JOSE ANTONIO DELL’AQUA JUNIOR

EFEITO DA CORTICO-TERAPIA E PLASMA SEMINAL NA
RESPOSTA INFLAMATORIA E FERTILIDADE DE EGUAS
SUBMETIDAS A INSEMINACAO ARTIFICIAL

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista “Jdlio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, para a obtencdo do titulo de Doutor em
Medicina Veterinaria (Area de Concentragao:
Reproducédo Animal).

Orientador: Prof. Dr. Frederico Ozanam Papa

Botucatu — SP
2004



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO DE AQUIS. E TRAT. DA INFORMAGAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE
Dell’ Aqua Junior, José Antonio.

Efeito da cortico-terapia e plasma seminal na resposta inflamatéria e

fertilidade de éguas submetidas & inseminacéo artificial / José Antonio
Dell’Aqua Junior. — 2004.

Tese (doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista, 2004.

Orientador: Frederico Ozanam Papa.
Assunto CAPES: 50504002

1. Reprodugéo animal.

CDD 636.0824

Palavras-chave: Corticoide; Equino; Plasma seminal; Sémen congelado;
Resposta inflamatdria uterina.




Aos meus Pais que tanto amo;
0S quais sempre acreditaram
em meu potencial e pelo apoio
incondicional, e a meus
irmaos.

DEDICO.



A minha namorada Camila, que
passou a fazer parte de minha
vida e em tdo pouco tempo
conquistou meu coragéao.

TE AMO.



AGRADECIMENTOS

A Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ — UNESP —
Campus de Botucatu — S&0 Paulo — Brasil e ao Curso de Pds-graduacdo da Area
de Reproducéo Animal pela oportunidade concedida.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo — FAPESP,
pelo apoio financeiro, sem o qual ndo seria possivel a realizacéo deste trabalho..

Ao Prof. Dr. Frederico Ozanam Papa, pela orientacdo permanente, pelo
exemplo de profissionalismo e, principalmente, por ter acreditado em minha
capacidade profissional, além da grande amizade estabelecida durante estes
anos.

Aos professores: Marco Antonio Alvarenga, Jodo Pessoa Araudjo Junior,
Maria Denise Lopes e Fernanda da Cruz Landim e Alvarenga, nao soO pela ajuda,
orientacbes e sugestdes apresentadas no decorrer do desenvolvimento deste
projeto, mas principalmente pela contribuicdo para minha formacao.

Também aos Professores: Eunice Oba, Sony Dimas Bicudo, Cezinande de
Meira, Jodo Carlos Pinheiro Ferreira e Nereu Carlos Prestes, pela amizade e
pelos muitos ensinamentos e constantes incentivos ao longo de todos estes anos.

Ao doutorando Antonio Sylvio Lopes de Medeiros, pelo companheirismo e

colaboracéo, que possibilitaram o crescimento cientifico de ambos.



A mestranda Leticia pela ajuda colaboracdo no desenvolvimento do
trabalho, tornando possivel a realizacdo do mesmao.

As poés-graduandas e residentes do Laboratorio Clinico, pela realizagdo dos
testes, que propiciaram o desenvolvimento deste trabalho.

Aos Médicos Veterinarios Mario e Marilia, que colaboraram na realizacéo
do teste de fertilidade, propiciando a obten¢édo de dados importantes ao trabalho.

Aos Professores do Curso de Pés-graduacéo, pela formacao do aluno.

Aos colegas da Pés-graduacéo, pelo convivio e colaboracéo.

Ao servidor técnico-administrativo: Miguel Alves da Silva, pelo auxilio com
0s animais e pela amizade cativada no decorrer destes anos.

Aos funcionérios do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia
Veterinaria pelo apoio durante a execuc¢ao deste trabalho.

As funcionéarias da Biblioteca do Campus de Botucatu, pelo suporte e
colaboracéo na ficha catalografica.

Ao mestre de Estatistica, Prof. Dr. Paulo Curi, pelos ensinamentos e
orientacdo na andlise estatistica.

A todos que direta ou indiretamente colaboraram com a execugao deste

experimento.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS......coi ittt iX
LISTADE ESQUEMA. ... ..ottt X
LISTADE TABELAS . ... e e e e eaa e e e X
LISTA DE GRAFICOS......cciiiiiieieieeeeieieie et esseenens xiii
RESUMO ... .ttt e e e et a e e e ettt e e e snneeeeansseneennsaeeeas XV
ABSTRACT ..ttt ettt ettt e e e e e e e et e e e s e bbb e e e e e e s XVii
1. INTRODUGAD.......couiieieeeeee ettt 01
2. REVISAO DE LITERATURA . .....coooueiteieeee e, 03
2.1, INFIAMAGAOD. .....eueiieeiieeiie e 03
2.2. Agdo dos Corticosterodides no Sistema Imune............cccuvvveeeennnee. 07
2.3. Mecanismos de Defesa Uterina..........ocoooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 08
2.3.1. Resposta Celular............ooovviiiiiiiiiiiiiiiiie e 12
2.3.2. Resposta HUMOTaL............cuuuiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeceeiv 15
2.3.3. Defesa Fisica do ENAOMALrio..........cccccivviiiiiiiiiiiiieee e 17
2.4. Agao do Plasma Seminal..........ccooooiiiiiiiiiiiiiii e 18
2.5. Métodos de Avaliacdo CondiGao Uterina..........c.eeeeeeeeeeeeeeeeennanenns 20
2.5.1. Palpacao Retal e Ultra-Sonografia............cccccevvvvvviviniiininnnnn. 20

2.5.2. Citologia Cervico-Uterina........ccccoevieieeeeeiiiiiieiiceeiiiin 21



2.5.3. Histologia UteriNa...........ueueuiiiiieiee e

2.6. Técnicas de Avaliacao da Funcao Neutrofilica.................ccooeeee.

2.6.1. Metabolismo Oxidativo de Neutrofilos.........coovvevveiveiiiniinne.

2.6.2. Avaliacdo do Metabolismo Oxidativo de Neutrofilos por

meio do Teste de Reducao do Tetrazdélio Nitroazul (NBT).............

2.6.3. Metabolismo Oxidativo de Neutréfilos associado ao

Cortisol e outros CortiCoOSterOIdeS. .....oeneee e,

3. MATERIAL E METODOS........coiiiiiiiiiiee st sttt

3.1. Local da PESOUISA.........ceveuririiiiiiiiiiei e e e ee e e e e e e e e e ee e e

I AN o110 £ F= VL

3.3. Organograma da Divisdo dos Grupos, Colheitas de dados e

Y oY = TR

3.4. DiVISA0 HOS GIUPOS. ....evvuuuuuaaaeaeeeeeeeeee et eeeeeeaetse e e e e e aaaeaeas

3.5. Obtenc¢éo do Plas

Ma SEMINAL.......oeiieee e

3.6. Protocolo da CorticOide-Terapia.......cccceeuririiieeeeeeeeeeeeeeeeieiiiieniinnnnns

3.7. Procedimento de

Congelagao do SEMeN..........eevvvviiiieiieiininiins

3.8. Andlises do Sémen P0Os-Descongelacao............ueeeeevieeeeeeeeeanennnn.

3.9. Procedimento das Colheitas e Analise de Dados e Materiais......

3.9.1. Ultra-Sonografia Uterina.........ccccoeeeeeeeiiiiiiieiieeciiee

3.9.2. Leucograma

21

23

22

24

27

30

30

30

31

31

33

34

34

35

37

37

39

vii



3.9.3. Reducéo do NBT............
3.9.4. Obtencéo do Lavado Ute
3.9.5. Quantificacdo da Imunog

3.9.6. Citologia Cérvico-Uterina

L] 010 AT

lobulina Ao,

3.9.7. Histologia UteriNa...........uuueuiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee s

3.10. Teste de Fertilidade. ... ..o

3.11. Andlise Estatistica.................
4, RESULTADOS.......cooeveeeveeersernn.
5. DISCUSSAO.......c.ccocveeeieeieeeerenn.
6. CONCLUSOES........cccoveveerennn.

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

40

43

44

48

50

52

55

56

70

78

79

viii



LISTAS DE FIGURAS
Pagina
Figural- Prova Nao Estimulada de Reducdo do Tetrazdlio Nitroazul
(NBT-NE). Neutrofilos segmentados reativos (NR) com a

presenca de formazan no interior do citoplasma. 42

Figura 2 - Prova Estimulada de Reducéo do Tetrazodlio Nitroazul (NBT-E).
Neutrofilos segmentados reativos (NR) com a presenca de

formazan no interior do citoplasma (seta) e neutrofilos

segmentados nao reativos (NNR). 43
Figura 3 - Células Endometriais (Citologia Cérvico-Uterina) 49
Figura4 - Inflamacdo Moderada (Citologia Cérvico-Uterina) 49

Figura5- Inflamacdo Severa (Citologia Cérvico-Uterina) 50



LISTA DE ESQUEMA

Pagina

Esquema 1 - Sequéncia dos eventos realizados para determinacdo da

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

concentracéo de IgA, pelo método de ELISA. 48

LISTA DE TABELAS

Escore (0-3) de presenca de conteudo uterino: valores
individuais, Média (x), Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e

Posto Médio em cada grupo. Estatisticas calculadas (H e p). 57

Total de leucécitos no sangue: valores individuais, Média (x),
Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e Posto Médio em cada

grupo. Estatisticas calculadas (H e p). 58

Total de neutréfilos no sangue: valores individuais, Média (x),
Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e Posto Médio em cada

grupo. Estatisticas calculadas (H e p). 59



Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Porcentagem de neutréfilos reativos ao teste do NBT néo
estimulado: valores individuais, Média (x), Mediana (Md),
Percentis (P25-P75) e Posto Médio em cada grupo.

Estatisticas calculadas (H e p).

Porcentagem de neutréfilos reativos ao teste do NBT
estimulado : valores individuais, Média (x), Mediana (Md),
Percentis (P25-P75) e Posto Médio em cada grupo.

Estatisticas calculadas (H e p).

Total de leucécitos x 10° por ml de lavado uterino: valores
individuais, Média (x), Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e

Posto Médio em cada grupo. Estatisticas calculadas (H e p).

Total de IgA por ml de lavado uterino em pg/ml: valores
individuais, Média (x), Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e

Posto Médio em cada grupo. Estatisticas calculadas (H e p).

Xi

60

61

62

63



Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Total de IgA no soro em pg/ml: valores individuais, Média (x),
Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e Posto Médio em cada

grupo. Estatisticas calculadas (H e p).

Porcentagem de neutréfilos na citologia cérvico-uterina:
valores individuais, Média (x), Mediana (Md), Percentis (P25-
P75) e Posto Médio em cada grupo. Estatisticas calculadas (H

ep).

Escore (0-4) da resposta inflamatoria aguda através de
histologia uterina: valores individuais, Mediana (Md), Percentis
(P25-P75) e Posto Médio em cada grupo. Estatisticas

calculadas (H e p).

xii

64

65

66



Xiii

LISTA DE GRAFICOS
Pagina
Grafico1- Taxa de prenhez em porcentagem nos grupos controle
inseminado com 800 x 10° de espermatozoéides pré-congelacéo
e tratamento inseminado com 800 x 10° de espermatozéides
pré-congelacdo + 20 mL de plasma seminal e submetido a
corticOide-terapia ambos pés-ovulagdo, com deposicdo do

sémen no corpo do utero (p>0,10). 67

Grafico2 - Taxa de prenhez em porcentagem nos grupos controle
inseminado com 400 x 10° de espermatozéides pré-congelacéo
e tratamento inseminado com 400 x 10° de espermatozéides
pré-congelacdo e submetido a corticéide-terapia ambos pré e
pos-ovulacdo, com deposicdo do sémen no corpo do Utero

(p>0,10). 68



Xiv

Grafico 3- Taxa de prenhez em porcentagem nos grupos controle
inseminado com 200 a 500 x 10° de espermatozéides viaveis
pés-congelacdo e tratamento inseminado com 200 a 500 x 10°
de espermatozoides viaveis poés-congelacdo e submetido a
corticéide-terapia com inseminacdo pré e poés-ovulacao, e

deposi¢cdo do sémen proximo a jun¢ao utero-tubérica (p<0,05). 69



XV

RESUMO

Com o intuito de verificar a acdo do acetato de prednisolona e do plasma seminal
sobre a resposta inflamatoria uterina de éguas inseminadas com sémen
congelado, desenvolveu-se 0s seguintes procedimentos: inicialmente 36 éguas
foram aleatoriamente divididas em 6 grupos experimentais: G1 grupo controle,
éguas ndo inseminadas; G2 éguas inseminadas com 800 x 10° de
espermatozoides “in natura”; G3 éguas inseminadas com sémen congelado 800 x
10° de espermatozéides vidveis pré-congelacdo; G4 éguas inseminadas com
sémen congelado 800 x 10° de espermatozdides vidveis pré-congelacéo + adicéo
de 20 mL de plasma seminal; G5 éguas inseminadas com sémen congelado 800 x
10° de espermatozéides viaveis pré-congelacdo + corticoide-terapia; G6 éguas
inseminadas com sémen congelado 800 x 10° de espermatozéides viaveis pré-
congelacdo + adicdo de 20 mL de plasma seminal + corticOide-terapia. A
corticoide-terapia foi iniciada quando os animais apresentavam foliculos de 35 mm
e edema uterino, neste momento, se efetuava a administracdo da gonadotrofina
coribnica humana (hCG) e concomitantemente 0,1 mg/kg de acetato de
prednisolona por via intramuscular (Predef®), e repetia-se o corticéide a cada 12
horas até a ovulacdo. Os animais dos grupos tratados com corticoide G5 e G6,

demonstraram um decréscimo significativo na funcédo neutrofilica, frente ao teste
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da reducdo do tetrazdlio nitroazul (NBT). O plasma seminal ndo alterou a
intensidade da resposta inflamatéria em nenhum dos testes realizados. No teste
de fertilidade foram realizados dois grupos de inseminagédo, no primeiro, foram
utilizadas éguas sem historico de resposta inflamatoria intensa pés-inseminacao e
ndo foi vista diferenca estatistica nos resultados de prenhes. Entretanto, no
segundo teste de fertilidade, onde foram usadas éguas problemas, com histéricos
de endometrite pos-inseminacdo, o grupo tratado com a corticoide-terapia
apresentou taxa de gestacdo significativamente maior em relacdo ao grupo
controle, 67% contra 0% respectivamente. A corticéide-terapia se mostrou segura,
sem quaisquer alteracdes fisicas — reprodutivas dos animais tratados, mostrando-
se uma opcao adequada a animais com histérico de endometrite pds-cobertura.
Futuras pesquisas sdo necessarias para sedimentar estes resultados e contribuir
para o desenvolvimento da terapia preventiva nos casos de endometrites pés-

inseminacoes.

