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RESUMO

A endometrite persistente pds-cobertura (EPPC) é uma das principais causas
da reducdo de fertilidade em éguas. Recentes estudos tém demonstrado a
importancia da imunomodulacdo da inflamacdo ap0s a cobertura. O objetivo
deste trabalho foi verificar o estimulo do sémen na resposta inflamatoéria uterina
de éguas resistentes e susceptiveis a endometrite apds a inseminacgéo artificial
(IA) e propor um novo tratamento a fim de debelar a resposta inflamatéria
uterina exacerbada, com o uso do plasma rico em plaquetas (PRP), que vem
sendo muito utilizado devido a sua agéao anti-inflamatoria. Foram selecionadas
15 éguas resistentes e 8 susceptiveis a EPPC com base nos seus indices
reprodutivos e exames ultrassonograficos e citologicos. A concentracdo de
neutréfilos e de 6xido nitrico (ON) no fluido uterino, a citologia exfoliativa
uterina e o acumulo de fluido uterino verificado no exame ultrassonografico
foram analisados nos dois grupos de animais (1) 24 horas antes da IA e (2) 24
horas apds a IA com sémen fresco. No primeiro experimento ndo houve
intervencdo medicamentosa, e no segundo as éguas foram tratadas com 20
mL de PRP infundido no Utero 4 horas apés a IA. As dosagens de ON foram
realizadas por reacdo colorimétrica de Griess em espectrofotbmetro, os
neutréfilos na secrecdo uterina foram quantificados com o uso da camara de
Neubauer e a leitura das amostras de citologia foi feita por microscopia éptica
utilizando imerséo, considerando a porcentagem de neutréfilos/100 células de
forma aleatéria. Os resultados demonstraram que o sémen estimula uma
resposta inflamatéria exacerbada no ambiente uterino das éguas susceptiveis,
e que o tratamento local com PRP foi clinicamente efetivo na reducdo da
inflamacdo uterina nas éguas susceptiveis a endometrite apds a IA, observado
por meio da reducdo da quantidade de fluido uterino verificado no exame
ultrassonografico, reducéo do percentual de neutrofilos observados na citologia
exfoliativa endometrial uterina e reducdo da concentracdo de ON no fluido

uterino. Os resultados mostram que as propriedades anti-inflamatérias do PRP
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podem ser promissoras na modulacdo da resposta uterina exacerbada ao

sémen.

Palavras-chave: Eguas; Endometrite; Plasma Rico em Plaquetas; Sémen.
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mares. Botucatu, 2013. 104 p. Dissertacao (Mestrado). Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu.

ABSTRACT

Post breeding endometritis (PBE) is one of the major causes of fertility
reduction in mares. Recent reports have been demonstrating the importance of
immunomodulation of inflammation after mating. The aim of this study was to
verify semen’s stimulus on inflammatory response in mares resistant and
susceptible to PBE, and to propose a new treatment to quell the exacerbated
uterine inflammatory response against semen, using platelet rich plasma (PRP),
which has been widely used due to its anti-inflammatory properties. 15 mares
susceptible to PBE and 8 mares resistant to PBE were selected based on their
reproductive index, ultrasonographic and cytological examination. The
concentration of neutrophils and nitric oxide (NO) in the uterine fluid, exfoliative
cytology of the uterus and uterine fluid accumulation observed by
ultrasonography were analyzed in both group of animals (1) 24 hours before
artificial insemination (Al) and (2) 24 hours after Al with fresh semen. In the first
cycle, there was no drug intervention, and in the second cycle mares were
treated with 20 mL of platelet rich plasma, infused in uterus 4 hours after Al. NO
dosage were performed by colorimetric reaction of Griess with
spectrophotometer, neutrophils in uterine fluid were quantified by the use of
Neubauer chamber and the lecture of endometrial cytology samples were
analyzed by optical microscopy using immersion, considering the percentage of
neutrophils/100 cells in an alleatory form. The results showed that semen can
stimulate a major inflammatory response inside the uterine environment in
susceptible mares, and that the local treatment with PRP was clinically effective
in reduction of inflammation on mares susceptible to PBE, by the reduction of
uterine fluid examined by ultrasonography, decrease in percentual of
neutrophils on endometrial exfoliative cytology, and reduction of NO
concentration in uterine fluid. These results showed that the anti-inflammatory
properties of PRP can be promising to modulate exacerbated uterine response

