

fase do estro é considerado normal em éguas. Os graus de ecogenicidade
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encontrado nos fluidos uterinos estdo correlacionados com a presenca e
guantidade de debris e leucécitos presentes neste liquido (MCKINNON et al.
1988).

Em uma ecotextura uterina de diestro fisiolégico ndo é para ser
observados acumulos de liquidos, sendo de fundamental importancia o
conhecimento prévio da fisiologia para que nao acorra confusao desse liquido
com uma gestacao ou cisto endometrial (SQUIRES et al., 1988; LEY, 2006). De
acordo com Ley (2006), um exame ultrassonografico do antes e apos a ovulagao,
com o objetivo de determinar se hd um acimulo ou ndo de liquido intrauterino

de fundamental importancia para o desenvolvimento de uma gestacao.

Figura 1. Imagens ultrassonogréficas em corte transversal dos cornos uterinos em
éguas: (A) Uma imagem do utero equino sem edema endometrial ou acimulo de liquido
intraluminal, tipicamente visto em éguas durante o diestro; (B) o corno uterino de uma
égua em estro, caracterizado pela presenca de edema e com um pouco de acumulo de
liquido, (C) Edema endométrico exacerbado com extravasamento e acumulo de liquido
intraluminal em uma égua com endometrite, e (D) Presenca de edema exacerbado com
pregas endometriais bem evidentes & com extenso acumulo de fluido intralumineal com
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presenca de pontos hiperecogénico em uma égua com endometrite. Barras de escala
de 5 mm (A-D) (Arquivo pessoal).

2.4.2. Avaliacdo Bacteriologica

Uma cultura uterina é um método de diagnostico que tem por
finalidade determinar se o Utero de uma égua esta livre de alguma infeccao,
identificar um possivel patégeno e determinar qual o melhor medicamento a ser
utilizado como tratamento (McCUE, 2009). Schumacher e Moll (2007) chamam
a atencédo que pelo fato de o swab uterino ser facilmente contaminado por
microrganismos do canal vaginal, ndo se pode utilizar apenas um resultado de
cultura como forma de diagndstico de endometrite. Deve-se sempre
correlacionar o resultado positivo da cultura com achados citoloégicos ou
histopatolédgicos de inflamacéo antes de fechar um diagnostico definitivo.

De acordo com Ley (2006) o ideal é se obter um Unico swab uterino
para a realizacdo da lamina de citologia e em seguida utilizar esse mesmo swab
para a cultura e antibiograma. Existem bactérias que sua patogenicidade &
guestionavel por alguns pesquisadores, no entanto, quando associadas a um
processo infeccioso ou sdo observados em grandes quantidades e com
evidencias de manifestacdes clinicas (citologia positiva, liquido intrauterino ou
historia de falha reprodutiva), recomenda-se o auxilio da remocdo destes
agentes infecciosos e detritos inflamatérios do interior do utero (LEBLANC,
2010).

Eguas com historico de nunca terem participado de um programa de
reproducdo possuem baixa probabilidade de ter cultura bacteriana positiva no
limen uterino (McCue, 2009). Hurtgen (2006) relata que éguas das racas puro
sangue inglés e quarto de milha possuem uma tendéncia de aspirar ar pela
vagina com probabilidade de contaminacdo bacteriana, predispondo uma
contaminacao do trato reprodutivo.

O achado de liquido intrauterino no exame ultrassonografico
associado a uma resposta inflamatéria positiva na citologia endometrial pode
estar relacionado a um swab positivo para cultura bacteriana (LEY, 2006). Um
estudo realizado por Carvalho et al., (2011) foram observados que das 21 éguas
com histérico de problemas reprodutivos 38,1% destas apresentavam acumulo

de liquido intrauterino e que 61,9% destas apresentaram cultura positiva para
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Escherichia coli, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, Streptococcus

dysgalactiae subsp. quisimilis, Enterococcus sp. e Staphylococcus aureus.

Figura 2. Imagens de cultivo de microrganismos em placas: (A) Crescimento negativo;
(B) placa com crescimento de bactéria Escherichia coli, (C) placa com crescimento de
bactéria Klebsiella spp (Arquivo pessoal).

2.4.3. Avaliacéao Citologica

A citologia uterina em éguas foi descrita por Knudsen, no ano de 1964,
sendo um método de diagnostico extremamente facil, pratico e de muita utilidade
na avaliacdo do ambiente uterino (FERRIS et al., 2015; CANISSO et al., 2016).
Esse exame tem como objetivo verificar a presenca ou auséncia de neutrofilos e
outras células inflamatérias. E um exame utilizado frequentemente na rotina da
reproducdo equina sendo, juntamente com a cultura uterina, o método mais
utilizado para diagnéstico da endometrite (LEBLANC, 2008).

A avaliacdo citolégica permite tomar decisdes quanto ao manejo e
terapéutica a ser empregada na égua. A interpretacdo da citologia deve ser bem
criteriosa e deve-se levar em consideracao o histérico do animal, resultados de
palpacado e ultrassonografia, além de outros exames complementares como a
cultura e biopsia (FERRIS et al., 2015).

Existem alguns métodos para obter amostras de citologia como: swab
desprotegido passado por meio de espéculo, swab protegido, escova citologica
protegida, lavagem com baixo volume e por meio de biopsia uterina (FERRIS et
al., 2015).
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Segundo Alvarenga & Mattos (1990), a utilizacdo de swab citolégico
se mostrou o método mais eficiente em relacdo a quantidade de material obtido
por amostra. A lavagem uterina como método de obtencdo de material para
analise citoldgica se mostrou menos eficiente que o método de swab (BALL et
al. 1988).

Logo apos ser realizada a coleta da amostra, independentemente do
método utilizado, o recomendado é fazer imediatamente o esfregago (LEBLANC,
2011). De acordo com Ferris (2016), as laminas de esfregaco devem ser secas
ao ar seguidas da coloracédo, caso a coloracao seja realizada em um periodo de
12 horas apoés a coleta, utiliza-se um fixador para manter a arquitetura celular.
Laminas secas ao ar tém menos perda de células quando comparada a outros
métodos, mas o detalhe celular pode ser comprometido com a técnica. Amostras
contaminadas com muco, quando secas ao ar, podem apresentar a identificacéo
das células comprometidas, sendo necessaria a utilizacdo de um fixador para
preservar o detalhe celular (LEBLANC, 2011).

A coleta de material para citologia uterina pode ser realizada em
gualquer fase do ciclo estral, no entanto, o aconselhado € no inicio do estro
guando a ceérvix esta aberta, sendo mais facil e o risco de contaminacao do Utero
€ minima (HINRICHS et al., 1988).

A avaliacdo das laminas deve ser sistematica e minuciosa. Se a
amostra for considerada como sendo de qualidade, a lamina entédo sera avaliada
em uma ampliacdo de 1000 vezes em imersao de 6leo, em mdultiplos campos,
examinando a presenca de células uterinas, glébulos brancos, detritos, globulos
vermelhos, bactérias, leveduras, fungos e espermatozoides (FERRIS, 2016).

O exame citolégico pode revelar padrées inflamatorios agudos e
cronicos. A presenca de plasmacitos, linfocitos mononucleares, macrofagos e
eosindfilos quando observados e predominam na amostra refletem uma
alteracdo crénica (LEY, 2006). Os PMNs mais comumente encontrados e
utilizados na avaliacdo sdo os neutroéfilos, no entanto, em alguns casos podem
ser encontrados eosindfilos.

O método de avaliacdo da inflamacdo em esfregaco citolégico pode
ser classificado em dois métodos. O primeiro utiliza a classificacdo do niamero
de PMNs por campo de alta poténcia, técnica onde se avaliam dez campos de

alta poténcia (em aumento de 400 vezes) de cada esfregaco, escolhidos
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aleatoriamente e analisados, sendo o numero médio de PMNs encontrado entre
eles, o resultado. O resultado encontrado servira como avaliagdo da gravidade
da inflamac¢do no endométrio (0-2 sem inflamacédo; 2-5 inflamacdo moderada;
mais que 5 inflamacdo grave) (RIDDLE et al. (2007). O segundo método se
baseia na porcentagem de PMNs em relacdo as células endometrias, que é
determinada pela contagem de 200 a 400 células totais, sem levar em conta o
ndamero de campos. Esta técnica tem sido considerada a mais adequada, uma
vez que, diferentes celularidades de diferentes métodos de coleta sdo avaliados
CcOm 0 mesmos critérios.

Uma porcentagem minima de PMNs para ser classificada como
inflamac&o e estipular a gravidade do processo ainda difere entre autores, devido
a falta de consenso sobre valores fisiologicos de PMNs na fase de estro. Para
Leblanc (2011), de 0,5 a 5%. A classificagdo da endometrite em menor que 0,5%
negativa; 0,5 a 5% leve; 5 a 30% moderada e maior que 30% como moderada
foram descritas por Ricketts & Mackintosh (1987); Falomo et al., (2006).