Palavras chaves: Corticoide; Equino; Plasma seminal; Resposta inflamatdria

uterina; Sémen congelado.
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ABSTRACT

Aiming to verify the action of prednizolone acetate and of seminal plasma on the
uterine inflammatory response of mares inseminated with frozen semen, the
following procedures were developed. Thirty six mares were randomly allocated in
6 experimental groups: G1 control groups, with non-inseminated mares; G2 mares
inseminated with 800 x 10° “in natura” sperm cells; G3 mares inseminated with 800
x 10° frozen-thawed sperm cells; G4 mares inseminated with 800 x 10° frozen-
thawed sperm cells + 20 mL seminal plasma; G5 mares inseminated with 800 x
10° frozen-thawed sperm cells + cortico-therapy; G6 mares inseminated with 800 x
10° frozen-thawed sperm cells + 20 mL seminal plasma + cortico-therapy. The
therapy with 0,1 mg/kg of prednizolone acetate (IM) (Predef®), was performed
when the mares presented follicles with 35 mm and uterine edema. At this moment
the ovulation was induced with human corionic gonadotrophin (hCG), and the
corticoid administrations repeated every 12 hours until ovulation. In G5 and G6
when the animals were treated with corticoid, it was observed a significant
decrease on the neutrophil function, analyzed by the tetrazolio nitroazul test (NBT).
The infusion of seminal plasma did not modify the uterine inflammatory response in
any of the performed tests. For the fertility test, two groups of inseminated mares
were used. On the first one, mares with no history of intense uterine inflammatory

response after insemination were used. No statistic differences were observed on
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pregnancy results. However, on the second group of fertility test when problem
mares, with history of post-insemination endometritis, were used, the corticoid-
treated group presented a significant high pregnancy rate when compared with the
control group (67% and 0% respectively). The cortico-therapy showed to be a safe
method with no side effects on treated animals, representing an adequate choice
for animals with history of post-insemination endometritis. Future research is
needed to confirm those results an establish a preventive therapy for the post-

insemination uterine infection.

Key words: uterine inflammatory response; frozen semen; seminal plasma; equine;

corticoid.
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1. INTRODUCAO

A modulacéo da resposta inflamatoria uterina de éguas, vem sendo estudada
por varios grupos de pesquisadores em todo mundo. Disturbios neste fenébmeno
fisioldgico, parecer ser alguns animais, um fator que contribui para o insucesso
reprodutivo. A presenca de células esperméticas no utero, faz com que este 6rgao
promova uma resposta de defesa, na tentativa de eliminar o agente estranho.

O espermatozodide ao ser depositado no Utero percorre um longo trajeto, até
alcancar seu destino junto ao oviduto. Durante este percurso ele se movimenta,
evitando ser fagocitado pelos polimorfonucleares (PMNSs), atinge o oviduto e ainda
permanece viavel, até que ovdcito seja liberado, para entédo fecunda-lo e dar inicio
a uma nova vida.

Muitas sao as possibilidades para que a fecundagao néo se realize, entretanto,
a natureza destinou uma imensa populacdo de células para desempenhar esta
funcdo. Com os avancos biotecnoldgicos hoje presentes e a severa selecdo
genética realizada, animais que naturalmente seriam eliminados da reproducéo
continuam sendo utilizados por varios anos, ocasionando o aparecimento de
situagOes adversas que necessitam solugdes para reverte-las.

Vérios protocolos foram desenvolvidos visando tratar as desordens uterinas
ocasionadas por um processo inflamatoério indesejado, pos-inseminagdo. Todos

estes procedimentos sdo baseados na terapia curativa. Lavagens para remocao
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do conteudo uterino excedente, uterotonicos, infusdo de neutréfilos
funcionalmente competentes, antibidticos, entre outros, alguns com implicacdes
algumas vezes nao desejadas.

A utilizacdo da corticoide-terapia na prevencgao da resposta inflamatoria uterina
pode contribuir com o0s protocolos atualmente existente, proporcionando a
possibilidade de obtencdo de melhores taxas de prenhes em éguas susceptiveis
as endometrites poés-inseminacao.

Com base numa acdo preventiva para tratar a agressdo imposta pela
inseminacéo, levantou-se a hipétese da utilizacdo de uma substancia moduladora
da resposta imune uterina que pudesse minimizar os efeitos indesejados da
resposta inflamatéria em alguns animais.

O presente trabalho tem como objetivo verificar o efeito da resposta
inflamatoria uterina pds-inseminacdo, bem como avaliar a agdo de duas
substancias tidas como moduladoras da resposta inflamatoria uterina, por meio da

inseminacdo com sémen congelado sobre os indices de fertilidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Inflamacéao

A inflamac&o é a resposta do organismo a uma agress&o. E um mecanismo
essencial de protecdo do organismo, de modo que fatores de defesa, como as
imunoglobulinas, o sistema complemento e as células fagocitarias atinjam o local
da agressdo. As imunoglobulinas e os componentes do complemento sé&o
normalmente encontrados em baixas concentracbes em fluidos teciduais, em
comparacao a sua porcentagem na corrente sangiinea. Moléculas maiores como
as imunoglobulinas M (IgM), ndo tem a capacidade de transpor normalmente a
barreira endotelial, desta forma os mecanismos da reacao inflamatéria, facilitam
marginacdo destes fatores até a regido afetada. A reacgdo inflamatéria é
classificada de acordo com sua duracdo e severidade, em aguda e crbnica
(COLLINS et al, 1999).

A inflamacdo aguda se caracteriza por ocorrer poucas horas apos a
agressao, apresentando cinco caracteristicas basicas: calor, tumor, rubor, dor e
perda da funcdo do local afetado. Imediatamente apds a instalacdo da injuria,
ocorre uma constriccdo das arteriolas e dilatacdo de todas as vénulas da regido
afetada, resultando num aumento do fluxo de sangue para o local. Poucas horas
depois, ocorre uma diminuicdo gradual deste afluxo sangilineo, retornando aos

valores normais. Com a dilatacdo das vénulas h4 um aumento da permeabilidade
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vascular, fazendo com que um exudato extravase para o tecido agredido,
ocasionando edema local. Com o inicio das alteracbes vasculares, células de
defesa como os neutrdfilos, eosindfilos e os mondcitos se aderem ao endotélio
dos vasos e se existirem danos vasculares as plaquetas irdo se aglutinar nessa
regido lesada para conter a hemorragia. Apos a aderéncia das células de defesa
na parede dos vasos, 0s leucOcitos comegam a migrar para o tecido agredido, os
neutroéfilos e os eosindfilos sdo os primeiros a transpor a parede vascular, devido a
sua maior mobilidade no sangue, os mondécitos por se moverem mais lentamente
chegam depois (COLLINS et al, 1999).

Metchnikoff em 1883, formulou a teoria da fagocitose e propds que o0s
neutréfilos e os mondécitos sao a primeira linha de defesa do organismo contra a
invasdo de microorganismos (PARK, 1971). A principal funcdo dos neutrdfilos é
fagocitar e destruir bactérias, entretanto podem danificar ou destruir fungos,
leveduras, algas, parasitas e virus. Podem ainda, induzir citotoxicidade celular
dependente de anticorpos para destruir células infectadas ou transformadas
(ROTH et al. 1982a; FELDMAN et al.,, 2000). Para exercer efetivamente sua
funcdo, os neutrofilos devem ser atraidos para o local da agressédo através de
fatores quimiotaticos, aderirem a parede endotelial, atravessarem o endotélio
vascular, fagocitar e destruir os microorganismos invasores (ROTH & KAEBERLE,

1982). Qualquer fator que interfira com a producéo ou a supressao das funcdes de
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neutréfilos, rapidamente torna o animal mais susceptivel a doencgas infecciosas
(ROTH & KAEBERLE, 1982; FELDMAN et al., 2000).

Os fagodcitos possuem alguma habilidade intrinseca de ligacdo direta a
bactéria e a outros microorganismos, mas esta estara aumentada se a bactéria
estiver ativada o sistema complemento. As bactérias terdo entdo o fator do
complemento C3b ligado e desta forma as células podem se ligar as bactérias
através de receptores para C3b. A opsonizacdo de organismos que ndo estimulam
0 sistema complemento de forma adequada é realizada por meio de anticorpos
gue atuam como ponte entre o antigeno e o receptor Fc do fagocito. Anticorpos
também sdo capazes de ativar o sistema complemento e se ambos, anticorpo e
C3b realizarem a opsonizacgéo, a ligagdo torna-se muito mais intensa (ROITT,
1994).

Num sitio de inflamacdo, a lesédo tecidual e a ativacdo do sistema
complemento causada pelo antigeno provocam a liberacdo de peptidios
quimiotaticos. Estes se difundem para os capilares adjacentes, causando a
aderéncia dos fagécitos que transitam por este vaso ao endotélio (adesao). Os
fagocitos entdo emitem pseuddpodos entre as células endoteliais e dissolvem a
membrana basal (diapedese), passando para o exterior do vaso e movendo-se
pelo gradiente de concentracdo dos peptidios quimiotaticos em direcao ao local da

inflamacao (ROITT, 1994).



Revisdo de Literatura ©

Os fagocitos chegam ao sitio inflamatério por quimiotaxia. Podem ligar-se
aos microorganismos através de receptores inespecificos de superficie ou, se o
antigeno € opsonizado com a fracdo C3b do sistema complemento, esta ligacao
ocorrera por meio desses receptores. Neste momento se a membrana celular
ativada pelo agente infeccioso, este sera englobado pelo fagossoma com auxilio
de pseudopodos que o envolverdo. Dentro da célula os lisossomos se fundirdo ao
fagossoma para formar um fagolisossoma destruindo o agente com um arsenal de
mecanismos bactericidas. Os produtos microbianos nao digeridos podem ser
liberados para o exterior (ROITT, 1994).

A inflamacao cronica ocorre muitas horas ap0s os neutrofilos terem atingido
o foco da inflamacdo os mondcitos chegam ao local; eles séo atraidos por muitos
fatores, tais como: os proprios neutréfilos, o colageno, a elastina, o fibrinogénio e
as linfocinas. Com a chegada dos mondcitos ocorre ativacdo da inflamacao
macrofagica, (realizada pelos macréfagos) que fagocitam os tecidos mortos e
danificados, os neutrdfilos e o fibrinogénio, eles liberam também as colagenases e
elastases que prontamente atuam sobre o tecido conjuntivo, liberam também o
plasminogénio ativador, ocorrendo a liberacdo de “plasmina”. As interleucinas I
atraidas pelos macrofagos, ativam a sintese dos fibroblastos que produzem o
coldgeno que reparara o tecido danificado, resultando em tecido cicatricial

(COLLINS et al, 1999).



Revisdo de Literatura 7

Os linfocitos sé@o responsaveis pelo reconhecimento imune especifico dos
patdgenos e pelo desencadeamento da resposta imune adaptativas. As células B
produzem anticorpos, enquanto as células T auxiliares (Ta) sédo estimuladas pelas
células apresentadoras de antigeno (CAA), a produzirem citocinas as quais
controlam as respostas imunes. As células T citotéxicas (Tc) e os linfocitos
grandes granulares (LGG), podem reconhecer e destruir células-alvo do

hospedeiro (ROITT, 1994).

2.2. Acao dos Corticosteroides no Sistema Imune
Por serem hormoénios esterdides apresentam a condicdo de transporem
prontamente a membrana plasmatica celular, ligando-se a receptores no
citoplasma, este complexo receptor/esterdide é transportado até o nucleo da
célula, onde se liga a cromatina de proteinas e ao DNA, resultando na depressao
da transcricdo do RNA, gerando um novo RNAmM que inativa a sintese de
proteinas, promovendo uma nova sintese protéica que media os efeitos da droga.
Ha um blogueio da atividade da fosfolipase A, da membrana celular, promovendo
uma inibicdo da producdo de acido aracdbnio, sintese de leucotrienos e
prostaglandinas (TIZARD, 1992).
Os corticOides atuam basicamente sobre quatro areas: sobre o efeito da

circulacdo de leucdcitos; interferindo no mecanismo da imunidade linfocitéaria;
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modulando os mediadores da inflamagdo e modificando as proteinas,
carbohidratos e 0 metabolismo de gorduras.

Os efeitos dos corticéides sobre os componentes do sistema imune sdo: em
relacdo aos neutrofilos = neutrofilia, depressdo da quimiotaxia, depressdo da
marginacdo, depressdo da fagocitose, depressdo da reacdo de citotoxidade
mediada por células dependentes de anticorpo, depressdo da atividade
bactericida, macrofagos = depressao da quimiotaxia, depressdo da fagocitose,
depresséo da atividade bactericida, depressdo da producéo de IL-1, depressao do
processo antigénico; linfocitos = depressdo da proliferacdo, depressdo da
resposta das células T, prejuizos aos mediadores citotoxicos de células T,
depressdo da producdo de IL-2, depressdo da producdo de linfocinas;
imunoglobulinas = causam pequena diminui¢do; sistema complemento = sem

efeito.

2.3. Mecanismos de Defesa Uterina

O ambiente uterino sadio oferece as condi¢cdes ideais para que ocorra
primeiramente o transporte espermatico ao sitio de fecundacéo e posteriormente o
desenvolvimento embriondrio. O fluido uterino € composto de hormonios,
prostaglandinas, enzimas, substratos energéticos, ions, vitaminas, aminoacidos,
peptideos, proteinas seéricas e proteinas uterinas (FISHER & BEIER, 1986). Os

vasos uterinos sdo a barreira de comunicagéo entre o sangue e os fluidos uterinos
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determinando a taxa de troca de substancias entre eles. O fluido uterino é formado
deslocando no seguinte percurso: sangue intravascular, substrato endometrial e
substancias intrauterinas (MCRAE, 1988).

A cobertura ou monta natural € comumente associada as causas de
endometrites. Todos os garanh8es sdo hospedeiros para diversas espécies de
bactérias em sua genitdlia externa e no seu sémen (DIMOCK & SNYDER, 1924;
HUGHES et al., 1967; MILLAR & FRANCIS, 1974 e SIMPSON et al., 1975). Uma
pressdo negativa uterina € a responsavel pela deposicdo do sémen dentro do
Gtero da égua durante o coito (MILLAR, 1952). Como muitas bactérias séo
habitantes da flora normal da vagina (HINRICHS et al.,, 1988), estas sé&o
deslocadas para o interior uterino durante a copula. Mais de 80% das éguas sao
bacteriologicamente positivas em culturas cervicais 24 horas apdés a cobertura
(BRYANS, 1962). Atualmente com a utilizagdo da inseminacédo artificial (I1A) e,
particularmente com o uso da colheita de sémen através de vagina artificial e
diluicdo em extensores com antibidticos o numero de éguas contaminadas pos-
inseminacgdo diminuiu bastante (TISCHNER et al., 1974).