against semen.
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1 INTRODUCAO

Com a expanséo da equinocultura nas ultimas décadas, na qual o Brasil
se destaca por estar entre 0s 3 paises com maior numero de animais puros
de raca, os criadores procuram otimizar a eficiéncia reprodutiva dos
reprodutores, buscando incrementar a producdo através de um grande
namero de embrides coletados por égua doadora. Porém, a excessiva
manipulagdo do trato reprodutivo tem levado ao aumento das desordens
uterinas, com consequente comprometimento da fertilidade da fémea equina.

Desta maneira, tais desordens podem acarretar grande prejuizo
econdbmico para os produtores, devido a possivel queda na taxa de
concepcdo dos animais, aumento do namero de servico por concepcao e
sobrevivéncia embrionaria prejudicada.

Segundo a literatura, a inflamacdo uterina induzida pela cobertura/
inseminacao artificial € uma resposta ao sémen depositado no utero, sendo
um processo transitério, pelo qual os espermatozoides sao eliminados do trato
genital feminino. A reacdo € necessaria para a sobrevivéncia e
desenvolvimento do embrido. Porém, quando exacerbada, apresenta uma
intensa migracdo de células polimorfonucleares para o interior do Uutero
originada pela presenca dos espermatozéides, resultando em perda
embrionéria ou interferindo na sobrevivéncia do embri&o.

A deteccdo de animais considerados susceptiveis a EPPC pode ser
realizada quando ha presenca de mais de 2 centimetros de fluido uterino
durante o estro (BUCCA et al., 2008). O fluido uterino pode estar livre no limen
uterino ou entdo envolto por um tecido cicatricial fibrético. Estes locais de
acumulo de liquido tornam o Utero mais vulneravel as infeccdes e prejudicam a
implantacdo embrionaria (LEFRANC & ALLEN, 2008).

Tratamentos de éguas susceptiveis a endometrite persistente pos-
cobertura (EPPC) comumente visam auxiliar o Utero na limpeza de produtos
inflamatorios e contaminantes apdés a cobertura, sendo apenas uma medida
paliativa, que mantém a condicdo uterina, ndo atuando diretamente na
causa da inflamacao.

Estudos recentes tém demonstrado que a imunomodulacdo da resposta

inflamatoria apos a cobertura € capaz de melhorar a taxa de gestacdo de
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éguas susceptiveis a endometrite, jA& que ha atuacdo diretamente nos
mediadores inflamatérios, impedindo uma resposta exacerbada e persistente.
Para isso, foram desenvolvidos tratamentos que parecem modular ou até
mesmo suprimir a resposta imune visando reduzir a inflamacao uterina pos-
cobertura. Ha evidéncias de que o uso criterioso de anti-inflamatérios
esteréides ou imunomoduladores pode aumentar os indices de prenhez em
éguas com acumulo de fluido ou inflamacéo uterina (FUMUSO et al., 2003;
DELL’AQUA JR., 2004; BUCCA et al., 2008; PAPA et al., 2008).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a resposta inflamatéria
uterina apos inseminacdo artificial em éguas resistentes e susceptiveis a
endometrite e verificar se o tratamento com PRP foi eficiente em debelar a
inflamagé@o que se instala imediatamente e persiste em determinadas éguas

apos a lA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiopatogenia da endometrite persistente pés-cobertura

A endometrite € um processo que ocorre para remover do Utero 0 excesso
de espermatozébides, plasma seminal, debris e outros contaminantes
(TROEDSSON, 1994) que podem adentrar o trato genital feminino através da
cobertura, parto e exames ginecologicos realizados pelo médico veterinario.

Segundo a revisdo realizada por Troedsson (1999), a endometrite
persistente pods-cobertura é a principal causa da reducdo de fertilidade em
eéguas, e é considerada a terceira afeccao clinica mais comum depois da célica
e das afecgcbes do trato respiratério. Uma inflamacdo persistente
frequentemente resulta em lutedlise prematura, pois o endométrio lesado induz
a producédo de PGF2a, que lisa o corpo lateo, levando consequentemente a
perda embrionaria. Além disso, a irritagcdo local torna o Utero um ambiente
desfavoravel, interferindo assim na sobrevivéncia do embrido (ENGLAND,
2005).