Kozdrowski et al. (2015), quando compararam esses dois métodos de
avaliacdo a porcentagem de PMNs e o numero de PMNs em campos de alta
poténcia, encontraram um resultado mais sensivel de endometrite nos
esfregacos avaliados de acordo com a porcentagem de PMNs. Assim, 0 método
a ser escolhido para a avaliagdo pode ter um impacto nos resultados,
independente da forma de coleta da amostra. Ainda nédo existe um consenso
guanto aos critérios de leitura dos esfregacos de citologia para interpretacéo dos
resultados (OVERBECK et al., 2011; CARD, 2005; COCCHIA et al., 2012). Como
consequéncia, podem apresentar resultados falsos positivos e falsos negativos,
promovendo uma terapia inadequada, podendo apresentar um impacto negativo
nos resultados do tratamento e na taxa de fertilidade (KOZDROWSKI et al.,
2015).
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Figura 3. Citologia endometrial de éguas em estro coradas com coloracdo do tipo
Pandético (x 100). (A) Citologia endometrial negativa; neste slide, as células do epitélio
do endométrio podem ser vistas com a presenca de duas células inflamatorias (< 1% de
neutréfilos/ campo). (B) Citologia endometrial positiva; células do epitélio do endométrio
podem ser vistas neste slide, mas, ao contrario, neutréfilos hipersegmentados estédo
excessivamente representados neste esfregaco (> 5% de neutréfilos/ campo). Barras
de escala 50 um (A e B) (Arquivo pessoal).

2.5. Terapias de suporte aplicadas a EPPC
2.5.1. Medicamentos echbalicos

Na rotina da reproducdo equina, usa-se como medicamentos que
estimulam a contracdo uterina para auxiliar no tratamento de éguas que
acumulam fluido, os agentes ecbdlicos como a ocitocina ou a prostaglandina
(LEBLANC, 1994; CADARIO et al., 1995).

Para auxiliar o tratamento das éguas susceptiveis quando o acumulo
de liguido € menor que dois centimetros, a ocitocina € o farmaco de primeira
escolha (STECKLER et al., 2012), sendo utilizada uma dose que vai de 10 a 20
Ul, podendo ser utilizada por via intramuscular ou intravenosa, ou juntamente ao
diluente de sémen na dose de 30 Ul (CAMPBELL & ENGLAND, 2002). Porém,
Cadario et al. (1999), relataram que altas doses de ocitocina (25 Ul) por via
endovenosa podem induzir uma contragcdo tetanica em algumas éguas, nao

permitindo uma drenagem ou eliminagcdo do fluido uterino. Outros estudos
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demostraram que doses menores de ocitocina (2,5-5Ul) conferiram melhores
resultados na eliminagcdo do fluido uterino quando compararam com doses
maiores da droga (RISCO et al., 2009; GUTJAHR et al., 2000).

A ocitocina pode ser utilizada por até 48 horas pos-ovulacdo, ndo
tendo mais efeito positivo apds este periodo devido ao fechamento da cervix,
gue ndo permitird mais a eliminacdo do liquido endometrial (TROEDSSON,
1997).

A ocitocina pode atuar de duas formas no Utero da égua, podendo ser
de forma direta pela estimulacdo das contracbes uterinas nos receptores
miometriais ou de forma indireta pela producéo de PGF2a através da liberagcao
do acido araquidénico (CADARIO et al., 1995; GUTJAHR et al., 2000)

A eficacia do tratamento com ocitocina na eliminacdo de liquido
uterino sofre influéncia de acordo com a fase do ciclo estral da égua, na qual o
namero de receptores miometriais para ocitocina sofre variacéo, sendo maior na
fase estrogénica e menor na fase em que a progesterona comec¢a a aumentar
logo apos o periodo pés-ovulagédo (RIGBY et al., 1999; GUTJAHR et al., 2000;
VERONESI et al., 2006).

O cloprostenol é o analogo de prostaglandina (PGF2a) mais utilizado
na limpeza fisica do Utero como promotor de contracées miometriais (FIORATTI,
2010). A prostaglandina possui a vantagem de ter um tempo de duracéo da sua
atividade mioelétrica de até 5 horas quando comparada a ocitocina que possui
um tempo de duracdo de apenas 45 minutos (BRENDEMUEHL, 2002;
LEBLANC, 2003), no entanto, possui caracteristicas semelhantes a ocitocina
guando a mesma é utilizada em altas doses, onde ha um padrao de contracéo
Unica e prolongada, o que ndo permite uma limpeza uterina eficiente (NIE et al.,
2003; TROEDSSON et al., 1995).

A utilizacdo da prostaglandina e seus analogos no periodo
periovulatério deve ser cauteloso, ja que estas drogas interferem na luteogénese
do CL quando utilizada ap6s a ovulacdo (BRENDEMUEHL, 2002). Quando
utilizada no periodo antes da ovulacdo, ndo possui efeito sobre a formacao do
corpo luteo ou mesmo na producdo da progesterona. No entanto, quando se
administra pos-ovulacdo possui efeito na formacdo luteal, resultando em
menores niveis de progesterona entre os dias 3 e 5 pds-ovulacéo e consequente
reducdo na taxa de prenhez (BRENDEMUEHL, 2002; LEBLANC, 2003). Deste
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modo, a utilizagdo de analogos da PGF2a é uma alternativa para éguas que
acumulam liquido pré-cobertura (LEBLANC, 2003).

2.5.2. Lavagem Uterina

A técnica de lavar o Utero de éguas é um procedimento muito utilizado
na rotina da reproducéo, principalmente nas éguas com endometrite persistente
poés-cobertura, pode ser usada tanto antes como apés a inseminacgao, tendo
como principal objetivo a remog¢éo de exsudato inflamatério e debris celulares.
Quando se faz a lavagem no momento pré-inseminag&o tem o objetivo de tornar
o ambiente uterino favoravel para a deposicdo dos espermatozoides, sendo
utilizado para a lavagem o ringer com lactato (VANDERWALL & WOODS, 2003;
WATSON et al.,, 2000). Se a lavagem for feita pds-inseminagdo o intuito é
remover mecanicamente os restos celulares, debris inflamatérios e outros
contaminantes presentes no interior do Utero que se depositaram no momento
da inseminacdo (KNUTTI et al., 2000; LEBLANC, 2003).

O lavado pode ser realizado 4 horas apés a inseminacao, sendo este
tempo necessario para que ocorra todo o transporte dos espermatozoides
viaveis ate a tuba uterina, ndo havendo interferéncias nos indices de fertilidade
(BRINSKO et al. 1991; FIALA et al., 2007). Apés a inseminacao, quanto menor o
tempo de lavagem uterina, menor serd o tempo de exposicdo dos
espermatozoides, patdogenos, debris celulares e exsudatos inflamatorios com o
endométrio, sendo um ponto favoravel para diminuicdo do processo inflamatério
nas éguas susceptiveis (CANISSO et al., 2016).

As lavagens normalmente séo feitas com uma sonda pela técnica de
sinfonagem, utilizando de 1 a 2 litros de solucéo para cada lavagem de acordo
com o tamanho do Utero ou até que o material intrauterino retirado esteja
totalmente limpido (LEBLANC, 2003). Essa técnica tem se mostrado bastante
eficiente nas éguas que acumulam uma coluna de liquido superior a 2 cm e/ou
gue apresentem liquido com pontos hiperecéicos ao exame ultrassonografico
(BRISKO et al., 2003)
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2.5.3. Anti-Inflamatoérios nao Esteroidais

O uso dos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) tem sido
utilizado como um tratamento para a EPPC, a sua eficicia ainda € questionada
por muitos pesquisadores, jA que este grupo de drogas atua diretamente na
cascata do &cido araquidénico, bloqueando a producdo da PGF2a, sendo esta
importante para 0 mecanismo de contragdo uterina e consequentemente
promover a limpeza uterina (SEGABINAZZI, 2016). Os AINES mais utilizados
nas eguas com EPPC tem sido a fenilbutazona (LEBLANC, 1997), flunixin
meglumine (RISCO et al., 2009) e vedaprofeno (ROJER et al., 2010).

No tratamento da EPPC, Leblanc (1997) utilizando fenilbutazona e
Reilas et al. (2006) usando flunixin Meglumine, ambos observaram um atraso no
processo de limpeza associado a um aumento da reacao inflamatoria uterina.

Rojer & Aurich ( 2010) utilizando vedaprofeno um inibidor seletivo de
COX-2 associado a ocitocina, obtiveram bons resultados em éguas susceptiveis
com reducdo significativa no infiltrado de PMNSs uterino e um aumento na taxa
de fertilidade destes animais.

O firocoxib € um inibidor de ciclo-oxigenase seletivo para COX-2, com
muito pouco efeito sobre as enzimas COX-1, reduzindo desta forma possiveis
complica¢gdes. Quando ocorre o bloqueio da COX-2, consequentemente, ha uma
gueda na producao de PGE, que atua diretamente na inflamacao e também da
PGI responsavel pela vasodilatacdo e edema no processo inflamatério
(TREBINO et al., 2003; NODA et al., 2007).