Os polimorfonucleares (PMNSs) estédo presentes no ambiente uterino apds a
deposicdo do sémen (BROOK, 1985). Um grande numero de leucdcitos foi
detectado em lavagens uterinas de éguas ap0s a inseminacdo, e espermatozoides
frequentemente sendo fagocitados por PMNs (BADER & KRAUSE, 1980). Estas

inflamacdes eram associadas a presenca de bactérias decorrentes da cobertura,
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baseadas nos estudos de Bryans (1962). Entretanto, em coelhos (TYLER, 1977) e
humanos (COHEN, 1984), a presenca de leucdcitos ocorria por uma resposta
fisiologica contra os espermatozéides, e era semelhante a vista nos equinos.

A endometrite induzida pdés-inseminacdo € uma inflamacao fisiolégica e
transitoria que serve para limpeza do excesso de espermatozoides mortos e
outros contaminantes uterinos formados pela deposicdo do sémen (TROEDSSON,
1999).

A inflamacédo é causada pela presenca espermética no Utero, e caracteriza-
se por uma rapida infusdo de PMNs uma hora apds a inseminacdo e se debela
em aproximadamente 36 horas nas éguas normais (KOTILAINEN et al, 1994;
KATILA, 1995; TROEDSSON, 1999 e TROEDSSON et al, 2000, 2001).

A habilidade das éguas em eliminar as infec¢Bes uterinas tem sido muito
estudada ultimamente. Inoculagfes intrauterinas experimentais de Streptococcus
zooepidemicus €& geralmente o meétodo mais utilizado para pesquisar 0s
mecanismos de defesa do endométrio desde sua primeira utilizagdo em 1969 por
Huglhes & Loy e Peterson et al. Estes estudos mostraram que em menos de seis
horas ap6s o desafio com as bactérias grande quantidades de PMNs ja se
encontravam na luz uterina e 12 horas apos iniciava-se a diminuicdo desses
valores. Eguas jovens e saudaveis apresentavam retorno as suas condices

aparentemente normais 96 horas apds a inoculacdo, entretanto alguns animais
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requeriam mais tempo para a eliminacdo das bactérias e foram denominadas de
persistentes a endometrite (HUGHES & LOY 1969; PETERSON et al. 1969).

Embora Hughes & Loy (1969) e Peterson et al. (1969) tenham demonstrado
que éguas diferem quanto a sensibilidade a infeccbes uterinas, estes nao
conseguiram esclarecer como este fendbmeno ocorria. Subsequiientemente varios
estudos foram desenvolvidos na busca de desvendar os mecanismos da limpeza
uterina das éguas. A maior dificuldade no desenvolvimento destes trabalhos era a
selecdo de éguas susceptiveis e resistentes a endometrites. O critério mais
comumente se baseia no historico reprodutivo do animal e/ou analises histologicas
do endomeétrio através de biopsia.

Troedsson et al. (1993), determinaram que um endométrio era considerado
normal e resistente a infecgBes comparando seus achados em éguas susceptiveis
gue apresentavam grandes alteracdes histopatoldgicas em seus tecidos uterinos.
Alteracdes histopatolégicas médias ou leves ndo apresentavam correlacdes entre
éguas susceptiveis e resistentes.

Em outro estudo realizado por Williamson et al. (1989) os autores
apresentaram uma conclusdo diferente. Esses pesquisadores concluiram que o
historico do animal apresentava uma correlagcdo bem maior em sensibilidade (0,9)
e especificidade (0,95) a animais susceptiveis a endometrite em comparagcédo aos
graus severos de degeneracdo uterina obtidos pela bidpsia (sensibilidade 0,5 e

especificidade 0,75). Um bom método proposto para identificagdo de animais
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susceptiveis e resistentes a endometrite foi a infusdo uterina com bactérias e
verificacdo do tempo de “clearance” pds-inoculacdo maior ou menor que 96 horas
(TROEDSSON, 1991). Outro método proposto LeBlanc, (1994) foi a infusdo de
carvao vegetal em éguas no estro, as que retinham o carvao vegetal no utero por

de 48 horas eram tidas como susceptiveis.

2.3.1. Resposta Celular

Os principais elementos que participam deste mecanismo sdo 0s
neutréfilos. Quando ocorre uma agressdo, essas células aumentam muito seu
namero na luz uterina conferindo uma boa seguranca na interpretacdo do exame
citoldgico, que é um método diagnéstico de endometrites nas éguas (WINGFIELD-
DIGBY, 1978).

Com a invasdo do utero por um agente estranho, através da liberagéo de
produtos de seu metabolismo, ocorre uma atracdo de neutréfilos (quimiotaxia).
Entre as substancias quimiotaticas mais importantes destacam-se componente
C5a do sistema complemento e o0s metabdlicos do acido aracdbnio
(prostaglandinas F e G, leucotrienos e troboxanas). Para que o0s neutrofilos
reconhecam a célula alvo de seu atague € necessario que ocorra a opsonizacao
(ligacédo das opsoninas ao antigeno) desta forma os polimorfonucleares comegam

a desenvolver sua funcdo. As principais opsoninas conhecidas sdo o componente
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C3b do sistema complemento, as imunoglobulinas G e M e a fibronectina
(TROEDSSON, 1991).

Em 1984, Blue et al, estudaram a concentracéo de fatores quimiotaticos no
fluido uterino e verificaram que seu valor € maior em éguas com endometrites,
destacando a importancia de se diferenciar uma disfuncdo priméaria de
polimorfonucleares, de uma secundaria, resultante das propriedades imuno-
reguladoras do utero, desta forma esclarecendo o papel da quimiotaxia na
formacédo das endometrites.

Verificando a habilidade migratoria de neutréfilos em filtros de milipore,
concluiu-se que polimorfonucleares provenientes de animais susceptiveis a
endometrites apresentavam um menor deslocamento quando comparados a
células de éguas resistentes, entretanto, em relacao a neutréfilos circulantes nao
se obteve diferenca significativa entre os dois grupos testados (LIU et al., 1985).

Ja& em outro experimento, Watson et al. (1987), observaram uma menor
habilidade de deslocamento de neutréfilos circulantes de éguas susceptiveis em
gel de agarose, em relacdo a animais resistentes.

Brown et al.,, (1985), destacaram que a atividade opsonizante do fluido
uterino é um evento independente do sistema complemento, jA que o componente
C3b encontra-se biologicamente inativo e predominantemente degradado nesta
secrecao, concluindo que as imunoglobulinas sédo os fatores de maior importancia

neste processo.
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Concordando com esses achados, Hansen & Asbury (1987) verificaram
concentracdes maiores de opsoninas em lavados uterinos de éguas susceptiveis,
guando desafiadas com cepas de Streptococcus zooepidemicus em relacdo as
resistentes, neste experimento os autores utilizaram temperatura de 56°C, onde o0s
mesmos relatam que o sistema complemento é inativado, restando apenas as
opsonizagdes realizadas pelas imunoglobulinas.

Em um trabalho onde se estudou os neutréfilos e a secrecdo uterina de
animais susceptiveis e resistentes a endometrites apds desafio com Streptococcus
zooepidemicus, verificando-se a quimiotaxia para a atividade opsonizante e a
capacidade fagocitaria, observou-se que a fagocitose foi equivalente entre os
grupos testados, entretanto, a opsonizacdo foi menor em éguas susceptiveis
mesmo estes animais apresentando uma maior concentracdo de fatores
quimiotaticos, concluindo que a acdo fagocitaria em animais susceptiveis é
decorrente de uma ma opsonizac¢ado e ndao de uma deficiéncia priméria da funcéo
dos neutrofilos (TROEDSSON et al 1993).

Pycock & Allen (1990), investigando a acdo da lisozima e da lactata
desidrogenase, ambas substancias bactericidas presentes no Uutero sadio,
verificaram a presenca da prostaglandina E2 (PGE2) no utero (fator de
qguimiotaxia), apo6s a inflamacdo e concluiram que a PGE2 € um potente

vasodilatador, potencializando a permeabilidade vascular produzida pela histamina

e bradicinina.
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2.3.2. Resposta Humoral

O mecanismo humoral contribui na defesa fisioldgica uterina através da
acdo das imunoglobulinas, Kenney & Khaleel (1975) foram os primeiros a
estudarem este processo utilizando técnicas de imunodifusdo e
imunofluorescéncia, demonstrando a existéncia de IgA, 1gG e IgM na luz do utero.

O efeito da fase do ciclo estral sobre os niveis de imunoglobulinas e
albumina sérica no fluido folicular, oviduto, Utero e secrecdo vaginal foram
avaliados por Widders et al. (1985). A taxa de imunoglobulinas séricas ndo variou
durante o estro, embora os niveis de imunoglobulina M (IgM) foram mais elevados
em éguas ciclando comparado a animais nédo ciclando (anestro ou pré-puberes).
Também ndo houve variagdo na concentracdo de proteinas nos liquidos do
oviduto e folicular. No utero imunoglobulina A (IgA) e G (IgG), tiveram uma
concentragdo maior no estro que no diestro, e a IgM se mostrou de maneira
inversa. Os niveis de albumina n&o se alteraram, entretanto, em dados absolutos
IgG, IgA, albumina e proteinas totais tiveram uma maior duracdo no diestro e
menos no estro. Na vagina houve maior concentracdo de proteinas que em
relacdo ao Utero, embora a IgA relativa as proteinas totais estiveram em maior
concentracdo no Utero que na vagina.

Mitchell et al (1982), verificaram que as concentracdes de IgA tanto séricas

como na luz uterina, foram significativamente maiores que as demais
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imunoglobulinas, desta forma ressaltaram que esta é a principal imunoglobulina
produzida localmente.

Células produtoras de IgA constituem o tipo mais numeroso no trato
genital, entretanto, verifica-se que as imunoglobulinas G estdo
predominantemente no endométrio (WIDDERS et al, 1984).

Estudando a influéncia do estr6geno e da progesterona na atividade
antibacteriana e atividade secretora de imunoglobulinas no fluido uterino de éguas
submetidas a ovariectomia, determinou-se que as concentracfes de IgG na
secrecao uterina € maior nos animais tratados com progesterona. E em relacdo
aos submetidos a administracdes de estrogeno, verificou-se que os niveis de IgG
nos animais em “cio” e em fase luteal, e observaram que as concentracdes foram
maiores na presenca do corpo lateo, sugerindo que outros fatores uterinos sao os
responsaveis pela ativacdo das defesas antibacterianas no utero (JOHNSON et al,
1994).

Asbury et al 1980, comparando éguas resistentes e susceptiveis a
endometrites crénicas observaram que o Utero dos animais susceptiveis produz
uma quantidade significativamente maior de imunoglobulinas ap6s o desafio
bacteriano. Mitchell et al 1982, encontraram altas concentragoes de IgA e 1gG no

fluido uterino de animais susceptiveis.
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2.3.3. Defesa Fisica

Apéds a inseminacao, o sémen é transportado e eliminado em um processo
rapido dentro do genital da égua. A frequéncia das contracfes uterinas move o
sémen para frente e para trds entre o corpo e 0s cornos uterinos durante a
primeira meia hora. Passadas quatro horas da inseminagdo a maioria dos
espermatozéides ja haviam sido eliminados. (KATILA et al.1998)

LeBlanc et al. (1989), na mesma linha de pesquisa que BROWN et al.
(1985), determinaram o0 mecanismo de limpeza uterina no periodo seguinte a
ovulacdo. As éguas susceptiveis a endometrites acumularam mais liquido no
interior do Utero que as resistentes a essa patologia apds a ovulagéo,
demonstrando que o conteudo celular e bacteriano nessa fase se da em
decorréncia de uma disfuncdo do mecanismo de defesa do animal. Entretanto,
ressaltaram que aparentemente o mecanismo de contracdo miometrial (limpeza
mecanica), parece ndo ser o responsavel por essa inflamacéo pés-ovulacéo.

Utilizando a ultra-sonografia Ginther & Pierson, 1984, observaram que
éguas susceptiveis as endometrites recorrentes retém uma quantidade
significativa de liquido na luz uterina, sugerindo que nestes animais possa estar
havendo uma deficiéncia de contratilidade uterina, sendo este um dos fatores
importantes a cronicidade da patologia.

Num estudo utilizando esferas ndo antigénicas, em animais susceptiveis e

resistentes as endometrites verificou-se que a eliminacdo destas esferas foi
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diminuida nas éguas susceptiveis, concluindo que a atividade contréatil do Utero
para eliminacdo de agentes infecciosos e produtos da inflamacéao é extremamente
importante para a plena atividade reprodutiva do animal (TROEDSSON & LIU,
1991).

Allen & Pycock (1989) verificaram também, a diminuicdo de contratilidade
uterina em animais susceptiveis as endometrites e sugeriram que este acumulo de
secrecao pode atuar como meio de cultura para agentes oportunistas agravando o
quadro patologico.

Em 1994, LeBlanc et al, realizaram trabalhos relacionados a limpeza
uterino, o primeiro utilizando-se da técnica da cintilografia e verificaram que em
éguas susceptiveis a administracdo de ocitocina foi eficaz na promocdo da
limpeza do endométrio, posteriormente infundiram corante “nanquim” e
observaram que a drenagem linfatica do Utero de animais resistentes as

endometrites € um mecanismo bem mais efetivo, do que o0 visto nas susceptiveis.

2.4. Agcao do Plasma Seminal

Muitos estudos tém sido direcionados para verificacdo da importancia do
plasma seminal na modulacdo da resposta inflamatéria uterina de éguas.

A importancia da endometrite pds-cobertura ainda ndo esta bem
esclarecida, se por um lado auxiliam na limpeza uterina, por outro, podem interferir

na fertilidade do animal.
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Muitos autores relatam o efeito imunossupressor do plasma seminal em
varias espécies inclusive nos equinos (ANDERSON & TARTER, 1982; SCHOPE
et al. 1984; BOUVET et al. 1987; TROEDSSON et al. 1995, 2000; IMADE et al.
1997 e ROZEBOOM et al. 1999, 2000, 2001).

Segundo Troedsson et al. (1999), o plasma seminal tem um efeito
supressivo sobre a atividade do complemento, em outro experimento, Troedsson
et al. (1998), verificaram que o plasma seminal suprime a migracdo dos PMNSs “in
vitro”.

Estudando a ocorréncia da endometrite, contratilidade uterina e taxa de
prenhes de éguas inseminadas com baixa dose de espermatozoides, na presenca
ou nao de plasma seminal, Katila et al. (2004), verificaram que houve um aumento
do numero de neutréfilos nas éguas inseminadas com plasma seminal e que a
contratilidade uterina foi significativamente mais freqiente (p<0,05) nos animais
gue nao receberam o plasma seminal, embora a taxa de prenhes nédo diferenciou
entre os grupos estudados.

Fiala et al. (2004), utilizando varias doses (100, 500 e 1000 x 10° de
espermatozoéides) de sémen refrigerado entre 18 a 22 horas na presenca ou nao
de plasma seminal e extensor a base de leite desnatado, verificaram que as éguas
inseminadas e infundidas com plasma seminal e leite desnatado apresentaram
maiores valores de leucocitos no lavado uterino em relacdo as éguas nao

inseminadas. E que a intensidade da reacdo era maior quando se aumentava a
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dose inseminante e quanto maior a reacdo, mais rapida foi a resolucdo do
processo inflamatorio, entretanto o nimero de espermatozdides que chegaram ao
oviduto foi independente da dose utilizada.