A monta natural e a inseminacao artificial sdo consideradas as principais
causas de endometrite, pois com a deposicdo do sémen dentro do Utero da
€égua, bactérias da flora vaginal sado carreadas para o interior do Utero no
momento da copula (HINRICHS et al., 1988). Atualmente, a utilizacdo da IA
com baixa dose vem sendo muito difundida e, sendo assim, menor quantidade
de espermatozoéides é depositada no ambiente uterino. Aliado a este fator, os
diluentes para o sémen sdo adicionados de antibi6tico, resultando em reducgéo
do ndmero de éguas contaminadas. Porém, apos a IA, consideravel nimero de
leucdcitos ainda é observado, pois a célula espermética € o principal fator para
gue ocorra uma resposta inflamatéria local (DELL’AQUA JR., 2004).

A EPPC caracteriza-se por uma rapida infiltracdo de neutréfilos uma hora
apos a inseminacao artificial (CARD, 2005; TROEDSSON, 1999). A mucosa
do sistema reprodutivo feminino apresenta um sistema imune que retira
0S contaminantes através de uma combinacdo entre os fatores celulares,
humorais e mecanicos de contracdo e drenagem linfatica que permitem a
depuracdo uterina e a eliminacdo desse processo fisiolégico em até 72

horas. A endometrite se instala de forma exacerbada quando ha uma falha
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em algum desses mecanismos naturais de defesa (LEBLANC, 2003). Eguas
que apresentam inflamacao persistente tipicamente apresentam varios fatores
predisponentes, como uma conformacédo perineal alterada, idade avancada,
localizagao uterina fora dos padrbes anatdbmicos ou uma falha no clearance
uterino devido a uma contracdo miometrial deficiente (CARD, 2005).

Acredita-se que as contragbes uterinas retiram o fluido acumulado e os
produtos inflamatorios nocivos do utero, bem como sao responsaveis pela
eliminacdo de espermatozoides do Utero atraveés da ceérvix rapidamente apos a
cobertura (TROEDSSON, 2006). Normalmente, a maioria das éguas consegue
efetivamente eliminar o excesso de espermatozoéides e produtos resultantes
do processo inflamatério em menos de dois dias, sendo estas consideradas
resistentes, ao passo que uma populacdo de animais falha em fazé-lo
espontaneamente em um periodo maior do que quatro dias, sendo entdo
consideradas éguas susceptiveis. (ALGHAMDI et al., 2005).

A EPPC também pode ser causada por alteracbes degenerativas que
ocorrem continuamente no Utero de éguas devido a idade e ao numero de
partos. O trato reprodutivo se altera devido ao estiramento dos ligamentos
largos que ocorre apds prenhezes repetidas, resultando no deslocamento
cranio-ventral do utero para o abddémen, dificultando a drenagem do fluido
existente no limen uterino em direcdo a cérvix. Sendo assim, 0s animais
afetados séo, geralmente, fémeas multiparas com mais de 14 anos de idade
(LEBLANC, 2003).

A drenagem linfatica do uUtero também pode falhar caso a pressao
intraluminal esteja diminuida, permitindo ao fluido entrar no limen ao invés
de ascender para os vasos linfaticos (CAUSEY, 2006). Se a inflamacao
persistir, pode haver um grande influxo de linfécitos no endomeétrio,
possivelmente contribuindo para mudancas cronicas degenerativas e
consequentemente falha na funcdo endometrial (CAUSEY et al., 2008).

Troedsson (2006) relata que durante a realizacdo do exame
ginecolégico pode ser dificil identificar éguas susceptiveis antes da
cobertura. Alguns animais apresentam liquido livre no lGmen uterino antes da
cobertura, mas a maioria destes ndo o apresenta até que sejam cobertos. Se
ha suspeita de EPPC, a égua deve ser monitorada por ultrassonografia

transretal de 6 até 48 horas apOs cobertura.
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Assim, o0s animais acometidos pela EPPC podem apresentar alta
contagem de leucécitos, aumento do fluxo sanguineo uterino, edema uterino
com acumulo de fluido, utero distendido e flacido, ciclo estral com menor
duracdo (devido a regressdo precoce do CL) (MOREL, 2003), histérico de

repeticéo de cio e cultura endometrial positiva (BUCCA et al., 2008).