Em cavalos utiliza-se o firocoxib por via oral a cada 24 horas,
alcancando concentracdes plasmaticas estacionarias do quinto ao sétimo dia de
tratamento (LETENDRE et al., 2008) e o pico de concentracao plasmatica desse
farmaco é de 3,9 horas apdés o fornecimento da dose pela via oral (KVATERNICK
et al., 2007b).

O firocoxib tem sido muito utilizado no tratamento de éguas com
inflamacao uterina pos-cobertura, sendo um medicamento seguro e sem efeitos
colaterais que possui caracteristicas como grande volume de distribuicdo e meia
vida longa, possibilitando sua utilizacdo a cada 24 horas, além da sua
seletividade para COX-2 (FRISO, 2016).
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Friso et al. (2019) em um experimento no qual se utilizou 0,2 mg / kg
de firocoxib por via oral em éguas no dia da ovulacdo e até 24 horas poés-
iInseminacao (trés dias seguidos), o firocoxib nao interferiu no tempo de ovulagao
das éguas que receberam acetato de desorelina como indutor de ovulagdo, como
também ndo houve diferencas nas taxas de recuperacao embrionaria entre os
grupos. Demostrando desta forma que o firocoxib é realmente uma droga segura
para ser usada em programas de reproducado assistida.

Eguas que receberam firocoxib préximo a ovulacdo por trés dias
apresentaram menor porcentagem de PMNs 24 horas ap6s a IA quando
comparado ao grupo controle. E as éguas do grupo nao tratado tiveram aumento
de acumulo de liquido intrauterino apos a IA (FRISO et al., 2019).

2.6. Terapias Imunomoduladoras aplicadas a EPPC
2.6.1 Anti-Inflamatorios Esteroidais (AIES)

Os anti-inflamatorios esteroidais sdo um grupo de medicamentos que
vem sendo amplamente utilizados na reproducdo equina com o intuito de
melhorar as condi¢des uterinas de éguas susceptiveis a EPPC (SEGABINAZZI,
2016).

Os anti-inflamatadrios esteroidais apresentam varias funcdes dentre as
guais estdo o equilibrio da homeostase de eletrolitos, mediacdo de metabalitos
de carboidratos, proteinas e lipidios, além de uma potente acéo anti-inflamatoéria
(PEREIRA et al., 2002). A principal razdo para o uso destes medicamentos € o
fato de estarem relacionados a sua forte acdo anti-inflamatoria,
imunomoduladora e analgésica (BOSSCHER et al., 2000; PACE et al., 2007;
RASMUSSEN et al., 1998).

Uma forma de tratamento proposto para o EPPC visa a
imunomodulacdo da resposta inflamatéria pds-cobertura com a utilizacdo
parenteral de AIES (DELL’AQUA Jr. et al., 2006). Dell’aqua Jr. et al., (2006),
observaram uma reducdo da funcdo de neutrofilos com diminuicdo do fluido
uterino, além de ter facilitado a limpeza do uUtero quando se utilizou 0,1 mg/Kg de
acetato de prednisolona antes da inseminacéo artificial. Como resultado final
deste mesmo experimento foi observado uma melhora significativa na taxa de

fertilidade das éguas do grupo que tinham EPPC. A corticoterapia aumentou a
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taxa de prenhes de éguas com histérico de EPPC, em contrapartida, nas éguas
resistentes, nao teve diferenca significativa na taxa de prenhes entre os animais
tratados e nao tratados (PAPA et al., 2008).

A administracdo de dexametasona na dose de 0,1 mg/Kg reduziu
significativamente o edema uterino e o acumulo de liquido intrauterino, além de
uma menor turbidez do liquido coletado, embora o nimero de neutréfilos ndo
tenha sido afetado com o uso desta droga. Observou-se também um aumento
na taxa de prenhes por ciclo quando este tratamento foi utilizado nos animais
gue apresentaram liquido uterino superior a dois centimetros ap6s a
inseminacao artificial e que permaneciam no Utero por periodos de até 36 horas
(BUCCA et al., 2008).

A dexametasona pode ser administrada juntamente com o diluente de
sémen, sem causar danos a qualidade seminal além de reduzir de endometrite
apos a inseminacao (FIORATTI et al., 2012).

Os glicocorticoides possuem efeito na producéo de citocinas e ocorre
através de ligacOes dos receptores de glicocorticoides no citoplasma e no nucleo
celular. Esses receptores por ativar ou inibir a transcricdo dessas citocinas, na
gual ocorre um aumento da expressao das citocinas anti-inflamatorias e uma
diminuicdo na expressédo dos pro-inflamatérias (LOWENBERG et al., 2008).

A dexametasona ainda promove a reducdo da expressdo de
interleucinas pré-inflamatoérias, como a IL-13, IL-6 e IL-8 e 0 aumento das
interleucinas anti-inflamatéria IL-10 e IL-Ra (CHRISTOFFERSEN et al., 2012;
WOODWARD et al., 2015).

Apesar de todas as vantagens citadas acima, o uso dos AIES deve
ser feito com cautela por apresentarem efeitos colaterais indesejaveis como a
imunossupressao e até levar a um quadro de laminite (DELL’AQUA Jr. et al.,
2006).

2.6.2. Lactoferrina

A lactoferrina € uma glicoproteina que pode ser encontrada no sémen,
saliva e no leite (BUCKETT, 1997) e possui afinidade por moléculas de ferro e
por lipopolissacarideos de bactérias gram negativas possuindo acao bactericida

e/ou bacteriostatica (SUZUKI et al., 2005). A lactoferrina também possui acao
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imunomoduladora, ativa o sistema imune e controla a mielopoiese (SUZUKI et
al., 2005; BROCK, 2002). A lactoferrina se apresenta em maior quantidade
durante o estro e quando ocorrem processos inflamatérios uterinos (KOLM et al.,
2006).

Sua concentracdo normal em ejaculados de garanhbes € de 150
Mg/mL, porém, é correlacionada a baixa congelabilidade assim como a
oligospermia no homem (JOBIM et al, 2011). A utilizagdo de lactoferrina junto ao
sémen reduziu a expressao endometrial de interleucinas pro-inflamatérias IL-1,
IL-8, mas nao foi capaz de reduzir o fluido intrauterino nem porcentagem de
células de defesa 24h pés IA em éguas (COUTINHO DA SILVA et al., 2017).

Troedsson (2014), em um estudo in vitro observou que essa proteina,
em concentragdes proximas a encontrada no ejaculado, estimula a ligacao de
PMNs a espermatozoides mortos. Com isso, podemos deduzir que a fagocitose
de espermatozoides néo viaveis na presenca da lactoferrina poderia auxiliar na
limpeza uterina em éguas (FEDORKA et al., 2016).

Kolm (2006), constatou uma maior transcricdo de lactoferrina no
endométrio de éguas susceptiveis a EPPC quando comparada as éguas
resistentes, uma vez que éguas susceptiveis possuem um maior influxo de
PMNs durante a reacao inflamatéria e consequente liberacao de lactoferrina dos
granulos dessas células. A lactoferina é capaz de suprir a expressao de mRNA
de IL-1Ra, uma citocina anti-inflamatoria, o que demonstra uma possivel
propriedade imunomoduladora da resposta inflamatoria dessa proteina além de
constatar que essa proteina € capaz de modular a atividade dos PMNs e a
eliminacao deles do lumen uterino (FEDORKA et al., 2016).

2.6.3. Plasma Rico em Plaquetas — PRP

O PRP pode ser de fonte autdloga ou heteréloga, de facil aquisicéo e
de baixo custo contendo muitos fatores de crescimento importantes para o
processo de reparacao tecidual. Para ter eficacia, o PRP deve conter entre trés
a cinco vezes mais plaguetas que os niveis fisiologicos (REGHINI, 2013).

O plasma rico em plaquetas é outro imunomodulador que se mostrou

bastante eficiente no tratamento de éguas com endometrite, tendo efeito na
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reducdo de acumulo de fluido uterino e também diminui o influxo de PMNs para
o limen uterino (REGHINI et al., 2016).

O PRP tem acdo através da liberacdo de fatores de crescimento que
sdo armazenados nos granulos-a das plaquetas (TEXTOR et al., 2011). Os
fatores de crescimento, quando liberados pelas plaquetas sao ativados no tecido
inflamado e sdo importantes no processo de reparacéo tecidual devido aos seus
efeitos mitogénicos, anti-inflamatdrios, quimiotaticos e neovasculares
(MAZZOCCA et al., 2013; GONSHOR, 2002). O PRP também reduziu a
expressdo de citocinas pro-inflamatoérias (IL-1B, IL-6 e IL-8) e da iNOS
(METCALF, 2014), se mostrando muito benéfico no incremento da fertilidade em
éguas problema (SEGABINAZZI et al., 2017; METCALF, 2014). O PRP reduziu
a infiltragdo de PMNs no lumen uterino, além de reduzir a expressédo de COX-2
das éguas suscetiveis ap0os a inseminacgao artificial, tendo melhores resultados
no tratamento pré do que na pos- inseminacao (SEGABINAZZI et al., 2017).

