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RESUMO

FIORATTI, EDUARDO GORZONI. Efeito dos antiinflamatorios esteréides na
reacdo inflamatoria e na fertiidade de éguas normais e susceptiveis a
endometrite persistente apdés inseminacdo artificial. Botucatu, 2010. 118p.
Dissertacdo de mestrado. Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu.

O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da adicdo de
antiinflamatorios esteréides (AIES) ao diluidor seminal na motilidade e
funcionalidade espermatica e a eficiéncia da dexametasona na imunomodulacéo
da resposta inflamatéria apos a cobertura. A dexametasona foi selecionada entre
quinze diferentes AIES. Foram analisadas a motilidade (CASA), a integridade da
membrana plasmatica e acrossomal e o potencial da membrana mitocondrial dos
espermatozoides nos momentos zero, 30, 60 e 120 minutos apés a diluicdo. A
intensidade da reacédo inflamatdria provocada pelo sémen foi mensurada em
eéguas resistentes e susceptiveis a endometrite persistente pos cobertura
utilizando exame ultrassonografico e citologia exfoliativa do Gtero, concentracéo
de neutréfilos e de Oxido nitrico do fluido uterino e taxa de recuperacao
embrionaria. Dentre os AIES testados a dexametasona foi a que apresentou
menor efeito deletério sobre as caracteisticas de motilidade e na
morfofuncionalidade espermatica. Quinze éguas resistentes e 15 susceptiveis a
endometrite persistente apds cobertura foram submetidas ao tratamento com
dexametasona sistémica e intra uterina adicionada ao diluidor de sémen. As
eéguas susceptiveis apresentaram resposta inflamatoria mais intensa durante as
primeiras 8 horas apo0s a inseminacao artificial (p<0,05), porém, ap0s 24 horas
as concentracdes de oxido nitrico foram semelhantes entre as éguas resistentes
e susceptiveis, apesar das éguas susceptiveis manterem a reacao inflamatéria
mais intensa até esse momento (p<0,05). As taxas de recuperacdo embrionaria
foram maiores para as éguas resistentes do que para as susceptiveis (p<0,05).
Os tratamentos com dexametasona nao se mostraram eficazes na

imunomodulagéo da resposta inflamatoria induzida pela cobertura.
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Palavras-chave: égua, endometrite, anti-inflamatorio esterdide, dexametasona.
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ABSTRACT

FIORATTI, EDUARDO GORZONI. Effect of anti-inflammatory steroids on the
inflammatory reaction and fertility of normal and susceptible post-breeding
endometritis mares. Botucatu, 2010. 118p. Dissertacdo de mestrado.
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu.

The objective of this study was to assess the influence of the addition of
anti-inflammatory steroids (AIS) in the seminal extender in sperm viability and
functionality, and efficiency of dexamethasone on immune modulation of
inflammatory response after mating. Dexamethasone was selected from fifteen
different AIS. Motility, membrane and acrosomal integrity and mitochondrial
membrane potential of spermatozoa in moments 0, 30, 60 e 120 minutes after
dilution were analyzed. The intensity of the inflammatory reaction caused by
sperm was measured in resistant and susceptible mares using ultrasound
examination and exfoliative cytology of the uterus, concentration of neutrophils
and nitric oxide in uterine fluid and rate of embryo recovery. Among the AIS
tested dexamethasone maintained the sperm motility parameters and did not
show any deleterious effects on sperm structure and function (p>0.05). Fifteen
mares resistant and 15 susceptible to post-breeding endometritis were subjected
to treatment with dexamethasone systemic and intra uterine added to the semen
extender. Susceptible mares showed more severe inflammatory response during
the first 8 hours after artificial insemination (p<0.05), while 24 hours after mating
the concentrations of nitric oxide were similar between resistant and susceptible
mares, despite the fact that susceptible mares presented inflammatory reaction
more intensive in this moment (p<0.05). The embryo recovery rates were higher
for mares resistant compared to susceptible (p<0.05). Treatments with
dexamethasone were not effective in the immunomodulation of the inflammatory

response induced by mating.

Keywords: mare, endometritis, anti-inflammatory steroid, dexamethasone
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INTRODUCAO

Visando a maximizagdo da eficiéncia reprodutiva de um sistema de
criagdo de equinos, é essencial trabalhar para a obtengdo de um produto por
ano de todas as éguas do rebanho. Para isso é necessaria a integragdo entre
0s aspectos fisiolégicos, nutricionais e de manejo. Contudo, apesar de toda a
evolucdo que a reproducdo animal tem alcangcado nas ultimas décadas,
especialmente na area de biotecnologia, as desordens de origem uterina
continuam causando grande prejuizo econdmico. A maioria dessas desordens
tem efeito deletério sobre a atividade ovariana, taxa de concepg¢éo, numero de
servicos por concepgdo e sobrevivéncia embrionaria. As desordens uterinas
também levam a um aumento no intervalo entre partos, nos gastos devido a
necessidade de tratamentos muitas vezes insatisfatérios e no risco de descarte
de animais de alto valor genético.

Dentre as desordens uterinas que acometem as éguas destaca-se a
endometrite, condicdo que envolve inflamacdo e muitas vezes, por
consequéncia, infeccdo do endométrio das éguas, sendo uma das causas mais
importantes e frequentes de infertilidade e de baixa eficiéncia reprodutiva
(THOMASSIAN, 1996; CARD, 1997; NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1999;
TROEDSSON, 1999). Considerando-se o processo de endometrite, as eguas
classificadas como susceptiveis sdo aquelas que apresentam falha no
processo de limpeza uterina associada a uma migracdo exacerbada de
polimorfonucleares (PMNs) para o Utero. Essas alteracdes resultam em uma
resposta inflamatéria exacerbada, com continua migragcdo de neutrofilos
atraidos pela quimiotaxia originada pela presenca dos espermatozoides, desta
forma, tornando o ambiente uterino incompativel com o desenvolvimento
embrionario (TROEDSSON, 1999).

Atualmente a presenca de mais de 2 centimetros de fluido uterino,
durante a fase de estro, tem sido considerada como o fator principal para a
deteccdo precoce daqueles animais considerados susceptiveis a endometrite
persistente pos-cobertura (EPPC) (BUCCA et al., 2008). O fluido uterino pode

estar livre no limen uterino ou encapsulado por um tecido cicatricial fibrotico,
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esse ponto de acumulo de liquido torna o Utero mais susceptivel as infeccdes e
impossibilita a implantacdo embrionaria (LEFRANC & ALLEN, 2008).

A lutedlise prematura e o efeito toxico desse conteudo uterino sobre o
embrido também sdo responsaveis pela baixa fertilidade nas éguas
susceptiveis, que representam aproximadamente 15% dos animais em
atividade reprodutiva (ZENT & TROEDSSON, 1998). Os tratamentos
empregados para a EPPC sao geralmente ineficientes e podem resultar em
agravamento dos sinais clinicos e baixas taxas de prenhes com substanciais

perdas econdmicas se nao forem devidamente utilizados.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Etiopatogenia da endometrite persistente pos-cobertura

A infecgao do trato reprodutivo ocorre normalmente em processos como
cobertura, parto e durante exames realizados pelo médico veterinario. No
entanto, a mucosa do trato reprodutivo possui um sistema imune pelo qual
bactérias, fungos, sémen e contaminantes como fezes e urina sao retirados do
Gtero por uma combinagéo entre os fatores celulares e humorais. Além disso,
mecanismos de drenagem fisica também atuam na limpeza do ambiente
uterino. Quando existe falha ou incompeténcia em qualquer um desses
mecanismos naturais de defesa, a endometrite pode se instalar levando a
infertilidade (ASBURY, 1986; ASBURY, 1987; LEBLANC, 2003).

A monta natural e a inseminacao artificial (IA) sdo consideradas como
causa principal de endometrite. Devido a existéncia de uma pressdo uterina
negativa, responsavel pela deposicdo do sémen dentro do Utero da éegua,
muitas bactérias da flora normal da vagina sdo deslocadas para o interior do
Gtero no momento da copula (HINRICHS et al., 1988). Com o advento da IA e
com a utilizacdo de diluentes para o sémen contendo antibiotico, uma grande
reducdo no numero de éguas contaminadas foi observada. Contudo, apesar da
menor gquantidade de espermatozéides depositados no utero comparado a
monta natural, apés a IA um grande numero de leucécitos ainda é observado,
uma vez que a presenca das celulas espermaticas € o principal fator para a
inducao da resposta inflamatoria local (Dell’aqua Jr., 2004).

A EPPC é uma inflamagéo fisiolégica e transitoria que serve para
limpeza do excesso de espermatozéides mortos e de outros contaminantes
uterinos formados pela deposicdo do sémen. A inflamacédo € causada pela
presenca das células espermaticas no Utero e caracteriza-se por uma rapida
infusdo de neutrofilos uma hora apos a inseminacao artificial (CARD, 2005;
TROEDSSON et al., 1998; TROEDSSON, 1999).

Nas éguas, tanto as células espermaticas quanto o plasma seminal no

interior do Utero s@o capazes de ativar o0 mecanismo inflamatdrio, em niveis
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diferentes de importancia entre eles. Através da quimiotaxia, O0S
espermatozoides promovem massiva invasdo de PMNs no lumen uterino, os
quais desencadeiam um processo de inflamacdo e de fagocitose das células
espermaticas. Essa inflamacéo leva a liberagdo de PGF2a causando
contracdes miometriais, que sdo essenciais para a limpeza uterina. Dessa
forma, a inflamacédo induzida pela presenca do espermatozoide pode ser
considerada como a causa mais importante de infertiidade nas éguas
susceptiveis a EPPC (TROEDSSON, 1997, TROEDSSON et al., 2001).

ApOs trinta minutos do contato do espermatozéide com o Utero o sémen
€ transportado em um processo rapido através de contracdes miometriais do
corpo e dos cornos uterinos até o sitio de fertilizacdo. Apos quatro horas da IA,
a maioria dos espermatozoides no interior do limen uterino deve ser eliminada
(CAMPBELL & ENGLAND, 2006). Contudo, nas éguas susceptiveis, devido a
uma diminuicdo da contratilidade uterina, ha um maior acimulo de liquido no
interior do Utero quando comparadas com as resistentes a EPPC que pode
atuar como meio de cultura para agentes oportunistas agravando o quadro de
endometrite. Normalmente, as éguas devem controlar essa inflamacéo dentro
de 24 a 36 horas, uma vez que este ambiente uterino desfavoravel pode levar a
um comprometimento do desenvolvimento embrionario (TROEDSSON, 1999;
LEBLANC, 2003). O embrido deixa a tuba uterina em torno do quinto dia p6s-
ovulacdo e, assim sendo, a inflamacdo uterina deve ser controlada até 96
horas pds-ovulacdo para néo interferir com a sobrevivéncia do embrido (CARD,
2005).

Nas éguas susceptiveis ha reducdo na frequéncia, intensidade e
duracdo da atividade miometrial, possivelmente devido a mudangas na
liberacdo, sistémica ou local, de uterotoninas, assim como prostaglandinas e
ocitocinas; pela producdo alterada de substancias neuromusculares ou
vasoativas que afetam a atividade miometrial ou por mudancas intrinsecas na
musculatura uterina promovendo uma incapacidade de responder aos
estimulos de contracdo (RIGBY et al., 2001).

A EPPC &, normalmente, causada por alteracbes degenerativas que
ocorrem continuamente no Utero de éguas em resposta a idade e ao numero
de partos. A perda do suporte estrutural do trato reprodutivo através do

estiramento dos ligamentos largos em decorréncia de prenhezes repetidas
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resultam no deslocamento cranial e ventral do Utero para o abdome, desta
forma dificultando a drenagem do fluido do lumen uterino através da cérvix.
Portanto, geralmente os animais afetados sdo fémeas multiparas e com mais
de 14 anos de idade. (LEBLANC, 2003). Outros fatores de predisposi¢cdo a
EPPC sdo o acumulo de fluido endometrial antes da IA maior que 2
centimetros, a conformacao perineal anormal e uma ceérvix incompetente. Os
animais acometidos pela EPPC podem apresentar historico de repeticdo de cio,
cultura endometrial positiva além do acimulo de fluido endometrial persistente
apos a IA (BUCCA et al., 2008).

Mediante tantas variaveis, o diagnostico definitivo da EPPC deve ser
feito através de exame completo do trato reprodutivo. A palpacado retal pode
revelar um utero anormalmente flacido e com acumulo de liquido. No exame
utilizando o espéculo observam-se sinais de inflamag&o por toda a vagina.
Adicionalmente, no exame de citologia uterina € comum o achado de grande
namero de neutrofilos e, normalmente, bactérias ndo sdo isoladas de swabs
uterinos de éguas com EPPC (LEBLANC, 2003).

2. Mecanismo de defesa uterina

O ambiente uterino sadio oferece as condi¢des ideais para que ocorra
inicialmente o transporte espermatico ao sitio de fecundacao e, posteriormente,
o desenvolvimento embrionario. O fluido uterino € composto por hormoénios,
prostaglandinas, enzimas, substratos energéticos, ions, vitaminas,
aminoacidos, peptideos e proteinas séricas, sendo formado pelo
extravasamento de componentes do sangue pelo endométrio e por substancias
intra-uterinas (FISCHER & BEIER, 1986; MCRAE, 1988).
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2.1. Inflamacéo local

O processo inflamatério agudo se caracteriza por ocorrer poucas horas
apos a agressao, apresentando cinco caracteristicas basicas: calor, dor, tumor,
rubor, e perda da funcao do local afetado. Imediatamente apos a instalacdo da
injaria, ocorre uma constricdo das arteriolas e dilatacdo de todas as vénulas da
regido afetada, resultando num aumento de fluxo de sangue para o local.
Poucas horas depois, ocorre uma diminuigdo gradual deste afluxo sangtiineo,
retornando aos valores normais. Com a dilatacdo das vénulas ha um aumento
da permeabilidade vascular, fazendo com que um exsudato extravase para o
tecido agredido, ocasionando um edema local. Com o inicio das alteracfes
vasculares, células de defesa como neutrofilos, eosinéfilos e 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, os leucécitos comegcam
a migrar para o tecido agredido, os neutréfilos e os eosindfilos sdo os primeiros
a transpor a parede vascular, devido a sua maior mobilidade no sangue
(COLLINS et al, 1999).

Uma intensa reacgdo inflamatoria ocorre entre 4 e 24 horas apos o
contato do sémen com utero (CARD, 2005; RIGBY et al., 2001). Em fémeas
com um sistema de defesa funcional, a maioria dos produtos inflamatérios é
removida do Utero dentro de 24 a 36 horas ap0s a contaminagédo (ASBURY,
1986; LEBLANC, 2003; THOMASSIAN, 1996; TROEDSSON, 1999).

O mecanismo celular é representado principalmente pelos neutrofilos, os
guais constituem a primeira linha de defesa do organismo, e sdo atraidos por
quimiotaxia por varios mediadores inflamatorios, atuando na eliminacdo de
antigenos através de fagocitose (ASBURY, 1986; GALINDO et al., 2003).
Adicionalmente, a segunda linha de defesa sdo os macréfagos que, ao
contrario dos neutrdfilos, sdo capazes de realizar atividade fagocitica
prolongada e repetida, aléem de secretarem moléculas que amplificam a
resposta imune, controlarem a inflamacdo e contribuirem diretamente para o
reparo tecidual através da remocéo do tecido danificado (TIZARD, 1998).

O utero responde rapidamente a presenca de um antigeno com

liberacdo de mediadores quiumiotaticos resultando em um rapido influxo de
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PMNs para o lumen uterino, produtos inflamatorios complementares como o
leucotrieno (LTB4), prostaglandina E, prostaglandina F,a e interleucina (IL-8)
sdo quimiotaticos para os PMNs. O sistema complemento € mediador de
reacoes de defesa uterina atuando no aumento da permeabilidade vascular,
guimiotaxia, opsonizacao pré fagocitose, ativacdo de lipases de membrana e
lise do organismo alvo (TROEDSSON et al., 2008).

O processo inflamatério crénico ocorre muitas horas apés os neutrofilos
atingirem o foco da inflamacdo. Os mondcitos sdo atraidos para o sitio da
inflamacéo pela presenga dos neutrofilos, colageno, elastina, fibrinogénio e
linfocinas. Enquanto os macréfagos fagocitam o tecido danificado, os
neutréfilos e o fibrinogénio liberam as colagenases e elastases que atuam
sobre o tecido conjuntivo. As interleucinas I, atraidas pelos macréfagos, ativam
a sintese dos fibroblastos que produzem o colageno responséavel por reparar o
tecido danificado, resultando em tecido cicatricial (COLLINS et al., 1999). As
citocinas, proteinas secretadas pelos macréfagos, sdo responsaveis pela
atracdo e potencializagdo de linfocitos, as células que mediam a resposta
imune (TIZARD, 1998).

Muitas classes e subclasses de imunoglobulinas (IgGa, 1gGb, IgGc,
IgGT, IgA, IgM) ja foram isoladas do utero equino, sendo a imunoglobulina
predominante no muco cervicovaginal a IgA e no lumen uterino a IgG
(THRELFALL & CARLETON, 1986; THRELFALL & IMMEGART, 2000;
TROEDSSON, 1999). A transudacao passiva de imunoglobulinas para a luz
uterina € minima, sendo as IgG e IgA produzidas localmente pelo trato genital.
Embora a defesa uterina mediada por anticorpos seja um fator importante na
eliminacdo de contaminantes bacterianos do Gtero, a eficiéncia dessa defesa
nao depende somente desses fatores humorais (TROEDSSON, 1999), ja que
nao ha alteracdo na concentracdo de IgA apds a IA o fator mais importante na
defesa uterina € a resposta celular (DELL’AQUA Jr. et al., 2006).

2.2. Contrac0des uterinas

7

O papel das contragBes uterinas é remover os produtos inflamatorios,

gue muitas vezes tornam-se nocivos para o endométrio, e expulsar debris
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resultantes da lesdo tecidual e da morte celular (GALINDO et al., 2003;
TROEDSSON, 1999).

A atividade contrétil uterina é consequéncia da despolarizacdo e
repolarizacdo da membrana plasméatica das células do musculo liso uterino. Ha
uma regido do miométrio do corno uterino que inicia o pulso contratii em
direcdo a cérvix; essa regido nas eéguas susceptiveis aparece mais
frequentemente no corpo uterino. Essa localizagcdo pode ser advinda de uma
hipertrofia por seguidas prenhezes ou por um fator intrinseco dessas éguas.
Em um estudo in vitro, foi observado que o Utero de éguas susceptiveis exibe
uma disfuncédo contratil do miométrio. Um defeito na sinalizacdo neuronal pode
também contribuir para o mau funcionamento contrati do miométrio
(REITZENSTEIN et al., 2002).

Eguas ndo susceptiveis apresentam contracdes uterinas em maior
numero, mais prolongadas e com maior intensidade comparadas as éguas
susceptiveis, uma vez que apresentam um padrdo de propagac¢éo contratil do
corno ao corpo do utero, ao contrario das éguas susceptiveis que exibem um
padrdo de propagacdo da contracdo invertido ou simultaneo (REITZENSTEIN
et al., 2002).

Contracbes uterinas durante e apO0s 0 coito sdo, provavelmente,
responsaveis pela movimentacdo passiva do espermatozoide até o oviduto,
nao estando este mecanismo bem esclarecido na espécie eqlina
(TROEDSSON et al., 1998). Campbell & England (2004) sugerem que o
estimulo mecéanico da vagina e da cérvix, assim como o volume de fluido
depositado no utero podem ser fatores determinantes. Nikolakopoulos et al.
(2000) relataram que a cobertura, o estimulo mecéanico da vagina e da cérvix e
a distensdo uterina geralmente causam aumento na concentracdo plasmatica
de ocitocina e, portanto, um aumento nas contragcdes miometriais, sem
necessariamente afetar as concentragfes plasmaticas dos metabdlitos da
prostaglandina (PGF2a).

Por medicdes ultrassonogréaficas constatou-se que o numero total, a
amplitude média e a duracdo média das contracbes dos cornos uterinos néo
dependem do lado onde ocorre a ovulagéo, no entanto, a monta natural pode
aumenta-los significativamente em todas as regibes do Utero sem alterar a

direcdo dessas contragdes, com aproximadamente metade sendo no sentido
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cervico-tubarico e a outra metade no sentido contrario (Campbell & England,
2006).