2.2 Transito espermatico no trato genital feminino e a resposta

inflamatoria

Apés a deposicdo do sémen no Utero da fémea, os espermatozoéides
devem ser transportados até o local da fertilizacdo. Para isso, a motilidade
espermatica, as contracbes miometriais e uma inflamacéo fisioldgica do utero
ap0s a cobertura sdo necessarias, possibilitando assim o transporte e a
sobrevivéncia das células espermaticas no trato genital da égua
(TROEDSSON et al., 1998).

Brinsko et al. (1990, 1991) relataram que lavados uterinos com 1 litro
de solucdo que continha uma substancia imobilizadora de espermatozdéides
realizados entre 30 minutos e duas horas ap6s a cobertura
diminuiram significativamente os indices de prenhez em éguas
reprodutivamente normais, enquanto que as lavagens feitas aproximadamente
quatro horas apOs a cobertura ndo reduziram este indice. Os autores
concluiram entdo que aproximadamente 4 horas Sdo necessarias para que
um numero suficiente de espermatozéides funcionais atinja o oviduto para
assegurar a fertilizagao.

O ambiente uterino inflamado também mostrou ser prejudicial as
caracteristicas de motilidade espermatica in vitro. A motilidade diminuiu
substancialmente quando o sémen foi incubado com secrecdes uterinas de
éguas com inflamacdo ativa do endométrio apo6s a cobertura. Além disso,
muitos espermatozéides se ligaram aos PMNs da secrecdo, o que induziu a
reducdo da motilidade destes e impediu que um grande numero de células
espermaticas fosse transportado para o oviduto, consequentemente
reduzindo as chances de fertilizacdo, além de diminuir o ndmero de
espermatozoéides férteis disponiveis da segunda inseminacdo (ALGHAMDI et
al., 2001).
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2.3 Mecanismos de defesa uterina

O ambiente uterino sadio oferece as condi¢des ideais para que ocorra
primeiramente o transporte espermatico até o local da fecundacao e também o
desenvolvimento embrionario. A composicdo do fluido uterino se da por
horménios, prostaglandinas, enzimas, substratos energéticos, ions, vitaminas,
aminoacidos, peptideos, proteinas séricas e uterinas (FISCHER & BEIER,
1986). O sangue e o fluido uterino se comunicam através dos vasos
sanguineos, possibilitando assim a troca de substancias entre eles (McRAE,
1988).

2.3.1 Barreiras fisicas uterinas

A revisao feita por Troedsson (1999) mostra que, em éguas sadias, o utero
€ bem protegido das contaminacdes externas através de barreiras fisicas, as
quais consistem na vulva, no vestibulo, vagina e a cérvix. Qualquer
comprometimento destas barreiras pode predispor a égua a uma infeccao

uterina cronica.

2.3.2 Imunoglobulinas

Diferentes imunoglobulinas foram detectadas no limen uterino de éguas,
com o predominio de imunoglobulina G e imunoglobulina A, que sé&o
produzidas localmente pelo trato genital (TROEDSSON, 1999).

Segundo Troedsson (1999), embora o mecanismo de defesa realizado por
anticorpos seja importante para a efetiva eliminacdo de bactérias
contaminantes no (tero de éguas susceptiveis, as concentracbes de
imunoglobulinas na secre¢do uterina sdo semelhantes ou até mesmo elevadas
guando comparadas com éguas resistentes a endometrite. Esses achados
sugerem que a susceptibilidade a endometrite persistente é causada por outros

fatores além dos mecanismos humorais.
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2.3.3 Inflamacgéo Local

Os neutréfilos sdo as primeiras células inflamatérias a chegarem ao
local inflamado, e Katila (1995) observou estas células no Iimen uterino no
periodo de 30 minutos ap0s a inseminacdo. Estas células, que constituem a
primeira linha de defesa do organismo, atuam na eliminacdo de antigenos por
meio de fagocitose (ASBURY, 1986; GALINDO et al., 2003). Assim, ap0s o
contato do sémen com o Utero, ocorre uma forte reacdo inflamatéria entre 4 e
24 horas (CARD, 2005). O pico da reagao ocorre entre 6 e 12 horas, e esta
decresce entre 24 e 48 horas (TROEDSSON, 1994).