A producdao de lipoxinas a partir das plaguetas é como estas lipoxinas
sdo as responsaveis pela modulacdo do processo inflamatério devido a
diminuicdo da quimioatracdo dos mondcitos para a lesdo, os quais se
transformam em macrofagos e realizam a cicatrizacao e resolucéo do processo
inflamatorio (REGHINI, 2013).

Além de sintetizar as lipoxinas, o PRP possui capacidade de aumentar
os fatores de crescimentos para as areas lesionadas, aumentam também os
niveis de lipoxina A4 (LXA4) e de RANTES (EL-SHARKAWY et al., 2007). As
LXA4 atuam na modulacéo da reacao inflamatéria, diminuindo a quimioatracéo
de neutrdéfilos e os RANTES, uma quimiocina expressa nas células T e também
nos a-granulos plaquetarios (HOLME et al., 1998) e que inibem a liberacédo de
histamina pelos basofilos, inibindo o processo inflamatério em geral (REGHINI,
2013).

Infundir PRP no Gtero de éguas tem como principal objetivo favorecer
0 processo de fagocitose de bactérias e outros microrganismos através do
complemento de opsoninas (fator de complemento). Uma ressalva muito
importante para o sucesso desta terapia é que exista uma funcionalidade de
contracdo miometrial e uma capacidade auto-limpante uterina (LIU, 2008).

Reghini et al. (2013) em um estudo em que compararam a inflamacéao

de éguas resistente e suscetiveis a endometrite pela presenca de PMNs do fluido
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uterino e também pela quantidade e concentracao de 6xido nitrico. O trabalho
concluiu que houve uma diminuicdo do fluido acumulado, uma diminuigdo do
percentual de neutréfilos nas éguas suscetiveis considerados aceitaveis 24
horas p6s-inseminacédo apds o tratamento com plasma sanguineo, 0 que sugere
potencial terapéutico do plasma sanguineo.

Ao se adicionar PRP homologo no tratamento de infusdo de
antibidticos de 36 a 48 horas pds-inseminacdo promovendo uma melhora nas
taxas de prenhez das éguas tratadas, quando compararam com as que
receberam apenas antibioticoterapia, os autores sugeriram que essa melhora
esta atribuida a uma fagocitose mais eficiente pelos neutrdfilos, associados
pelos componentes do sistema complemento e imunoglobulinas que também

estao presentes no PRP (Pascoe et al., 1995).

2.6.4. Células Tronco Mesenquimais - CTMs

Células tronco sao células indiferenciadas, sem funcéo especifica,
com capacidade de multiplicar-se e de se manterem indiferenciadas por longos
periodos, tanto in vitro como in vivo. Mediante estimulos especificos podem
diferenciar-se em células maduras e funcionais de tecidos. Possuem uma
capacidade de divisdo assimétrica, ou seja, ao mesmo tempo em que dao origem
a células precursoras com capacidade de diferenciagdo a um determinado
tecido, também produzem células indiferenciadas que irdo repor a populacéo de
células tronco (REYLES et al., 2001).

As células tronco possuem alto potencial terapéutico por possuirem
capacidade imunomoduladora, promovem regeneracao tecidual e previnem a
formacdo de cicatrizes (BORJESSON, 2011). Possuem alta capacidade de
plasticidade, ou seja, habilidade de diferenciacdo celular com fendtipo nao
relacionado a seu tecido de origem (BIANCO, 2001).

As células tronco embrionarias (CTE), retiradas da massa celular
interna de embrides em fase inicial, sdo capazes de se diferenciar em qualquer
tipo de tecido. As células tronco soméaticas ou adultas (CTA), provenientes de
tecidos diferenciados de fetos, recém-nascidos ou adultos, possuem papel de
reparacao tecidual (LANDIM-ALVARENGA et al., 2012).
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Células tronco mesenquimais (CTMs) séo células do grupo das CTA
e tem sido foco de muitos estudos, tanta na medicina humana como na medicina
veterinéria, com o objetivo de modular a resposta inflamatéria nos processos
inflamatorios agudos e crénicos (TIMMERS et al., 2011; BARRACHINA et al.,
2016). Secretam moléculas biotivas, como 0s compostos imunomoduladores
(PGE2, IL-10, IL-1Ra e iINOS) (Da SILVA MEIRELLES, 2009) e, desta forma,
estas células podem ser utilizadas, tanto em tratamentos como preventivamente
nas EPPC (FERRIS et al., 2014).

As CTMs liberam alguns fatores soluveis como: PGE>, INF-y, IL-4, IL-
10, TGF-B e HGF que inibem a proliferagdo dos linfocitos B e T, inibem a
diferenciacdo dos mondcitos em células dendriticas maduras, induzem células T
a expressao fenotipica de regulacdo e inibem também a proliferacdo e a
citotoxidade das células natural Killers, promovendo desta forma a modulacao
da resposta infamatéria (DE SCHAUWER et al., 2014).

As CTMs, quando ativadas, possuem caracteristica de migrar para
areas que estao lesionadas, inflamadas e até tumorais (CHEN et al., 2008). Ao
chegarem nesses locais, assumem o papel de reparacao tecidual. Este processo
se da através de interacdes de citocinas e quimiosinas que sdo secretadas por
tecidos adjacentes e induzem a diferenciacdo dessas células nas mais diversas
linhagens celulares (TAKAHASHI et al., 2007). A secrecao dessas substancias
e de fatores de crescimentos pelas CTMs, possuem como resultado final o
recrutamento de macrofagos e outras células endoteliais, melhorando a
cicatrizacao do local afetado (CHEN et al., 2008).

Células tronco mesenquimais tém sido foco de muitos estudos na
medicina regenerativa de equinos, com foco em reparacao de lesdes tendineas.
Atuam nos processos de crescimento, remodelacdo e cicatrizacdo tecidual.
Promovem o aumento do namero de células progenitoras que estdo presentes
no tecido afetado, aumentando seu potencial de regeneracdo (YAMADA et al.,
2011; FORTIER e TRAVIS, 2011).

Na medicina regenerativa, 0 processo cicatricial se dar pelo
fornecimento de elementos celulares requisitados durante o processo, que
garante a geracao de novas células. Também € necessaria uma producao de
matriz extracelular para organizar plenamente a funcdo dos novos tecidos

gerados e sua integracao sistémica (LEVENBERG et al., 2003).
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Pesquisas in vivo tém sugerido que CTMs melhoram a cicatrizagéo
tendinea em modelos de tendinite induzidas por colagenase (YAMADA et al,
2011, SCHNABEL et al., 2009; CARVALHO, 2009). Em um estudo realizado por
Barreira (2005), avaliaram-se os efeitos de CTMs aut6logas de medula 6ssea ha
cicatrizacdo tendinea e comparados com grupo controle, foram encontrados
alguns resultados como: aumento do infiltrado inflamatério celular, abundancia
de matriz, diminuicdo da necrose, pequeno aumento no indice de proliferacao
celular (Ki-67, clone M1B1) e uma menor imunomarcacdo do TGF-B1 que
caracterizam uma aceleragédo no reparo do tend&o no grupo tratado. O melhor
momento para implantar as células é apos a fase inflamatoria e antes da fase da
formacéao de tecido fibroso (CARVALHO et al. 2011; FORTIER & SMITH, 2007).

As CTMs possuem alto potencial para o tratamento de endometriose
devido as suas propriedades terapéuticas. Para que a terapia tenha uma boa
resposta terapéutica, precisa-se fazer a aplicacdo correta das células no limen
uterino, garantindo assim uma ampla distribuicdo e deposicéo por todo tecido
lesionado (STEINERT, 2012).

Rick et al. (2018), demostraram propriedades imunomoduladoras de
CTMs autologas que foram infundidas em diestro e apos 2 semanas foram feitas
bi6psias. Observou-se também uma acéo no limen uterino por um periodo de
até 24 horas pos-infusdo, no qual o CTMs nao penetrou no endotélio uterino
saudavel.

Ferris et al. (2014) em um experimento onde compararam O
tratamento com células tronco 24 horas pré-inseminagcao e outros tratamentos
considerados imunomoduladores, utilizou-se 2 mL de espermatozoides mortos
para promover uma reacdo inflamatéria. Foram coletados materiais antes do
tratamento, 6 e 24 horas ap0s o desafio para avaliar a reacdo inflamatdria
gerada. Observou-se uma reducdo de 50% no numero de neutrofilos nas
primeiras 6 horas e foi associado ao aumento na concentracdo de IL-1Ra, nas
éguas tratadas. Houve também uma reducdo na concentracdo de IL-1 no
momento 24 horas, sugerindo que o periodo de inflamacao para estas éguas foi
mais curto, comprovando a eficiéncia do tratamento com células tronco
mesenquimais nas EPPC.

Alvarenga et al. (2016), realizaram um estudo com sucessivas

injecGes de 0,5 mL de células tronco (12 x10° células em PBS) no endométrio
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em uma linha horizontal, com distancia de 1 cm entre as aplicacdes, indo de uma
extremidade do corno a outra no periodo de diestro. Foram feitas coletas de
bidpsias nos dias 0, 15, 30 e 60. Em todas as coletas foram observadas
infiltrados inflamatorios, no entanto, nenhuma égua demonstrou uma piora na
estrutura do endométrio, demonstrando que esta técnica ndo causa nenhuma
injuria ao endomeétrio.