Em contrapartida, o 6xido nitrico (ON), um subproduto do processo
inflamatoério produzido por macréfagos, neutrofilos, células epiteliais e
endoteliais, é encontrado no fluido uterino ap6s a cobertura causando
relaxamento do miomeétrio. O ON tem sido identificado como um importante
mensageiro intra e intercelular que controla varios processos, como o tdnus
vascular, a neurotransmissdo, producdo de horménios, diferenciagdo celular,
expressdo génica, a ativacdo de células do sistema imune e na fisiologia
ovariana (MOIRA et al.,, 1998). A concentracdo de ON n&o difere com a
utiizacdo de sémen fresco ou congelado e encontra-se em menor
concentragdo nas éguas resistentes a EPPC do que nas susceptiveis
(ALGHAMDI & TROEDSSON, 2002).

Alghamdi et al. (2005) propde ainda, que o Oxido nitrico como mediador
do relaxamento da musculatura lisa € responsavel por manter a atividade
mioelétrica abaixo da linha basal entre 7 e 19 horas do inicio do processo

inflamatorio nas éguas susceptiveis a EPPC.

3. Influéncia do plasma seminal

A influéncia do volume inseminante e, portanto, da quantidade de
plasma seminal introduzido no Utero sobre as contra¢des uterinas permanece
como fonte de contradicdo entre diversos autores. Troedsson et al. (1998)
constataram um aumento no numero total, na amplitude e na duracdo das
contracdes uterinas ao compararem o volume inseminante de 80 e de 10 mL.
Em contrapartida, Sinnemaa et al. (2005) e Campbell & England (2006) nao
encontraram diferenca nas IA realizadas com 2 ou 100 mL. A redugédo nas
contracdes, observada com o volume de 10 mL, pode ser resultante da menor
quantidade de PGF2a (BIELANSKI et al., 1982) e ocitocina (WATSON et al.,
1999) presentes no sémen.

A ocitocina, detectada em todas as fragbes do ejaculado de garanhdes,
apresenta maiores concentragfes na fracdo gel, a qual é removida para a

realizagdo da IA. O plasma seminal é também rico em prostaglandinas,
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responsaveis por induzir contragcfes uterinas e, por consequéncia, minimizar o
processo inflamatorio apds a IA. No plasma seminal de garanhdes encontra-se
14,5 ng/ml de PGF2a sendo responsavel por induzir contracdes uterinas e por
consequéncia minimizar o processo inflamatério apés a cobertura (CLAUS et
al., 1992; O’Bert et al., 2006).

Observagbes sugerem que enquanto o sémen de determinados
garanh@es provoca uma reacgao inflamatorio exacerbada, o sémen de outros é
responsavel por uma resposta inflamatéria mais branda independente da égua
ser ou nao susceptivel & EPPC (TROEDSSON et al., 2000, TROEDSSON et
al., 2002).

O plasma seminal tem sido considerado como agente supressor da
atividade do sistema complemento, e por sua vez da quimiotaxia pelos PMNs e
fagocitose, atuando como inibidor ou modulador da inflamagéo uterina
(TROEDSSON et al., 2000). A duracao dessa inflamacéo € reduzida quando o
plasma seminal estd presente na dose inseminante do que quando ele é
removido ou substituido por extensor (TROEDSSON et al., 2002). O nimero de
PMNs encontrado no utero 24 horas apds a IA foi significativamente menor
guando o plasma seminal foi mantido na inseminacé&o. Ao se realizar uma IA
somente com plasma seminal foi detectada uma grande infiltracdo de PMNSs no
estrato compacto do endométrio, porém a limpeza uterina foi superior quando o
plasma seminal estava presente (TROEDSSON et al., 2008).

Outra aparente funcdo do plasma seminal seria proteger o
espermatozoide de ser fagocitado e destruido pelos PMNs. Quando as éguas
sao inseminadas duas vezes consecutivas no intervalo de 24 horas, a segunda
IA é realizada em um ambiente inflamado que se torna deletério a motilidade
dos espermatozoides. Dados sugerem que o0 plasma seminal protege
seletivamente os espermatozoides viaveis, mas ndo os mortos, de se ligarem e
serem fagocitados pelo PMNs (TROEDSSON et al., 2008).

O plasma seminal ndo contribui para a redugéo no processo inflamatorio
apos IA, uma vez que um aumento no namero de leucocitos no fluido uterino foi
observado na sua presenca, ndo podendo, desta forma, ser considerado um
agente supressor (DELL’AQUA Jr. et al, 2006; TROEDSSON, 1999).
Entretanto, Palm et al. (2006) e Card (2005) observaram uma menor reacao

inflamatodria quando utilizou-se sémen acrescido de plasma seminal, com uma
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diferenca visivel apenas 24 horas da IA. De acordo com Portus et al. (2005), a
presenca do plasma seminal na amostra inseminada, apesar de provocar maior
reacdo inflamatoria, leva a uma redugdo na durag¢édo do processo inflamatorio e

maior freqiéncia de contra¢gfes uterinas.

4. Terapia aplicada a endometrite persistente pés-cobertura

Para as éguas susceptiveis a EPPC, a terapia que visa minimizar o
processo inflamatdrio € baseada em cuidados como diminuigdo do numero de
espermatozoides a ser inseminado bem como um menor numero de
inseminagdes por ciclo com intuito de reduzir a resposta inflamatoria.
Adicionalmente, uma rapida remocéo dos fluidos inflamatorios acumulados no
Utero poucas horas apds a cobertura ou IA se faz necessario. Essa remocéo
pode ser feito através de lavagem uterina visando a remocéo de debris e/ou
pela administracdo de drogas que estimulem a contragdo da musculatura
uterina, sendo que ambos os procedimentos devem ser realizados entre 6 e 8
horas apo6s IA (LEBLANC, 2003).

4.1. Remocao mecéanica

Devido ao transporte espermatico para o oviduto se completar dentro de
4 horas apos a introducdo do sémen no corpo do utero, o lavado uterino deve
ser realizado apenas apOs este periodo, evitando assim interferéncia no
transporte espermatico e consequente queda nas taxas de fertilidade. A
lavagem do utero pode ser realizada com Ringer Lactato ou solugéo salina
aguecidos com volume compativel a capacidade uterina (LEBLANC, 2003).
Outro procedimento para favorecer a drenagem do conteudo uterino é a
dilatacdo manual da cérvix ou a administracdo local de PGE em éguas com
dilatacéo cervical insuficiente por tornar o processo de retirada do fluido uterino
mais eficiente (TROEDSSON et al., 2008).
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4.2. Ocitocina parenteral

No garanh&o, fatores como aumento nas concentracées de ocitocina
circulantes durante a atividade sexual e ap0s a ejaculagdo e a presenca de
ocitocina nas glandulas sexuais acessorias € no sémen indicam um importante
papel das ocitocinas no transporte dos espermatozoéides pelo trato reprodutivo
da fémea (WATSON et al, 1999).

Os receptores de ocitocina no endométrio e no oviduto das éguas,
ovelhas e vacas estdo presentes em maior numero durante o fim do diestro e
no estro. A administracdo de ocitocina exdégena estimula a contracéo uterina e
do oviduto das éguas, € possivel que ela possa aumentar (por facilitar
movimentos unidirecionais do Utero para o oviduto) ou retardar (por evacuagao
do conteudo uterino antes da colonizacdo espermatica do oviduto) o
movimento do espermatozoéide para o oviduto (GUTJAHR et al, 2000; RIGBY et
al, 1999). O padrédo de propagacdo e a intensidade das contracbes s&o
importantes fatores para promover o esvaziamento do contetdo uterino,
especialmente em éguas pluriparas onde o corpo do Utero esta localizado
ventral a pelve (Reitzenstein et al, 2002).

A ocitocina tem duas formas de atuar no utero da égua, estimulando as
contragcdes uterinas, atuando diretamente em receptores miometriais e
liberando a PGF2a do endométrio. Macroéfagos, linfocitos e neutréfilos também
tém potencial para liberar prostaglandinas e citocinas (interleucina | e fator de
necrose tumoral) (CADARIO et al, 1999b). A utilizacdo de PGF2a exdgena, de
12 a 24 horas ap0s a cobertura, induz contracdes uterinas de menor
intensidade quando comparadas com as contragdes provocadas pela ocitocina
(BRENDEMUEHL, 2002; LEBLANC, 2003).

A ocitocina, por ser um agente uterotonico, vem sendo utilizada
rotineiramente no tratamento das éguas susceptiveis a EPPC, auxiliando na
limpeza uterina (LEBLANC et al., 1994). A administracéo de ocitocina exdégena,
por estimular a contracdo uterina e do oviduto nas éguas pode também levar a
um aumento no transporte espermatico (RIGBY et al., 1999). Porém, o uso de
ocitocina imediatamente ou 30 minutos apds a IA ndo resulta em aumento na

taxa de prenhés quando o nimero de espermatozdides é limitado.
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A eficacia do tratamento com ocitocina pode ser influenciada pela razéo
entre estrégeno e progesterona na hora de sua administragdo. A ocitocina atua
na contracao uterina por ligacdo com receptores miometriais, oS quais variam
em nuamero durante o ciclo estral, sendo maior na fase estrogénica e menor no
periodo poés-ovulatério, no momento em que a progesterona se encontra
aumentada (RIGBY et al., 1999; GUTJAHR et al., 2000; VERONESI et al.,
2006). Porém, Goddard & Allen (1985) demonstraram que a ocitocina causa
um rapido aumento na pressao intra-uterina de éguas por 20 minutos e sua
atividade nao foi consistentemente alterada pelo status reprodutivo do animal.

A ocitocina € o agente uterotbnico de escolha para ajudar na limpeza
uterina das éguas susceptiveis. Mdltiplas doses de ocitocina, no dia da
ovulacdo e no dia seguinte, ndo tém efeito no processo de formacédo do corpo
liteo e, portanto na producdo de progesterona ou na taxa de prenhés
(BRENDEMUEHL, 2002).

A completa limpeza uterina ocorre em 24 horas apés o tratamento com
ocitocina, o que confirma a eficacia dos hormonios ecbdlicos exdégenos no
Utero. Ha uma maior sensibilidade do endométrio inflamado a ocitocina em
eéguas susceptiveis do que em éguas normais (CADARIO et al., 1999b;
VERONESI et al., 2006).

A dose clinica de ocitocina mais usada é a de 20 Ul, via intravenosa (1V)
ou intramuscular (IM), podendo variar de 5 a 25 Ul, sendo que as doses
utilizadas dentro desse intervalo resultam no mesmo efeito, aumento nas
contrages miometriais (MADILL et al., 2002). Quando existe a necessidade de
tratamento com ocitocina apos a ovulacéo, € recomendada a utilizagdo da dose
mais alta (25 Ul) (GUTJAHR et al.,, 2000). Porém, Cadario et al. (1999a)
relataram que altas doses de ocitocina (25 Ul, IV) podem induzir uma contracéo

tetanica em algumas éguas, resultando em retencéo de fluido uterino.

4.3. Ocitocina intra-uterina adicionada ao diluidor

O uso de ocitocina parenteral em éguas que acumulam liquido intra-

uterino apods a IA esta estabelecido, porém relatos de seu uso intra-uterino sédo

escassos. Uma dose de 30 Ul de ocitocina num tratamento intra-uterino
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demonstrou ter uma acdo ecbdlica maior comparado ao seu uso por via
parenteral, aumentando o numero de contragbes nos cornos uterinos
(CAMPBELL & ENGLAND, 2002).

A adicdo de ocitocina ao sémen pode promover contracdes uterinas e
aumentar a fertilidade nas éguas que apresentam atraso na limpeza uterina. A
adicdo de ocitocina ao sémen nao tem efeito na motilidade espermatica de
touros ou garanhdes, o efeito principal da ocitocina no sémen diluido ndo é
sobre 0 espermatozéide, mas sim promovendo maior numero de contragfes
uterinas, ja que o utero inflamado das éguas susceptiveis possui maior
sensibilidade a ocitocina (CLOUGH et al., 2006; CADARIO et al., 1999b).

Gallagher e Senger (1989) relataram que o uso de ocitocina adicionada
ao diluidor de sémen para congelacdo ndo afetou a porcentagem de

acrossomos intactos ou a motilidade de espermatozéides bovinos.

4.4. Prostaglandina parenteral

Um importante papel da PGF2a na limpeza fisica do utero € como
promotor de contragbes miometriais. A administragdo de ocitocina ou
prostaglandina € comum no tratamento da EPPC buscando ajudar o Utero a
eliminar os fluidos inflamatérios (VERONESI et al, 2006).

Quando utilizada antes da ovulacdo, ndo se observa efeito sobre a
formacéo do corpo Iuteo ou na producao de progesterona. Em contrapartida, a
administracdo da PGF2a apds a ovulagéo é capaz de interferir na formagéo
luteal, resultando em diminuicdo da producdo de progesterona e consequente
reducdo da taxa de prenhez. Uma vantagem da PGF2a é a maior duracdo da
atividade miometrial (5 horas) quando comparado com a ocitocina (45 minutos)
(BRENDEMUEHL, 2002; LEBLANC, 2003).

Goddard & Allen (1985) demonstraram que a PGF2a proporciona um
aumento na pressao intra-uterina das éguas 10 minutos apos sua
administracdo declinando apds 40 minutos e sua atividade néo se altera pelo

status reprodutivo do animal.
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4.5. Prostaglandina intra-uterina adicionada ao diluidor

A PGF2a no sémen tem se mostrando como indutora de contragdes
uterinas, facilitando o transporte esperméatico durante a fertilizacdo no trato
reprodutivo de suinos (Cheng et al., 2001; Cheng et al., 2006; HOVART &
BILKEI, 2003). a suplementagdo do sémen diluido com PGF2a promove
alteracbes benéficas na taxa de concepg¢do e no retorno regular ao estro,
entretanto, o tamanho da ninhada, o total de nascidos vivos e o intervalo entre
desmama e parto ndo foram afetados (HOVART & BILKEI, 2003; KOS &
BILKEI, 2004). Kozumplik e Martinek (1986) relataram que a PGF2a nao
influencia as taxas de prenhés e o tamanho das crias em porcas, mas
influencia negativamente a motilidade do espermatozoide suino. A adicdo de
pequenas quantidades de PGF2a (125 e 250ug) em sémen diluido bovino que
contém 100 milhdes de espermatozoides/ml € efetiva para aumentar a
motilidade espermatica (KARAHAN et al., 2006). Porém, a adicdo de PGF2a ao
diluidor de sémen de cachaco nas concentragfes de 2,5, 5 ou 10mg de PGF2a
por dose inseminante ndo aumenta a motilidade do espermatozoide (MAES et
al, 2003).

A adicdo de estrogeno (11,5microg), PGF2a (5mg de lutalyse), ou
ocitocina (4Ul) ao sémen suino aumenta o numero de fetos e 0 numero de
espermatozoides no segmento anterior do Utero, fato este que pode ser
considerado como decorrente de uma diminuicdo do refluxo espontaneo de
sémen e perda de espermatozoéides apos a IA. Portanto, em situacfes de baixa
fertiidade, a adicdo desses componentes pode ser uma estratégia contra a
infertilidade em suinos (WILLENBURG et al, 2003).

A concentracdo de PGF2a exdgena no diluidor de sémen de cachacgo
nao difere apOds 72 horas, o que indica que ela ndo é metabolizada durante
esse periodo de tempo (Cheng et al., 2001; Cheng et al., 2006). Em equinos a
concentragdo de PGF2a no sémen diluido de garanhdes ap6s 24 horas de
resfriamento permanece igual, essa estabilidade sugere que ela pode ser
incorporada no momento do processamento do sémen sem sofrer danos com o
processo de resfriamento e pelo tempo de armazenagem (O’'Bert et al., 2006).
Dessa forma, a adicdo de PGF2a na dose de 125ug/ml no sémen diluido de

equinos ndo promove alteracbes na motilidade esperméatica e mostra efeito
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benéfico na fertilidade, pois a PGF2a atua no miométrio das éguas da mesma
forma como atua nas outras espécies promovendo contracdo da musculatura
uterina expulsando o fluido inflamatério e levando o espermatozéide até a
juncéo utero tubéaria (PENROD et al., 2006).

A concentracdo média de PGF2a nos ejaculados de garanhfes € de
260ng (CLAUS et al, 1992). O garanhéo tratado com PGF2a (10mg, IM) uma
hora antes da coleta de sémen apresenta ejaculado com aumento do volume
seminal livre de gel e diminuicAo na concentracdo espermatica, ja que o
namero de espermatozoéides e a motilidade e ndo foram afetados (KREIDER et
al. 1981).

4.6. Antiinflamatdrios nao esteroidais sistémicos

Os antiinflamatoérios ndo esterdides mostraram-se menos eficazes na
minimizagdo da reacédo inflamatéria uterina apos IA. A restricdo do uso de
antiinflamatorios ndo esteroides foi devido ao modo pelo qual este atua no
processo inflamatorio, inibindo somente a acdo da enzima ciclooxigenase,
desta forma limitando sua efetividade, ja que o principal problema da EPPC ¢é a
intensa diapedese ocorrida no Gtero. De acordo com Leblanc (1997), a
utilizacdo de um antiinflamatorio ndo esterdide como a fenilbutazona inibe a
sintese de prostaglandinas (principalmente a PGF2a) atrasando a limpeza
uterina das éguas, concordando com os achados de Reilas et al. (2006) os
quais observaram que o flunixin meglumine aumenta a magnitude da reacéo

inflamatoria a presenca do espermatozoide.

4.7. Antiinflamatérios esteroidais sistémicos

Os AIES exercem sua funcéo influenciando os eventos celulares,
vasculares e o0 metabolismo de mediadores inflamatérios diminuindo a
migracdo dos neutrofilos para o sitio de injuria, ao mesmo tempo em que
estimula sua liberacdo pela medula éssea. A incapacidade de penetrar no local

da lesédo se deve a mudancas de conformacdo da superficie celular com
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estabilizacdo da integridade microvascular via supressdo das acbOes dos
neutrofilos e pela inibicdo da sintese de mediadores inflamatorios e de agentes
vasoativos ou trombogénicos, ndo permitindo a exsudagdo de fluidos
(ANDRADE, 2002).

Levando o exposto em consideracdo, outra forma de tratamento
recentemente proposta visa a imunomodulacdo da resposta inflamatéria pos-
cobertura através da utilizacdo parenteral de antiinflamatérios esterdides. A
administracdo sistémica de antiinflamatoérios esterdides (AIES) (0,1 mg/kg de
acetato de prednisolona) antes da IA levou a uma reducdo na funcéo
neutrofilica, diminuicdo do fluido uterino e contribuiu para uma limpeza mais
adequada do utero. Neste mesmo experimento foi observada uma melhora
significativa da fertilidade de éguas susceptiveis a EPPC. Contudo, o uso de
AIES sistémico deve ser feito com cautela por apresentar efeitos colaterais
indesejaveis como imunossupressao e laminite (DELL’AQUA Jr. et al., 2006).