Alghamdi et al. (2004), verificaram que as insemina¢cOes artificiais
realizadas, doze horas ap0s a indugcdo de uma resposta inflamatoéria uterina com
espermatozéides mortos, obtiveram 77% de prenhes quando usaram
espermatozoéides ressuspendidos em plasma seminal contra 5% de gestacdo ao

ressuspenderem os espermatozoides em diluente a base de leite desnatado.

2.5. Métodos de Avaliacdo da Condicéo Uterina

2.5.1. Palpacéao Retal e Ultra-Sonografia

A palpacdo retal € a mais antiga e ainda mais comumente forma de
avaliagdo da condicdo uterina de éguas. A verificagcdo do tamanho, simetria e
tbnus uterino sdo maneiras Uteis de avaliacdo da condicdo reprodutiva de éguas.
Entretanto, esta intervencao é subjetiva e requer grande habilidade e experiéncia
do profissional que a realiza. Como muitos diagnosticos de alteracdes uterinas
necessitam de uma acuracia maior, a ultra-sonografia veio a corroborar na
identificacdo, direcionando a um tratamento mais especifico.

A ultra-sonografia retal facilita a visualizacdo de pequenos acumulos de

liquidos no interior do Utero (GINTHER & PIERSON, 1984). De acordo com
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McKinnon et al. (1988), acumulos de liquidos menores que 3 mm de didmetro sédo
normais durante o estro. Os graus de ecogenicidade dos fluidos vistos no Utero
sdo correlacionados com a quantidade de debris e leucécitos presentes

(MCKINNON et al. 1988).

2.5.2. Citologia Cérvico-Uterina

O exame citolégico do Utero tem o objetivo de verificar principalmente a
presenca ou auséncia de neutrofilos. PMNs ndo estdo presentes no Utero de
éguas normais em nenhuma fase do ciclo estral, excecédo do estro com no maximo
5% em alguns animais e ap0s a cobertura, parto ou inseminacdo, em outros casos
€ um indicativo de endometrite. A lavagem uterina para obtencao de material para
analise da citolégica se mostrou menos eficiente que o método do “swab” (BALL et
al. 1988). E a utilizagdo da escova citolégica ao “swab” demonstrou ser mais
eficiente segundo Alvarenga & Mattos, 1990 em relagcdo a quantidade de material

obtido por intervencéao.

2.5.3. Histologia Uterina
A histologia do endométrio € um exame realizado através da obtencado de
um fragmento uterino. Inflamacdes agudas e cronicas podem ser distinguidas em

suas severidade por esse meétodo. Degeneracdes glandulares, fibroses
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periglandulares, cistos glandulares ou linfaticos e alteracfes vasculares podem ser
visualizadas por esta metodologia (KENNEY, 1978).

Kenney, (1978) dividiu as éguas em trés categorias segundo os achados
histopatologicos: categoria | endométrio normal com boa expectativa de
concepcgdo. Categoria Il grandes alterag6es morfoldgicas, animais com taxa de
prenhes menor que 10%. A categoria Il foi subdividida em mais duas categorias
IIA e IIB éguas com algumas alteracGes uterinas e variando a taxa de gestacao
entre 50-80% e 10-50%, respectivamente (KENNEY & DOIG, 1986).

Segundo Katila et al. (1988), a biopsia uterina promove um melhor

entendimento do quadro endometrial comparado ao “swab” citoldgico.

2.6. Técnicas de Avaliacdo da Funcao Neutrofilica

2.6.1. Metabolismo Oxidativo de Neutrofilos
Os mecanismos antibacterianos dos neutréfilos séo classificados em
dependentes e independentes de oxigénio. O mecanismo dependente de oxigénio
€ iniciado pela fagocitose ou por distarbios ha membrana da célula e envolve uma
série de reacBes que produz espécies reativas de oxigénio que interagem com
outras substancias ou atuam diretamente contra as bactérias. A ativacdo do
metabolismo oxidativo de neutréfilos € modulada por varios mediadores

inflamatérios como o peptideo N-formilado, os leucotrienos, o fator ativador de
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plaguetas, o fator estimulador de coldénias de granulocito (G-CSF), fator
estimulador de col6nias granuldcito-monécito (GM-CSF), o interferon-y e o fator de
necrose tumoral (TNF). Nas reacdes inflamatérias os mondcitos e/ou linfécitos
ativados secretam varias citocinas, como interleucina-1 (IL-1), o TNF e o
interferon-y que estimulam as células endoteliais e/ou os fibroblastos a secretarem
os fatores estimuladores de colonias (G-CFS e GM-CFS), que ativam o0s
neutrofilos. Outros estimulos envolvidos no disparo da explosdo respiratéria séo
as particulas opsonizadas, alguns componentes do complemento, a

imunoglobulina G (IgG), a concavalina A e a fosfolipase C (STYRT, 1989).

Q-

A ativagdo da adenina nicotinamina dinucleotideo fosfato ligada
membrana (NADPH oxidase) depende da interacdo do citocromo b associado a
membrana e de outras proteinas localizadas no interior da célula. Sob estimulo, as
proteinas do citosol sdo transportadas para a membrana e completa o sistema
NADPH oxidase. O sistema NADPH oxidase catalisa a reacdo de reducdo do
oxigénio molecular (O;) para anion superoxido (O;), determinando um rapido
aumento na atividade da oxidase causando uma explosao respiratdria no consumo
de oxigénio (“respiratory burst”). As reaces da explosdo respiratdria produzem
derivados toxicos do oxigénio no vacuolo fagocitico. Porém, esta reagcdo é
dependente de uma continua reducdo do NADP para suprir o elétron receptor
NADPH na reducédo do oxigénio (O,) para anion superéxido (O;). O NADPH é

suprido por um aumento no metabolismo da glicose através da via da hexose
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monofosfato. Apés o anion superéxido (O,) ser produzido, ele é rapidamente
transformado em peréxido de hidrogénio (H,O,). O anion superoéxido (O2) e o
peroxido de hidrogénio (H,O,) geram a hidroxila (OH") e o oxigénio (O;) (KANEKO

et al., 1997).

2.6.2. Avaliacdo do Metabolismo Oxidativo de Neutrofilos por
meio do Teste de Reducéo do Tetrazdlio Nitroazul (NBT)

Existem muitos métodos para a avaliacdo do metabolismo oxidativo de
neutrofilos. Estes testes incluem a reducdo do tetrazdlio nitroazul (NBT), a
determinacdo do consumo de oxigénio, a reducdo do citocromo c, a
quimiluminescéncia (KANEKO et al., 1997) e a citometria de fluxo pela 2-7-
diclorofluoresceina e o 123-dihidrorodamine (VAN EEDEN et al., 1999). Dentre
estes métodos, o teste de reducdo do NBT é um dos mais utilizados.

O teste do NBT foi primeiramente utilizado por Baehner & Nathan (1967)
para o diagnostico de doenga granulomatosa crénica (CGD) em criangas. A CGD
€ uma doenca genética que produz alteracdo na funcdo de neutrofilos,
determinando deficiéncia na produgcdo da enzima NADPH-oxidase. Nestes
neutrofilos, apesar da fagocitose normal das bactérias, a destruicdo e a morte do
microorganismo estéd inibida pela auséncia na producdo da enzima NADPH-

oxidase (BAHENER & NATHAN, 1968) de grande importancia na geracdo de
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anions superoéxido (O,). Desta maneira, a CGD é caracterizada pela presenca de
infeccdes bacterianas cronicas recorrentes (BABIOR, 1978).

O NBT €& um corante amarelo claro que quando adicionado a uma
suspensdo de neutréfilos entra no vacuolo fagocitico junto com a particula
ingerida. No vacuolo fagocitico, o corante é reduzido pelo anion superéxido a um
precipitado insollvel de coloracdo azul enegrecida conhecido como formazam
(NATHAN, 1974). A reducdo do NBT tem uma estreita correlagdo com o
metabolismo oxidativo e avalia um importante componente da atividade
bactericida do neutréfilo (ROTH et al., 1983).

O teste do NBT pode ser considerado como uma mensuragao indireta da
atividade microbicida dependente de oxigénio dos neutréfilos (GORDON et al.
1975; JAIN, 1986) e pode ser avaliado por meio da microscopia Optica ou por
espectrofotometria (METCALF et al., 1986). Na avaliacdo pela microscopia optica
a localizacdo do formazam € muito heterogénea, podendo apresentar-se ligado a
membrana da célula ou no interior dos fagécitos (NATHAN, 1974). Os depdositos
de formazam podem ser reconhecidos de duas formas: um Unico e grande
deposito de coloracdo negra localizada no citoplasma das células ativadas,
representando o vacuolo fagocitico, ou como mdultiplas manchas negras
distribuidas aleatoriamente no citoplasma da célula. Alguns fatores podem

dificultar a identificacdo do formazam, como aglomerados de plaguetas e
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neutréfilos ou quando as plaquetas estdo localizadas sobre o neutréfilo (NATHAN,
1974).

Park & Good (1970) com o objetivo de evitar resultados falsos negativos,
desenvolveram uma técnica que avalia a capacidade dos neutréfilos em reduzir o
NBT na presenca de um estimulante & base de extrato bacteriano inativado,
conhecido como teste estimulado de reducdo do NBT (NBT-E). O teste do NBT-E
distingue os resultados falsos negativos devido a defeitos metabodlicos dos
resultados verdadeiramente negativos associados com a auséncia de infeccéo
bacteriana ativa. A extensdo da producdo do formazam pelo fagoécito em repouso
€ muito menor do que aquela observada durante a fagocitose.

Algumas suposicdes devem ser feitas quanto ao uso do teste do NBT: os
sistemas de fagocitose celular e humoral do hospedeiro devem estar funcionando
normalmente no periodo do teste e a infeccdo deve envolver a circulagéo
sistémica (PARK, 1971).

Park et al. (1968) desenvolveram o teste do NBT como um teste néo
especifico in vitro para um rapido auxilio no diagnéstico diferencial entre infecgbes
bacterianas e doencas inflamatorias de origem ndo bacteriana em criangas. A
presenca de intensos depdsitos de formazan foram caracteristicos em infeccdes
bacterianas, na malaria, micoplasmose e meningite viral. O teste do NBT foi
considerado como de triagem em hospitais (SARA & DWARAKNATH, 1977),

porém estudos tém demonstrado que € inutil para a diferenciacdo entre
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leucocitose de origem infecciosa e nao infecciosa. O teste seria Gtil na triagem
para defeitos na explosdo respiratoria em pacientes com infec¢cdes crbnicas
recorrentes (BABIOR, 1978).

Na medicina veterinaria, Poli et al. (1973) foram os primeiros a utilizarem o
teste do NBT em doencas bacterianas de céaes.

Poli & Manteli (1974) estudaram o metabolismo oxidativo de neutréfilos por
meio do teste do NBT em animais sadios de varias espécies. Para cabras sadias
da raca Tibetana obtiveram valores normais de 0 a 3% de células NBT positivas.

Ultimamente, varios autores tém estudado o metabolismo oxidativo de
neutrofilos por meio do teste do NBT em diversas situacdes e espécies de
animais, como Ciarlini (1998) em ovinos, Costa (2000), Costa et al. (2000) e
Borges et al. (1999) em bovinos, Lopes (2000) em caprinos, Ciarlini et al. (1997) e

Laposy et al. (2000) em equinos.

2.6.3. Metabolismo Oxidativo de Neutrofilos associado ao

Cortisol e outros Corticosteroides
Os corticosterdides sdo conhecidos por alterarem varios aspectos das
fungBes dos neutrdfilos. Entretanto, as investigacGes relativas a este fendbmeno
tém variado em seu resultado devido a alguns fatores como: os métodos usados

nas pesquisas, as espécies investigadas, os sistemas de ensaios in vivo ou in
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vitro, a composicao dos corticosterbides e a concentracdo da droga utilizada
(MADDUX & KEETON, 1987).

Sabe-se que em testes in vivo os glicocorticdides na forma de succinato
devem ser ativados por uma esterase hepética, sendo que, in vitro, sua clivagem
ocorre lentamente. Assim, é necessaria maior quantidade de corticéides na forma
de succinato para alterar as funcfes de neutréfilos em testes in vitro. Além disso,
in vivo, a administracdo de corticosterdides pode ter efeito indireto sobre a funcéo
de neutrodfilos pela alteracdo dos mediadores da inflamacao (ROTH & KAEBERLE,
1981).

Maddux & Keeton (1987) observaram diminuicdo do metabolismo oxidativo
de neutrdfilos (reducdo do citocromo ¢) em cabras tratadas com dexametasona.
Segundo Roth & Kaeberle (1981) a mesma droga também suprimiu a reducédo do
NBT em bovinos. A supressdo na reducdo do NBT indica que um importante
mecanismo bactericida esta diminuido.

Em humanos, a hidrocortisona foi caracterizada por diminuir a oxidase, que
€ a enzima que inicia a explosao respiratéria (MANDEL et al., 1970; CHRETIEN &
GARAGUSI, 1972). O teste do NBT também foi suprimido por altas dosagens de
corticosterdides em humanos (MATULA & PATERSON, 1971), sendo que a
reducdo na dosagem diaria dos corticosteroides elevou os resultados do NBT para

valores normais com um desaparecimento do efeito supressivo.
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Porém, a administracdo de ACTH (200 U.l.) em bovinos provocou aumento
da concentracdo de cortisol, mas nao teve efeito sobre a reducdo do NBT nos

neutroéfilos (ROTH et al., 1982b).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local da Pesquisa

O experimento foi realizado em duas etapas: 1) Colheita e andlise das
amostras: realizado junto ao CERBEQ — Centro de Reproducdo e Biotecnologia
Equina (Posto de Monta), localizado na Fazenda Lageado, pertencente ao
Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterindria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) — UNESP, Campus de Botucatu,
Departamentos pertencentes FMVZ: Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinaria e Departamento de Clinica Veterinaria junto ao Laboratério
Clinico, também no Instituto de Biociéncias (IB), no Departamento de
Microbiologia e Imunologia. 2) Teste de fertilidade: foi efetuado nas instalagdes do

CERBEQ e do Haras Santa Maria, localizado no municipio de Itapetininga, SP.