Em um experimento, foi realizada infusdo de células tronco em seis
éguas com endometriose e como controle, um tratamento placebo. Foram
realizadas bidpsias uterinas por histopatologia. Sete dias apos a infuséo, as
fémeas que foram tratadas ja mostraram uma organizacao tecidual e morfologica
das glandulas uterinas, que foram confirmadas com as amostras coletadas nos
dias 21 e 61. Para os animais ndo tratados nao houve melhora significativa nos
referidos parametros (MAMBELLI et al., 2013).

Pavao (2013) em um experimento com 10 éguas, administrou em
cada corno uterino 10 mL contendo 2x107 células tronco mesenquimais. Foram
realizadas biopsias uterinas nas horas 0, 15, 30 e 60 apdés aplicacéo da terapia,
e revelou uma diminuicdo de 70,98% da fibrose endometrial entre as horas O e

60 pos tratamento.

2.6.5. Meio Condicionado por Células Tronco — MC

O meio condicionado € um meio utilizado para cultivar as células
tronco, sendo descartado posteriormente ao crescimento e retirada das células.
E classificado como um subproduto, mas contém metabolitos, fatores de
crescimento, fatores pré e pro-inflamatérios e proteinas da matriz extracelular
gue sao secretadas pelas células que foram cultivadas (FRESHNEY, 2005).

Em um estudo in vitro Bussche et al. (2014) identificaram fatores
estimulantes angiogénicos no meio condicionado de CTMs de equinos, no qual
teve uma inducado da proliferacdo e uma formacao das células endoteliais das
células cultivadas. O MC obtido a partir do cultivo de CTMs contém todos os
fatores que séo secretados pelas CTMs e que podem ser utilizados como uma
terapia regenerativa livre de células (MAGUIRE, 2013; HAARER et al., 2015).
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As CTMs presentes no MC secretam citocinas tanto as anti-
inflamatérias (TGF-B, IL-1Ra, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17 e IL-27) como as
pré-inflamatérias (IL-1, IL-8 / CXCL- 8 e IL-9) (PAWITAN, 2014; TONGU, 2019).

Ao utilizarem MC de CTMs obtidas a partir de membrana amnidtica
para o tratamento de lesdes de ligamentos e tenddes de cavalos atletas, Lange-
Consiglio et al. (2013), observaram um efeito anti-inflamatério e uma capacidade
de reorganizacao tecidual apos a aplicacdo do MC nas lesées.

J& é de conhecimento que o meio condicionado possui microvesiculas
gue sao responsaveis por agir na reparacao de tecidos e também atuam sobre
o controle do stress oxidativo, estando desta forma agindo na imunomodulagéo
e na regeneracao do endométrio (MAIA et al., 2017; SHEN et al., 2015). O MC
também apresentou bons resultados quando foi usado como adjuvante na
criopreservagao de células tronco mesenquimais de cordao umbilical de potros,
mantendo as caracteristicas bioldégicas destas células mesmo apos o
descongelamento. Estes resultados provavelmente estéo atrelados a modulacao
do stress oxidativo, que diminuem as lesbes de membrana e garantem uma
maior viabilidade celular (MAIA et al., 2017).

Cho et al. (2017), utilizaram o MC no tratamento de doencas
musculares associadas a inflamacdo crénica e liberacdo de citocinas pro-
inflamatdérias em humanos obesos. Os resultados mostraram efeitos positivos,
melhorando a ativacao de fibroblastos e diminuindo a inflamac&o por meio do
bloqueio da atividade da IL-1 por meio da IL-1Ra. Concluiram que o MC pode
ser uma terapia promissora no combate da inflamacéo associada a inatividade
muscular.

Em um estudo utilizando MC para tratar cavalos com lesdes
ligamentares e tendineas, foi observado um bom resultado, tanto na recuperacéo
tecidual, como uma diminuicdo na inflamacéo no local da lesdo pds-tratamento
(LANGE-CONSIGLIO et al., 2013).

O uso do meio condicionado, por ndo ser uma suspensao de células,
possui algumas vantagens quando comparadas as células tronco. O MC tem as
vantagens de poder ser fabricado, liofilizado, embalado e transportado com
muita facilidade, além de ndo haver rejeicdes por parte do um possivel receptor
(LANGE-CONSIGLIO et al., 2013; PAWITAN, 2014; NUGROHO et al., 2016). O

MC se mostra como uma alternativa promissora e inovadora para ser utilizado
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na reproducdo equina, ja que se mostra de facil manipulagéo e armazenamento,
facilitando seu uso a campo (TONGU, 2019).

Em um estudo in vitro CORRADETTI et al., (2014) utilizaram células
tronco mesenquimais de membrana aminiéticas e o meio condicionado para
tratar doencas uterinas em éguas. Houve uma melhora significativa na
capacidade imunomodulatéria, regenerativa e proliferativa endometrial, levando
a uma diminuicdo na perda gestacional devido a fibrose endometrial.

Ho et al. (2017), utlizaram em um estudo, células tronco
mesenquimais de medula 6ssea de humanos e também o MC, em feridas
induzidas no utero de ratas. Demostraram que ndo houve diferenca estatistica
entre usar células tronco mesenquimais e MC na reparacdo tecidual, além de
demostrar a possibilidade do uso de MC heterologo.

Em um experimento em que se adicionou MC junto ao sémen diluido em
varias concentracdes, ndo foram observadas diferencas nos parametros cinéticos
entre os grupos testados assim, como, também n&ao houve alteragées no parametro
integridade de membrana plasmatica, garantindo desta forma que o MC pode ser
adicionado junto ao sémen ndo comprometendo a viabilidade espermatica
(TONGU, 2019).

Tongu (2019), ao estudar o efeito do MC entre éguas resistentes e
susceptiveis a EPPC, observou uma diminuicdo na porcentagem de PMNs 6
horas apds a IA nas éguas resistentes quando comparada ao grupo controle.
N&o houve diferencas entre estes dois grupos nos momentos O e 24 horas e
também ndo houve diferenca na fertilidade entre os grupos. Para as éguas
susceptiveis o grupo controle manteve altas concentracdes de PMNs nos
momentos 6 e 24 horas pos-inseminacédo artificial, no grupo tratado com MC
houve uma reducéo significativa na porcentagem de PMNs nos momentos 6 e
24 horas. O MC também foi capaz de diminuir o acumulo de fluido uterino nas
éguas susceptiveis no momento 24 horas, demonstrando desta forma que o MC
foi capaz de modular a resposta inflamatéria diminuindo, assim, as porcentagens
de PMNSs, tanto nas éguas resistentes, como nas susceptiveis sendo sua
utilizacao eficaz para o tratamento de EPPC.

Em virtude dos estudos apresentados, o uso do MC como um
modulador da reacao inflamatéria pode vir a ser uma terapia promissora para

minimizar os efeitos da EPPC em éguas susceptiveis.
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4. HIPOTESE

Hipdtese 1- A infusdo intrauterina de MC promove uma melhora nos
parametros clinicos (fluido uterino pés-cobertura, inflamacdo endometrial) pés-

cobertura/lA de éguas susceptiveis a EPPC.

Hipdtese 2 — O tratamento com MC aumenta a taxa de fertilidade de

éguas susceptiveis a EPPC.

Hipotese 3- A terapia intrauterina com MC modula a resposta
inflamatéria no endométrio, reduzindo a expressdao de citocinas pro-

inflamatorias.
5. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da infusdo intrauterina
de MC sobre os aspectos clinicos (acumulo de fluido uterino, contagem de
células inflamatérias), moleculares (citocinas pr6- e anti-inflamatoérias) e
microbioldgicos (crescimento e isolamento bacteriano), assim como as taxas de

fertilidade em éguas susceptiveis a EPPC.
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RESUMO

A endometrite é uma inflamacdo do endométrio que pode ser causada por
agentes infecciosos e nédo infecciosos e é a enfermidade reprodutiva mais
comum nas éguas. Diante disso, terapias estdo sendo estudados na modulacao
da resposta inflamatéria uterina. O presente experimento visou avaliar in vivo, a
capacidade imunomoduladora do MC no processo inflamatério do endométrio de
éguas susceptiveis pos-cobertura, assim como o0 seu efeito sobre a taxa de
fertilidade. Tanto no crescimento de bactérias como na recuperacdo embrionaria,
os resultados foram similares entre os grupos controle e tratado. No entanto, foi
observada uma diminuigdo significativa na contagem de PMNs na citologia
uterina 6 e 24 horas pos-cobertura, no grupo tratado com MC (p< 0,05) quando
comparado ao grupo controle. No que diz respeito as interleucinas observamos
gue para a IL-10 ndo houve diferencas entre os grupos controle e tratado ao
longo dos tempos. Porém, o grupo controle teve um aumento numeérico apos a
inseminacao - fato que nao ocorreu no grupo tratado. Para o TNF-a também nao
houve diferencas entre os grupos, mas observou-se um decréscimo numerico
nos tempos 6 e 24 horas no grupo tratado. No que se refere a IL-6 foi observada
a diferenca entre os grupos. No grupo controle houve diminuicdo nos tempos 6
e 24 horas em comparacdo ao tempo O hora - 0 que nao ocorreu no grupo

tratado. Com isso, podemos concluir que o MC foi efetivo na modulacdo da

resposta inflamatéria em éguas susceptiveis a EPPC.