Outra proposta para prevenir a EPPC é o uso de dexametasona
(0,2mg/k). A administracdo em dose Unica dessa droga no momento da IA
reduz significativamente a turbidez do liquido intra-uterino acumulado apos a 1A
nas éguas. O numero de PMNs, que aumenta na presenca do sémen, néo
sofre alteragdes em sua contagem quando o tratamento com dexametasona é
utilizado. Por sua vez, a quantidade de debris celulares independe se a égua
foi tratada ou ndo. Nao foi encontrada nenhuma relagéo entre o grau de fibrose
estabelecido por biépsia (classificacdo de Kenney-Doig, 1986) e a turbidez do
fluido, nUmero de PMNSs, desenvolvimento de edema endometrial e acumulo de
fluido uterino apds a IA. Apesar de ndo apresentar diferenca nos parametros
acima citados a taxa de prenhes/ciclo aumentou significativamente quando o
tratamento foi empregado nos animais que apresentavam uma coluna de fluido
intra-uterino apos a IA maior do que 2 centimetros combinado a sua

persisténcia no utero por um periodo superior a 36 horas (BUCCA et al., 2008).
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OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi verificar o efeito dos anti-
inflamatoérios esteréides na reacdo inflamatéria e na fertilidade de éguas
resistentes e susceptiveis a endometrite persistente apdés a inseminagao

artificial.
Para constatacdo da influéncia da terapia com corticéide na

imunomodulagao da inflamacgao uterina foram avaliados:

e A influéncia da adicdo de anti-inflamatérios esterdides nas

caracteristicas do sémen equino.

e O efeito da dexametasona na imunomodulagédo da reagao inflamatoria

pos cobertura em éguas.

o Efeito da dexametasona na concentracdo de neutréfilos e 6xido nitrico

no fluido uterino de éguas.
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TRABALHO 1

INFLUENCIA DA ADICAO DE ANTI-INFLAMATORIOS
ESTEROIDES NAS CARACTERISTICAS DO SEMEN EQUINO

E.G. Fioratti, M.A. Alvarenga

RESUMO

Nas éguas, a endometrite persistente pos-cobertura, uma das causas
mais frequentes de infertilidade, é caracterizada por ser um processo
inflamatorio estimulado pelo contato dos espermatozéides com a mucosa
uterina. Com a eficiéncia demonstrada pelas drogas antiinflamatorias
esteroides na imunomodulagédo da inflamacdo e a possibilidade de utiliza-las
pela via intra uterina; o presente estudo objetivou avaliar a interacdo dos anti-
inflamatorios esterodides (AIES) adicionados ao diluidor de sémen equino com a
viabilidade espermatica. Quinze AIES foram adicionados ao diluente seminal a
base de leite desnatado (Botu-sémen, Biotech, Botucatu) e o pH e
osmolaridade foram mensurados. Vinte ejaculados de quatro garanhdes de
ragas distintas (n=20) foram coletados utilizando vagina artificial. Apos
avaliacdo da concentracdo e motilidade espermaticas, aliquotas com 800 x 10°
de espermatozéides méveis cada foram diluidas em Botu-Semen® até o
volume de 15 mL. Posteriormente, uma aliquota foi novamente diluida com 15
mL de Botu-semen® (grupo controle) e as outras com 15 mL de Botu-semen®
suplementado com um dos AIES (grupo tratado), resultando num volume final
de 30 mL para ambos os grupos. As amostras foram incubadas em banho seco
a 37°C, apenas a dexametasona e a betametasona ndo provocaram queda
acentuada da motilidade espermatica nos primeiros 30 minutos de incubacéo.
Pela poténcia anti-inflamatéria e tempo de acéo a dexametasona foi a droga de
eleicdo para o estudo. Novas coletas de sémen foram realizadas (n=8) e as
analises espermaticas foram realizadas para 0s grupos controle e

suplementado com dexametasona nos instantes 0, 30, 60 e 120 minutos
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seguidos a diluicdo e apos o periodo de 24 horas de refrigeracao utilizando
CASA e uma combinacdo de sondas fluorescentes para mensuracdo da
integridade da membrana plasmatica (lodeto de Propideo) e acrossomal (FITC-
PSA) e potencial mitocondrial (JC-1). Nao foi verificada diferenca no pH e
osmolaridade entre os meios suplementados com AIES. Comparando o grupo
tratado e controle, os valores de motilidade progressiva e porcentagem de
espermatozoides rapidos foram maiores no grupo controle (p < 0,05). O grupo
tratado mostrou menores valores (p < 0,05) para VAP em 30 e 60 minutos e
integridade de membrana acrosomal em 60 minutos de incubagéo a 37°C. Os
resultados obtidos ap0s 24 horas de refrigeracdo ndo mostraram diferenca
estatistica entre os dois grupos (p < 0,05) para todas as analises realizadas,
exceto para VAP, que foi menor (p < 0,05) para o grupo tratado. Com base
nestes resultados, a dexametasona podera ser adicionada ao sémen de
equinos no momento da inseminagao ou antes da refrigeracéo por até 24 horas
com o0 objetivo de minimizar a reacdo inflamatéria advinda da presenca dos

espermatozoides no utero com minima reducdo da qualidade espermatica.

Palavras-chave: Sémen refrigerado, dexametasona, endometrite persistente

pos-cobertura

1. INTRODUCAO
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A resposta uterina a presenca de qualquer antigeno se traduz em uma
reacdo inflamatéria caracterizada pela liberacdo de mediadores quimiotaticos,
presenca de componentes da resposta imune celular e pela ativacdo do
sistema complemento (Asbury et al., 1982, Watson et al., 1987, Troedsson et
al., 1993a). O primeiro tipo celular a se deslocar atraido pelos fatores de
guimiotaxia para o Utero sdo os polimorfonucleares (PMNs), com intensa
migracdo ocorrendo apds a cobertura (Kotilainem et al., 1994; Troedsson,
1997; Katila, 1995), pois na fémea equina, a deposi¢ao intra uterina do sémen
provoca uma reagdo inflamatéria que é resultante do seu contato com o
endométrio (Kotilainen et al., 1994, Troedsson et al., 1995).

A inflamacé&o induzida pela cobertura é um processo fisiologico pelo qual
0 excesso de espermatozoéides e possiveis contaminacdes bacterianas séo
eliminados do utero das éguas (Troedsson et al., 1998; Troedsson, 1999). No
passado, se acreditava que a endometrite era exclusivamente resultante da
contaminacao bacteriana do utero e, dessa forma, as estratégias de tratamento
permaneciam focadas na prevencao contra o acesso bacteriano ao interior do
Utero e administragdo de antibidticos. Mas com a evolugédo nas pesquisas foi
constatado o fato de que algumas éguas possuem a capacidade de limpeza
uterina comprometida e acabam por desenvolver uma endometrite persistente
apos a cobertura (EPPC) decorrente apenas da presenca do espermatozoide
no utero.

Essa resposta inflamatoria transitoria € um processo necessario a
fertilidade, dessa forma, o tratamento das éguas normais ndo aumentara as
taxas de fertilidade e pode ainda facilitar o estabelecimento de infec¢cdes por
desbalancear a flora normal do trato reprodutivo (Troedsson et al., 2008).
Atencdo especial deve ser dada na identificacdo dessas éguas e no seu
manejo reprodutivo para ndo agravar o quadro e favorecer possiveis infeccdes
(Troedsson et al., 1995, Troedsson 1999, Troedsson et al., 2008).

A inseminacdo artificial (IA) com quantidade reduzida de
espermatozoides e 0 uso de drogas ecbdlicas associadas ao lavado uterino
sdo os principais métodos de prevencdo e de tratamento das éguas
susceptiveis a EPPC. O sucesso do uso de antiinflamatérios esteroidais (AIES)

na modulacdo da resposta inflamatoria foi recentemente constatado por
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Dellaqua et al. (2006) e Bucca et al. (2008), que observaram reducdo da
intensidade da resposta inflamatoria uterina ao espermatozoide e aumento na
taxa de recuperacdo embrionéria dessas éguas.

Uma vez que os AIES foram utilizados com sucesso para minimizar a
resposta inflamatodria no interior do Utero, seu uso pela via intra uterina em dose
reduzida pode controlar a reacdo inflamatoria e aumentar as taxas de
recuperagdo embrionaria nas éguas susceptiveis a EPPC. Nao foi encontrado
na literatura informacbes referentes a interacdo dessas drogas com
espermatozoides. Em funcéo do exposto o presente estudo foi conduzido para
verificar a influéncia da adicdo de varios AIES ao diluente de sémen sobre a

viabilidade espermatica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. EXPERIMENTO 1: efeito de diferentes AIES no pH, osmolaridade e

caracteristicas espermaticas.

2.1.1. Mensuracado do pH e osmolaridade do diluidor de sémen equino

apods adicdo de anti-inflamatorios esteroides.

Quinze AIES foram adicionados ao diluente seminal a base de leite
desnatado (Botu-sémen, Biotech, Botucatu) nas quantidades demonstradas na
tabela 1. De todas as amostras suplementadas o pH (pH-metro B374 -
Micronal) e osmolaridade (Osmette A — Precision System) foram mensurados.
Os valores foram anotados e essas amostras foram descartadas, uma vez que
nao ocorre variacdes desses parametros decorrentes de partidas diferentes

dos produtos utilizados.

2.1.2. Colheita de sémen e efeitos dos AIES nas caracteristicas de

motilidade espermatica.

Apoés verificacdo do pH e osmolaridade do extensor acrescido com AIES,

foi realizada colheita de sémen, com auxilio de uma vagina artificial modelo
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Botucatu, de cinco garanhdes de diferentes racas e fertilidade conhecida,
obtendo um total de 20 ejaculados (4 ejaculados/garanhao).

Imediatamente apds a obtencdo do sémen e a retirada da fracdo gel por
filtracdo foi realizada uma diluicdo desse na proporgédo de 1:1, sempre foi
utilizado o mesmo diluidor para todas as amostras de sémen coletadas. Apos
essa diluicdo prévia, a concentracdo foi mensurada com uso da camara de
Neubauer. Realizado esse processo foi separada uma dose contendo 800 X
10° de espermatozéides méveis. A motilidade espermatica foi mensurada com
uma gota de 10 pL de sémen diluido colocada em camara de Makler pré
aquecida (10 pm de profundidade) a 38°C e avaliada por analise
computadorizada (CASA, HTM — IVOS 12; Hamilton Thorne Research, Beverly,

MA) no modo ajustado para equinos.

2.1.3. Processamento das amostras seminais

Cinco aliquotas iguais contendo 800 x 10° de espermatozéides méveis
foram diluidas em diluidor comercial a base de leite até alcancar o volume de
15 mL. Uma aliquota foi re-diluida com 15 mL do mesmo diluidor e as outras
guatro amostras com 15 mL desse extensor suplementado com algum dos
AIES que estdo apresentados na tabela 1 de forma aleatéria, alcangando,
dessa forma, um volume final de 30 mL. Essas cinco amostras foram ent&o
incubadas em um “dry block” a uma temperatura de 37°C por 2 horas. As
analises das caracteristicas espermaticas foram realizadas nos momentos da
diluicdo (momento zero), 30, 60 e 120 minutos apos a diluigéo.

Esse primeiro experimento foi responsavel pela identificacdo de quais
AIES seriam possiveis de serem adicionados ao diluidor de sémen com minima
interferéncia nas caracteristicas da motilidade dos espermatozoides. Uma vez
feita a selecéo, estudos mais aprofundados foram realizados para mensurar a
interacdo entre essa droga e o0s espermatozoides. Devido aos resultados
obtidos no presente experimento a dexametasona foi escolhida para ser

adicionada ao diluidor seminal.

2.2 EXPERIMENTO 2: efeito da adigdo da dexametasona nas caracteriticas de

motilidade e integridade espermatica.
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2.2.1. Colheita de sémen e anélise da motilidade espermatica

Quatro garanhdes de diferentes racas e fertilidade conhecida tiveram o
sémen coletado duas vezes por vagina artificial modelo Botucatu, obtendo um
total de 8 ejaculados. Imediatamente ap0s a obtencdo do sémen e a retirada da
fracdo gel por filtracdo foi realizada uma diluicdo na proporcao de 1:1 sempre
com o mesmo diluidor. A motilidade espermatica foi medida com uma gota de
10 pL de sémen diluido colocada em uma camara de Makler pré aquecida (10
pm de profundidade) a uma temperatura de 38°C e avaliada pelo CASA no
modo ajustado para equino e a concentracdo foi mensurada em camera de

Neubauer.
2.2.2. Processamento das amostras seminais

Apés analisar a motilidade e concentracdo espermatica, duas aliquotas
contendo 800 x 10° de espermatozéides méveis foram diluidas até alcancarem
um volume de 15 mL. Cada amostra foi re-diluida até um volume final de 30
mL, uma com diluidor ndo suplementado e a segunda com diluidor
suplementado com 2 mg de dexametasona, 0 que garantiu uma concentragcéo
de 0,067 mg/ mL. Ambas as amostras foram divididas em duas partes iguais, a
primeira metade foi refrigerada a 5°C por 24 horas em caixa de transporte de
sémen equino e a outra parte foi incubada em um “dry block” em temperatura
de 37°C durante 2 horas. As analises dos parametros espermaticos foram
realizadas nos momentos 0, 30, 60 e 120 minutos apds a diluicdo e apos 24

horas de refrigeracdo usando CASA.

2.2.3. Andlise das caracteristicas morfolégicas e funcionais dos

espermatozodides.

As analises morfofuncionais dos espermatozoides foram realizadas nos
momentos 0, 30, 60 e 120 minutos apds a diluicgdo e apos 24 horas de

refrigeracdo utilizando uma combinagcdo de sondas fluorescentes para se
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mensurar a integridade das membranas plasmatica e acrossomal e o potencial
da membrana mitocondrial.

O protocolo para avaliagdo simultanea da integridade das membranas
plasmatica e acrossomal e do potencial da membrana mitocondrial foi adaptado
de Celeghini et al (2004). Dessa forma, para essas avaliacfes foram utilizados
20 pL de sémen que foram adicionados a uma solugédo feita previamente
contendo as 3 sondas fluorescentes; lodeto de propideo (0,8 pL, 28,707-5;
Sigma), FITC-PSA (20 uL, L-0770, Sigma) e JC-1 (2,5 yuL , T3168, Molecular
Probes). Para cada amostra, 200 células foram contadas usando um
microscopio de epifluorescéncia (NIKON, Episcopic Fluorescence Attachment
“EFA” HalogenLamp Set).

2.3. Andlise estatistica

Para todas as analises das caracteristicas de motilidade espermatica e
da morfuncionalidade dos espermatozéides foram realizados os testes ANOVA
e Tukey com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Os dados foram

expressos como média * desvio padréo.

3. RESULTADOS

3.1. Experimento 1

Os resultados referentes a dose, ao pH e a osmolaridade dos AIES
utilizados no presente trabalho foram apresentados na tabela 1. O pH e a
osmolaridade do diluidor utilizado para todas as amostras seminais avaliadas
(Botu-sémen) foram mensurados em 6,77 e 368 mOsm, respectivamente. O
produto comercial ndo apresenta variacao significativa dos parametros acima
citados capazes de interferir nas mensuracgdes realizadas ou na qualidade das

amostras seminais.
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Tabela 1. Valores de dose, pH e osmolaridade mensurados no diluidor de

sémen equino apos adicdo de 15 anti-inflamatérios esterodides.

DROGAS Dose* pH Osmolaridade**
Succinato sédico de hidrocortisona 100 6,95 380
Succinato de hidrocortisona 100 6,88 384
Fosfato dissodico de betametasona 1 6,73 374
Acetato de betametasona 1 6,63 354
Dipropionato de betametasona 1 6,77 382
Fosfato de betametasona 1 6,7 364
Acetato e fosfato dissodico de betametasona 1 6,76 356
Dipropionato e fosfato dissddico de betametasona 1 6,87 381
Dipropionato e fosfato de Betametasona 1 6,77 364
Dexametasona 2 6,87 351
Triancinolona acetonida 20 6,71 380
Fosfato dissddico de prednisolona 40 6,81 392
Acetato de 9-alpha-prednisolona 40 6,77 384
Acetato de metilprednisolona 40 6,83 387
Succinato sodico de metilprednisolona 40 6,71 379

* miligramas; *(mOsm/kg H,0)

Entre as 15 variacOes de AIES testadas no presente estudo, 13 dessas
drogas provocaram injarias que resultaram em pronunciada perda de
motilidade espermatica dentro de 30 minutos de incubagéo apds a diluigéo.
Apenas duas drogas que durante os 120 minutos de incubagdo ndo exibiram
diferencas quando comparadas ao grupo controle, exceto por uma pequena

diminuicdo nos valores das velocidades dos espermatozoides (tabela 2 e 3). As
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amostras suplementadas com a associacdo dos sais dipropionato e fosfato de
Betametasona (0,13 mg/ mL) e com a dexametasona (0,067 mg/ mL) foram
aguelas que mantiveram valores similares das caracteristicas de motilidade
espermatica ao grupo controle.

Como a betametasona selecionada possui uma apresentacdo composta
pelos sais dipropionato e fosfato, que tém por caracteristica uma combinagéo
de um sal de baixa e um sal de alta solubilidade, e por conseqiiéncia, uma
acdo curta e uma longa, se optou por excluir esse possivel tratamento, assim
sendo, a dexametasona foi escolhida por se apresentar de forma mais pura e

também por sua poténcia e tempo de acéao.

Tabela 2. Valores médios e desvios padrdo das caracteristicas de movimento
espermatico nos momentos 0 e 30 minutos apés a diluicdo das amostras de

sémen equino com diluidor contendo coticoide e grupo controle (n=20).

0 30 min
C DF D C DF D
™ 75,7+8,8% 66,0+12,7* 69,2+8,1* 76,5+8,3% 67,2 +9,2° 61,0 £ 13,5%
PM 36,0 + 3,4° 30,7 +9,0° 33,2+8,4% 40,0+13,4* 415+13,0° 305177
VAP 133,7+7,3% 1192+7,6° 1140+98° 1245+95° 1055+75° 72,2+129°
VSL 992+95% 895+6,3° 885+105" 975+125° 847+11,9° 77,7+104°
VCL 2442 +8,3% 230,0+17,2° 2222+59° 2252+93% 2157+12,7° 191,0+15,1°

Média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os
grupos no mesmo momento (P<0.05). C (grupo controle); DF (dipropionato e fosfato de
betametasona); D (dexametasona); TM (motilidade total); PM (motilidade progressiva); VAP
(velocidade ao longo de uma trajetoria média); VSL (velocidade ao longo de uma linha reta);

VCL (velocidade ao longo de uma trajetéria real).
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Tabela 3. Valores médios e desvios padrdo das caracteristicas de movimento
espermatico nos momentos 60 e 120 minutos apoés a diluicdo das amostras de

sémen equino com diluidor contendo corticéide e grupo controle (n=20).

60min 120 min
C DF D C DF D
™ 72,5 +6,1% 64,5+ 15,7 59,0 +12,0* 63,7+11,7° 46,7+11,7* 42,0+ 20,1°
PM 41,7 +12,5 40,0 + 19,5° 29,7 +9,0° 32,0+14,3% 22,0+11,0° 17,2+14,2%
VAP 1125+85% 1055+9,1° 96,25+4,5° 90,0 + 8,4° 77,7+56° 750+81°
VSL 90,7 +7,6% 77,7 +7,6° 77,0 + 3,4° 747+71% 69,5+10,7° 63,5+10,3"
VCL 209,2+11,3% 199,0+16,1° 193,7+11,8° 172,7+15,1% 182,0+12,7° 157,5+6,9°

Média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os
grupos no mesmo momento (P<0.05). C (grupo controle); DF (dipropionato e fosfato de
betametasona); D (dexametasona); TM (motilidade total); PM (motilidade progressiva); VAP
(velocidade ao longo de uma trajetéria média); VSL (velocidade ao longo de uma linha reta);

VCL (velocidade ao longo de uma trajetéria real).

3.2. Experimento 2

Ao se comparar 0 grupo controle com o grupo tratado com
dexametasona, em todos os momentos de incubacdo, nao foi verificada
diferenca estatistica significativa (p<0,05) para os parametros motilidade total,
integridade de membrana plasmatica e potencial de membrana mitocondrial.
Porém, os valores encontrados para motilidade progressiva e a porcentagem
de espermatozoides rapidos foram maiores (p<0,05) no grupo controle do que
no tratado (tabela 4). O grupo tratado mostrou menores (p<0,05) valores para
VAP apos 30 (72,25+42,91 vs 124,5+13,5) e 60 minutos (96,25+4,5 vs
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112,5+8,50), maiores (p<0,05) valores para porcentagem de espermatozoides
com a membrana acrossomal integra no momento 0 (72+3,24% vs 56+4,09%)
e menores valores (p<0,05) apés 60 minutos (28+2,97% vs 48+3,46%) de
incubacdo quando comparado ao grupo controle. Os resultados obtidos apds
24 horas de refrigeracdo nao demonstraram diferenca (p<0,05) entre 0s grupos
para todos os parametros mencionados acima, exceto para VAP, o qual se
apresentou inferior (p < 0,05) no grupo tratado (77,38+19,65 vs 106,75%£28,06)

em comparacgao ao grupo controle.

Tabela 4. Valores médios e desvios padrdo para motilidade progressiva e
porcentagem de espermatozdides rapidos nos momentos 0, 30, 60 e 120
minutos apos a diluicdo das amostras de sémen equino em diluente controle e

adicionado com dexametasona (n=8).

Tempo Apés diluicéo 30 min. 60 min. 120 min.

AIES PM RAP PM RAP PM RAP PM RAP

C 32,2+36% 594x+32° 344+28" 580+44° 336+63" 508+65 256£33" 342+£6,1%
D 27,4+46° 450+24° 244+20° 380+48° 238+37° 370+54° 138+46° 282+73°

Médias + desvio padr@o. Dentro das colunas, as médias com diferentes letras séo
significativamente diferentes para o mesmo momento (p<0.05). C, grupo controle; D, grupo
tratado com dexametasona; PM, motilidade progressiva; RAP, porcentagem de

espermatozdides rapidos.