3.2. Animais

Foram utilizadas 33 éguas mesticas com idade variando entre quatro e 15
anos, de fertilidade conhecida. O sémen utilizado nesta fase do experimento tanto
para as inseminagdes “in natura” (Fresco) como em doses congeladas foram de
um garanhdo da raca Westenfalin de 12 anos de idade com fertilidade

comprovada.
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3.3. Organograma da Divisdo dos Grupos, Colheitas de Dados e

Materiais
IA CONG A CONG
CONTROLE B00X10° SPTZ IA CONG A
~ IA FRESCO + IA CONG PLASMA
N *Todas IA PLASMA + SEMINAL
odas com -
SEMINAL
800X10°SPTZ & CORTICOIDE +
INSEMINADAS tlearam e TERAPIA CORTICOIDE
dose TERAPIA
Duas horas ap6s as 1A, exceto grupo controle, onde as éguas apenas estavam no estro,
foram realizados os seguintes procedimentos para obtencéo de dados
Ultra-Sonografia . . . .
I 9 Colheitado Soro Citologia Uterina
Colheita de Sangue Lavado Utering I Histologia Uterinal
I Acumulo de Liquido I Quantificacdo IgA % de Neutroéfilos
Leucograma IConcentragéo de PMN % de Neutroéfilos
Extrato compacto
Prova do NBT Quantificagdo IgA

3.4. Divisao dos Grupos

Inicialmente 36 éguas foram aleatoriamente divididas em trés grupos para
verificacdo da resposta inflamatoria uterina promovida apds a inseminacao. Duas
horas ap0s as inseminacfes com excecdo do grupo controle (éguas nao
inseminadas), foi colhido material ou dados para realizagdo dos seguintes testes:
ultra-sonografia uterina, lavado uterino para quantificacdo de leucécitos e

dosagem de Imunoglobulina A (IgA), colheita de sangue para leucograma, teste de
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funcdo neutrofilica, pelo do teste de reducdo do tetrazdlio nitroazul (NBT) e
dosagem de IgA, citologia cérvico-uterina e bidpsia uterina.

Os trés primeiros grupos foram: 1) Controle, éguas que atingiam foliculos
de no minimo 35mm e demonstravam sinais de estro; 2) Inseminadas com 800 x
10° de espermatozéides viaveis com sémen a fresco e 3) Inseminadas com sémen
congelado 800 x 10° de espermatozéides viaveis pré-congelacéo. Das 36 éguas
selecionadas inicialmente trés nao entraram em estro e foram descartadas do
experimento e posteriormente na formacdo dos trés grupos experimentais
restantes mais trés éguas nao retornaram em cio em também foram descartadas,
assim sendo os grupos foram compostos de 10, 11 e 12 animais.

As éguas que continuaram a apresentar ciclo estral normal foram
novamente divididas, e tiveram a mesma colheita de material anteriormente citada
duas horas pés-inseminacao e foram divididas em mais trés grupos experimentais:
4) Inseminadas com sémen congelado 800 x 10° de espermatozéides viaveis pré-
congelacdo mais adicdo de 20 mL de plasma seminal; 5) Inseminadas com sémen
congelado 800 x 10° de espermatozéides viaveis pré-congelacdo e submetidas a
corticoide-terapia pré-inseminacédo e 6) Inseminadas com sémen congelado 800 x
10° de espermatozéides viaveis pré-congelacdo mais adicdo de 20 mL de plasma
seminal e submetidas a corticéide-terapia pré-inseminacao.

Resumindo os seis grupos estudados foram os seguintes:

1) Controle - éguas nado inseminadas.
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2) Inseminadas com 800 x 10° de espermatozdides vidveis com sémen a
fresco

3) Inseminadas com sémen congelado 800 x 10° de espermatozéides
viaveis pré-congelacao.

4) Inseminadas com sémen congelado 800 x 10° de espermatozéides
vidveis pré-congelacdo mais adicdo de 20 mL de plasma seminal.

5) Inseminadas com sémen congelado 800 x 10° de espermatozéides
viaveis pré-congelacdo e submetidas a corticOide-terapia pré-
inseminacao.

6) Inseminadas com sémen congelado 800 x 10° de espermatozéides
vidveis pré-congelacdo mais adicdo de 20 mL de plasma seminal e

submetidas a corticéide-terapia pré-inseminacao.

3.5. Obtencédo do Plasma Seminal

O plasma seminal utilizado junto as inseminacdes foi obtido do mesmo
garanhdo usado para congelacdo do sémen e foi processado da seguinte forma:
apos a colheita do sémen em vagina artificial, o ejaculado foi filtrado e
centrifugado a 600 x g por 10 minutos para remocdo de aproximadamente 90%
dos espermatozéides (Dell’Aqua Jr., 2000), o sobrenadante entdo era novamente

centrifugado a 5000 x g por 60 minutos a 5°C para total retirada dos
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espermatozoéides, o sobrenadante restante foi aliguotado em frac6es de 20 mL e
finalmente congelado em freezer a — 20°C para posterior utilizacdo. No momento
das inseminacGes o plasma seminal era descongelado a 37°C por 10 minutos e
infundido com auxilio de uma pipeta de inseminagdo e uma seringa de 20 mL

imediatamente antes da inseminagdo com o sémen congelado.

3.6. Protocolo da Corticoide-Terapia

A corticéide-terapaia instituida para modulacdo da resposta inflamatoéria
uterina foi a seguinte: a partir do momento que um foliculo atingisse um diametro
médio de 35 mm e presenca de edema uterino concomitante a administracdo da
gonadotrofina coridnica humana (hCG) era efetuada uma aplicagcéo intramuscular
(IM) de 0,1 mg/kg de acetato de 9-alfa-prednisolona (Predef®). O procedimento de
aplicacdo do Predef® era repetido a cada 12 horas até a constatacédo da ovulacéo,

inclusive no momento da inseminacao.

3.7. Procedimento de Congelacdo do Sémen

Apbs a colheita em vagina artificial o ejaculado foi destinado a congelacao e
processado da seguinte forma: filtracdo em filtro especifico para remocéo do gel,
diluicdo em diluente a base de leite desnatado e glicose na propor¢cdo de 1:1,
centrifugado a 600 xg por 10 minutos, remog¢&o do sobrenadante, ressuspenssao

em diluente de congelacdo MP50 (Papa et al., 2002) na concentracéo de 200x10°
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espermatozoéides vidveis por mL, envase em palhetas francesas de 0,5 mL,
estabilizacdo a 5°C por 1 hora, congelacdo em caixa de isopor, seis centimetros
acima do nivel do nitrogénio liquido (N2) por 20 minutos, imersdo no N; e

armazenamento em botijao criobiologico.

3.8. Andlises do Sémen Po6s-Descongelacédo

O controle de qualidade das partidas de sémen utilizadas tanto para
primeira fase do experimento quanto para o teste de fertilidade realizado no
CERBEQ foram os seguintes: descongelagdo em banho Maria 46°C por 20
segundos (DellAqua Jr., 2000), andlise computadorizada da motilidade
espermatica através do Hamilton Torne Research — IVOS 10, adicionando-se uma
gota de sémen na camara de Makler aquecida a 38°C, verificacdo da integridade
da membrana plasmatica pelo teste com sondas fluorescentes Diacetato de
Carboxifluoresceina e lodeto de Propideo descrita por Harrison e Vickers, (1990) e
modificado por Zuccari, (1998) conforme protocolo abaixo descrito. As partidas
utilizadas apresentavam no minimo 60% de motilidade total e 40% de integridade

de membrana.
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Protocolo de preparo e utilizacdo das sondas fluorescentes.

SOLUCOES DE ESTOQUE

SOLUCAO 1

9,2 mg Diacetato de
Carboxifluoresceina

20 mL DMSO (Dimetilsulféxido)
SOLUCAO 2

10 mg lodeto de Propideo

20 mL DMSO (Dimetilsulféxido)

SOLUCAO DE TRABALHO

20 uL da Solucéo 1
10 uL da Solucéo 2
10 uL da Solucéo 3

960 pL da Solucao 4

SOLUCAO 3

1 parte Formalina a 40%

79 partes Solucéo Fisiologica
SOLUCAO 4

3 g Citrato de sodio

100 mL Solucéo Fisiolégica

AVALIACAO DE AMOSTRAS

10 pL de Sémen

40 uL da Solugéo de Trabalho
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As solucbes de estoque 1 e 2 foram preparadas ao abrigo da luz,
acondicionadas em tubos de ensaio recobertos com papel aluminio em aliquotas
de 1 mL e congeladas a — 20°C.

Solucdes de estoque 3 e 4 eram armazenadas em geladeira a 5°C.

Confeccionada a solucao de trabalho, esta era fracionada em aliquotas de
40 uL para cada amostra e acondicionadas em uma caixa de isopor com tampa,
acrescentando-se a essas 10 uL das amostras de sémen.

A avaliacdo foi realizada em microscopio de epifluorescéncia em aumento
de 400x. Foram contadas 200 células espermaticas em uma mesma lamina e
classificando-as em integras e lesadas, conforme sua coloracao.
integros = Espermatozoides corados em verde, em toda sua extensio

Lesados = Espermatozoéides corados com cor vermelha

3.9. Procedimento das Colheitas e Analises de Dados e Materiais

3.9.1. Ultra-Sonografia Uterina
O exame ultra-sonografico, foi realizado com auxilio de um ultra-som PIE
MEDICAL 450, utilizando-se transdutor linear de freqiiéncia de 5 Mhz. Todo Utero
foi examinado para visualizacdo de possiveis areas de acumulo de conteudo. As

mensuracdes foram realizadas na regido da bifurcagdo entre corpo e cornos
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uterinos. As alteracdes foram anotadas em fichas especificas para posterior
andlise.

Os achados ultra-sonograficos encontrados foram classificados em escore
de 0 a 4 conforme descri¢cdo a seguir:

0 — Sem presenca de fluido uterino

1 — Pequeno acumulo de fluido uterino menor que, 1 cm de Altura na
Regido da Bifurcacédo (ARB)

2 — Acumulo médio de fluido uterino variando de 1,1 a 2 cm (ARB)

3 — Acumulo de fluido uterino com areas maiores que 2 cm (ARB)

Escore 1 — Pequeno acumulo de fluido uterino menor que 1 cm (ARB)
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Escore 3 — Acumulo de fluido uterino com areas maiores que 2 cm (ARB)

3.9.2. Leucograma
As amostras de sangue destinadas ao leucograma foram colhidas através
de puncéo da jugular utilizando-se agulhas descartaveis 25 x 8 mm proprias para
tubos com vacuo contendo EDTA-s6dico. O sangue era homogeneizado dentro do
tubo de colheita 10 vezes e encaminhado para o Laboratorio Clinico para anélise.
As analises hematologicas foram realizadas no Laboratério Clinico em

contador eletrdnico de células — (CELL- DYN 3500- Abbott).
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3.9.3. Reducéo do NBT

A colheita do sangue para realizacao do teste da reducédo do NBT, também
foi por puncéo da jugular com auxilio de agulhas 25 x 8 mm acopladas a tubos de
vacuo sem anticoagulante. Imediatamente apos o procedimento utilizando-se uma
pipeta automatica com ponteira plastica, transferiu-se rapidamente uma aliquota
de 500 ul para um frasco de plastico tipo “eppendorf” contendo 10 Ul de heparina
sodica.

A avaliagdo do metabolismo oxidativo de neutréfilos foi determinada por
meio do teste ndo estimulado (NBT-NE) e estimulado (NBT-E) de reducdo do
tetrazdlio nitroazul (NBT), método microscopico citado por Park et al. (1970),
utilizando-se “kit” comercial', com algumas modificacbes, conforme o seguinte
procedimento:

1) Anteriormente ao dia da colheita, os frascos contendo o corante NBT
tamponado foram reconstituidos em 1,0 mL de &gua destilada. Utilizando-se
uma pipeta automatica de 25 uL foram feitas varias aliquotas em tubos do tipo
“eppendorf” da solugdo de NBT que foram congeladas em freezer a
temperatura de menos 20°C, até o momento da realizagdo dos testes. N&o

foram utilizadas aliquotas com periodo superior a 30 dias de congelamento.

! NBT Vial, Sigma Diagnostic. St. Louis, USA.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

A solucéo estimulante liofilizada foi reconstituida em 1,5 mL de agua destilada
e mantida sob refrigeracéo (4 a 8°C) até o momento da utilizacédo. Esta solucéo
foi utilizada durante todo o experimento.

No momento da realizacdo dos testes, as aliquotas de NBT foram
descongeladas, sendo que, foi utilizado uma aliquota para cada teste néo
estimulado (NBT-NE) e estimulado (NBT-E), identificando-se o tubo do tipo
“eppendorf” com o numero do animal e as letras E para a prova estimulada e
NE para a prova ndo estimulada.

No tubo do tipo “eppendorf” identificado como E (estimulado), foi adicionada
com uma micropipeta a dose de 1,25 pL do estimulante constituindo-se de
extrato bacteriano inativado.

Foram adicionados 25 pL de sangue heparinizado nos tubos do tipo
“eppendorf” ndo estimulado (NE), e 12,5 uL no tubo estimulado (E), e
homogeneizado por repetidas aspiracdes da pipeta.

Apés a homogeneizacédo, os tubos tipo “eppendorfs” foram incubados por 10
minutos em banho-maria a temperatura de 37°C. Apos a retirada do banho-
maria 0s tubos permaneceram a temperatura ambiente pelo periodo de 10
minutos.

Os tubos tipo “eppendorfs” foram homogeneizados levemente e em seguida

confeccionados trés esfregacos sangliineos em laminas de vidro para cada
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teste ndo estimulado e estimulado, perfazendo um total de seis laminas para
cada animal em cada momento.
8) Os esfregacos foram secos imediatamente apds a confeccéo, utilizando-se um
secador de cabelos elétrico e em seguida corados com May Grinwald-Giemsa.
Foi realizada a contagem de 300 neutrofilos para cada prova néao
estimulada e estimulada em microscopio Optico, em aumento de 1.000 vezes,
discriminando-se o percentual de células NBT positivas e negativas. Foram
consideradas células positivas (reativas) aguelas que apresentavam no interior do
citoplasma, precipitado de coloracdo azul enegrecido (formazan), independente do
namero ou tamanho das granulagcbes. Foram contados apenas neutrofilos nédo

aglomerados a outras células, conforme figuras 1 e 2.

NR NR

Figura 1 - Prova N&o Estimulada de Reducédo do Tetrazélio Nitroazul
(NBT-NE). Neutréfilos segmentados reativos (NR) com a presenca de

formazan no interior do citoplasma.
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NNR

NR \ NNR

Figura 2 — Prova Estimulada de Reducéo do Tetrazolio Nitroazul (NBT-E).
Neutrofilos segmentados reativos (NR) com a presenca de formazan no
interior do citoplasma (seta) e neutréfilos segmentados nédo reativos

(NNR).

3.7.4. Obtencéo do Lavado Uterino

Para obtencdo do lavado uterino, utilizou-se infusdo uterina de 50 mL de
DPBS, através da introducdo de cateter tipo Bivona pela cervix do animal até
atingir o corpo do utero, onde se utilizando uma seringa de 20 mL foi inflado o
baldo com aproximadamente 30 cc de pressdao. O DPBS era depositado sob
pressdo continua utilizando-se uma seringa de 50 mL e retirado do utero por
gravidade, apOs leve massagem uterina via retal. O contetdo proveniente do
lavado foi depositado em provetas volumétricas para afericdo da quantidade

retirada e destinado para quantificacdo de leucdcitos e dosagem de IgA.
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A quantificacdo do namero de leucocitos encontrados no lavado uterino foi

realizada da seguinte forma:

1) Homogeneizacao do conteudo obtido no lavado uterino.