Palavras-chave: Neutréfilos, interleucinas, inflamacgéo, imunomodulador, Utero
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1. INTRODUCAO

Em mamiferos, logo apdés a coOpula ou inseminacdo artificial, &
desencadeada uma reacdo inflamatorio fisiolégica endometrial, provocada pela
presenca do sémen (TROEDSSON et al., 1998). Devido as caracteristicas
anatdmicas e reprodutivas da égua, a cérvice encontra-se relaxada durante o
estro, o que possibilita que durante a cépula o macho deposite o sémen no
interior do Utero durante a ejaculacdo (KOTILAINEN et al., 1994). Durante esse
processo, além de espermatozoides e do plasma seminal, também sao
carreados debris celulares e microrganismos que podem agravar este quadro
inflamatorio (BRINSKO et al., 1991; TROEDSSON, 1999).

Por este motivo é que as endometrites sao relativamente comuns nas
éguas (TRAUB — DARGATZ et al.,, 1991). Tal enfermidade é o problema
reprodutivo mais comum nessa espécie e a terceira afec¢cdo que mais acomete
0s equinos (TRAUB — DARGATZ et al., 1991; TROEDSSON, 1999), podendo
causar muitos impactos econémicos no mercado do cavalo (GUTJAHR et al.,
2001). A endometrite é uma inflamacao/infeccdo do endométrio que pode ser
causada por agentes infecciosos (bactérias e fungos) e nao infecciosos (sémen)
(TROEDSSON et al., 1998).

As éguas sdo classificadas como resistentes ou susceptiveis a
endometrite persistente pos-cobertura (EPPC). As susceptiveis sdo as que
possuem dificuldade em debelar o processo inflamatério por um periodo de até
48 horas apoOs a deposicdo do sémen intrauterino. Enquanto isso, as éguas
resistentes possuem essa capacidade, proporcionando um ambiente uterino

adequado ao recebimento do embrido (BRITO & BARTH, 2003).
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Nas éguas susceptiveis ocorre uma falha no processo de limpeza
uterina apresentando uma reacdo inflamatoéria exacerbada, associada a um
acumulo de liquido no interior do Utero (TROEDSSON, 1999). Isso pode se
agravar pelo fato de que este liquido serve como meio de cultura para agentes
oportunistas, podendo agravar o quadro da endometrite (LEBLANC, 2003) e,
consequentemente, promover um ambiente uterino totalmente desfavoravel e
incompativel ao desenvolvimento embrionario (TROEDSSON, 1999; CARD,
2005).

Os tratamentos mais comumente utilizados para EPPC (drogas
ecbolicas e lavagem uterina) sdo considerados tratamentos de suporte, pois
auxiliam na limpeza e manutencdo de um ambiente uterino adequado. No
entanto, estes tratamentos ndo atuam diretamente no processo inflamatorio
(SEGABINAZZI, 2016). Desta forma alguns pesquisadores (FUMUSO et al.,
2003; DELL’AQUA Jr. et al., 2006; BUCCA et al., 2008; PAPA et al., 2008;
FIORATTI et al., 2013; REGHINI, 2013; METCALF, 2012; METCALF, 2014;
SEGABINAZZI et al., 2017), estudando alguns imunomoduladores, como
mediadores da resposta inflamatoria, tém demostrado uma reducdo na
inflamacao uterina com um incremento nos indices de fertilidade de éguas com
EPPC.

Entre as terapias imunomoduladoras que estdo sendo utilizadas para
tratar éguas com EPPC, podemos destacar o uso de células tronco
mesenquimais (CTMs) e o plasma rico em plaquetas (PRP). Tais tratamentos
tém demostrado eficacia na modulacdo da resposta inflamatéria no Utero de
éguas, além de melhorar os indices de fertilidade das mesmas (FERRIS et al.,

2014; REGHINI et al., 2016; SEGABINAZZ| et al., 2017).
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O meio condicionado por células tronco (MC) tem sido foco de novos
estudos como uma possibilidade terapéutica a ser utilizada na reproducéo
equina (JULIE, 2009; LANGE-CONSIGLIO et al.,, 2013; PAWITAN, 2014;
CORRADETTI et al., 2014). O MC é rico em fatores pré e pro-inflamatérios que
séo liberados durante o cultivo celular das células tronco mesenquimais (CHEN
et al., 2008; LANGE-CONSIGLIO et al., 2013). O MC também possui
microvesiculas que sado responsaveis por reparacdo tecidual e controle do
estresse oxidativo, agindo diretamente sobre a imunomodulagéo e regeneracao
do endométrio (SHEN et al.,, 2015; MAIA et al., 2017), mostrando-se uma
excelente alternativa para uso no tratamento de éguas.

O MC, por apresentar fatores secretados pelas CTMs, € de interesse
tanto na medicina humana como na veterinaria, para serem utilizados em
protocolos de terapia regenerativa livre de células (MAGUIRE, 2013; HAARER
et al., 2015)

Desta forma, o objetivo geral deste estudo foi avaliar a capacidade
imunmodulatéria do meio condicionado de células tronco na inflamacgéo uterina

pos-cobertura em éguas susceptiveis a EPPC, assim como sua fertilidade.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DO MEIO CONDICIONADO

O meio condicionado foi adquirido a partir de um banco de células
tronco equino, do laboratorio OMICS Biotecnologia Animal (Botucatu- Séo Paulo,
Brasil). O MC foi obtido apés o descongelamento das células tronco
mesenquimais de um banco celular, as quais foram recultivadas a uma

concentracdo de 15x103células /cm? por 3 dias, a uma temperatura de 37°C com
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5% de saturacdo de CO. O meio recuperado da garrafa de cultivo foi
centrifugado a 700g e em seguida filtrado (filtro de 0,2mm) para retirar possiveis
detritos celulares (LANGE-CONSIGLIO et al., 2013; MAIA et al., 2017). O MC foi
dividido em aliquotas de 30 mL e armazenado em recipientes de pléstico e
acondicionados em freezer a -20°C até a utilizagdo. O descongelamento foi feito
em temperatura ambiente (25 a 28°C) por aproximadamente 1 hora. A mesma

partida de MC foi utilizada para tratar todas as éguas.

2.2 ANIMAIS E CONTROLE DO CICLO ESTRAL

No inicio do experimento, foram selecionadas 15 éguas com historico
reprodutivo conhecido, classificadas como susceptiveis a EPPC como descrito
por Segabinazzl et al., (2017). No decorrer do experimento, 0s animais que néo
se adequaram ou apresentaram algum tipo de problema foram eliminados,
restando, no final, apenas oito animais. Foi realizado acompanhamento diario
por palpacéo retal e ultrassonografia (Sono Scape E2>V — Hong Kong-China). A
inducao da ovulacéo foi realizada a partir da detecgéo de um foliculo 235 mm e
edema uterino grau 3, com a utilizacdo de 1mg de acetato de deslorelina

(Sincrorrelin®, OuroFino, Brasil) pela via intramuscular.

2.3 DOSE INSEMINANTE

Duas éguas foram inseminadas com sémen refrigerado (1x10°
espermatozoides), enquanto nas seis éguas restantes, foram feitas
inseminacdes nas quais se utilizaram do sémen congelado (dose entre 200 e
400 milhées de espermatozoides). O processo foi realizado sempre com a

mesma partida e quantidade de palhetas por IA. Para inseminacdes, utilizando-
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se sémen refrigerado, as éguas foram inseminadas 24 horas apés a inducdo,
com o sémen depositado no corpo do Utero. As outras seis éguas foram
inseminadas imediatamente apos a deteccao da ovulacédo e o sémen depositado
na ponta do corno ipsilateral a ovulagdo. Em ambos os ciclos estrais, as éguas
eram inseminadas com sémen do mesmo garanhdo previamente utilizado.

Todos os garanhdes possuiam fertilidade conhecida.