4. DISCUSSAO

De acordo com Makler et al. (1981) a acidez no ambiente uterino pode
ser responsabilizada pela imobilizacdo dos espermatozoéides, mas com sua
correcdo a motilidade espermatica retorna ao normal, porém, em uma condicéo
alcalina, a perda de motilidade se apresenta de forma irreversivel. Além disso,

a hiposmolaridade é mais deletéria a motilidade espermatica de humanos do
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gue a hiperosmolaridade, e qualquer reducdo da motilidade esta relacionada
com alteracdes osmoticas que sdo consideradas irreversiveis. Segundo Crinch
e Jequier (1978) o pH uterino pode afetar a motilidade espermética, mas
mudancgas na osmolaridade sdao muito mais prejudiciais levando a imobilidade
total das células.

Estudos anteriores relataram que os valores de osmolaridade e pH do
sémen de garanhdes varia entre 280 a 300 mOsm/kg e 7,4 a 7,6,
respectivamente (Macedo et al., 2003) e que as amostras espermaticas obtidas
de diferentes garanhdes ao longo de 12 meses ndo apresentaram variacdo
desses parametros, pois o valor médio obtido para a osmolaridade foi de 292,9
mOsm/kg e para o pH foi de 7,37 (Zahn et al., 2001).

O espermatozéide equino apresenta baixa tolerdncia as variagbes de
osmolaridade (Ball e Vo, 2001), e por essa razéo, o diluidor para o sémen deve
apresentar uma pressédo osmotica compativel a apresentada pelo ejaculado e o
valor do pH deve ficar ao redor da neutralidade. Para os diluidores de sémen
equino é desejavel que a osmolaridade permaneca entre 250 e 400 mOsm/kg
para sua melhor utilizagcdo (Katila, 1997), uma vez que as variagcbes na
osmolaridade podem levar a perda acentuada das caracteristicas de motilidade
da célula espermética (Ball e Vo, 2001).

Com conhecimento dessa interferéncia na qualidade seminal foi
realizada uma triagem e os valores obtidos para o extensor utilizado no estudo
foram os seguintes, 6,77 para o pH e 368 mOsm/kg para a osmolaridade. A
partir da definicdo dos valores do pH e da osmolaridade para o meio base,
foram realizadas as suplementacbes com diversos AIES e mensuradas as
variacdes nesses dois parametros, assim sendo, o pH dos diversos meios
extensores variou entre 6,63 a 6,95 e, a osmolaridade permaneceu entre 351 e
392 mOsm/Kg. Os resultados obtidos ap0s a suplementacdo né&o
demonstraram variacdes além daquelas estabelecidas como fisiolégicas por
Macedo et al. (2003) e por Zahn et al (2001) e a suplementacdo com AIES
manteve a osmolaridade do diluuidor seminal no intervalo de interesse
estabelecido por Katila (1997).

Considerando os resultados acima apresentados, a marcante reducéo
na motilidade espermatica observada apos a adi¢cdo dos AIES, com excec¢do da

dexametasona e de uma associacdo entre sais de betametasona, ndo pode ser



Thaballe cientifica 1 35

atribuida as variacdes nos valores no pH e osmolaridade do diluidor de sémen.

A diminuicdo na motilidade espermatica pode ter sido resultado de
alteracbes nas propriedades fisico-quimicas do diluidor apos adicdo dos AIES
causadas por algum tipo de interagdo entre os componentes do diluente e os
sais que compdem a formulagdo desses. Além disso, uma vez que O0S
corticoides utilizados tem diferencas na hidrosolubilidade, interacdes deles com
a membrana do espermatozolide e sua consequente penetragdo no interior
celular pode ter induzido a modificagbes estruturais e funcionais, no
metabolismo espermatico e nas interacdbes que ocorrem entre 0S
espermatozoides e o meio diluidor que resultaram em diminuicdo da motilidade.

A motilidade é considerada um dos fatores mais importantes associados
com a capacidade de fertilizacdo do espermatozdide, pois a expressao dessa
caracteristica esta diretamente relacionada a viabilidade e integridade
estrutural da célula espermatica (Verstegen et al., 2002). Outra prova de sua
importancia é que as taxas de fertilizacdo “in vitro” de odcitos de varias
espécies animais tém se mostrado positivamente correlacionadas com a
motilidade espermatica (Amman, 1989).

Mediante a importancia das caracteristicas do movimento espermatico, a
sua avaliacdo pelo CASA oferece maior confiabilidade e repetibilidade na
mensuracdo dos diversos parametros espermaticos e ainda mensuracdes
impossiveis de serem realizadas com a analise subjetiva. Esse conjunto de
fatores permite uma determinacdo objetiva de todos os parametros
relacionados ao movimento dos espermatozoéides (Amann & Katz, 2004). Um
bom exemplo da importancia da andlise computadorizada é a descoberta que
em espermatozoéides humanos, por exemplo, € possivel fazer a distingdo entre
os inférteis e os férteis baseado na mensuracdo da velocidade espermatica
(Milligan et al.,, 1980). Em touros, a motilidade e velocidade quando
combinadas demonstraram estar altamente correlacionadas com fertilidade
(Farrel et al., 1998). Uma correlacdo positiva entre o numero total de
espermatozoides moveis inseminados, VCL e fecundidade foram observados
(Gerris e Khan, 1987; Byrd et al., 1990), uma vez que os valores de VCL estéo
fortemente correlacionados com as taxas de fertilizagao “in vitro” (Holt at al.,
1994).
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De acordo com os resultados obtidos no presente experimento, foi
constatada uma diminuicdo nos valores referentes a velocidade espermatica
(VCL, VSL e VAP) guando comparados ao grupo controle, dessa forma, este
fato pode interferir nas taxas de fertilidade conforme citado acima. A
capacidade fertilizante dos espermatozoides relacionada as caracteristicas do
movimento nao sofreu influéncia da suplementacdo com AIES, pois o
movimento caracteristico da hiperativagdo que é indicado por um significativo
aumento da VCL e ALH e uma diminui¢cdo no STR (Verstegen et al., 2002) n&o
foi observado nos espermatozoides apés incubacao ou refrigeracdo em diluidor
adicionado com dexametasona.

Entretanto, a capacidade fertilizante do espermatozoide também esta
vinculada com sua integridade fisica e funcional. A integridade da membrana
plasmatica é fator de extrema necessidade para a sobrevivéncia do
espermatozoide no trato reprodutivo feminino e para manutencdo de sua
capacidade fertilizante (Parks & Graham, 1992).

A relacdo entre a avaliacdo in vitro de espermatozoides e a fertilidade in
vivo dos garanhdes permanece obscura, apesar de diversos meétodos terem
sido desenvolvidos para avaliar a viabilidade ou o estado acrossomal de
espermatozoides em preparacbes coradas. A integridade da membrana
plasmatica pode ser considerada um indicador indireto da viabilidade
espermatica (Magistrini et al., 1997).

E possivel avaliar a integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides com o0 uso do iodeto de propideo, pois as células
espermaticas que apresentarem danos a integridade da membrana celular
permitem a passagem do corante através dela e sua ligacdo com o DNA
nuclear emitindo fluorescéncia (Garner et al., 1986, Garner et al., 1988,
Harrison and Vickers, 1990, Maxwell et al., 1997).

O contato direto entre a membrana dos espermatozdides e a
dexametasona poderia provocar uma marcante estabilizacdo dessa membrana
plasmatica impedindo, dessa forma, as modificagbes necessarias para a
capacidade fertilizante. Porém, a habilidade de estabilizar membranas, e com
isso imperdir a liberacdo de mediadores quimicos pré inflamatérios, s6 pode
ser observada em exposicdo a doses supra-farmacologicas de AIES, ndo se

reproduzindo em doses terapéuticas convencionais. Dessa forma, dados
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obtidos nesse experimento demonstraram que a integridade da membrana
espermatica nao foi alterada pelo contato com a dexametasona.

A avaliacdo do estado acrossomal pode ser utilizada para monitorar o
dano apds o congelamento, jA que este processo pode afetar a incidéncia de
acrossomos intactos (Cross e Hanks, 1991), mas também pode ser utilizado
para acompanhar as lesdes causadas pela incubacédo e ainda verificar a
ocorréncia da reacdo acrossomal, pois 0 acrossomo do espermatozoide deve
permanecer intacto durante o carreamento desse pelo Gtero até o sitio de
fertilizacdo, pois a perda do acrossomo ou uma reacédo acrossomal espontanea
os torna incapazes de exercer sua funcao de fertilizagcdo por ndo conseguirem
se ligar a zona pelldcida e fertilizar o o6cito (Silva & Gadella, 2006). No
espermatozoide equino o PSA se liga a matriz glicoprotéica do acrossomo
(Cheng et al., 1998, Flesch et al., 1998). Uma vez que o PSA nédo consegue
penetrar na membrana acrossomal intacta ele s6 pode corar aqueles
espermatozoides que apresentarem o acrossomo reagido ou danificado.

No presente experimento foi utilizada a associagcdo FITC-PSA para
verificar a integridade da membrana acrossomal e determinar se a
suplementacdo com AIES seria capaz de induzir alguma modificagéo estrutural
nela. Assim como na membrana plasmatica, os resultados obtidos para a
mensuracao da integridade da membrana acrossomal demonstram que as
interagbes com a dexametasona ndo produzem danos ao acrossomo.

Como citado anteriormente, as caracteristica do movimento espermatico
sdo fundamentais para a fertilizagcdo, mas esse movimento esta intimamente
ligado ao funcionamento das mitocéndrias, uma vez que a porcentagem de
mitocondrias que se apresentam com funcionalidade normal esta altamente
correlacionada com a porcentagem de espermatozéides moveis e viaveis
(Garner et al., 1997; Thomas et al., 1998). Em garanhdes, uma relacdo entre
fungdo mitocondrial, motilidade e as caracteristicas das velocidades tém sido
observada (Papaioannou et al., 1997; Love et al., 2003).

Foi verificado em citometria de fluxo usando as sondas fluorescentes
SYBR-14, iodeto de propideo e JC-1 que o potencial de membrana
mitocondrial esta correlacionado com os parametros espermaticos ALH, STR e
LIN (Love et al., 2003). A funcionalidade e integridade da mitocondria parecem

ser importantes para a sobrevivéncia do espermatozoide no trato genital
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feminino. Assim sendo, o JC-1 pode ser usado para verificar a despolarizagcéao
da membrana mitocondrial interna e reportar a funcionalidade mitocondrial
(Silva and Gadella, 2006). O JC-1 permite a indentificacdo dos
espermatozoides em graus variados de funcionalidade mitocondrial, ele é
internalizado por todas mitocondrias funcionais e naquelas que apresentam
funcionalidade, a alta concentracdo de JC-1 forma agregados que fluorescem
na cor laranja. Dessa forma, se torna possivel uma classificacdo de
subpopulacdes de espermatozéides com alto, moderado e baixo potencial de
membrana mitocondrial por microscopia de fluorescéncia.

Nesse estrabalho foi considerada como ativada qualquer amostra que
respondeu ao estimulo, ndo fazendo diferenciacdo entre as intensidades de
resposta ou uma classificacdo dos espermatozoides baseada nesse parametro.

A associacdo entre as sondas fluorescentes permitiu a avaliagao
simultanea das células espermaticas para os parametros de integridade de
membrana plasmaética e acrossomal e potencial de membrana mitocondrial. No
presente estudo néo foi verificada diferenca significativa entre o grupo tratado
com dexametasona e o0 controle. Dessa forma, a integridade estrutural e
funcional dos espermatozoides foi mantida indicando que sua capacidade
fertilizante sob esse aspecto permanece intacta.

Assim como o tratamento com antiinflamatorios intra articulares visa
maior seguranca em minimizar os efeitos sistémicos das drogas utilizadas, sua
utilizacdo pela via intra uterina pode propiciar uma alternativa para seu uso em
dose reduzida e aplicacdo Unica. Mas, uma vez que a utilizacdo de antibioticos
intra uterinos permitem maior resisténcia bacteriana, irritacdo do endométrio e
podem interferir com o mecanismo de defesa uterino por reduzir a atividade
fagocitica dos neutrofilos (Davis et al., 1987), para apresentar efetividade na
imunomodulacdo da resposta inflamatoria no (tero apos a cobertura o
tratamento local com dexametasona deve ser melhor explorado.

A partir das informacgdes obtidas no presente trabalho foi constatado que
a integridade, funcionalidade, viabilidade e longevidade dos espermatozoéides
durante o periodo de incubacéo e refrigeracdo foram similares a daqueles que
nao tiveram contato com o diluidor que passou por adicdo de dexametasona.
Dessa forma, estudos futuros sdo necessarios para constatar o efeito da adicédo

de AIES no diluidor sobre a fertilidade e o controle da inflamacé&o uterina apos
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cobertura, pois a concentracdo de dexametasona foi ajustada para provocar
menor prejuizo as caracteristicas seminais, 0 que pode ndo garantir sua
efichcia na prevencédo dos efeitos inflamatorios provocados pelo contato do

sémen com o Utero.
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TRABALHO 2

EFEITO DA DEXAMETASONA NA IMUNOMODULAGCAO DA
REACAO INFLAMATORIA POS-COBERTURA EM EGUAS

E.G. Fioratti, M.A. Alvarenga

RESUMO

A endometrite induzida pela cobertura é uma inflamacao fisioldgica
responsavel pela eliminacdo do excesso de espermatozéides e contaminantes
do atero. Devido a poucas informacgfes referentes a modulacdo da resposta
inflamatoria, o presente trabalho objetivou mensurar o efeito da dexametasona
sobre a concentracdo de neutréfilos e sua funcionalidade no fluido uterino,
achados de ultrassonografia, citologia e fertilidade nas éguas resistentes e
susceptiveis a endometrite pés cobertura. Foram utilizados 3 ciclos estrais
consecutivos de 15 éguas resistentes e 15 susceptiveis a endometrite
persistente pos cobertura, essas foram inseminadas apenas uma vez por ciclo
com 800 x 10° de espermatozoides viaveis. O grupo tratado local teve a dose
inseminante suplementada com dexametasona, o tratado sistémico sofreu
aplicacéo de dexametasona venosa entre 1 e 2 horas anteriores a inseminagao
artificial e o grupo controle ndo sofreu influéncia medicamentosa. No momento
da inseminacdo artificial, 8 e 24 horas apoés, foram realizadas imagens
ultrassonograficas do Utero e coletadas amostras de citologia endometrial
exfoliativa. Oito e 24 horas ap0s a cobertura foram colhidas amostras do fluido
acumulado no limen uterino para analise. As éguas susceptiveis acumularam
guantidade de liquido no limen uterino visualizado por ultrassonografia 2 vezes
maior (p<0,05), maior concentracdo de neutrofilos dispersos nesse liquido
(p<0,05) e menor recuperacédo embrionaria quando comparadas as resistentes,

porém essa diferenga néo ficou evidente nas amostras citologicas colhidas nos



Taskalle costifica 2 48

trés momentos avaliados (p>0,05) e ndo foi verificada diferenca na
funcionalidade dos neutréfilos uterinos das éguas resistentes e susceptiveis a
endometrite persistente apos cobertura. Os tratamentos com dexametasona
nao foram capazes de interferir na intensidade da resposta inflamatoria, mas
para as éguas susceptiveis, o tratamento com dexametasona local possibilitou
um aumento de 40% na taxa de recupercdo embrionaria e o tratamento
sistémico duplicou o numero de embrides recuperados por ciclo em
comparacao ao grupo controle. Mais estudos devem ser realizados utilizando
um grupo maior de animais para que os resultados do presente trabalho sejam

melhor compreendidos.
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1. INTRODUCAO

A resposta primaria do Utero a um agente exogeno se traduz em um
processo inflamatorio que atua delimitando a acdo desse agente agressor. A
inflamacé@o aguda tem duracéo relativamente curta variando de minutos até 2
dias e suas caracteristicas principais sdo a exsudacdo de liquido e proteinas

plasmaticas (edema) e a migracdo de leucdcitos, predominantemente

M-

neutrofilos. A protecdo do organismo conferida pela reacdo inflamatéria
representada pelo exsudato, devido ao aumento da permeabilidade capilar,

D

pela fagocitose (Cotran et al., 1991).

A endometrite induzida pela cobertura, ou seja, exposicdo ao sémen, é
uma inflamacéo fisiologica responsavel pela eliminacdo do excesso de
espermatozoides do trato reprodutivo feminino com o objetivo de preparar o
Gtero para receber o embrido e tornd-lo capaz de manter a gestagdo
(Troedsson et al., 1995a; Troedsson, 1999).

Uma intensa reacdo inflamatoria ocorre entre 4 e 24 horas apds o
contato do sémen com utero (Rigby et al., 2001). Em fémeas com um sistema
de defesa funcional, a maioria dos produtos inflamatérios é removida do Gtero
dentro de 24 a 36 horas apds o inicio do processo (Asbury, 1986; LeBlanc,
2003; Troedsson, 1999). Assim sendo, enquanto muitas éguas conseguem
efetivamente limpar esse excesso de células esperméaticas e de subprodutos
inflamatoérios (éguas resitentes), outras apresentam como caracteristica
principal o processo de limpeza uterina atrasado (éguas susceptiveis)
(Troedsson et al., 1993b).

Eguas susceptiveis a endometrite persistente apdés a cobertura (EPPC)
geralmente sdo animais mais velhos e multiparos que apresentam o Utero
projetado na cavidade abdominal (LeBlanc et al., 1994), alteracdes
inflamatorias crénicas no endométrio (Troedsson et al.,1993a), presenca de
fluido no limen uterino no diestro (Troedsson, 1995), conformagéo perineal
ruim, cérvix anormal, processo de limpeza uterina atrasado decorrente de
contracfes miometriais sub-6timas e falhas no sistema de drenagem linfatica
(Troedsson et al.,1993c) e uma concentracdo aumentada de Oxido nitrico no
fluido uterino luminal (Alghamdi e Troedsson, 2002). Recentemente foi
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demonstrado que a presenca de mais de 2 cm de fluido no Utero durante o
estro é fator de predisposicdo a endometrite apos a cobertura (Bucca et al.,
2008).

A resposta inflamatoria uterina induz a liberacdo de fatores de
quimiotaxia e esses uma rapida migracdo de neutréfilos polimorfunucleares
(PMNSs) para o interior do lamen uterino em um intervalo que pode variar de 30
(Kotilainem et al., 1994; Troedsson, 1997) a 60 minutos apds o contato do
sémen com o Utero (Katila, 1995). Esse processo inflamatorio € caracterizado
pela presenca das células imunes e pela ativacdo do sistema complemento
(Asbury et al., 1982; Troedsson et al., 1993a, Watson et al., 1987).

Essa condicdo inflamatoria persistente pode favorecer a infeccdo do
endométrio das éguas, sendo uma das causas mais importantes e frequentes
de infertilidade e de baixa eficiéncia reprodutiva na criagdo equina (Card, 1997;
Nikolakopoulos & Watson, 1999; Troedsson, 1999). A lutedlise prematura e o
efeito tdxico desse conteddo uterino sobre o0 embrido também sao
responsaveis pela baixa fertilidade nas éguas susceptiveis, podendo afetar
15% dos animais em atividade reprodutiva (Zent & Troedsson, 1998).