2) Preenchimento dos dois reticulos da camara de Neubauer com a solugédo do
lavado

3) Contagem de todos os PMNs presentes em cinco quadrados de cada lado da
camara.

4) Média dos valores obtidos de cada reticulo.

5) Ajuste para a diluicdo efetuada (50 mL — volume infundido para obtenc&o do
lavado).

6) Nos animais onde o volume obtido era maior ou menor que 50 ml, ajuste para
o valor encontrado.

7) O resultado final era a concentracdo de leucécitos obtidos por mL de

lavado recuperado.

3.9.5. Quantificagdo da Imunoglobulina A
A gquantidade de IgA das éguas foi aferida tanto no soro quanto do fluido
uterino proveniente do lavado. Para obtencdo do soro o mesmo procedimento
anteriormente descrito por meio de puncdo da jugular com uma modificacdo, ou
seja, o0 tubo a vacuo de colheita continha um coagulante para apressar a dessora.

Este tubo, entéo foi centrifugado a 2000 rota¢des por minuto (rpm) por 10 minutos
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e 0 soro produzido aspirado com auxilio de uma pipeta automatica aliguotado em

“eppendorfs” de 1 mL e congelado a — 20°C para posterior analise.

J& a amostra proveniente do lavado uterino era centrifugada por 2000 rpm
por 10 minutos e do sobrenadante retirado aliquotas de 1 mL, acondicionadas em
“eppendorfs” e congeladas em freezer para futuras avaliagoes.

Tanto para a determinacdo da concentracdo de IgA sérica como a obtida no
lavado uterino realizou-se a técnica de ELISA indireto com anticorpo de captura
conforme descricdo a seguir:

1) O anticorpo de captura utilizado foi IgG produzido em cabra contra IgA equina
obtido comercialmente. Este foi diluido em Tampdo Carbonato Bicarbonato
0,05 M pH 9,6 na proporcao de 1:160 (v:v), e colocado em todas as cavidades
da microplaca de ELISA (Nunc Maxisorp®), na quantidade de 100 uL. A placa
foi entdo incubada a 4°C por 18 horas em camara Umida.

2) Entre todas as fases da reacdo, as microplacas foram lavadas 5 vezes com
PBS 0,01 M PO4™ 0,14 M NaCl pH 7,4, 0,05 % de tween-20 (PBST) a fim de

se eliminar o excesso de reagentes da fase imediatamente anterior
3) Com o objetivo de se eliminar possiveis "ruidos" na reacdo, cada cavidade da

microplaca, apos ter sido sensibilizada com o anticorpo de captura, recebeu

200 pl de PBS 0,01 M PO4™- 0,14 M NaCl pH 7,4, contendo 10 % de leite em
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4)

5)

6)

7

p6é desnatado e 0,05 % de tween-20 (PBSTM). A microplaca foi mantida em
camara Umida por 45 min. a 37°C.

Neste momento era adicionado o soro diluido nas propor¢cdes de 1/80000;
1/40000; 1/20000; 1/10000 (v:v) e o liquido do lavado diluido 1/400; 1/200;
1/100; 1/50 (v:v), previamente estocados dos animais do experimento. Estes
eram diluidos em PBSTM 10% e colocados na quantidade de 100 uL a cada
cavidade, em quadruplicata, e levados a estufa 37°C por 1 hora em camara
umida. Também era colocada diferentes concentracées da IgA equina (2; 1;
0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 e 0,01562 ng/ml) obtida comercialmente para
realizacdo da curva padrdo de concentracoes.

A proxima etapa foi a adicdo do anticorpo detector que era IgG de coelho anti
IgA de equinos (idem etapa 1). A diluicdo do detector foi de 1/160 (v:v) em
PBSTM e colocado na quantidade de 100 uL por cavidade. A placa era levada
a estufa 37°C por 1 hora, em camara imida.

Entdo se adicionou o conjugado Biotinilado que era composto de IgG de cabra
contra IgG de coelho mais Biotina. Este conjugado era diluido em PBST na
proporcéo de 1/1000 (v:v) e colocado na microplaca na quantidade de 100 pL.
A placa era levada a estufa 37°C por mais 1 hora.

Para se ligar a Biotina presente no primeiro conjugado, adicionava-se um

segundo conjugado composto de Avidina + Peroxidase obtido comercialmente
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8)

9)

(Sigma), na diluicdo de 1/1000 (v:v) em PBST. Desta solucéo se acrescentava
100 plL por cavidade da placa e leva-se a estufa 37°C por mais 1 hora.
Finalmente a cada cavidade da microplaca foram adicionados 100 pl da
solucdo de substrato/cromogeno contendo 5ul de peroxido de hidrogénio a
30%, 100ul de tetra metil benzadina (TMB) a 10 mg/ml (diluido em DMSO) e 10
ml de tampéao acetato-citrato 0,1 mol/l e pH 6,0.

Ap6s 15 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a reacdo enziméatica
foi entdo bloqueada pela adicdo de 50 ul de HCI 2 N. As microplacas foram
entdo lidas em um leitor de placas de ELISA (Titertek UNISKAN-II) a um
comprimento de onda de 450 nm contra um branco onde era apenas colocado
0 substrato/cromoégeno e o bloqueador enzimatico. A concentracdo de IgA em
cada amostra foi determinada pela comparacdo da DO observada com aquela
obtida com a curva padrdo dentro da mesma microplaca. A seguir segue

esquema dos passos efetuados.
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Soro cabra anti (IgA equina) | Conjugado IgG cabra anti coelho

LIS (Bloqueio da placa) Il Conjulgado Avidina + Peroxidase

Amostra soro das éguas

- Substrato/cromégeno + H,0,

Soro coelho anti (IgA eqlina) HCL 2N (Bloqueio da reagao)

Esquema 1: Sequéncia dos eventos realizados para determinacdo da

concentracao de IgA, pelo método de ELISA.

3.9.6. Citologia Cérvico-Uterina
O material celular uterino foi colhido utilizando-se escovas ginecoldgicas

(Citobrush-Laborex), acopladas a um coletor mecéanico (ALVARENGA & MATTOS,
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1990) previamente esterilizado, que era introduzido via cervical até atingir o corpo
do utero, posteriormente & escova de colheita era exteriorizada e através de
movimentos circulares sobre o endométrio as amostras eram obtidas. A escova
era removida do uUtero e o material nela contido depositado sobre lamina
histolégica na forma de esfregaco, em seguida as laminas eram acondicionadas
em caixas especificas para posterior analises.

Os esfregacos obtidos foram corados pela técnica de Leishman, utilizando-
se 0 seguinte procedimento: 20 gotas de corante Leishman sobre a lamina por 3
minutos, 20 gotas de agua destilada por 20 minutos, agua corrente e secagem ao
ar. As laminas coradas foram examinadas em microscopio Optico, em objetiva de
imersdo em aumento de 400x, foi contado um total de 200 células, entre células
uterinas e neutrdfilos e o resultado foi expresso em porcentagem sobre o nimero
de neutrdfilos encontrados. Segue exemplos de citologia cérvico-uterina em trés

graus distintos de intensidade de resposta neutrofilica, Figuras, 3, 4, e 5.

Fig. 3 - Células endometriais Fig. 4 - Inflamacdo moderada
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Fig. 5 - Inflamacéo severa

3.9.7. Histologia Uterina

O exame histoldgico foi realizado através da coleta de um fragmento
endometrial obtido pela introducdo no udtero de um aparelho de biopsia (pinca
"boca de jacaré", modelo Krause), devidamente esterilizado. O aparelho era
introduzido via cervical e por palpacdo via retal o Utero era aproximado da
extremidade da pinca para remog¢do de um fragmento uterino de
aproximadamente 1 cm?. O fragmento colhido era fixado em Bovin por 18 horas
posteriormente transferido para alcool 70°, o alcool era renovado a cada 24 horas
até que a solucéo ficasse translicida, e entdo encaminhado para confecg¢édo dos
cortes histolégicos.

Os fragmentos uterinos obtidos foram processados conforme técnica de
rotina e montados em blocos de resina, que foram fatiados em cortes histolégicos,
para confeccdo das laminas. Estas foram coradas pela técnica de Hematoxilina-

Eosina. A analise foi realizada em microscopia 6ptica em aumento de 400x, onde
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foram verificados cinco campos visuais no extrato compacto, quantificando o
namero de PMNs por campo, classificando a intensidade da reacdo segundo um
escore de 0 — 4 conforme descri¢do a seguir:

0 — Ausente (nenhum PMNSs)

1 - Leve (1 a5 PMNs em média por campo)

2 — Leve a Moderada (6 a 10 PMNs em média por campo)

3 — Moderada (11 a 20 PMNs em média por campo)

4 — Severa (mais que 20 PMNs em média por campo)

A seguir exemplos de cortes histologicos avaliados segundo a classificacdo

adotada.

Escore 0 — Ausente Escore 1 — Leve
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Escore 2 — Leve a Moderada Escore 3 — Moderada

Escore 4 - Severa

3.10. Teste de Fertilidade

O teste de fertilidade foi realizado em duas etapas uma no CERBEQ e um
segundo teste no Haras Santa Maria. No primeiro teste foram utilizadas 30 éguas
sem historico de acumulo de fluido uterino, que foram inseminadas em dois

protocolos distintos. O primeiro foi instituido com a associacdo do plasma seminal
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e corticéide-terapia e o segundo apenas com corticoide-terapia conforme o0s
seguintes procedimentos:
1. Controle (n=30) X corticéide-terapia + Plasma Seminal (n=30)
(Inseminagéo pos-ovulacao)
2. Controle (n=30) X corticoide-terapia (n=30) (Inseminacdo pré e pos-
ovulacéo)

Obs: as éguas utilizadas foram controle de si proprias.

A dose utilizada por inseminacao artificial com sémen congelado foi de 800
x 10° espermatozéides vidveis pré-congelacdo, no grupo onde as éguas foram
inseminadas pos-ovulagdo. Quando as inseminagdes foram pré e pos-ovulacdo a
dose foi de 400 x 10° pré e 400 x 10° pés. Todas as inseminacdes foram
efetuadas no corpo do utero.

A corticéide-terapia seguiu os padrfes estabelecidos anteriormente (2
frascos de Predef® de 12 em 12 hs a partir de foliculos de 35 mm até a ovulac&o)
e o plasma seminal foi utilizado na quantidade de 20 mL imediatamente antes das
inseminacoes.

As éguas eram rufiadas a cada dois dias e quando se detectava o animal
em estro este passava controle diario pelo ultra-som para acompanhamento do
crescimento folicular. Quando o foliculo atingia tamanho de 35 mm e presenca de
edema uterino a ovulagao era induzida com 2500 Ul de hCG via intramuscular e

as fémeas pertencentes ao grupo tratamento, comecavam a receber a corticoide-
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terapia, o acompanhamento ultra-sonografico era reduzido para intervalos de 12
horas. Trinta e seis horas apd6s a administracdo do hCG as éguas passavam a
serem palpadas a cada seis horas e ao se detectar a ovulacdo era efetuada a
inseminacé&o com deposicdo do sémen no corpo do utero.

Quando a inseminacdo era efetuada pré e pds-ovulacdo, a primeira
inseminacgédo era realizada 36 horas apoés a aplicacdo do hCG e a segunda as 48
horas (p6s hCG), onde 95% dos animais ja tinham ovulado. Nas éguas que néo
ovulavam no periodo esperado eram inseminadas a cada 12 horas até deteccao
da ovulacao.

O segundo teste de fertilidade realizado no Haras Santa Maria seguiu o
procedimento adotado pelos veterinarios responsaveis, que utilizaram apenas
animais com historico de acumulo de fluido uterino pés-inseminacao.

Quinze éguas foram inseminadas com sémen congelado comercial de
diferentes garanhdes e submetidas a terapia com corticoide.

Todos os animais foram inseminados poés-ovulagdo com doses
inseminantes variando entre 200 e 500x10° de espermatozéides pos-
descongelacdo na extremidade do corno uterino préximo a juncdo Utero-tubarica
através de pipeta flexivel Minitub, conforme procedimento adotado pelo Haras. Os
animais foram controles deles mesmos, pois no primeiro ciclo eram inseminados

sem a utilizacdo da corticoide-terapia.
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O diagnostico de gestacgdo foi efetuado através de ultra-sonografia 15 dias

apos a confirmacédo da ovulacgéo.

3.11. Anédlise Estatistica

Devido ao tipo das variaveis mensuradas (porcentagens, contagens e
escores) a comparagado entre os grupos foi efetuada utilizando-se a prova néo-
parameétrica de Kruskal-Wallis (CURI, 1998) com célculo das estatisticas H e p e
contrastes entre postos médios dos grupos.

O célculo das porcentagens de prenhes obtidas no teste de fertilidade foram
analisadas pelo teste de Fisher.

A diferenca foi considerada significativa quando p<0,05 (p é a probabilidade

de erroneamente concluir pela significancia).
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4. RESULTADOS

Em relacdo aos dados encontrados através da visualizacdo ultra-
sonografica do Uutero duas horas apds as inseminacdes e intervengdes
terapéuticas instituidas, pode-se observar que, ocorrem variagfes individuais entre
animais e que no grupo 4 onde se adicionou o plasma seminal junto a
inseminacdo com sémen congelado houve um aumento significativo (p<0,01) da
presenca de fluido uterino no momento do exame, conforme dados demonstrados

na tabela 1.
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Tabela 1: Escore (0-3) de presenca de conteldo uterino através ultra-
sonografia: valores individuais, Média (x), Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e

Posto Médio em cada grupo. Estatisticas calculadas (H e p).

G1 G2 G3 G4 G5 G6
0 0 0 2 0 0
0 0 0 2 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 2
0 0 0 2 0 0
0 0 0 2 0 0
0 3 0 3 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 2 0 0
0 2
1
Média 0 0,3% 0,22 1,4° 02 0,2
Md 0 0 0 2 0 0
P25-P75 0-0 0-0 0-0 0-2 0-0 0-0
R 27,00 32,16 29,81 46,10 27,00 30,01

Estatistica: H= 19,015; p < 0,01

G1: controle - éguas ndo inseminadas, G2: éguas inseminadas com sémen a fresco, G3:
inseminadas com sémen congelado, G4: inseminadas com sémen congelado e plasma seminal,
G5: inseminadas com sémen congelado apoés terapia com corticosterdide, G6: inseminadas com
sémen congelado e plasma seminal apés terapia com corticosteréide.

O leucograma realizado confirmou o quadro e estresse caracteristico do
uso de corticoide, demonstrando um aumento estatisticamente significativo do
namero total de leucdcitos sérico (leucocitose), devido principalmente ao aumento
de neutréfilos sanguineos (neutrofilia) que tiveram sua diapedese alterada pela

acdo da prednisolona, visto nos animais dos grupos G5 e G6. (Tabelas 2 e 3).