2.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Todas as éguas foram inseminadas em ciclos estrais consecutivos e
de maneira aleatoria para cada momento sorteado previamente em cross-over
desing. No ciclo controle, as éguas nao receberam nenhum tratamento pré ou
pos IA. No ciclo tratado, 30 mL de MC foi infundido no Gtero das éguas. Eguas
inseminadas com sémen refrigerado receberam infusao intrauterina de MC no
momento da inducéo da ovulacdo, enquanto as éguas inseminadas com sémen
congelado receberam os tratamentos 12 h apds a inducdo da ovulacdo. Com
essa diferenca no momento do tratamento, objetivou-se que o intervalo entre o
tratamento e IA fosse similar entre os animais no estudo. Todas as éguas foram
entdo inseminadas apenas uma vez por ciclo, com 0 namero de
espermatozoides e o volume total de sémen refrigerado ou congelado nos 2
ciclos (controle e tratado) previamente estabelecidos. Para os ciclos em que a
ovulacédo nédo ocorria dentro do periodo desejado, as coletas eram descartadas

e o ciclo estral desconsiderado.
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2.5 COLETA DE AMOSTRAS

2.5.1 AVALIACAO BACTERIOLOGICA

Uma higienizacao prévia da regido perineal foi efetuada para, em
seguida, ser realizada a coleta do material para o exame bacteriol6gico. Com o
intuito de prevenir contaminacdes, as coletas para cultura eram realizadas
previamente as coletas citoldgicas. As coletas foram realizadas no momento da
inducéo e 24 horas apos IA, com o auxilio de um aparelho descartavel de swab
para coleta de cultura uterina equina (Provar®, SP - Brasil). Os swabs eram
entdo acondicionados em meio de transporte Stuart e refrigerados até serem
enviados para um laboratério de referéncia para isolamento e identificacéo

bacteriana.

2.5.2 CITOLOGIA UTERINA

Uma higienizacdo prévia da regido perineal foi efetuada e, em
seguida, foi realizada a coleta do material para o exame citologico. As citologias
esfoliativas foram realizadas no momento da inducéao (0h) e, apos a IA (6 e 24
horas), com o auxilio de um aparelho descartavel para coleta de citologia uterina
equina (Provar®, SP - Brasil), como descrito por Alvarenga & Matos (1990). As
escovas foram utilizadas para confeccdo de laminas para avaliacdo citologica,
secas em temperatura ambiente e coradas pelo método Pandtico Réapido
(Laborclin, Parana — Brasil). As leituras das laminas foram feitas através de
microscopia Optica, utilizando 6leo de imersdo (1000x). Foram contados 0s
neutroéfilos por campo, num total de 12 campos. No final, foi feito a média de

todos os campos.
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2.5.3 CITOCINAS

Uma higienizagdo prévia da regido perineal foi efetuada e, em
seguida, foi realizada a coleta do material para o exame das citocinas. As coletas
para citocinas foram realizadas intrauterina no momento da indugéo (0Oh), 6 e 24
horas apés a IA, com o auxilio de um aparelho descartavel para coleta de
citologia uterina equina (Provar®, SP - Brasil). As escovas foram utilizadas para
coleta de material (liquido) uterino. ApGs cada coleta, a escova contendo o
material era entdo colocada em um criotubo contendo 1,5 mL de RNAlater. Apés
todo o contetdo da escova ser passado para o criotubo, a mesma era descartada
e o criotubo lacrado e armazenado em nitrogénio liquido até posterior utilizagéo.

As concentragcbes de IL-6, IL-10, IL-18 e TNF-a do liquido uterino
recuperado foram mensuradas por multiplex, utilizando o kit EQCYTMAG-93K
(Merck-USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. O ensaio foi lido no
equipamento MAGPIX (luminex, USA) e as analises dos dados foram feitas do
software Milliplex Analyst - Merck-USA.

Nesse estudo, consideramos apenas a concentracdo de citocinas e
ndo a quantidade de citocina colhida. Os resultados estdo expressos como

concentragao de citocinas (pg/mL).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados para contagem de PMNSs, crescimento bacteriano e citologia
foram analisados com a utilizacdo do programa GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software Inc., EUA). A contagem de PMNSs na citologia endometrial foi avaliada

através do Teste t. O crescimento bacteriano e a recuperacao embrionaria foram
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avaliados através de teste de Exato de Fisher. Uma diferenca estatistica foi
considerada quando P < 0,05.

As andlises para as interleucinas foram realizadas utilizando o software R
(R Core Team, 2020) com o modelo misto linear do pacote nlme (Pinheiro e
Bates, 2020) as médias do fator tratamento foram comparadas pelo teste t
(p<0,05), enquanto as médias do fator tempo e interacéo foram comparadas pelo

teste tukey (p<0,05).

3 RESULTADOS

O crescimento bacteriano antes e 24 h apds a IA, assim como a
recuperacdo embrionaria foram similares (P > 0,05) entre os grupos. A
recuperacdo embrionaria, o grupo controle apresentou uma taxa de 25% (2/8) e
0 grupo tratado de 37,5% (3/8). No entanto, observou-se que nas éguas tratadas
com MC, obteve-se uma contagem de PMNs (numero de células por campo) na
citologia uterina, tanto as 6 como as 24 h apds a IA menor que no grupo controle
(P<0,05, Figura 1). Podemos observar também que a contagem de PMNs
diminuiu no momento 24 horas, apresentando valores inferiores aos achados

tanto as 6 horas, no grupo controle e tratado, como no grupo tratado as 6 horas

(p< 0,05, figura 1).
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FIGURA 1. Média de células polimorfonucleadas (PMNs) na citologia
endometrial de éguas tratadas (Tratado) ou ndo (Controle) com infuséo uterina
de meio condicionado de células tronco mesenquimais equinas. Letras
diferentes significam P < 0,05.

Para a interleucina-6 (IL-6) observou-se que houve diferenca (p<0,05)
entre o grupo controle e tratado com MC, em que os valores para o grupo tratado
foram inferiores aos do grupo controle (tabela 1). No grupo controle houve um
aumento numérico expressivo apos a inseminacao, 0 que nao ocorreu no grupo

tratado, no qual os valores se mantiveram semelhantes em todos os tempos.

Tabela 1. Concentracdo média de interleucina sérica IL-6 (ug/ml) em éguas com
endometrite, tratadas com infusdo de meio condicionado (Tratado) em relagéo
ao grupo controle em fungao do tempo.

Tempo Meédia p-valor
Trat.

0 6 24 Trat. Tempo Interagao

Controle 048 3110 9,76 6,13A

0,002 0,31 0,48
Tratado 0,009 0,01 0,06 0,019B

Media 0,08 1.04 1,28

CV=427%
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Para a interleucina-10 (IL-10) observou-se que nédo houve diferenca
(p<0,05) entre o grupo controle e tratado com MC. No entanto, no grupo controle,
tanto no momento 6 como no 24 horas, houve uma diminuig&o significativa nos
valores quando comparada ao tempo 0. Ja no grupo tratado, o MC promoveu um
pequeno aumento numérico nos valores nos tempos 6 e 24 horas pos cobertura

(p<0,05) (tabela 2).

Tabela 2. Concentracdo média de interleucina sérica IL-10 (ug/ml) em éguas com
endometrite, tratadas com infusdo de meio condicionado (Tratado) em relagéo
ao grupo controle em fungédo do tempo.

Tempo -valor
Trat. P P

0 6 24 Trat. Tempo Interacao

Controle 18,31 aA 2,34aB 2,34 aB

0,26 0,06 0,02
Tratado 6,83 aA 7,71 aA 9,05 aA

Diferentes letras minlsculas na mesma coluna e mailsculas na mesma linha diferem significativamente
(p<0.05); CV = 20,6 %

Para o Fator de Necrose Tumoral alfa, (TNF-a) observou-se que nao
houve diferenca (p<0,05) entre o grupo controle e tratado com MC, assim como
também nao houve diferenga dentro do mesmo tratamento. Porém, no grupo
tratado houve uma queda numérica expressiva nos tempos 6 e 24 horas com

relacdo ao tempo 0 hora (tabela 3).

Tabela 3. Concentracdo média de TNF-a (ug/ml) em éguas com endometrite,
tratadas com infusdo de meio condicionado (Tratado) em relagdo ao grupo
controle em fungao do tempo.

Tempo p-valor
Trat. —
0 6 24 Trat. Tempo Interagao
Controle 0,04 0,01 0,01
0,51 0,46 0,74
Tratado 0,29 0,17 0,004
CV=436%
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4  DISCUSSAO

No presente estudo, a utilizacdo de meio condicionado de células
tronco mesenquimais foi utilizado em éguas susceptiveis a endometrite na
tentativa de modular a resposta inflamatéria pds-cobertura. Observou-se que 0
tratamento foi efetivo na reducdo do nimero de PMNs no Gtero desses animais,
as 6 e 24 horas ap6s o contato do sémen. Neutrdfilos sédo as primeiras células a
chegarem ao local da inflamacado, j& podendo ser observados no utero 30
minutos pos-cobertura, com uma forte reagao inflamatoria ocorrendo entre as 4
e as 24 horas ap6s o contato do sémen com o utero (CARD, 2005); um pico
inflamatdrio ocorrendo entre 6 e 12 horas, e uma diminuicdo dessa inflamacéo
ocorrendo entre 24 e 48 horas (TROEDSSON, 1994). Estes dados corroboram
com os achados do presente experimento, no qual foi observado uma maior
guantidade de neutréfilos as 6 horas pés-cobertura em ambos 0S grupos,
controle e tratado. No entanto, no grupo tratado, a quantidade de neutrofilos
diminuiu significativamente em 24 horas, fato ndo observado com os animais do
grupo controle. Tongu (2019) também observou reducdo na concentracdo de
PMNs as 6 e 24 horas p0s inseminacéo artificial, tanto nas éguas susceptiveis
como nas resistentes quando os animais foram tratados com MC e no grupo
controle as concentracdes se mantiveram altas em ambos os periodos.