Os tratamentos empregados para a EPPC sdo baseados no uso de
agentes ecbdlicos e remocdo mecéanica do contetudo uterino; em algumas
situacdes além de serem pouco eficientes podem resultar em agravamento dos
sinais clinicos e baixas taxas de prenhez com substanciais perdas econémicas
se nao forem devidamente utilizados. Varios protocolos de tratamento séo
atualmente utilizados visando controlar a EPPC em éguas susceptiveis, mas
nenhum deles tém sido completamente eficaz. Fumuso et al (2003)
demonstram a diferenca na expressdo de interleucinas (IL) entre éguas
resistentes e susceptiveis a EPPC, posteriormente Fumuso et al (2006)
encontraram um método de imunomodular a resposta inflamatéria em éguas
susceptiveis a EPPC diminuindo a expressdao de interleucinas pro-
inflamatorias. Trabalhos recentes demonstraram o potencial preventivo dos
corticéides na imunomodulagéo desse processo inflamatorio e na melhora das
taxas de prenhez em éguas sub-férteis (Dellaqua et al. 2006; Bucca et al.,
2008).
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Devido a poucas informacdes referentes a modulagdo da resposta
inflamatoria, o presente trabalho objetivou mensurar o efeito da dexametasona
sobre a concentracéao de neutrofilos e sua funcionalidade no fluido uterino livre,
achados de ultrassonografia, citologia e fertilidade nas éguas resistentes e

susceptiveis a EPPC.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Selecao dos animais

Foram selecionadas 15 éguas entre 14 e 18 anos de idade, com
historico de acumulo de fluido intra uterino apds a cobertura determinado por
ultrassonografia, baixa taxa de fertilidade, pobre conformacéo perineal e Gtero
projetado na cavidade abdominal. As éguas selecionadas para compor 0 grupo
das resistentes (n=15) variavam entre 4 e 8 anos de idade, ndo apresentavam
historico de acumulo de liquido, queda na taxa de fertilidade ou alteracdes
anatbmicas acima citadas. A caracteristica principal das éguas resistentes foi a
de ndo apresentar acumulo de liquido no limen uterino passadas 48 horas da

cobertura e historico de queda nos indices de fertilidade.
2.2. Colheita de sémen e preparo das doses inseminantes

Foi realizada colheita de sémen com auxilio de uma vagina artificial
(modelo Botucatu), regulada individualmente para cada garanh&o no momento
da colheita. Imediatamente ap6s a obtencdo do sémen e a retirada da fracao
gel por filtracdo foi realizada uma diluicdo com produto comercial a base de
leite desnatado (Botu-semen®) na proporcdo de 1:1, sempre foi utilizado o
mesmo diluidor para todas as amostras de sémen utilizadas. ApdOs essa
diluicdo prévia, a motilidade subjetiva foi obtida por microcopia Optica em
aumento de 200 vezes e a concentracdo foi mensurada com uso da camara de
Neubauer, realizado esse processo foi separada uma dose contendo 800 x 10°

de espermatozoides moveis. Essa dose inseminante foi rediluida até um
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volume fixo final de 30mL para os grupo controle (C) e tratado sistémico (TS),
para o grupo tratado local (TL) o diluidor da segunda diluic&do foi suplementado
com 2mg de dexametasona e essa amostra foi ressuspendida até o volume de
30mL para garantir uma concentracao final constante de 0,067mg/mL de

dexametasona conforme descrito por Fioratti et al. (2008).

2.3. Inseminacdes artificiais

Tanto as éguas resistentes como as susceptiveis foram inseminadas em
ciclos estrais consecutivos com 0 mesmo garanhdo. O primeiro ciclo ndo sofreu
nenhuma influéncia medicamentosa, sendo por isso considerado como ciclo
controle; no segundo ciclo foi adicionado ao sémen 2mg de dexametasona (TL)
e no terceiro ciclo, no intervalo entre 1 e 2 horas previamente a inseminacéo
artificial foi aplicado por via endovenosa 40 mg de dexametasona (TS).

Ao se detectar um foliculo de 35mm e um edema uterino compativel as
eéguas tiveram as ovulacoes induzidas com 1mg de acetato de deslorelina (1.M.)
e cada animal foi entdo inseminado apenas uma vez por ciclo com o numero de
espermatazoides e o volume total previamente estabelecido, nos ciclos em que
a ovulacdo ndo ocorria dentro do periodo desejado as colheitas eram

descartadas e o ciclo estral desconsiderado.

2.4. Colheita e processamento do material uterino

Apos a higienizagéo da regido perineal foi realizada uma citologia uterina
exfoliativa imediatamente anterior, 8 e 24 horas apos, a inseminagéao artificial.
As coletas eram feitas com auxilio de um aparelho para coleta de citologia
uterina equina que tinha a fungéo de proteger a escova ginecoldgica do contato
com o ambiente vaginal e cervical da fémea e facilitar sua entrada no utero
conforme descrito por Alvarenga e Ilwana de Matos (1990). As laminas
confeccionadas dessas coletas foram secadas em temperatura ambiente e
coradas com a utilizacdo do corante Panoético Rapido (Laborclin, Brasil). A

leitura das amostras foi feita em microscopia 6ptica em aumento de 1000x
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(imersdo) considerando a porcentagem de neutrofilos/100 células de forma
aleatoria.

Oito e 24 horas apos a inseminagéo artificial, foram realizados exames
ultrassonograficos para se detectar a presenca de fluido acumulado no limem
uterino na regido da bifurcacdo dos cornos uterinos. Nesses mesmos
momentos, a secre¢do uterina foi coletada através de um tampé&o de algodéo
(absorvente feminino modelo mini da marca OB® - Johnson & Johnson),
utilizando um aplicador especialmente preparado de aco inox. Afim de facilitar a
remocdo desse tampao de algoddo, o mesmo teve seu puxador aumentado
com fio cordoné grosso estéril, permanecendo 5 cm abaixo da comissura
ventral da vulva, todo esse material foi manipulado sobre pano cirdrgico
esterelizado com luvas cirurgicas.

A retirada do tampdo foi realizada apdés 30 minutos através da
introducdo da méo enluvada via vaginal e da tragédo do fio cordoné, mantendo-o
protegido contra o contato com o canal vaginal da égua. Imediatamente apoés a
retirada do tamp&o do interior do Utero ele foi colocado em seringa estéril e
pressionado até liberar o liquido absorvido em um tubo estéril graduado. A
partir dessa amostra, uma aliquota foi separada para obtencdo da
concentragdo de neutrofilos/mL em camara de Neubauer e microscopia Optica,
outra amostra foi separada para realizacdo dos testes estimulado e né&o
estimulado do NBT (tetrazolium nitroblue, Sigma-Aldrich) e verificar a

capacidade de fagocitose dos neutrdfilos.
2.5. Teste de fertilidade

A colheita de embrido foi realizada 8 dias apds a verificacdo da ovulagéo
e o resultado foi considerado positivo quando constatada a recuperacéo
embrionaria apds lavados uterinos com ringer lactato (Halexstar, Brasil).

2.6. Anélise estatistica

Para os parametros medicao da coluna de liquido acumulado na area da
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bifurcacdo uterina, volume recuperado e concentracdo de neutrofilos nesse
fluido foram realizadas analises de covariancia para as resposta no tempo 24
horas para estudar o efeito do tratamento e da classe das éguas (resistentes e
susceptiveis), considerando a resposta no tempo 8 horas como variavel
auxiliar. Devido a grande disperséo dos valores obtidos para a concentracdo de
neutréfilos no fluido uterino, esses tiveram que ser transformados em escala
logaritmica para tornar os dados mais homogéneos. O teste do NBT teve seus
valores transformados em arcoseno da raiz quadrada da propor¢cao neutroéfilos
positivos para a presenca de formazan (depoésito do corante no citoplasma)
num total de 100 neutrdfilos. Para se analisar os dados obtidos a partir do
exame citolégico foi usada a analise de covariancia, utilizando as medidas do
tempo zero como variavel auxiliar. Para os dados de prenhez foi utilizada a
analise de regressao logistica para investigar o efeito do tratamento e classe
dessas éguas.

Todos os parametros foram analisados com nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS

A concentragéo de neutrdfilos no fluido uterino das éguas resistentes foi
significativamente menor do que a das éguas susceptiveis (p<0,0001) nos dois
momentos avaliados, independente dos tratamentos empregados. Realizando
uma comparagao entre os grupos controle, tratado local e tratado sistémico nédo
foi encontrada diferenca (p>0,05) na concentracdo de neutrdéfilos as 8 e as 24
horas ap0s a inseminacao artificial para as éguas resistentes e susceptiveis a
EPPC (tabela 1). Porém, ao longo do tempo, nas resistentes a diminuigdo da
concentragdo de neutréfilos foi menor para aquelas éguas submetidas ao
tratamento local (p<0,05) e nas susceptiveis foi observado que o tratamento
sistémico propiciou uma menor redugdo na concentragdo de neutrofilos ao

longo do tempo (p<0,05) (tabela 2).
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Tabela 1. Valores médios + desvios padrdo da concentracdo de neutrofilos/ mL
de fluido uterino recuperado de éguas resistentes e susceptiveis apés a

inseminacéao artificial.

Concentragcao (PMNs*/mL)

Resistentes Susceptiveis

8 hs 24 hs 8 hs 24 hs

C 22,56+22,73% 2,62+1,5% 7228,17+13692,65° 1718,67+1860,19"
TL 22,73+12,71% 12,28+21,2® 4548,2045413,19°  2488,27+3343,36"

TS 13,82+9.46% 3,53+2,22%® 5846,5+6115,77°  4992,5+3891,23"

2P| etras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p>0,05). C, controle; TL,

tratado local; TS, tratado sistémico. PMNs*, milhdes de neutroéfilos.

Tabela 2. Porcentagem de reducédo de neutréfilos entre os momentos 8 e 24
horas apds a inseminacdo artificial de éguas resistentes e susceptiveis a
EPPC.

% de Reducao de PMNs

Resistentes Susceptiveis
C 88,42 76,22
TL 46,0° 45,32
TS 74 5P 14,6°

2’| etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p>0,05). C, controle; TL,
tratado local; TS, tratado sistémico. % Reducdo, porcentagem de reducao de neutrdéfilos entre

0s momentos 8 e 24 horas ap6s a inseminagéo artificial.
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A maior concentracao de neutrdfilos livres no fluido uterino foi observado
para as éguas susceptiveis, contudo a presenca deles nas amostras de
citologia exfoliativa uterina ndo demonstrou diferenca na resposta inflamatoria
entre as éguas resistentes e susceptiveis a EPPC (p>0,05). Ainda, nao foi
observado (p>0,05) efeito dos tratamentos nos resultados obtidos pela citologia
uterina colhida das éguas resistentes e susceptiveis durante as primeiras 24

horas apés a cobertura (figura 1 e 2).
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Figura 1. Porcentagem de neutréfilos observados em exame citolégico ao

longo do tempo analisado para as éguas resistentes a EPPC.
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Figura 2. Porcentagem de neutrofilos observados em exame citolégico ao

longo do tempo analisado para as éguas susceptiveis a EPPC.
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Nenhuma diferenca de funcionalidade foi constatada (p>0,05) quando os
neutrofilos retirados do Utero de éguas resistentes e susceptiveis, tratadas oou
ndo com dexametasona, foram submetidos aos testes estimulado e né&o

estimulado do NBT nos momentos 8 e 24 horas apo0s a cobertura (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de neutrofilos uterinos funcionais colhidos 8 e 24 horas
apos a inseminacao artificial de éguas resistentes e susceptiveis a endometrite

persistente pos cobertura.

8 horas 24 horas

NE E NE E

Resistentes 81,8 + 8,8% 68,0 +11,4* 79,8+9,7° 69,3 +10,7%

Susceptiveis 82,4+10,1* 70,0+115* 815%9,8% 71,4+ 11,82

% Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p>0,05). NE; teste ndo

estimulado do NBT. E; teste estimulado do NBT.

Na avaliacdo do contetudo uterino por ultrassonografia foi constatado que
as éguas resistentes apresentavam diferenca significativa quando comparadas
as susceptiveis (p<0,0003) em relacdo a presenca e quantidade de liquido
acumulado na regido da bifurcacdo dos cornos uterinos, onde as éguas
susceptiveis sempre apresentavam maior acumulo de liquido do que as
resistentes.

Nas éguas susceptiveis que foram submetidas ao tratamento sistémico
foi verificado que com o passar do tempo a reducdo de liquido acumulado foi
maior quando comparado aos grupos controle (p<0,002) e tratado diluido
(p<0,05), dados apresentados na tabela 4.

Para o parametro volume de liquido recuperado, as éguas susceptiveis
apresentaram maior colecdo de exsudato (p<0,0002) no limen uterino (figura
3) nos dois momentos de avaliagdo. Os tratamentos com dexametasona n&o

foram suficientes para provocar diminuicdo desse volume recuperado,



Taskalle costifica 2 58

entretanto, o tratamento com dexametasona local proporcionou uma tendéncia

em diminuir o volume de fluido recuperado nas éguas susceptiveis (p=0,0585).

Tabela 4. Valores médios (mm) e porcentagem de reducdo (%) da altura da
coluna de liquido acumulado na regido da bifurcagdo uterina de éguas
susceptiveis a endometrite persistente pés cobertura 8 e 24 horas apds a

inseminacéao artificial.

Susceptiveis

C TL TS
8 20,36 + 5,877 18,4 + 8,73° 13,41 + 11,872
24 17,98 + 7,622 16,14 + 7,48° 8,98 + 6,672
Reducéo 11,69% * 12,28% A 33,04% ©

2A% etras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa (P < 0.05). C,

grupo controle; TL, grupo tratado local; TS, grupo tratado sistémico.

A fertilidade foi aferida pela taxa de recuperacdo embrionaria no oitavo
dia apo6s a ovulacdo, somente foram utilizados para o experimento os ciclos
estrais com uma inseminagao artificial. As taxas de recuperagdo embrionaria
nao diferiram entre as éguas resistentes e suceptiveis independente dos
tratamentos empregados (p>0,05). Os dados da recuperagdo embrionaria
estao expostos na figura 4.

Para a classe de éguas resistentes a EPPC foram realizados 45 lavados
onde se recuperou 33 embrides, que correpondem a 76,74% de resultado
positivo. Em contrapartida, para as éguas susceptiveis foram recuperados 21

embrides de 43 lavados, que representam uma produtividade de 48,83%.
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Figura 3. Média dos valores do volume de fluido uterino recuperado (mL) pelo
tampéo de algodéo as 8 e as 24 horas apds a inseminacao artificial de éguas
resistentes e susceptiveis a endometrite persistente pos cobertura. C, grupo

controle; TL, grupo tratado local; TS, grupo tratado sistémico.

Figura 4. Porcentagem de embries recuperados de éguas resistentes e

susceptiveis a endometrite persistente pds cobertura (p > 0,05).
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4. DISCUSSAO

No presente experimento foi observado no exame ultrassonogréafico que
as eguas susceptiveis acumulam praticamente o dobro da quantidade de
liquido no interior do Utero quando comparadas as éguas resistentes, tanto as 8
como as 24 horas apdés a inseminacdo artificial, dados que diferem dos
encontrados por Troedsson & Liu (1992) que verificaram que ao passar por um
desafio bacteriano as éguas susceptiveis apresentaram acumulo de fluido no
Utero 6 vezes maior do que as éguas resistentes, talvez porque esse tipo de
desafio seja capaz de provocar uma exsudagdo mais intensa do que aquela
vista em resposta a presencga do sémen.

Assim como observado por Dellaqua (2004) a terapia com corticoide
nao foi capaz de diminuir o acumulo de fluido intra uterino, discordando das
observagbes de Bucca et al. (2008). Porém, a dexametasona sistémica foi a
que provocou uma maior reducédo do fluido acumulado das 8 para as 24 horas.

Foi observado neste estudo que as éguas resistentes apresentaram
menor concentracdo de neutréfilos no fluido uterino do que as éguas
susceptiveis a EPPC, discordando dos relatos de Liu et al. (1986) e Williamson
et al. (1987). Apesar das éguas resistentes e susceptiveis apresentarem
diferentes concentracbes de PMNs no pico da inflamacdo, com o passar do
tempo a concentragdo de neutrofilos no lumen uterino de ambas dimimuiu,
observagfes condizentes com as de Katila (1996). Porém, a concentracdo de
PMNs ainda se mantem maior para as éguas susceptiveis 24 horas apés a
inseminacao artificial, concordando com os achados de Katila (1995).

O tratamento local com dexametasona nas éguas resistentes permitiu
similar influxo de neutréfilos para o limen uterino e, ao contrario do esperado,
ndo permitiu reducdo na concentracdo neutrofilica correspondente aquela
observada no grupo controle. Entretanto, o tratamento sistémico proporcionou
uma concentracao de neutrofilos as 8 horas apds a cobertura 1,6 vezes menor
em comparacao ao grupo controle, mas as 24 horas os valores encontrados
foram similares.

Nas éguas susceptiveis os tratamentos com dexametasona diminuiram

numericamente a migracao de neutréfilos para o limen uterino 8 horas apos a
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cobertura. Porém, 24 horas ap0s a cobertura, o grupo que nao foi submetido a
gualquer tratamento apresentou menor quantidade absoluta dessas células,
pois o tratamento sistémico retardou o processo de reducdo do numero de
neutrofilos entre 8 e 24 horas ap0s a cobertura. Entretanto, o numero de
animais usados no estudo impede que essa diferenca numérica seja
estatistica.

A presenca de um agente agressor no Utero provoca um continuo
recrutamento de neutréfilos para seu interior (Liu et al., 1986; Troedsson,
1999), portanto a heterogenicidade populacional pode comprometer a
verificagdo da funcionalidade desses neutrofilos uterinos, pois Watson et al.
(1987) observaram que os neutrdfilos oriundos do Utero sdo mais efetivos na
fagocitose do que aqueles derivados do sangue por ja estarem ativados no
atero inflamado, porém Asbury et al. (1982) relataram que o fluido uterino das
éguas susceptiveis provoca uma diminuicdo da capacidade opsonizante dos
neutrofilos. Cheung et al. (1985) e Liu et al. (1986) relataram diferencas na
capacidade de migracdo e fagocitose de neutréfilos de éguas resistentes e
susceptiveis, mas observaram que o0s neutrofilos da corrente sanguinea
possuem a mesma competéncia funcional para as duas classes de éguas, fato
também observado por Dell'agqua (2004) quando realizou o teste do NBT
(nitroblue tetrazolium) n&o estimulado.

Para se verificar a funcionalidade neutrofilica, representada por sua
capacidade fagocitica, no presente estudo foi realizado o teste do NBT em
neutroéfilos retirados diretamente do fluido uterino apds sua coleta. Apesar da
heterogenicidade populacional a capacidade fagocitica dessas ceélulas né&o
apresentou diferenca entre as éguas consideradas resistentes e susceptiveis a
EPPC, discordando dos achados de Dell'aqua (2004) que verificou diferenca na
fungcdo dos neutrofilos da circulagdo sanguinea quando utilizou o teste do NBT
estimulado. Os tratamentos com dexametasona também n&o influenciaram a
fungéo desses neutrofilos, concordando com o observado por Dell'agua (2004).

Existem varios modos de interpretacdo das amostras citologicas
coletadas do utero e métodos para sua coleta. No presente trabalho foi
realizada a citologia exfoliativa com utilizagdo de escova ginecoldgica e a
classificacdo do processo inflamatorio foi obtida pela relacdo entre células
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endometriais e neutrofilos, conforme relatado por Alvarenga e lwana de Matos
(1990). A porcentagem de neutrdéfilos presentes em uma amostra de citologia
endometrial € usada para determinar o grau da inflamacao presente no utero.
Foi utilizada a classificacdo apresentada por Brook (1993) onde a presenca de
menos do que 5% de PMNs indica um endométrio ndo inflamado, de 5 a 15%
uma inflamacdo média, de 15 a 30% uma inflamacdo moderada e acima de
30% uma inflamacé&o severa. Porém, a presenca de qualquer outro tipo celular
ou de microrganismos era sempre pesquisada.

Os parametros citologicos apresentados por éguas ndo cobertas se
assemelham aqueles apresentados apds a cobertura por éguas resistentes a
endometrite no intervalo de 24 a 96 horas, uma vez que ha uma pequena
populacdo de neutrofilos residentes no uUtero (Brook, 1993; Kotilainem et al.,
1994). Para éguas cobertas, o pico inflamatério apos a cobertura é alcancado
anteriormente a 24 horas, nesse periodo a citologia apresenta resultado
semelhante a inflamacdo ativa, fato observado utilizando-se a técnica de
lavado uterino com pequeno volume (Card et al., 2004) e por citologia
exfoliativa, nesse experimento foi verificada alta porcentagem de neutroéfilos no
momento considerado como pico inflamatério, 8 horas e, as 24 horas onde
essa relacdo neutrofilos/ células endometriais ainda indicava um processo
inflamatorio ativo.

Kotilainen et al. (1994) relataram que em éguas resistentes ndo haviam
neutrofilos presentes na citologia obtida pela técnica de lavado uterino com
pequeno volume, mas outros autores relataram um baixo percentual de
neutrofilos no mesmo tipo de animal (Card et al.,, 2004; Nikolakopoulos e
Watson, 2000), indicando desacordos na competéncia da técnica. No presente
trabalho, por citologia endometrial exfoliativa foi constatada a presenca de
neutréfilos anteriormente a inseminacdo artificial tanto para as eéguas
resistentes como para as susceptiveis. Porém, todas as éguas resistentes
apresentaram citologia compativel com o aceitavel para o estro enquanto
algumas das éguas susceptiveis apresentavam, nesse mesmo periodo, mais
do que 5% de neutrdfilos, indicando inflamacdo ativa, pois segundo Card
(2005), a presenca de mais do que 5% de neutrdfilos indica que a inflamagéo

endometrial esta ativa, no presente estudo apenas duas éguas susceptiveis
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apresentaram inflamacdo (<15% de PMNSs) anteriormente a inseminacao
artificial, mas sem acumulo de liquido no lumen uterino.