Resultados 58

Tabela 2: Total de leucécitos no sangue: valores individuais, Média (x),
Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e Posto Médio em cada grupo. Estatisticas
calculadas (H e p).

G1 G2 G3 G4 G5 G6
12800 14550 9300 9300 8500 14300
9200 13250 4450 10100 9300 15900
14450 8250 10500 9600 20700 19500
10700 15450 7450 8000 15200 10200
11100 7450 6700 11800 11700 12300
14200 10600 11100 8000 12800 13200
11000 12900 10000 13800 9100 11400
9700 10700 7600 7900 16100 10900
10100 10600 14950 11300 16500 14700
11700 11050 16300 14300 18400 15700

8700 7950
8500
Média 11495%°  11000%  9660%°  10410%  13830°  13810°
Md 11050 10650 9300 9850 14000 13750
P25-P75 10100-12800 8500-12900 7450-10500 8000-11800 9300-16500 11400-15700
= 32,65 28,79 20,64 25,00 41,75 44,95

Estatistica: H= 13,891; p < 0,02

G1: controle - éguas ndo inseminadas, G2: éguas inseminadas com sémen a fresco, G3:
inseminadas com sémen congelado, G4: inseminadas com sémen congelado e plasma seminal,
G5: inseminadas com sémen congelado apds terapia com corticosterdide, G6: inseminadas com
sémen congelado e plasma seminal apés terapia com corticosterdide.
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Tabela 3: Total de neutréfilos no sangue: valores individuais, Média (x),
Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e Posto Médio em cada grupo. Estatisticas

calculadas (H e p).

G1 G2 G3 G4 G5 G6
8300 7150 6850 4950 7150 11400
5500 8350 2500 6850 7800 12100
10400 4050 5150 5750 18000 16200
5450 10200 4000 4000 14400 8050
8650 4050 5000 5300 9350 9600
6400 6400 7200 4000 10000 10450
6200 7600 5600 8600 7300 8450
6200 6550 4350 3700 13200 7750
5350 5100 7950 5650 14350 12950
7200 3900 11350 9600 14750 11150
5600 5500
5200
Média 6960° 6180° 59502 5840° 11630°  10810°
Md 6300 6000 5500 5475 11600 10800
P25-P75 5500-8300 4050-7150 4350-6850 4000-6850 7800-14400 8450-12100
R 29,75 23,21 21,27 20,30 50,05 50,25

Estatistica: H= 30,371; p < 0,001

G1: controle - éguas ndo inseminadas, G2: éguas inseminadas com sémen a fresco, G3:
inseminadas com sémen congelado, G4: inseminadas com sémen congelado e plasma seminal,
G5: inseminadas com sémen congelado apds terapia com corticosterdide, G6: inseminadas com
sémen congelado e plasma seminal apés terapia com corticosterdide.

Ao se verificar a funcdo neutrofilica através do teste de reducdo do NBT
estimulado e ndo estimulado, foi visto que sem uma estimulacao os neutrofilos se
comportaram de maneira semelhante ndo havendo diferenca significativa entre os
tratamentos (p > 0,10) tabela 4, entretanto ao serem estimulados os neutroéfilos
provenientes dos animais pertencentes aos grupos G5 e G6 submetidos a terapia

com corticosteroide demonstraram significativo decréscimo (p < 0,001) de
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reatividade ao teste do NBT em comparacdo as éguas dos demais grupos G1 a
G4 que ndo foram submetidas ao tratamento com prednisolona, como visto na
tabela 5.

Tabela 4: Porcentagem de neutréfilos reativos ao teste do NBT néo
estimulado: valores individuais, Média (x), Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e

Posto Médio em cada grupo. Estatisticas calculadas (H e p).

G1 G2 G3 G4 G5 G6
2 2 3 78 1 2
2 2 5 3 1 4
1 20 7 5 2 1
1 11 4 4 1 1
9 5 1 3 1 2
2 5 4 1 2 3
3 1 1 3 1 2
0 1 2 1 1 1
3 1 0 3 11 1
0 2 2 3 2 2
0 2
0
Media 2,30 4,17 2,81 10,40 2,30 1,90
Md 2 2 2 3 1 2
P25-P75 1-3 1-5 1-4 3-4 1-2 1-2
R 28,25 31,83 35,64 42,50 24,80 28,65

Estatistica: H=6,311; p > 0,20

G1l: controle - éguas ndo inseminadas, G2: éguas inseminadas com sémen a fresco, G3:
inseminadas com sémen congelado, G4: inseminadas com sémen congelado e plasma seminal,
G5: inseminadas com sémen congelado apoés terapia com corticosterdide, G6: inseminadas com
sémen congelado e plasma seminal apés terapia com corticosteréide.
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Tabela 5: Porcentagem de neutréfilos reativos ao teste do NBT estimulado :
valores individuais, Média (x), Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e Posto Médio

em cada grupo. Estatisticas calculadas (H e p).

G1 G2 G3 G4 G5 G6
55 53 53 79 2 8
51 42 62 66 2 52
54 74 55 69 1 1
17 82 56 63 3 23
65 75 60 57 2 22
25 67 61 25 6 28
71 8 80 51 10 25
58 64 62 46 2 17
44 57 55 84 10 1
63 59 43 45 8 10
32 72
57
Média 50,302 55,832 59,912 58,50° 4,60° 18,70°
Md 54,5 58,0 60,0 60,0 2,50 19,50
P25-P75 44-63 42-67 55-62 46-69 2-8 8-25
R 36,75 41,96 43,32 43,00 8,00 15,85

Estatistica: H= 36,948; p < 0,001

G1: controle - éguas ndo inseminadas, G2: éguas inseminadas com sémen a fresco, G3:
inseminadas com sémen congelado, G4: inseminadas com sémen congelado e plasma seminal,
G5: inseminadas com sémen congelado apds terapia com corticosterdide, G6: inseminadas com
sémen congelado e plasma seminal apés terapia com corticosterdide.

O total de leucdcitos encontrado por ml de lavado uterino, mostrou uma
grande variagdo individual entre os animais inseminados (G2 a G6). Isto
impossibilitou uma boa avaliacdo dos dados obtidos, visto que alguns animais que
apresentaram contagem muito superior aos demais elevaram a média do grupo,
prejudicando uma possivel conclusédo. O grupo (G6) que foi inseminado e recebeu

a corticoide-terapia mais o plasma seminal obteve valores que n&o diferiram
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estatisticamente do grupo nado inseminado (controle) mas também seus valores
ndo foram significativamente diferente dos demais grupos estudados (G2 a G4 e
G6), conforme dados vistos na tabela 6.

Tabela 6: Total de leucécitos x 10° por ml de lavado uterino: valores
individuais, Média (x), Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e Posto Médio em cada

grupo. Estatisticas calculadas (H e p).

G1 G2 G3 G4 G5 G6
0,15 19,60 0,50 0,21 0,91 0,51
0,12 0,70 1,79 0,41 0,65 0,33
0,08 12,00 0,45 2,88 0,51 0,44
0,08 1,12 1,08 4,15 5,92 1,01
0,14 4,13 4,80 15,30 4,60 2,75
0,15 0,24 6,60 0,44 2,38 3,87
0,24 0,59 0,12 4,10 14,42 0,47
0,04 0,24 1,00 12,50 2,64 4,40
0,82 0,21 0,50 5,70 0,30 2,94
0,35 2,80 0,37 4,25 14,00 0,10
0,65 3,05
0,78
Média 0,212 3,58° 1,84° 4,99° 4,63° 1,68%
Md 0,14 0,74 1,00 4,12 1,64 0,76
P25-P75 0,07-0,24 0,24-2,80 0,45-1,79 0,44-5,70 0,65-5,92 0,44-2,94
R 9,95 34,21 33,27 42,30 39,95 31,75

Estatistica: H= 19,740; p < 0,01

G1: controle - éguas ndo inseminadas, G2: éguas inseminadas com sémen a fresco, G3:
inseminadas com sémen congelado, G4: inseminadas com sémen congelado e plasma seminal,
G5: inseminadas com sémen congelado apds terapia com corticosterdide, G6: inseminadas com
sémen congelado e plasma seminal apés terapia com corticosterdide.

Em relagdo as concentragBes de imunoglobulina A, ndo foi encontrada diferenca
significativa (p > 0,10) entre os grupos testados (G1 a G6), tanto para as

concentracdes obtidas do lavado uterino quanto a da corrente sanglinea,
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comprovando a ndo acao da corticéide-terapia sobre a resposta humoral. (Tabelas
7 e 8).

Tabela 7: Total de IgA por ml de lavado uterino em pg/ml: valores
individuais, Média (x), Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e Posto Médio em cada

grupo. Estatisticas calculadas (H e p).

G1 G2 G3 G4 G5 G6
25 25 25 8 100 70
6,25 6,25 6,25 15 125 20
100 100 3,15 50 70 10
6,25 50 6,25 3,15 12,5 20
12,5 6,25 100 25 100 70
100 3,15 12 5 12,5 12,5
100 12 3 12,5 15 10
25 30 12 120 12,5 8
100 6,25 6,25 125 6,25 8
100 50 6 100 90 15
3 100
12,5
Média 57,50 27,32 25,49 46,36 54,37 24,35
Md 62,50 12,25 6,25 20,00 42,50 13,75
P25-P75 12,5-100 6,25-30 6,0-12,0 8,0-100 12,5-100 10,0-20,0
R 40,50 26,37 22,14 35,05 39,75 30,30

Estatistica: H=8,709; p > 0,10

G1: controle - éguas ndo inseminadas, G2: éguas inseminadas com sémen a fresco, G3:
inseminadas com sémen congelado, G4: inseminadas com sémen congelado e plasma seminal,
Gb5: inseminadas com sémen congelado apds terapia com corticosterdide, G6: inseminadas com
sémen congelado e plasma seminal apés terapia com corticosteréide.
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Tabela 8: Total de IgA no soro em pg/ml: valores individuais, Média (x),

Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e Posto Médio em cada grupo. Estatisticas

calculadas (H e p).

G1 G2 G3 G4 G5 G6
1250 2500 625 2500 4000 5000
2500 2500 625 6000 4000 2500
5000 8000 1250 2500 1250 5500
1250 3000 1250 500 1250 1250
1250 5000 5000 2500 2500 2500
5000 2500 3000 2500 2000 5000
2500 5000 3000 600 1250 1250
2500 4500 3500 2500 6000 2500
5000 4500 625 3000 1300 1250
3000 5500 2500 1000 2500 2000
4500 3000
4500
Meédia 2925 4700 2375 2360 2605 2875
Md 2500 4500 2500 2500 2250 2500
P25-P75 1250-5000 2500-5000 625-3000 1000-2500 1250-4000 1250-5000
R 32,70 46,08 25,90 25,60 28,40 31,05

Estatistica: H= 10,230; p > 0,10

G1: controle - éguas ndo inseminadas, G2: éguas inseminadas com sémen a fresco, G3:

inseminadas com sémen congelado, G4: inseminadas com sémen congelado e plasma seminal,

G5: inseminadas com sémen congelado apoés terapia com corticosterdide, G6: inseminadas com

sémen congelado e plasma seminal apés terapia com corticosteréide.

Os dados obtidos atraves da citologia cérvico-uterina mostraram que 0s

animais nao inseminados apresentavam valores condizentes a éguas em estro,

entretanto nos grupos onde a inseminagéao foi realizada seja com sémen a fresco

ou congelado e independentemente dos protocolos instituidos, estas nao
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apresentaram diferenca significativamente estatistica (p > 0,10) em seus valores,
como se pode observar na tabela 9.

Tabela 9: Porcentagem de neutrofilos na citologia cérvico-uterina: valores
individuais, Média (x), Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e Posto Médio em cada

grupo. Estatisticas calculadas (H e p).

G1 G2 G3 G4 G5 G6
0 97 95 28 74 80
0 42 74 75 77 66
3 91 82 96 81 80
1 88 92 90 88 86
5 95 70 92 86 24
1 57 65 84 76 90
0 84 64 84 87 25
1 24 88 81 59 81
0 88 66 93 56 52
0 88 66 66 80 60
84 89
90
Média 1,12 77,4° 77,4° 78,9° 76,4° 64,4°
Md 0,5 88 74 84 78,5 64,4
P25-P75 0-1 57-90 66-88 75-92 74-86 52-81
R 5,5 42,3 36,9 42,1 33,8 28,8

Estatistica: H= 28,972; p < 0,001

G1: controle - éguas ndo inseminadas, G2: éguas inseminadas com sémen a fresco, G3:
inseminadas com sémen congelado, G4: inseminadas com sémen congelado e plasma seminal,
G5: inseminadas com sémen congelado apds terapia com corticosterdide, G6: inseminadas com
sémen congelado e plasma seminal apés terapia com corticosterdide.

Ja nos resultados encontrados pela histologia uterina analisando apenas a
resposta uterina aguda os valores nao diferiram estatisticamente (p > 0,10), entre

0s grupos insemiandos (G2 a G6). Entretanto foi visto através deste teste que 0s
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animais pertencentes ao grupo 4 apresentaram valores meédios ndo diferentes aos
obtidos no grupo controle, dados estes observados na tabela 10.

Tabela 10: Escore (0-4) da resposta inflamatéria aguda através de
histologia uterina: valores individuais, Mediana (Md), Percentis (P25-P75) e Posto

Médio em cada grupo. Estatisticas calculadas (H e p).

Gl G2 G3 G4 G5 G6
2 3 4 2 0 1
0 2 2 2 0 1
1 3 0 1 4 3
0 4 2 2 3 3
0 3 3 2 2 2
1 2 1 1 3 3
0 2 4 2 3 1
0 2 3 4 3 3
1 0 4 2 4 3
1 2 2 2 3 2
3 3
3
Md 0,52 2,5° 3,0° 2,0% 3,0° 2,5°
P25-P75 0-1 2-3 2-3 2-2 3-3 1-3
=] 11,1 37,1 39,0 28,9 40,3 33,8

Estatistica: H= 19,115; p < 0,01

G1: controle - éguas ndo inseminadas, G2: éguas inseminadas com sémen a fresco, G3:
inseminadas com sémen congelado, G4: inseminadas com sémen congelado e plasma seminal,
G5: inseminadas com sémen congelado apds terapia com corticosterdide, G6: inseminadas com
sémen congelado e plasma seminal ap6s terapia com corticosterdide.
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Os resultados obtidos ap6s a realizacdo dos testes de fertilidade,
demonstraram que a corticéide-terapia se mostrou eficiente quando realizada em
éguas com histérico reprodutivo de endometrite pds-inseminacao.