O Meio condicionado de células tronco é considerado um subproduto
e nele estdo contidos metabdlitos, fatores de crescimento e proteinas da matriz
extracelular que foram secretadas pelas células tronco ali cultivadas

(FRESHNEY, 2005). Fatores estimulantes angiogénicos ja foram identificados
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no MC de CTMs equinas, mostrando in vitro uma inducdo da proliferacdo e
formacéo das células endoteliais (BUSSCHE et al., 2014).

Muito se tem pesquisado sobre a utilizacdo de agentes
imunomoduladores como tratamento para a EPPC. Os imunomoduladores agem
diretamente nos mediadores inflamatérios, diminuindo a resposta exacerbada e
persistente da inflamacao e melhorando a fertilidade dos animais (JOHNSON et
al., 2002).

Ferris et al. (2014), encontraram uma reducdo no numero de
neutroéfilos 6 horas pds-inseminacédo em éguas que foram infundidas com células
tronco mesenquimais (MSCs), e no tempo de 24 horas, os resultados foram
similares quando comparado ao tratamento placebo. Estes achados corroboram
com os achados encontrados em nosso estudo e com os achados de Reguini et
al, (2016) que observaram uma reducdao significativa na porcentagem de PMNs
apos a inseminacgdao artificial nas éguas com endometrite degenerativa crénica
gue foram tratadas com PRP; Segabinazzi et al. (2017) demostrou que o PRP
reduziu a infiltracdo de PMNSs no lumen uterino, além de reduzir a expressao de
COX-2 das éguas suscetiveis ap0s a inseminacao artificial, tendo melhores
resultados no tratamento pré do que na poés-inseminacdo. Estes trabalhos
demonstram o efeito anti-inflamatério do PRP (METCALF et al.,, 2012) na
modulacao da resposta inflamatoria uterina.

Pavéo (2013), ao estudar éguas (10 animais) com fibrose endometrial,
administrou injecdes endometriais de células tronco mesenquimais em cada
corno uterino, com uma concentracéo de 2 x 107 células divididas em 10 mL por
corno. Foram realizadas biopsias uterinas nos dias 0, 15, 30 e 60 apés a

aplicacdo das células. Este estudo mostrou uma diminuicao de 70,98% na area
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de fibrose endometrial entre os tempos DO e D60. Achados similares também
foram encontrados por Mambelli et al. (2013), que infundiram células tronco em
seis éguas com endometriose, e sete dias ap6s a infusao foram feitas biopsias
uterinas por histopatologia, nos dias 21 e 61, e observaram uma melhora no nivel
de organizacéo tecidual e morfologica das glandulas uterinas, a quais ndo foram
observadas no grupo controle. E importante ressaltar que para participar da
reparacao tecidual e da modulagéao da resposta imune, as CTMs precisam estar
em contato com as células do tecido lesionado.

Friso et al. (2019), quando utilizaram firocoxib em éguas em estro
proximo a ovulagcado, por trés dias, observaram uma menor porcentagem de
PMNs 24 horas pos-inseminacao em relacdo ao grupo controle. E no grupo de
eéguas nao tratadas, também observaram um aumento no acumulo de liquido
intrauterino apds a IA. Demonstrando que o AINE firocoxib seletiva para COX-2
atuou diminuindo a migracdo das células de defesa para o local da inflamacéo.
Estes achados estdo de acordo com os encontrados por Segabinazzi et al.
(2017), que encontraram um aumento na expressdo de COX-2 nas éguas
susceptiveis e demonstram que, quando tratadas com PRP, apresentaram uma
diminuicdo na expressdo de COX-2 e uma diminui¢do no influxo de PMNs para
o limen uterino destas éguas.

O MC produzido pelas células durante o cultivo in vitro, contém
citocinas que sdo secretadas pelas células durante o desenvolvimento celular,
tornando o meio rico em fatores anti-inflamatérios (TGF-8, IL-1Ra, IL-6, IL-10, IL-
12, IL-13, IL-17 e IL-27) e pro-inflamatérios (IL-1, IL-8 / CXCL- 8 e IL-9)

(PAWITAN, 2014; AHMADI et al., 2017).
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Mendonca (2016) em um estudo utilizando uma técnica semelhante a
gue usamos em nosso trabalho, determinou o perfil de citocinas de éguas com
endometrite através de citometria de fluxo, e observou que os resultados antes
do processo de lavagem uterina por dias consecutivos (dia 1) de IFN-y, TNF-a,
IL-10, IL-6 e IL-2 foram maiores nas éguas com endometrite em comparacao as
éguas sadias, e as concentracdes de IL-6 e IL-10 na luz uterina foram similares
as observadas em nosso experimento.

Lange-Consiglio et al. (2013), ao tratarem lesdes de ligamentos e
tenddes de cavalos atletas, com meio condicionado de células tronco oriundas
da membrana amniodtica, observaram um efeito anti-inflamatério e uma
capacidade de reorganizacdo tecidual poés-aplicacdo do MC nas lesbes.
Indicando que o MC obtido a partir de CTMs contém todos os fatores secretados
por estas células durante o seu cultivo e que podem ser empregado com
seguranca em terapias regenerativas isentas de células (MAGUIRE, 2013;
HAARER et al., 2015).

Eguas resistentes mostram uma expressdo aumentada de citocinas
anti-inflamatérias (IL-1ra, IL-10 e IL-6) e diminuicdo na expressao de citocinas
pro-inflamatérias, esse fato sugere o inicio da resolucdo do processo
inflamatdrio, enquanto éguas susceptiveis apresentam menor expressao dessas
citocinas no mesmo momento, com uma maior expressao IL-1 e IL-8 (FERRIS
et al., 2014; CHRISTOFFERSEN et al., 2013; CHRISTOFFERSEN et al., 2012).
Esses dados ndo corroboram com os achados neste estudo, no qual a IL-6
apresentou valores maiores no grupo controle em relacéo ao tratado. Enquanto

isso, a IL-10 se mostrou com valores inferiores no grupo controle apés
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inseminac¢ao. No grupo tratado, o MC manteve os valores tanto pra IL-6 como
IL-10 ao longo do tempo.

O MC age por mecanismo paracrino, através de proteinas
hidrossolaveis e microvesiculas liberadas no meio durante o cultivo celular, com
funcdo reguladora da resposta imune inata e adaptativa similar a utilizacao de
CTMs. Sendo assim, o MC reduz a expresséo do fator de necrose tumoral e
interferon- y e aumentam secrecao de IL-6, IL-1ra e PGE2 (CARRADE et al.,
2012; GUGJOO et al., 2019). Esses dados confirmam os achados encontrados
nos resultados deste estudo, os quais mostraram que houve diferenca entre o
grupo controle e tratado com MC para IL-6. Apesar dos valores mais baixos para
0 grupo tratado e nao tendo diferenca estatistica entre os tempos, houve uma
tendéncia de aumento nos tempos 6 e 24 horas quando comparados ao tempo
0 hora, fato que néo ocorreu no grupo controle. Para o TNF-a, ndo houve
diferenca entre os grupos controle e tratado, no entanto, no grupo tratado houve
um decréscimo numérico nos tempos 6 e 24 horas em relacdo ao tempo 0 hora.

Ferris et al. (2014), ao infundirem células tronco mesenquimais no
Utero de éguas, observaram valores semelhantes de TNF-a em todos o0s
momentos quando compararam éguas tratadas e controle. Resultados
semelhantes aos encontrados neste estudo, os quais TNF-a mostraram valores
semelhantes dentro dos grupos controle e tratado em todos os tempos. Porém,
houve uma reducdo numérica nos tempos 6 e 24 horas quando comparado ao
tempo 0 hora no grupo tratado.

Em nosso estudo, a taxa de fertilidade nao diferiu entre os grupos.
Isso se deu provavelmente devido ao numero reduzido de animais no

experimento, no entanto, 0 MC melhorou numericamente a taxa de recuperacao
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embrionaria. Estes achados corroboram com os resultados encontrados por
Tongu (2019). Da mesma forma, estudos que utilizaram imunomoduladores no
tratamento EPPC apresentam aumento nos indices de fertilidade devido a
redugdo da inflamag&o uterina como: PRP (SEGABINAZZI et al., 2017),
glicocorticéides (BUCCA et al.,, 2008) e extrato de parede celular de

Mycobacterium (CHRISTOFFERSEN et al., 2012).

5 CONCLUSAO

Conclui-se que o meio condicionado de células tronco mesenquimais
nao foi eficiente na eliminacdo da infeccdo bacteriana intrauterina. Todavia, 0
MC conseguiu modular a resposta inflamatéria pds-cobertura em éguas
susceptiveis, diminuindo a migracdo de PMNs para o lumen uterino e, além de
interferir nas concentracdes uterinas das interleucinas estudadas. No entanto,
para fertilidade, o MC né&o influenciou na taxa de prenhez entre os grupos

estudados.
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