Eguas com evidéncia de inflamacdo na avaliagdo citoldgica e
contaminacao bacteriana apresentaram menores taxas de prenhez, apesar da
pequena correlacdo entre esses testes. Ambas, citologia endometrial e cultura
bacteriana sdo métodos diagndsticos utilizados para identificar as éguas com
endometrite, pois as taxas de prenhez diminuem quanto maior a inflamacéo e a
infecgcdo (Riddle et al., 2007). Entretanto, a citologia endometrial identificou
duas vezes mais éguas com endometrite do que a cultura bacteriana, fato
similar ao observado por Digby & Ricketts (1982), que relataram que 91% das
éguas com evidéncia clinica de endometrite persistente apresentaram citologia
compativel, mas somente 45% das amostras foi positiva na cultura. Assim
sendo, o presente trabalho focou com maior atencdo os achados citolégicos
nos momentos avaliados, pois o perfil da resposta inflamatéria tracado atravées
da citologia endometrial exfoliativa foi semelhante para as éguas resistentes e
susceptiveis a EPPC, uma vez que a relacdo neutréfilos/células endometriais
apresentou semelhante reducéo ao longo do tempo para as duas classes de
éguas. Assim como observado previamente por Dellaqua (2004), os
tratamentos com dexametasona nédo foram capazes de modificar a relagao
entre neutrofilos e células do endométrio para nenhum tipo de égua ou
tratamento.

As taxas de prenhez sao inversamente proporcionais a intensidade da
inflamac@o endometrial, em éguas sem processo inflamatério estabelecido as
taxas de prenhez séo 1.3 e 3 vezes maiores quando comparadas com aquelas
eéguas que apresentaram inflamacdo moderada e severa, respectivamente
(Riddle et al., 2007). No presente trabalho foram encontradas taxas de
recuperacdo embrionaria para éguas resistentes de 73.33% e para éguas
susceptiveis 33.33%, demonstrando que a persisténcia da inflamacéo aléem das
24 horas apo0s a cobertura é prejudicial a fertilidade dos animais.

Nas éguas resistentes, ndo foi constatada grande diferenca na
recuperacdo embrionaria ao se empregar os tratamentos, concordando com
Dellaqua et al (2006). Porém, para as éguas susceptiveis, o tratamento com

dexametasona local possibilitou um aumento de 40% na recupercéo
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embriondria e o tratamento sistémico duplicou o numero de embrides
recuperados por ciclo em comparagdo ao grupo controle, porém o numero de
animais utilizados provavelmente ndo permitiu evidenciar diferenca estatistica e
corroborar os achados de Dell’'aqua et al. (2006) e Bucca et al. (2008), os quais
observaram aumento no indices de fertilidade dos animais tratados com anti-
inflamatorios esterodides pela via sistémica.

As diferencas entre os tratamentos local e sistémico podem ser
explicadas pelo ajuste da dosagem, uma vez que a suplementacdo no diluidor
corresponde a dose maxima de dexametasona nao deletéria aos
espermatozoides, podendo ter sido insuficiente para a modulacdo da resposta
inflamatoria uterina.

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem afirmar que nas
eéguas susceptiveis a intensidade da resposta inflamatoéria uterina pos cobertura
€ maior, pois elas apresentam maior acumulo de liquido intra uterino
visualizado por ultrassonografia e maior concentracdo de neutréfilos nesse
fluido. Contudo o exame citolégico até 24 horas ap0s a cobertura € incapaz de
diferenciar as éguas susceptiveis das resistentes a EPPC.

A utilizacéo sistémica da dexametasona proporcionou efeito benéfico na
reducdo do liquido acumulado no interior do Utero e principalmente na

recuperacédo embrionaria.
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TRABALHO 3

EFEITO DA DEXAMETASONA NA CONCENTRACAO DE
NEUTROFILOS E OXIDO NITRICO NO FLUIDO UTERINO DAS
EGUAS

E.G. Fioratti, M.A. Alvarenga
RESUMO

A endometrite induzida pela cobertura é uma inflamacéo fisiolégica que
serve para eliminar o excesso de sémen e preparar o Utero para a gestacéo. As
contracbes miometriais sdo de grande importancia para a limpeza uterina,
porém elas séo fortemente influenciadas pelos mediadores inflamatorios, dessa
forma, a atividade miometrial diminuida estd em grande parte relacionada a
presenca de oxido nitrico. O presente estudo objetivou verificar a influéncia da
dexametasona na concentracdo neutrofilica e de 6xido nitrico no fluido uterino
coletado 8 e 24 horas apOs a inseminacao artificial de éguas resistentes e
susceptiveis a endometrite induzida pela cobertura. Para isso foram utilizados 3
ciclos estrais consecutivos de 15 éguas resistentes e 15 susceptiveis, essas
foram inseminadas apenas uma vez por ciclo com 800 x 10° de
espermatozoides viaveis. O grupo tratado local teve a dose inseminante
suplementada com dexametasona, o tratado sistémico sofreu aplicacdo de
dexametasona venosa entre 1 e 2 horas anteriores a inseminacao artificial e o
grupo controle ndo sofreu influéncia medicamentosa. Oito e 24 horas apés a
cobertura foram colhidas amostras do fluido acumulado no l[imen uterino para
verificar a concentracdo de neutréfilos em camara de Neubauer e de oOxido
nitrico pelo método de reacdo colorimétrica de Griess. Nao foi verificada
influéncia dos tratamentos na concentracdo neutrofilica no fluido recuperado do
Utero das éguas (p>0,05), porém, as éguas susceptiveis apresentam maior
concentracdo dessas ceélulas (p<0,05) quando comparadas as resistentes,

demosntrando a maior intensidade da resposta inflamatdria apds a cobertura.
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Oito horas apdés a cobertura foi verificado que as éguas susceptiveis
apresentam concentracdo de 6xido nitrico superior as resistentes (p<0,05) e
qgue os tratamentos com dexametasona ndo foram capazes de influenciar na
producéo e liberagdo desse mediador inflamatorio. Contudo, 24 horas apos a
cobertura, a concentracdo de 6xido nitrico apresentada pelas éguas resistentes
era semelhante a das susceptiveis (p>0,05), exceto no grupo tratado com
dexametasona local diluida no sémen, pois o contato direto dessa droga com o
endométrio inflamado pode ter sido mais eficiente no combate a producéo
endotelial de Oxido nitrico. Mais estudos s@o necessarios para determinar o

mecanismo de producéo e liberagdo de 6xido nitrico nas éguas.

Palavras-chave: égua, endometrite, dexametasona, 6xido nitrico.
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1. INTRODUCAO

A endometrite induzida pela cobertura é uma inflamacao fisioldgica
responsavel pela eliminagdo do excesso de sémen do trato reprodutivo da
fémea com o objetivo de preparar esse Utero para receber o embrido e torna-lo
capaz de manter uma gestacao (Troedsson et al., 1995a; Troedsson, 1999).
Enquanto a maioria das éguas consegue efetivamente limpar esse excesso de
células espermaticas e de subprodutos inflamatorios do Utero em até 48 horas
(éguas resistentes), outras apresentam como caracteristica principal esse
processo de limpeza uterina atrasado (éguas susceptiveis) (Troedsson et al.,
1993b).

A susceptibilidade a endometrite persistente pés cobertura (EPPC) afeta
entre 10 e 15% das éguas em reproducdo (Zent and Troedsson, 1998),
principalmente doadoras de embrido (Losinno e Alvarenga, 2006). As éguas
susceptiveis geralmente sdo mais velhas e multiparas com o Utero projetado
para a cavidade abdominal (LeBlanc et al., 1994), podem apresentar alteracdes
inflamatorias crénicas no endométrio (Troedsson et al.,1993a), presenca de
fluido no limen uterino no diestro (Troedsson, 1995), conformagdo perineal
ruim, cérvix anormal, processo de limpeza uterina atrasado decorrente de
contragfes miometriais sub-otimas e falhas no sistema de drenagem linfatica
(Troedsson et al.,1993c) e uma concentracdo aumentada de Oxido nitrico no
fluido uterino luminal (Alghamdi e Troedsson, 2002). Além disso, a presenca
superior a 2 cm de fluido no Gtero durante o estro € considerado forte indicador
de predisposicédo a endometrite apds a cobertura (Bucca et al., 2008).

Os espermatozoides no utero sao carreados até o oviduto (4 horas), mas
apenas uma pequena parte deles efetivamente alcangara o oviduto (Bader,
1982; Brinsko et al., 1992; Scott et al., 1995). Concomitante ao transporte
espermatico o excedente de espermatozoides passa a ser eliminado por
contragcdes miometriais, através do cérvix (Katila et al., 2000) ou por fagocitose
pelos neutréfilos polimorfonucleares (PMNSs) (Troedsson et al., 1999).

Nas primeiras 6 horas ap6s o contato com o sémen o Utero responde
com aumento das contacbes miometriais. Entretanto, nas éguas resistentes a

inflamacgéo persistente a atividade muscular uterina continua aumentada entre
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7 e 19 horas ap6s a cobertura. Porém, nas éguas susceptiveis ocorre uma
diminuicdo da atividade contratil que permanece abaixo da linha basal nesse
intervalo (Troedsson et al.,, 1993c). Dessa forma, as contragcdes miometriais
diminuidas dos animais susceptiveis coincide com o0 pico da resposta
inflamatoéria gerada pelos espermatozdides, uma vez que esse pico ocorre
entre 6 e 12 horas apés a cobertura (Katila, 1996).

Outro mecanismo de resposta uterina € a liberagdo de fatores
guimiotaticos pelo endométrio agredido durante a inflamacéo para as células
do sistema imune, resultando em uma rapida migracdo de neutrofilos
polimorfonucleares (PMNs) para o interior do limen uterino que se inicia em
um intervalo que pode variar de 30 (Kotilainem et al., 1994; Troedsson, 1997) a
60 minutos apos o contato do sémen com o Utero (Katila, 1995). Esse processo
inflamatorio € caracterizado pela presenca das células imunes e pela ativacéo
do sistema complemento (Asbury et al., 1982; Troedsson et al., 1993a, Watson
et al., 1987).

A inflamacéo resulta na producao e liberacéo de diferentes mediadores
inflamatorios. Porém, os subprodutos inflamatérios capazes de interferir
diretamente na atividade contrati miometrial sdo as prostaglandinas,
principalmente a do tipo F2a (PGF2a) e o oOxido nitrico (ON), a primeira
aumentando (Cadario et al., 1999) e o segundo diminuindo a atividade da
musculatura uterina (Alghamdi e Troedsson, 2002).

O oxido nitrico € um gas formado através da converséo da L-arginina na
presenca de oxigénio e diversos co-fatores pela acdo da oxido nitrico-sintetase
(NOS) (Knowles et al., 1989; Al Hijji et a., 2001). O ON tem sido identificado
como um importante mensageiro intra e intercelular que controla varios
processos, como o tbnus vascular, a neurotransmissdo, producdo de
horménios, diferenciacdo celular, expressdo génica, a ativagdo de células do
sistema imune e a fisiologia ovariana (Moira et al; 1998), estas acoes
dependem da producao local e da disponibilidade da NOS, ja que o ON ¢
rapidamente consumido (Murad, 1999).

Uma vez que ndo foram observadas diferencas sistémicas nas
concentracbes de ocitocina e a PGF2a entre as éguas susceptiveis e

resistentes apos a inseminacao artificial (Nikolakopoulos et al., 2000a) acredita-
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se gue o ON, por ser um mediador de atividade contratil da musculatura lisa
possa induzir o relaxamento dessa no Utero e por consequéncia provocar
inibicdo das contracdes miometriais (Yallampalli et al., 1993; Hoffmann et al.,
2003; Cameron & Campbell, 1998).

Uma das funcbes de maior importancia do ON na fisiologia reprodutiva é
regular a contratilidade uterina espontanea (Buhimschi et al., 1995). O nivel de
ON sintetizado através da NOS varia de acordo com as diferentes
circunstancias fisiologicas e patoldgicas, causando assim mudancas nos
padrdes dessas contracdes espontaneas (Jablonka-Shariff et a., 1999; Saxena
et al., 2000). Estudos in vitro demonstram a capacidade do ON em diminuir ou
inibir (Yallampali et al., 1993) as contra¢cbes uterinas dependendo da fase do
periodo menstrual ou gestacional em mulheres. O ON inibe a contragdo dos
musculos lisos via ativagcdo da guanilato ciclase, essa enzima se encontra
difundida nas células dos musculos lisos (Buhimschi et al., 1995) e, uma vez
ativada, provoca um aumento nos niveis de cGMP e, conseguentemente,
relaxamento da musculatura lisa (Anggard, 1992).

A enzima que controla a producao do ON foi encontrada sob trés formas
homologas: iINOS (indutora), eNOS (endotelial) e nNOS (neuronal) (Nathan,
1992) que estdo presentes em diferentes tecidos (Saxena et al., 2000). Tanto
na superficie do epitélio glandular como nas células do tecido conjuntivo do
endométrio e miométrio foram identificadas diversas expressdes dessas
enzimas. Além disso, a expressdo da nNOS e eNOS estava presente em fibras
nervosas e a expressado da nNOS e iNOS foi detectada no endotélio vascular e
no masculo liso do utero. No entanto, a expressao da INOS néo foi observada
nas fibras nervosas (Bulbul et al., 2007).

Véarios protocolos de tratamento sdo atualmente utilizados visando
controlar a EPPC em éguas susceptiveis, mas nenhum deles tém sido
completamente eficaz. Fumuso et al (2003) demonstraram a diferenca na
expressao de interleucinas (IL) entre éguas resistentes e susceptiveis a EPPC,
posteriormente Fumuso et al (2006) encontraram um método de imunomodular
a resposta inflamatéria em éguas susceptiveis a EPPC. Trabalhos recentes

demonstraram o0 potencial preventivo dos corticoides na diminuicdo da
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severidade da inflamacdo pos cobertura e melhora das taxas de prenhez em
éguas sub-férteis (Dell’Aqua et al. 2006; Bucca et al., 2008).

O objetivo do presente trabalho foi comparar os niveis de 6xido nitrico 8
e 24 horas apoOs a inseminacdo artificial e verificar sua correlacgdo com a
concentragdo de neutrofilos nos mesmos momentos, além de verificar a
influéncia dos tratamentos com dexametasona local e sistémica na
concentragdo de neutrofilos e Oxido nitrico no fluido acumulado no liamen

uterino.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selegado dos animais

Foram selecionadas 15 éguas entre 14 e 18 anos de idade, com
historico de acumulo de fluido intra uterino apds a cobertura determinado por
ultrassonografia, baixa taxa de fertilidade, pobre conformacéo perineal e Utero
projetado na cavidade abdominal. As éguas selecionadas para compor 0 grupo
das resistentes (n=15) variavam entre 4 e 8 anos de idade, ndo apresentavam
historico de acumulo de liquido, queda na taxa de fertilidade ou alteracdes
anatbmicas acima citadas. A caracteristica principal das éguas resistentes foi a
de ndo apresentar acumulo de liquido no limen uterino passadas 48 horas da

cobertura e histérico de queda nos indices de fertilidade.

2.2. Colheita de sémen e preparo das doses inseminantes

Foi realizada colheita de sémen com auxilio de uma vagina artificial
(modelo Botucatu), regulada individualmente para cada garanh&o no momento
da colheita. Imediatamente apds a obtencdo do sémen e a retirada da fracéo
gel por filtragéo foi realizada uma diluigdo com diluidor comercial a base de leite
desnatado na proporgdo de 1:1, sempre foi utilizado o mesmo diluidor para
todas as amostras de sémen utilizadas. Apos essa diluicdo prévia, a motilidade

subjetiva foi obtida por microcopia Optica em aumento de 200 vezes e a
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concentragdo espermatica foi mensurada com uso da camara de Neubauer,
realizado esse processo foi separada uma dose contendo 800 x 10° de
espermatozoides moveis. Essa dose inseminante foi rediluida até um volume
fixo final de 30mL para os grupo controle (C) e tratado sistémico (TS), para o
grupo tratado local (TL) o extensor da segunda diluicdo foi suplementado com
2mg de dexametasona e essa amostra foi ressuspendiada até o volume de
30mL para garantir uma concentracao final constante de 0,067mg/mL de

dexametasona (Fioratti et al., 2008).

2.3. Inseminacdes artificiais

Tanto as éguas resistentes como as susceptiveis foram inseminadas em
ciclos estrais consecutivos com 0 mesmo garanh&o. O primeiro ciclo ndo sofreu
nenhuma influéncia medicamentosa, sendo por isso considerado como ciclo
controle; no segundo ciclo foi adicionado ao sémen 2mg de dexametasona (TL)
e no terceiro ciclo, no intervalo entre 1 e 2 horas previamente a inseminacéo
artificial foi aplicado por via endovenosa 40 mg de dexametasona (TS).

Ao se detectar um foliculo de 35mm e um edema uterino compativel as
éguas tiveram as ovulagdes induzidas com 1mg de deslorelina (I.M.) e cada
animal foi entdo inseminado apenas uma vez por ciclo com o numero de
espermatazoides e o volume total previamente estabelecido, nos ciclos em que
a ovulacdo ndo ocorria dentro do periodo desejado as colheitas eram

descartadas e o ciclo estral desconsiderado.

2.5. Colheita de material uterino

Oito e 24 horas apoés a inseminacgédo artificial, foram realizados exames
ultrassonograficos para se detectar a presenca de fluido acumulado no limem
uterino. Nesses mesmos momentos, as amostras de fluido uterino foram
obtidas através da introducdo de um absorvente feminino modelo mini da
marca OB® (Johnson & Johnson), utilizando um aplicador especialmente
preparado de aco inox. Afim de facilitar a remogéao desse tampéo de algodéao, o

mesmo teve seu puxador aumentado com fio cordoné grosso estéril,
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permanecendo 5 cm abaixo da comissura ventral da vulva, todo esse material
foi manipulado sobre pano cirtrgico esterelizado com luvas cirdrgicas.

A retirada do tampdo foi realizada através da introdugcdo da mao
enluvada via vaginal e da tracédo do fio cordoné&, mantendo-o protegido contra o
contato com o canal vaginal da égua. Imediatamente apds a retirada do tampéo
do interior do Utero ele foi colocado em seringa estéril e pressionado até liberar
o liquido absorvido em um tubo estéril. A partir dessa amostra, uma aliquota foi
separada para obtencdo da concentracdo de neutrofilos/mL em camara de
Neubauer e microscopia 6ptica, o restante obtido foi submetido a um processo
de centrifugacdo a 3000xg por 10 minutos, para retirada da grande quantidade
de células presentes, e as amostras foram entdo congeladas a temperatura de

—20 °C até o momento da dosagem dos metabolitos do ON.

2.5. Dosagem de 6xido nitrico

A partir da descongelacdo das amostras as concentracdes de nitrato
(NO3) e nitrito (NO3) foram determinadas pelo método da reacgéo colorimétrica
de Griess em um espectofotometro (Multiskan EX Primary EIA V 2.1-0) com
absorbancia de cor em 540 nm para estimar a concentragdo de ON total.

Partindo do principio estabelecido que a congelacdo das amostras nao
muda a concentracdo do ON, as concentracfes de nitrato e nitrito foram
realizadas da seguinte maneira. A primeira reagdo na amostra ocorreu quando
o nitrito forma o sal de diazonium, que reage com o0 segundo reagente para
gerar a cor roxa, para a qual o pico de absorbancia € de 540 nm. Com o
objetivo de reduzir o nitrato a nitrito, uma aliquota de 40 pL da amostra
armazenada foi incubada em mistura contendo 1000 pL de nitrato reductase,
1000 pL do cofator NADPH (5 mg/mL) diluido em agua deionizada e 1000 pL
de PBS (0,5 M). As amostras foram entdo encubadas numa temperatura de
37°C por um intervalo de 14 a 16 horas numa placa de 96 poc¢os. Apos isso, 80
pL do reagente de Griess foi adicionado a amostra. Todas as solu¢des foram
completamente protegidas da luz durante o experimento. A curva padréo para
o nitrito foi diluida em PBS contendo concentragdes variando entre 0,5 a 400
MM. Os valores de absorbéncia adquiridos nas concentracbes pré
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estabelecidas foram usados para construir a curva de dispersdo. A relagéo
entre a absorbancia e a concentragdo seguiram um padréo linear (R2=0.98;
p<0.05).