No primeiro teste de fertilidade (n = 30) os resultados de fertilidade
encontrados ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,10), tanto no grupo
tratamento utilizando-se a associacdo plasma seminal + corticéide-terapia, quanto

Nno que usou apenas o corticéide, conforme se pode observar nos graficos 1 e 2.
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Grafico 1: Taxa de prenhez em porcentagem nos grupos controle
inseminado com 800 x 10° de espermatozéides pré-congelacdo e tratamento

inseminado com 800 x 10° de espermatozéides pré-congelacdo + 20 mL de
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plasma seminal e submetido a corticéide-terapia ambos pds-ovulacdo, com

deposicdo do sémen no corpo do atero (p>0,10).
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Grafico 2: Taxa de prenhez em porcentagem nos grupos controle
inseminado com 400 x 10° de espermatozéides pré-congelacdo e tratamento
inseminado com 400 x 10° de espermatozéides pré-congelacdo e submetido a
corticéide-terapia ambos pré e pés-ovulagdo, com deposicdo do sémen no corpo

do atero (p>0,10).

No segundo teste de fertilidade realizado no Haras Santa Maria com éguas
de histérico reprodutivo de acumulo de fluido uterino pds-inseminacéo (n = 15). O

resultado de fertilidade foi estatisticamente significativo (p<0,05), revelando uma



Resultados 69

maior taxa de prenhez nos animais submetidos a terapia com corticosterdide,

conforme se observa no gréfico 3.
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Grafico 3: Taxa de prenhez em porcentagem nos grupos controle
inseminado com 200 a 500 x 10° de espermatozéides viaveis pds-congelacdo e
tratamento inseminado com 200 a 500 x 10° de espermatozéides viaveis pos-
congelacado e submetido a corticéide-terapia com inseminacgéo pré e pés-ovulacao,

e deposicdo do sémen proximo a jungao Utero-tubarica (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

Varios fatores influenciam a obtencdo de taxas elevadas de prenhes,

quando as biotecnologias reprodutivas sdo empregadas. A qualidade do sémen
utilizado, o tipo de preservagdo espermatica proposta, a condi¢cdo ginecologia da
fémea, além de todos eventos fisicos e bioquimicos que o0s gametas s&o
submetidos até a ocorréncia da fecundagéo.

Nos ultimos anos, houve uma evolucdo no conhecimento da fisiologia
reprodutiva nos mais diversos campos estudados, porém as taxas de gestacao
ndo acompanharam tal crescimento. A intencdo de investigar a possivel
interferéncia da resposta inflamatoria uterina, pos-inseminagdo como um fator
limitante nas taxas de prenhes em éguas, trouxe a discussdo de varios fatores.

Através dos resultados obtidos por meio da citologia cérvico-uterina,
contagem de leucécitos no lavado uterino e resultados de histologia uterina,
constatou-se que, independente do tipo de sémen utilizado, congelado ou fresco,
a incidéncia de PMNs no endométrio foi alta, em todos os grupos estudados.

Alguns autores correlacionaram a infiltracdo neutrofilica severa pos-
inseminacdo com sémen congelado a presenca do glicerol, gema de ovo, leite e
os demais constituintes do extensor (BERGMAN & DEKRUIF, 1997; PARLEVLIET
et al, 1997). Entretanto, foi verificado que mesmo quando se utiliza sémen fresco,

sem adi¢do de extensor, a resposta inflamatéria uterina € semelhante aquela do
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sémen congelado. Esse fato demonstrou que apenas a presenca da célula
espermatica no ambiente uterino ja foi suficiente para o desencadeamento do
processo inflamatorio.

Katila, (1997) verificou que a resposta inflamatoéria uterina, cinco (5) horas
apés a inseminacao foi semelhante estatisticamente a quantidade de PMNs em
éguas inseminadas com espermatozoéides vivos ou mortos, e concluiu que sao 0s
proprios espermatozoides os responsaveis pelo aumento dos neutréfilos intra-
uterino, reforcando nossos resultados.

A dose inseminante utilizada em nosso trabalho foi fixada em 800 x 10°
espermatozoides, independentes do tipo de inseminacéo, e isso nos impediu de
concluir se nimero de espermatozoéides inseminados, tem ou nédo influencia na
severidade do processo inflamatério, como foi proposto por Nikolapoulos &
Watson, (1997) que verificaram uma correlacéo negativa (p<0,01) entre o nimero
de PMNs e a concentracdo da dose inseminante.

Em 2000, Nikolapoulos & Watson concluiram que quando utilizaram
grandes volumes na dose inseminante, a intensidade da resposta inflamatoria foi
menos severa. Em nosso experimento o grupo inseminado com sémen a fresco
(G2) a dose inseminante foi fixada em 800 x 10° espermatozdides como descrito
anteriormente, porém, houve uma variacdo no volume do ejaculado, devido ao
ajuste da concentracdo, ja que as inseminacfes foram realizadas em dias

diferentes. NOs ndo observamos variagfes da resposta inflamatéria uterina entre
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os animais do G2. Sugerimos, portanto, que estas variacbes possam estar mais
relacionadas a variacdo individual de cada égua, quando expostas as células
espermaticas, do que propriamente as variagées no volume de sémen infundido.

Troedsson (1995) relatou que a resposta inflamatoria uterina foi semelhante
quando utilizou 700 x 10° espermatozéides, livres de plasma seminal e de
contaminacdes, a provocada por Streptococcus zooepidemicus observada em um
estudo anterior realizado em 1993. Esse resultado vem ao encontro dos dados
observados no presente estudo, em que os espermatozoéides independentes de
sua concentracdo no Utero, sd0 0s responsaveis pelo desencadeamento do
processo inflamatorio.

Asbury et al 1980 observaram que o Utero dos animais susceptiveis produz
uma quantidade significativamente maior de imunoglobulinas ap6s o desafio
bacteriano, quando compararam as concentracdes de imunoglobulinas em éguas
resistentes e susceptiveis a endometrites cronicas Mitchell et al 1982,
encontraram altas concentragbes de IgA e IgG no fluido uterino de animais
susceptiveis. JA no presente experimento verificamos que as concentracdes
séricas ou uterinas de IgA variaram bastante entre 0s animais, entretanto por nao
separarmos 0S animais em susceptiveis e resistentes, ndo podemos constatar
estes relatos. As médias de IgA entre os grupos estudados ndo demonstraram

diferencas estatisticas (p>0,10).
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Espermatozdides induzindo “leucocitose uterina” tem sido relatado em
varias espécies: em ratos (AUSTIN, 1957); bovinos (MATTNER, 1968); coelhos
(TYLER, 1977); mulheres (COHEN, 1984) e suinos (ROZEBOOM et al, 1999).
Troedsson et al, (2001) sugeriu que os espermatozoéides funcionam como agentes
quimiotaticos para os PMNs, ativando o sistema complemento, e resultando na
clivagem dos fatores C5a e C3b. Esses fatores sao entdo, responsaveis pela
migracdo dos PMNs dos vasos para luz do endométrio e o componente C3b pela
opsonizacgdo espermaética, facilitando dessa forma a fagocitose.

O plasma seminal se comportou como um agente supressor da resposta
inflamatéria uterina, apresentando um efeito dose-dependente sobre a quimiotaxia
dos PMNs e fagocitose espermatica in vitro (TROEDSSON et al, 2000). Os
resultados por nés obtidos, quando o plasma seminal foi utilizado, nédo
apresentaram reducdo do numero de PMNSs in vivo, demonstrando um efeito
contrario, aos achados de Troedsson et al, 2000, mas condizentes com os dados
reportados por Reilas, 2001, que ndo observou influéncia da presenca do plasma
seminal sobre a intensidade da resposta inflamatoria uterina.

Reilas, 2001 discutiu sobre a nédo retirada completa dos espermatozdéides
do plasma seminal, utilizado como um fator indutor da resposta inflamatoria.
Destacamos, porém, que o plasma seminal utilizado no presente experimento, foi

submetido a duas centrifugacfes, sendo a segunda de 5000 x g por uma hora e
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nenhum espermatozoide foi identificado no plasma seminal, reiterando a sua nédo
participacdo como agente supressor da inflamacao in vivo.

Alguns autores ressaltaram a importancia da modulacdo da resposta
inflamatdria uterina pos-inseminacdo em relacdo a sua duracdo e magnitude,
(ROZEBOOM et al, 1999; TROEDSSON et al, 2001), faciltando o transporte
espermatico até o local da fertilizacdo nas tubas uterinas (EMARSSON & VIRING
1973; OVERSTREET & TOM, 1982).

Reilas, 2001 discutiu em seu trabalho que as taxas baixas de prenhez
observadas quando se utilizou sémen congelado, podem estar relacionadas ao
curto espaco de tempo ocorrido entre a inseminagédo e o fechamento cervical, ja
que com o sémen congelado, as inseminacdes sao efetuadas proximas a
ovulacéo, restringindo o tempo de limpeza uterina. Entretanto, ressaltou que a
resposta inflamatdria uterina € um fendmeno fisiolégico e necesséario para
eliminagédo do excesso de espermatozoéides e contaminagdes bacterianas.

J4 Alghamdi et al, 2001 relataram um decréscimo da motilidade
espermatica na presenca de secre¢fes obtidas de utero de éguas poés-
inseminacédo. Taylor, 1982 discutiu que os espermatozoides capazes de fecundar
0S ovOcitos sdo aqueles que passam intactos por um grande numero de PMNSs.
Love et al, 1989, relataram que éguas inseminadas diariamente com sémen
congelado, ndo apresentaram taxas de prenhez diferentes das inseminadas

apenas uma vez com resultados de 50% de prenhes por ciclo.
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Os resultados demonstrados no estudo de Alghamdi, et al. (2004),
sugeriram que o plasma seminal funciona como um importante fator supressor, ao
relatarem taxas de prenhez altas, com inseminacdes utilizando o plasma seminal.
Obtiveram indices insatisfatérios de gestacdo ao remover o plasma seminal.

Entretanto, ressaltamos que mesmo na presenca do plasma seminal as
guantidades de PMNs se mantiveram constantes em nossos estudos. G2, G3 e
G4 foram inseminados com sémen fresco, congelado e congelados acrescidos de
20 mL de plasma seminal, respectivamente. Nossos resultados demonstraram que
o plasma seminal ndo exerceu efeito inibitério sobre a resposta inflamatoria,
provavelmente porque o plasma inibe a ligacdo dos PMNs aos espermatozoides
diminuindo a taxa de fagocitose, porém, o quadro classico da inflamacéo
caracterizado pela presenca de PMNs ao local da agresséo, visto pelos testes
realizados, se apresenta 0 mesmo.

Quando o plasma seminal foi utilizado exclusivamente como agente
modulador da resposta inflamatoria uterina (G4) ou em associagdo a corticoide-
terapia (G6), foi observado um aumento da presenca de liquido uterino ao exame
ultra-sonografico em relacdo aos demais grupos, provavelmente o plasma seminal
induza uma resposta inflamatdria uterina in vivo corroborando com os achados de
Reilas, (2001) e Fiala, (2004).

Nossos resultados sugerem que a resposta inflamatoria uterina ndo € o

fator limitante para obtencdo de boas taxas de prenhes, pelo contrario, em alguns
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animais por se apresentar de forma inadequada é responséavel pelas baixas taxas
de fertilidade. O emprego da corticéide-terapia como agente modulador da
resposta inflamatéria uterina mostrou-se uma préatica segura, eficiente e se
utilizada em animais com historico reprodutivo de endometrite pos-inseminacgao é
eficaz.

Ressaltamos uma analogia feita entre uma reacgdo inflamatéria pos-
inseminacdo e uma lesdo muscular sofrida por um atleta, onde hoje, a primeira
intervencdo clinica é a utilizacdo de gelo no local, para a contencdo da resposta
inflamatéria. Essa reacéo € importante, porém, em alguns casos, sua severidade é
o fator crucial na velocidade de recuperagéo da leséo.

A corticOide-terapia baseia-se na prevencdo de uma reacdo inflamatoria
indesejada, modulando a resposta imunoldgica para que ocorra uma recuperagao
do endométrio em tempo de receber o embrido em um ambiente saudavel. A dose
utilizada e a duracéo do tratamento proposto, ndo causaram efeito colateral, como
laminite, infec¢gbes secundarias ou desconforto do animal.

N&o se detectaram modificac6es sobre 0 momento ovulatério ou alteracdes
no eixo hipotadlamo / hipofise / ovario ja que todas as éguas ovularam no periodo
esperado e continuaram a apresentar atividade ciclica regular.

Alguns achados importantes foram observados com a utilizagdo do
protocolo proposto. Os lavados uterinos realizados apds a inseminacdo de éguas

submetidas a corticéide-terapia, apresentaram baixa quantidade de debris
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celulares, quando comparados com 0S mesmos animais em ciclos anteriores,
provavelmente pela diminuicdo da capacidade funcional dos neutréfilos, causada
pela prednisolona, alterando a taxa de fagocitaria dos PMNs.

Os glicocorticoides in vivo sdo ativados por uma esterase hepatica, sendo
que, in vitro, sua clivagem ocorre lentamente. Além disso, in vivo, a administracéo
de corticosteréides pode ter efeito indireto sobre a funcdo de neutréfilos pela
alteracdo dos mediadores da inflamagcdo (ROTH & KAEBERLE, 1981), nossos
dados refletem que provavelmente a dose utilizada e tempo instituido de
tratamento, foram suficientes para que ocorrer alteracfes importantes na atividade
funcional neutrofilica, contribuindo para algumas éguas, antes com dificuldades de
emprenharem por uma resposta inflamatéria indesejada, se tornarem prenhes.

Em um estudo de revisdo em humanos foi ressaltada a importancia do
estresse oxidativo causado pelas espécies reativas ao oxigénio (ROS) e a
producdo de oxido nitrico (NO), entre outros nos quadros de infertilidade e
endometrites .Provavelmente estes achados podem vir a correlacionar o efeito
supressivo da corticéide-terapia instituida sobre a fung¢é@o neutrofilica, diminuindo
da producdo destas substancias indesejadas, contribuindo para os resultados
encontrados. (SHARMA e AGARWAL, 2004).

Por se tratar de uma proposta inovadora, a utilizacdo do corticide como
agente modulador uterino, necessita de mais estudos que possam embasar 0s

achados encontrados.
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6. CONCLUSOES

e A severidade do processo inflamatdrio uterino que ocorre apds a
inseminacdo independe da forma com que o sémen se apresenta, “in

natura” ou congelado.

e O plasma seminal ndo interfere na concentracdo de neutrofilos uterinos,

apos a inseminacao.

e A corticoide terapia promove uma diminui¢cdo da fungéo neutrofilica.

e A concentracdo de Imunoglobulina A sérica e do lavado uterino ndo se

altera com a inseminacao nem a corticéide-terapia.

e O indice de fertilidade em éguas com historico de endometrites persistentes
pés-inseminacdo é maior quando se utiliza a corticOide-terapia antes da

inseminacao.

e Devido ao pequeno numero de publicacdes e da importancia do assunto,
novas pesquisas sdo sugeridas, no intuito de ampliar os conhecimentos

neste campo.
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