Dessa forma, foram realizadas as dosagens de nitrito, 0 metabdlito de
menor concentracao e de ON total, ou seja, nitrito e nitrato. As reacbes fazem
com que todo nitrato seja reduzido a nitrito e por medi¢cées desse obtemos a
quantidade total de metabdlitos (NO* e NO*).

2.6. Analise estatistica

Devido a grande dispersao dos valores obtidos para a concentracao de
neutrofilos no fluido uterino, esses tiveram que ser transformados em escala
logaritmica para tornar os dados mais homogéneos, posteriormente foi
realizada a analise de covariancia. As comparacdes entre 0s momentos 8 e 24
horas dentro de cada grupo para as éguas resistentes e susceptiveis e entre
elas em relacdo ao mesmo momento e grupo (C, TL, TS) foram realizadas
utilizando o teste t. Objetivando verificar 0 sucesso dos tratamentos, 0sS
resultados obtidos para as éguas resistentes e susceptiveis no mesmo
momento foi analisado através de ANOVA e teste de Tukey. Para se verificar a
correlacdo entre concentracdo de neutrofilos e de NO nos diversos momentos,
grupos e classes de éguas foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson.

Todos os parametros analisados seguiram o nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS

A concentracdo de neutréfilos no fluido uterino das éguas resistentes foi
significativamente menor do que a das éguas susceptiveis (p<0,0001) nos dois
momentos avaliados, independente dos tratamentos empregados. Realizando
uma comparagao entre os grupos controle, tratado local e tratado sistémico nédo
foi encontrada diferenca (p>0,05) na concentracdo de neutrofilos as 8 e as 24
horas ap0s a inseminacao artificial para as éguas resistentes e susceptiveis a

EPPC (tabela 1). Porém, ao longo do tempo, nas resistentes a diminuicdo da
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concentragdo de neutréfilos foi menor para aquelas éguas submetidas ao
tratamento local (p<0,05) e nas susceptiveis foi observado que o tratamento
sistémico propiciou uma menor redugdo na concentragdo de neutrofilos ao

longo do tempo (p<0,05) (tabela 2).

Tabela 1. Valores médios + desvio padréo da concentracdo de neutrofilos/ mL
de fluido uterino recuperado de éguas resistentes e susceptiveis apos a

inseminacéao artificial.

Concentragao (PMNs*/mL)

Resistentes Susceptiveis
8 hs 24 hs 8 hs 24 hs
C 22,56+22,73%  2,62+15%  7228,17+13692,65°  1718,67+1860,19"
TL 22,73+12,71%  12,28+212°  4548,20+5413,19°  2488,27+3343,36"
TS 13,82+9,46%  3,53:2,22°  5846,5:611577" 4992 5+3891,23"

2% |etras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p>0,05). C, controle; TL,

tratado local; TS, tratado sistémico. PMNs*, milhGes de neutréfilos.

Comparando a concentragdo de ON do fluido uterino das éguas
resistentes e susceptiveis, 8 horas apos a inseminacgéao artificial a concentragéo
de ON estava inferior em todos os grupos das éguas resistentes (p<0,01), mas
24 horas apos a cobertura foi verificada similaridade entre a concentracdo de
ON dos grupos controle e tratado sisttmico das éguas resistentes e
susceptiveis a EPPC (p>0,05).
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Tabela 2. Porcentagem de reducédo de neutréfilos entre os momentos 8 e 24
horas ap0s a inseminacdo artificial de éguas resistentes e susceptiveis a

endometrite persistente pds cobertura.

% de Reducao de PMNs

Resistentes Susceptiveis
C 88,42 76,22
TL 46,0° 45,32
TS 74 5P 14,6°

2P| etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p>0,05). C, controle; TL,
tratado local; TS, tratado sistémico. % Reducéo, porcentagem de reducdo de neutréfilos entre

0s momentos 8 e 24 horas ap6s a inseminacéo artificial.

Para as éguas resistentes nao foi observada diferenca na concentracao
de ON no fluido uterino entre os grupos, entretanto ocorreu um aumento nessa
concentragdo ao longo do periodo avaliado para o grupo controle (p<0,001) e
tratado sistémico (p<0,05), mas para as éguas submetidas ao tratamento local
valores similares entre os dois momentos foram observados (Figura 1). Para as
éguas susceptiveis ndo foram observadas diferengcas na concentracdo de ON
ao longo do tempo independentemente dos tratamentos empregados (p>0,05).

N&o foi observada correlacéo entre as concentracdes de neutrofilo e de
ON, tanto para as éguas resistentes como para as susceptiveis nos 3 grupos
de avaliacdo. Somente no momento 24 horas, para as éguas resistentes, foi
verificada uma leve correlacdo para o grupo controle (r=0,09) e uma correlacao
moderada para o grupo tratado local (r=0,78), porém a confiabilidade adquirida

pela dispersdo dos parametros analisados € pequena (p > 0,05).
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Figura 1. Valores médios para a concentracdo de 6xido nitrico mensurada no
fluido uterino livre de éguas resistentes e susceptiveis para 0s grupos controle
(O©), tratado local (TL) e tratado sistémico (TS) nos momentos 8 e 24 horas

apos a inseminacao artificial.

4. DISCUSSAO

O processo inflamatorio resultante do contato dos espermatozoides com
0 Utero provoca alteracbes de permeabilidade dos vasos sanguineos e
liberacdo de fatores quimiotaticos que resultam em migracdo de neutrdéfilos
para o local agredido (Palm et al, 2006). No presente trabalho foi verificado que
anteriormente a inseminacédo artificial havia pequena presenca de neutrofilos
no limen uterino e apos a introducdo do sémen ocorreu intensa migracao
deles, concordando com Troedsson et al. (2001) que sugeriram que 0S
espermatozoides funcionam como agentes quimiotaticos para 0os PMNSs.
Independente do tratamento empregado ocorreu a migracéo neutrofilica para o
Utero, concordando com os achados de Bucca et al. (2008).

Foi observado neste estudo que as éguas resistentes apresentaram

menor concentracdo de neutréfilos no fluido uterino do que as éguas



Thaballe centifica 3 86

susceptiveis a EPPC, discordando de relatos anteriores onde nao foi
constatada essa diferenca (Liu et al., 1986; Williamson et al., 1987).

Apesar da diferenga no pico da inflamag¢do, onde um maior numero de
neutrofilos sdo encontrados (Katila, 1996), com o passar do tempo a
concentragdo neutrofilica decresceu, tanto para as éguas resistentes como
para as susceptiveis. Mas, mesmo com essa diminuicdo, a concentracdo de
PMNs ainda se manteve maior para as éguas susceptiveis 24 horas apés a
inseminacao artificial, concordando com os achados de Katila (1995).

Considerando que os neutrofilos no uUtero sdo mais efetivos na
fagocitose do que aqueles que permanecem na corrente sanguinea por ja
estarem ativados no utero inflamado (Watson et al., 1987), que o tempo de vida
de um neutrodfilo varia de 12 a 15 horas (Katila, 1996) e que a presenca do
agente agressor no Utero provoca um continuo recrutamento dessas células
(Liu et al., 1986), essa diferenca na migracdo neutrofilica entre as éguas
susceptiveis e resistentes pode ter sido resultante da continua liberacdo de
fatores quimiotaticos que facilitam a migracdo de neutrdfilos para o utero
(Troedsson, 1999), uma vez que as éguas susceptiveis apresentam maior
expressdo de interleucinas pro-inflamatérias apdés a cobertura do que as
resistentes (Fumuso et al., 2003; Fumuso et al., 2006).

O tratamento local com dexametasona nas éguas resistentes permitiu
similar influxo de neutréfilos para o limen uterino e, ao contrario do esperado,
ndo permitiu reducdo na concentracdo dessas células semelhante a vista no
grupo controle. Entretanto, o0 tratamento sistémico proporcionou uma
concentracdo de neutrdfilos as 8 horas ap0s a cobertura 60% menor em
comparacao ao grupo controle, mas as 24 horas os valores encontrados foram
similares.

A dexametasona local n&o conseguiu manter a estabilidade da
membrana vascular e minimizar o influxo de neutrofilos para o Utero,
provavelmente porque sua dose foi ajustada para induzir minimas modificagoes
na estrutura e nas caracteristicas do movimento espermatico, sendo portanto
insuficiente na contencdo da resposta inflamatoria. Por outro lado, a aplicagédo
sistémica pode ter provocado menor liberacéo de fatores quimotaticos como as

interleucinas, semelhante ao que foi observado por Fumuso et al (2006), pois a
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migracao de neutrdéfilos para o limen uterino foi numericamente menor nesse
grupo quando comparado aos grupos controle e tratado local.

Nas éguas susceptiveis os tratamentos com dexametasona minimizaram
a migracdo de neutrofilos em um primeiro momento avaliado conferindo a
imunomodulagdo desejada. Porém, 24 horas apdés a cobertura, 0 grupo
controle apresentou menor quantidade dessas células de defesa. Entretanto, o
namero de animais usados no estudo impede que essa diferenca numérica
seja estatistica. Além disso, foi observado que o tratamento sistémico
proporcionou menor reducdo na concentracdo de neutréfilos ao longo do
periodo avaliado quando comparado com o grupo controle e com o tratado
local. Isso pode ter acontecido porque as éguas susceptiveis apresentam uma
resposta inflamatoria diferenciada, uma vez que sua intensidade e duragcéo séo
maiores.

A utilizacdo da dexametasona nas éguas susceptiveis provoca um
atraso na reducdo da concentracdo de PMNs no fluido uterino ao longo do
tempo provavelmente porque a menor migracao deles na fase inicial induza um
atraso na limpeza uterina, sendo necessario um recrutamento continuo de
neutrofilos, concordando com os achados de Troedsson (1999). Essa diferenca
na resposta uterina pode estar vinculada a maior sensibilidade do Utero aos
sub-produtos inflamatdérios, os corticoides podem ter bloqueado parcialmente a
fosfolipase A, diminuindo a producdo de acido araquidénico, resultando na
menor produgdo dos sub-produtos inflamatérios e menor migragédo neutrofilica.

Confirmando os achados de Bucca et al. (2008) e de Dell'aqua (2004), a
terapia com corticéide nao foi capaz de diminuir significativamente, apesar das
diferencas numéricas, a concentracdo neutrofilica no liquido intra uterino de
éguas resistentes e susceptiveis a EPPC.

Diversos autores constataram diferenca entre as éguas susceptiveis e
resistentes quanto a remocdo mecanica do conteudo uterino devido a
variagdes contrateis do miomeétrio (Reitzenstein et al., 2002; Rigby et al., 2001,
Nikolakopoulos et al., 2000b; Troedsson et al., 1993c). Além de outros fatores,
essa menor atividade do miométrio apresentada pelas éguas susceptiveis esta
relacionada ao relaxamento muscular induzido pelo ON, uma vez que sua alta

concentracao foi responsavel por manter a atividade contratil miometrial abaixo
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da linha basal entre 7 e 19 horas ap6s a cobertura (Troedsson et al., 1993c).
Assim sendo, a maior concentracdo de ON encontrada para as eéguas
susceptiveis 8 horas apds a inseminacao artificial pode ser responsabilizada
pelo atraso na limpeza uterina favorecendo a persisténcia do processo
inflamatorio, concordando com os achados de Alghamdi e Troedsson (2002)
que verificaram, 13 horas ap0s a cobertura, que a concentracdo de ON foi
significativamente menor nas éguas resistentes do que nas susceptiveis.

Foi constatado no presente trabalho que as éguas susceptiveis
mantiveram altas concentracfes de ON durante as primeiras 24 horas apos a
inseminacdo, esse fato deve estar relacionado ao elevado numero de
neutroéfilos dispersos no limen uterino, uma vez que essa é uma caracteristica
marcante no utero inflamado dos animais com EPPC (Kotilainen et al., 1994), ja
gue esse tipo de célula possui a capacidade de produzir ON (Wheeler et al.,
1997; Alghamdi et al., 2005).

O uso da dexametasona local ou sistémica nao foi capaz de minimizar a
producéo e liberacdo de ON durante as primeiras 8 horas apds a cobertura em
comparacao com o grupo controle. Entretanto, nas éguas resistentes apos 24
horas da cobertura o tratamento com dexametasona local foi eficiente em
manter a concentracdo de ON similar aquela encontrada as 8 horas. Uma vez
gue a iNOS foi detectada no endotélio vascular e na musculatura lisa do utero
(Bulbul et al., 2007) e a dexametasona provoca a “downregulation” da sua
expressao e, por consequénciua, uma diminuicdo na producdo de ON no tecido
endotelial (Ganster & Geller, 2000), o contato direto dessa droga com o
endométrio inflamado pode ter sido mais eficiente no combate a producéo
endotelial de ON.

Nas éguas resistentes ocorreu uma elevacédo da concentragdo de ON no
transcorrer do periodo avaliado. Sendo o ON um subproduto inflamatério sua
maior producdo deveria ser compativel ao pico da inflamacéo, esse achado
estd em desacordo com os resultados obtidos por Katila (1996) que descrevem
como pico da inflamacdo o intervalo entre 6 e 12 horas apds a cobertura. O
aumento na concentracdo de ON observado as 24 horas foi um achado
inesperado uma vez que grande parte dele € produzida pelos neutréfilos que
estéao no fluido uterino (Wheeler et al., 1997). Concordando com os achados de



Thaballe cientifica 3 89

Katilla (1996) nossos resultados também demonstram uma diminuicdo da
concentragdo de neutréfilos ao longo desse periodo, portanto seria esperado
uma diminuicdo na concentragdo de ON concomitante a diminuicdo do
processo inflamatorio.

Apenas recentemente a presenca de diferentes isoformas da NOS foi
relatada no endométrio equino (Welter et al., 2004; Alghamdi et al., 2005) e o
ON produzido no endométrio pode ter um efeito sobre o miométrio subjacente
em qualquer fase do ciclo estral (Cameron & Campbell, 1998), assim sendo,
possivelmente o aumento verificado na concentracdo de ON ndo seja de
responsabilidade dos neutrdéfilos, mas sim de outras células endometriais ou do
sistema imune que estéo infiltradas no endométrio.

De acordo com Alghamdi et al. (2005) todas as isoformas que controlam
a producdo de ON foram expressadas 13 horas ap0s a inseminacéao artificial,
porém em quantidade e localizacdo diferentes, sendo que a expressdo da
INOS foi maior em éguas susceptiveis. Essa maior expressdao em éguas
susceptiveis pode explicar a maior concentracdo de ON livre no fluido uterino
dessas éguas 8 horas ap0s a cobertura quando comparadas as éguas
resistentes. Uma expressao tardia dessa enzima pode ser a responsavel pelo
aumento de ON 24 horas ap0s a inseminacdo em éguas resistentes, estudos
futuros seriam necessarios para verificar a presenca das isoformas da NOS no
tecido uterino ou nas células inflamatorias nele infiltradas as 8 e as 24 horas
apos a cobertura e confirmar a diferenca na expressédo dessas enzimas entre
as éguas resistentes e susceptiveis nesses momentos.

Embora os neutrdfilos infiltrados no endométrio ndo demonstrem a
capacidade de produzir ON por ndo exibirem nenhuma isoforma da NOS, a
possibilidade de outras células de defesa presentes no endométrio contribuirem
na sua producéo ndo pode ser excluida (Alghamdi et al., 2005).

Outro fato que deve ser levado em consideracdo € que in vitro a sintese
de ON pelo tecido endometrial equino € maior na fase lutea (Costa et al.,
2007). O aumento na producdo de ON na fase latea pode ser explicado pela
atividade enzimatica da ciclooxigenase (COX) (Salvemini et al., 1993;
Skarzynski et al., 2000). Portanto, o aumento da sintese de ON pelo

endométrio equino durante a fase litea pode também sugerir a participacdo do
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ON na regulagéo do fluxo sanglineo e liberacdo de prostaglandinas no utero
(Schmidt et al., 1992).

A expressao da eNOS no miométrio equino em todo o ciclo estral pode
também sugerir um papel fisiologico semelhante ao da mulher e das ratas. O
ON no miométrio da égua pode estar provocando a quiescéncia uterina para
preparar o Utero para a gestacdo (Costa et al., 2007). Uma possivel explicagdo
para o aumento do ON no fluido uterino livre nas éguas resistentes é a
preparacdo do endométrio para receber o embrido, uma vez que, para essas
eguas, 24 horas ap0s a cobertura o processo inflamatorio esta praticamente
finalizado e o Utero estaria iniciando as modificagbes necessarias para a
manutencao de uma gestacgao.

Finalmente podemos concluir que a concentracdo neutrofilica no lamen
uterino das éguas resistentes € inferior a das susceptiveis e que a utilizacdo da
dexametasona local e sistémica ndo foi capaz de minimizar o influxo de
neutrofilos apds a cobertura. Para as éguas susceptiveis, a administracéo
sisttmica de dexametasona foi responsavel pelo atraso na reducédo da
concentracao neutrofilica entre 8 e 24 horas apés a cobertura.

As éguas susceptiveis apresentaram maior concentracdo de Oxido
nitrico no fluido uterino 8 horas apds a inseminacdo artificial quando
comparadas as resistentes e mantiveram valores similares de concentracao até
as 24 horas. Entretanto, as éguas resistentes demonstraram aumento na
concentragdo de ON das 8 para as 24 horas ap0s a inseminacéo artificial.

Mais estudos sao necessarios para determinar as razdes do aumento na
concentracdo de ON 24 horas ap0s inseminacgao artificial em éguas resistentes,
pois aparentemente este aumento parece estar mais relacionado com outras
células presentes no endométrio do que com a presenca das células

inflamatérias livres no fluido acumulado no limen uterino.
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A acidez do ambiente uterino € deletéria ao movimento espermatico,
mas é uma condicdo reversivel, ao contrario do prejuizo causado por um
ambiente alcalino (MAKLER et al.,1981). Da mesma forma, mudancas
osmoticas provocam reducgdo da motilidade espermatica irreversivel (CRINCH
& JEQUIER, 1978). O espermatozoide equino apresenta baixa tolerancia as
variacbes de osmolaridade, e por essa razdo, o diluidor para o sémen deve
apresentar uma pressao osmaotica compativel a apresentada pelo ejaculado e o
valor do pH deve ficar ao redor da neutralidade (BALL & VO, 2001).

As suplementagbes com diversos AIES realizadas nesse estudo
mantiveram o pH dos diversos meios extensores entre 6,63 a 6,95 e a
osmolaridade permaneceu entre 351 e 392 mOsm/Kg. Os resultados obtidos
apos a suplementacdo ndo demonstraram variacbes além daquelas
estabelecidas como fisiologicas por Macedo et al (2003) e por Zahn et al (2001)
e mantiveram a osmolaridade do diluidor seminal no intervalo de interesse
estabelecido por Katila (1997). Portanto a queda de motilidade observada para
a maioria das drogas utilizadas na suplementagédo do diluidor ndo pode ser
creditada a alteracdes no pH e osmolaridade.

A motilidade é considerada um dos fatores mais importantes associados
com a capacidade de fertilizacdo do espermatozdide, pois a expressao dessa
caracteristica esta diretamente relacionada a viabilidade e integridade
estrutural da célula espermatica (VERSTEGEN et al., 2002). Dessa forma, as
drogas que induziram acentuada queda de motilidade foram excluidas do
estudo e a dexametasona foi a droga eleita para ser utlizada como
suplementacao do diluidor no momento da inseminacéo artificial.

Entretanto, a capacidade fertilizante do espermatozoide também esta
vinculada com sua integridade morfofuncional. A integridade da membrana
plasmatica é fator de extrema necessidade para a sobrevivéncia do
espermatozoide no trato reprodutivo feminino e para manutencdo de sua
capacidade fertilizante (PARKS & GRAHAM, 1992).
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O contato direto entre a membrana dos espermatozoides e a
dexametasona poderia provocar uma marcante estabilizacdo dessa membrana
plasmatica impedindo, dessa forma, as modificagbes necessarias para a
capacidade fertilizante. Porém, a habilidade de estabilizar membranas, e com
isso imperdir a liberacdo de mediadores quimicos pr6 inflamatérios, s6 pode
ser observada em exposicdo a doses supra-farmacologicas de AIES, ndo se
reproduzindo em doses terapéuticas convencionais. Dessa forma, dados
obtidos nesse experimento demonstraram que a integridade da membrana
espermatica nao foi alterada pelo contato com os AIES.

O acrossomo do espermatozoide deve permanecer intacto durante o
carreamento desse pelo Gtero até o sitio de fertilizacdo, pois a perda do
acrossomo ou uma reacdo acrossomal espontdnea os torna incapazes de
exercer sua funcao de fertilizacdo por ndo conseguirem se ligar a zona pellcida
e fertilizar o odcito (SILVA E GADELLA, 2006).

No presente experimento foi utilizada a associagcdo FITC-PSA para
verificar a integridade da membrana acrossomal e determinar se a
suplementacdo com AIES seria capaz de induzir alguma modificagéo estrutural
nela. Assim como na membrana plasmatica, os resultados obtidos para a
mensuracao da integridade da membrana acrossomal demonstram que as
interagbes com a dexametasona ndo produzem danos ao acrossomo.

Como citado anteriormente, as caracteristica do movimento espermatico
sdo fundamentais para a fertilizagcdo, mas esse movimento esta intimamente
ligado ao funcionamento das mitocéndrias, uma vez que a porcentagem de
mitocondrias que se apresentam com funcionalidade normal esta altamente
correlacionada com a porcentagem de espermatozéides moveis e viaveis
(GARNER et al.,, 1997; THOMAS et al.,, 1998). Em garanhdes, uma relacéo
entre fungdo mitocondrial, motilidade e as caracteristicas das velocidades tém
sido observada (LOVE et al., 2003, PAPAIOANNOU et al., 1997).

Nesse trabalho foi considerada como ativada qualquer amostra que
respondeu ao estimulo, ndo fazendo diferenciagdo entre as intensidades de
resposta ou uma classificacdo dos espermatozoides baseada nesse parametro.
Assim sendo, nao foi verificada diferenca significativa entre o grupo tratado

com dexametasona e o controle no potencial da membrana mitocondrial.
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O acumulo de liquido no lumen uterino é decorrente da exsudacéo
provocada pela inflamacéo e a passagem desse conteudo traz consigo células
de defesa, principalmente neutroéfilos, para realizar junto com as contragdes do
miométrio e a drenagem linfatica a limpeza uterina ap0s a cobertura
(TROEDSSON, 1999; KATILA, 1996).

No presente trabalho foi constatado que as éguas susceptiveis a
endometrite pds cobertura acumulam maior quantidade de fluido intra uterino
do que as éguas resistentes a esse processo persistente. Como observado por
Dell’'aqua (2004) a terapia com corticoide ndo foi capaz de diminuir o acumulo
de fluido intra uterino, discordando das observagdes de Bucca et al. (2008).
Porém, a dexametasona sistémica provocou uma maior reducdo do fluido
acumulado das 8 para as 24 horas.

Foi observado neste estudo que as éguas resistentes apresentaram
menor concentracdo de neutréfilos no fluido uterino do que as éguas
susceptiveis a EPPC, discordando dos relatos de Liu et al. (1986) e Williamson
et al. (1987). Mas, apesar das éguas resistentes e susceptiveis apresentarem
diferentes concentracbes de PMNs no pico da inflamacdo, com o passar do
tempo a concentragdo de neutrofilos no lumen uterino de ambas dimimuiu,
observacbes condizentes com as de Katila (1996), porem a concentracdao de
PMNs ainda se manteve maior para as éguas susceptiveis 24 horas apés a
inseminacao artificial, concordando com os achados de Katila (1995).

Nas éguas susceptiveis os tratamentos com dexametasona diminuiram
a migracao de neutréfilos para o lumen uterino 8 horas apds a cobertura.
Porém, 24 horas apés a cobertura, o grupo que nao foi submetido a qualquer
tratamento apresentou menor quantidade absoluta dessas células, pois o
tratamento sistémico retardou o processo de reducdo do numero de neutrofilos
entre 8 e 24 horas apoés a cobertura.

A heterogenicidade dos neutréfilos uterinos pode comprometer a
verificagdo de sua funcionalidade, uma vez que os neutrofilos derivados do
Utero sdo mais efetivos na fagocitose do que aqueles presentes na corrente
sanguinea por ja estarem ativados no utero inflamado (WATSON et al., 1987),
porém Asbury et al. (1982) relataram que o fluido uterino das éguas
susceptiveis provoca uma diminuicdo da capacidade opsonizante dos

neutrofilos. Cheung et al. (1985) e Liu et al. (1986) relataram diferencas na
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capacidade de migracdo e fagocitose de neutréfilos de éguas resistentes e
susceptiveis, mas observaram que o0s neutrofilos da corrente sanguinea
possuem a mesma competéncia funcional para as duas classes de éguas, fato
também observado por Dell’aqua (2004).

Ao verificar a funcionalidade neutrofilica, o presente estudo utilizou
neutrofilos retirados diretamente do fluido uterino apds sua coleta. Apesar da
heterogenicidade populacional a capacidade fagocitica dessas células né&o
apresentou diferenca entre as éguas consideradas resistentes e susceptiveis a
endometrite persistente, discordando dos achados de Asbury et al (1982)
guanto a diferenca verificada para éguas resistentes e susceptiveis.

No presente trabalho foi verificado que anteriormente a cobertura havia
pequena presenca de neutrofilos no limen uterino, concordando com Card et al
(2004) e Nikolakopoulos & Watson (2000) que relataram um baixo percentual
de neutrofilos em éguas susceptiveis antes da cobertura, e apos a introducéo
do sémen ocorreu intensa migracdo deles, concordando com Troedsson et al.
(2001) que sugeriram que 0s espermatozoides funcionam como agentes
guimiotaticos para os PMNs. Independente do tratamento empregado ocorreu a
migracao neutrofilica para o utero, concordando com os achados de Bucca et
al. (2008). Porém, todas as éguas resistentes apresentaram citologia
compativel com o aceitdvel para o0 estro enquanto algumas das éguas
susceptiveis apresentavam, nesse mesmo periodo, mais do que 5% de
neutrofilos, indicativo de inflamacéao ativa segundo Card (2005), apenas duas
eéguas susceptiveis apresentaram inflamagcdo anteriormente a inseminacéo
artificial, mas sem acumulo de liquido no limen uterino.

As taxas de prenhez sao inversamente proporcionais a intensidade da
inflamagédo endometrial (RIDDLE et al., 2007). No presente trabalho foram
encontradas taxas de recuperacdo embrionaria para éguas resistentes de
73.33% e para éguas susceptiveis 33.33%, demonstrando que a persisténcia
da inflamacg&o além das 24 horas apo0s a cobertura € prejudicial a fertilidade
dos animais.

Nas éguas resistentes, nao foi constatada grande diferenca na
recuperacdo embrionaria ao se empregar os tratamentos, concordando com
Dellaqua et al (2006). Porém, para as éguas susceptiveis, o tratamento com

dexametasona local possibilitou um aumento de 40% na recupercéo
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embrionaria e o tratamento sistémico duplicou o numero de embrides
recuperados por ciclo em comparagdo ao grupo controle, dados expressivos
mesmo sem obtencédo de diferenca estatistica que corroboraram os achados de
Dell'aqua et al. (2006) e Bucca et al. (2008) que observaram aumento nos
indices de fertilidade dos animais tratados com anti-inflamatérios esteroéides.

Diversos autores constataram diferenca entre as éguas susceptiveis e
resistentes quanto a remocdo mecéanica do conteudo uterino devido a
variacdes contrateis do miométrio (REITZENSTEIN et al., 2002; RIGBY et al.,
2001; NIKOLAKOPOQULOS et al., 2000b; TROEDSSON et al., 1993). Além de
outros fatores, essa menor atividade do miométrio apresentada pelas éguas
susceptiveis esta relacionada ao relaxamento muscular induzido pelo ON, uma
vez que sua alta concentracdo foi responsavel por manter a atividade contratil
miometrial abaixo da linha basal entre 7 e 19 horas apds a cobertura
(TROEDSSON et al.,, 1993). Assim sendo, a maior concentracdo de ON
encontrada para as éguas susceptiveis 8 horas apos a inseminacao artificial
pode ser responsabilizada pelo atraso na limpeza uterina favorecendo a
persisténcia do processo inflamatorio, concordando com os achados de
Alghamdi & Troedsson (2002) que verificaram, 13 horas apds a cobertura, que
a concentracdo de ON foi significativamente menor nas éguas resistentes do
que nas susceptiveis.

Foi constatado no presente trabalho que as éguas susceptiveis
mantiveram altas concentracfes de ON durante as primeiras 24 horas apos a
inseminacdo, esse fato deve estar relacionado ao elevado numero de
neutroéfilos dispersos no limen uterino, uma vez que essa é uma caracteristica
marcante no Utero inflamado dos animais com endometrite (KOTILAINEN et al.,
1994) e que essas ceélulas possuem capacidade de produzir ON (WHEELER et
al., 1997; ALGHAMDI et al., 2005).

O uso da dexametasona local ou sistémica nao foi capaz de minimizar a
producéo e liberacdo de ON durante as primeiras 8 horas ap0s a cobertura em
comparacdo com o0 grupo controle. Porém, nas éguas resistentes apos 24
horas da cobertura, o tratamento com dexametasona local foi eficiente em

manter a concentragdo de ON similar aquela encontrada as 8 horas.
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CONCLUSOES GERAIS

As caracteristicas de motilidade espermatica ndo se alteram apos a

adicao de dexametasona ao diluidor de sémen equino.

A integridade morfofuncional dos espermatozdides foi mantida apesar da

adicdo da dexametasona ao diluidor de sémen equino.

Apds a inseminacdo artificial as éguas susceptiveis a endometrite
persistente acumularam maior quantidade de liquido intra uterino com

maior concentracao de neutréfilos do que as éguas resistentes.

O teste do NBT verificou que ndo ha diferenca na capacidade fagocitica
dos neutréfilos uterinos de éguas resistentes e susceptiveis a

endometrite persistente ap0s a cobertura.

Os tratamentos com dexametasona ndo foram deletérios para a

funcionalidade dos neutréfilos do fluido uterino.

O exame citologico até 24 horas apos a inseminacao artificial é incapaz
de diferenciar as éguas susceptiveis das resistentes a endometrite

persistente apds a cobertura.

Os tratamentos com dexametasona proporcionaram efeitos benéficos na
reducdo do liquido acumulado no interior do Utero e na taxa de

recuperagdo embrionaria.

As éguas susceptiveis apresentaram maior concentracdo de oOxido
nitrico no fluido uterino 8 horas, mas os valores se assemelham 24
horas apos a inseminacéo artificial quando comparadas as resistentes a

endometrite persistente.
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that telephone and fax numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal
address.

Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or was visiting at the time, a "Present address™
(or "Permanent address") may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be retained
as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An
abstract is often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential,
they must be cited in full, without reference to the reference list. Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they
must be defined at their first mention in the abstract itself.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts
(avoid, for example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.

Abbreviations
Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable
in the abstract must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not, therefore, include them on the title page, as
a footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Nomenclature and Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent

in SI. You are urged to consult IUPAC: Nomenclature of Organic Chemistry: [BHehttp://www.iupac.org/ for further information.
Genbank

DNA sequences and GenBank Accession numbers. Many Elsevier journals cite "gene accession numbers" in their running text and footnotes. Gene
accession numbers refer to genes or DNA sequences about which further information can be found in the databases at the National Center for
Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine. Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error
in a letter or number can result in a dead link. Note that in the final version of the electronic copy , the accession number text will be linked to
the appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that source from the article.

Math Formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y.
In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that
have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using superscript Arabic numbers. Many word processors build
footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Image Manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity, manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as
scientific ethical abuse and will be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is applying the following policy: no specific feature within an
image may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as long
as they do not obscure or eliminate any information present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed
in the figure legend.

Electronic Artwork

General points
° Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
Save text in illustrations as "graphics"” or enclose the font.
Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Helvetica, Times, Symbol.
Number the illustrations according to their sequence in the text.
Use a logical naming convention for your artwork files.

Provide captions to illustrations separately.

Produce images near to the desired size of the printed version.

Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website: [FHrhttp://www.elsevier.com/artworkinstructions You are urged to visit this site;
some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please "save as" or convert the images to one of the following formats
(note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics”.

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required. DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is
created in any of these Microsoft Office applications please supply "as is".

Please do not:
L] Supply embedded graphics in your word processor (spreadsheet, presentation) document;
° Supply files that are optimized for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;

° Supply files that are too low in resolution;
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Non-Electronic Artwork

Provide all illustrations as high-quality printouts, suitable for reproduction (which may include reduction) without retouching. Number illustrations
consecutively in the order in which they are referred to in the text. They should accompany the manuscript, but should not be included within the text.
Clearly mark all illustrations on the back (or - in case of line drawings - on the lower front side) with the figure number and the author's name and, in
cases of ambiguity, the correct orientation.

Mark the appropriate position of a figure in the article.
Color Artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web
(e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction
in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color in

print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see [Hehttp://www.elsevier.com/artworkinstructions.
Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to “gray scale" (for the printed version should you not opt for
color in print) please submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure Captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the
figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text Graphics

Present incidental graphics not suitable for mention as figures, plates or schemes at the end of the article and number them "Graphic 1", etc. Their
precise position in the text can then be indicated. See further under Electronic artwork. If you are working with LaTeX and have such features embedded
in the text, these can be left, but such embedding should not be done specifically for publishing purposes. Further, high-resolution graphics files must be
provided separately.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables below the table body and indicate them with
superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be
given in full. Unpublished results and personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the
publication date with either "Unpublished results” or "Personal communication” Citation of a reference as “in press"” implies that the item has been
accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in
the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue’ are added to any references in the list (and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference Style
Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors can be referred to, but the reference number(s) must
always be given. Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result..."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear in the text.
Examples:
Reference to a journal publication:

[1] Connor EE, Ashwell MS, Dahl GE. Characterization and expression of the bovine growth hormone-releasing hormone (GHRH) receptor. Domest Anim
Endocrinol 2002;22:189-99.
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Journal Abbreviations Source

Journal names should be abbreviated according to Index Medicus journal abbreviations: [FHthttp://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; List of serial

title word abbreviations: [Hrhttp://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; CAS (Chemical Abstracts Service): [Hehttp://www.cas.org/sent.html.

Supplementary Material

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research. Supplementary files offer the author additional
possibilities to publish supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:

[FHehttp://www.sciencedirect.com In order to ensure that your submitted material is directly usable, please ensure that data are provided in one of our
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instead of standard icons and will personalize the link to your supplementary information. For more detailed instructions please visit our artwork

instruction pages at (Hehttp://www.elsevier.com/artworkinstructions

Additional Style Notes

Please use the following words, phrases, abbreviations, and stylistic conventions

L] Avoid the word “injected,"” (e.g., "Cows were injected with cloprostenol™) but include the generic name, proprietary name, dosage and route
of administration (e.g., "Cows were treated with cloprostenol [Estrumate 500 pg im]").

° Either cite a P value (recommended for Abstract and for Results) or use the term 'significant’ (recommended for Discussion), but do not do
both.

Terms with a specific statistical meaning (i.e. significant, tended and correlated), should only be used in a strict statistical context.

Numbers less than 10 are written as a word, unless followed by an abbreviation for unit of measure, e.g. five embryos, 5 min

Use the following expressions
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transrectal palpation, not rectal palpation

nucleus transfer, not nuclear transplant

estrus (noun) synchronization, but, estrous (adjective) behavior
sperm can be used as both noun and adjective

120 to 125, not 120-125

treatment by period, not treatment X period

gravity: 100 X g (in lieu of speed for centrifugation)

magnification: X 100

3 d, Day 3 (define Day 0)

Standard definitions

oogonium: female gamete before meiosis

identification number of an animal: No. 10, but 30 animals: n = 30

[ oocyte, primary: female gamete from onset of the first maturation division (meiosis) until extrusion of the first polar body

[ oocyte secondary: female gamete from onset of second meiosis until extrusion of the second polar body

° ovum: female gamete from the end of both meiotic divisions until the union of the male and female pronuclei (differs from the common use
of ovum as a general term for any female gamete)

[ germinal vesicle: nucleus of the ovum

L] zygote: a fertilized ovum, from the fusion of the male and female gamete to completion of first cleavage

° embryo: a conceptus from 2-cell stage to the stage when cell migration and differentiation are largely complete

L] fetus: a conceptus after organogenesis is mostly complete (primarily increasing in size)

L] conceptus: an embryo or fetus with all its membranes and accessory structures

° abortion: expulsion of a conceptus incapable of independent life

° premature parturition: expulsion (before full term) of a conceptus capable of independent life

° stillbirth: avoid this term (use fetal death or abortion)

Abbreviations

Never use an abbreviation to start a sentence. Some abbreviations may be used anywhere else, including the manuscript's title and figure and table
titles and legends, without definition; others may not be used in the title, but may be used in the text without definition. In general, abbreviations must
be defined when used for the first time (this may be avoided in the ABSTRACT if necessary to conserve space). To make reading the paper more
pleasant, avoid using abbreviations and acronyms; instead use short synonyms, for instance: for "Cesarean section” instead of "CS" use "section” or

"hysterotomy."

The following abbreviations may be used in the text without definition (note that abbreviations exclude periods):

Al ANOVA ADP ATP BSA
cAMP CL DEAE-cellulose  DMSO DNA
eCG EDTA EGF ELISA FSH
GH GnRH hCG HEPE ShMG
IvVC IVF IVM LH MOET
MSH mRNA NAD NADH PBS
PGF2u PGFM PIPES PRID PRL
RIA RNA SDS-PAGE SCNT TRH
TRIS IRNA TSH

Units of Measure:

cpm - counts per min

dpm - disintegrations per min

g - gram

ga - gauge of hypodermic needle
h - hour

kg - kilogram

L - liter

mL - milliliter

pL - microliter

m - meter
min - minute
mo - month

sec - second

V:v - volume ratio

wk - week

wt/vol - weight per volume
yr - year

Routes of treatment:
id - intradermal

im - intramuscular
iu - intrauterine

v - intravenous

sc - subcutaneous
po - oral

Statistical expressions:

ANOVA - analysis of variance

CV - coefficient of variation

df - degrees of freedom

F - variance ratio

NS - not significant

P - probability

SD - standard deviation

SEM - standard error of the mean
r - correlation coefficient
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Additional information:

[ For issues of style and format not addressed here, please consult Scientific Style and Format: The CBE Manual for Authors, Editors, and
Publishers, Sixth Edition.

[ For spelling, word formation and divisions, plurals, possessives, meanings and usage, consult the CBE Manual or a current English language
collegiate-level dictionary.

° For conflicts between instructions in this Guide and any of the references, the Guide takes precedence. Do not hesitate to contact the
Editorial Office if you have any questions about the preparation of your manuscript.

Submission Checklist

It is hoped that this list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal's Editor for review. Please consult this Guide
for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:
One Author designated as corresponding Author
= E-mail address

« Full postal address

« Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

= Keywords

= All figure captions

= All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

= Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

= References are in the correct format for this journal

= All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

= Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)

= color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge) and in print or to be reproduced in color on the
Web (free of charge) and in black-and-white in print

« If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at [FHrhttp://epsupport.elsevier.com

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string
which is assigned to a document by the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly ‘Articles in press' because they have not yet received their full bibliographic information.

The correct format for citing a DOl is shown as follows (example taken from a document in the journal Physics Letters B):
doi:10.1016/j.physletb.2003.10.071

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, they are guaranteed never to change.

Proofs

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do not have an e-mail address, then paper proofs will be
sent by post). Elsevier now sends PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 7 (or higher) available
free from EHehttp://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html Instructions on how to annotate PDF files will accompany the proofs. The exact

system requirements are given at the Adobe site: [BHhttp://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqgs.html#70win

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to the Query Form) and return to Elsevier in an e-
mail. Please list your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments
(including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only
for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for
publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything possible to get your article published quickly and
accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your corrections are sent back to us in one communication: please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed
with the publication of your article if no response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail. The PDF file is a watermarked version of the published
article and includes a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission where available) please visit this journal's homepage. You can track

accepted articles at [Hehttp://www.elsevier.com/trackarticle and set up e-mail alerts to inform you of when an article's status has changed. Also
accessible from here is information on copyright, frequently asked questions and more. Contact details for questions arising after acceptance of an
article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher.
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