Ja a segunda linha de defesa sdo os macrofagos, células que séo
capazes de realizar atividade fagocitica repetidas vezes, controlar a
inflamacéo, secretar moléculas que intensificam a resposta imune e contribuir
diretamente para o reparo tecidual através da remoc¢éo do tecido danificado
(TIZARD, 1998).

A populacdo de leucécitos ndo é somente um modo de defesa do trato
reprodutivo ou uma maneira de remodelar tecido, mas também é responsavel
pela producdo de polipeptideos como citocinas e mediadores quimiotaticos,
que agem como “horménios” na resposta imune contra espermatozéides ou
mudancas enddcrinas durante o ciclo estral (FUMUSO et al.,, 2007). As
citocinas sdo proteinas que agem como sinalizadoras entre as células, e
sdo liberadas por células de defesa, células endometriais, dentre outras. A
interleucina- 18 (IL-1pB), interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), conhecidos como citocinas proé-inflamatérias, modulam a resposta da
fase aguda (BARANAO, 1997; FUMUSO et al., 2007).

Estudos in vitro e in vivo sugerem que quando O espermatozdide
equino entra em contato com o ambiente uterino, ha ativacdo do sistema
complemento na secrec¢ao uterina (WATSON et al., 1987). A clivagem do
fator C5 em Cba e C5b provoca um sinal quimiotatico para os PMNs,
resultando num influxo destes para o lumen uterino (KOTILAINEN et. al,
1994; TROEDSSON, 1999). O sistema complemento € mediador de reacfes
inflamatérias, atuando no aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia,
opsonizacao pré-fagocitose, ativacdo de lipases de membrana e lise do
organismo contaminante (TROEDSSON et al., 2008). Os PMNs ativados
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se ligam aos espermatozoides na presenca do fator C3b e de mecanismos
complemento- independentes; apds a ligacdo, 0s espermatozoides sao
fagocitados pelos PMNSs.

O processo inflamatério cronico ocorre muito tempo apds os neutrofilos
atingirem o foco da inflamacdo. Enquanto os macréfagos eliminam o tecido
danificado, os neutrdfilos e o fibrinogénio liberam colagenases e elastases
que atuam sobre o tecido conjuntivo. A interleucina |, atraida pelos
macroéfagos, ativa a sintese dos fibroblastos que produzem colageno, que vai
atuar no tecido lesado, resultando assim, em tecido cicatricial (COLLINS et
al., 1999).

2.3.3.1 Oxido Nitrico

O papel do oxido nitrico (ON) na inflamacéo representa um dos assuntos
mais controversos ja estudados em fisiologia. Varios estudos demonstraram
qgue o ON apresenta potente propriedade anti-inflamatéria, enquanto que outros
sugerem que tal composto pode promover inflamacéo e consequente disfuncéo
tecidual (GRISHAM et al. 1999).

O Oxido nitrico € um potente vasodilatador e mediador da formacao de
NOvVOS vasos sanguineos e esta envolvido na manutencao da funcéo, ténus e
integridade vascular (ALBRECHT et al.,, 2003). Além disso, € considerado
mediador de varios outros processos fisioldgicos, como a resposta imune
mediada por células, alteracdo de secrecdo de ions e polipeptideos e
remodelamento de tecidos (SOORANNA & DAS, 1995). Como o endométrio é
regularmente submetido a tais processos durante o ciclo estral e no inicio da
gestacdo, as enzimas responsaveis pela producdo do ON agem e sdao
encontradas neste local (WELTER et al, 2004). As 3 enzimas da familia NOS
catalisam a oxidagdo da L-arginina em L-citrulina (Palmer et al. 1988). A
enzima eNOS é expressa principalmente pelas células endoteliais, bem como
pelas glandulas endometriais e fibroblastos (ROBERTO DA COSTA et al.,
2007) sendo importante no controle da funcédo vascular (JANSSENS et al.,
1992). A INOS é expressa principalmente pelas células imunocompetentes
apos a inflamacédo (MONCADA & PALMER, 1991). O terceiro subtipo, nNOS, é
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conhecido como um importante neurotransmissor e neuromodulador no
sistema nervoso central e periférico (McCANN et al., 1996).

Sendo assim, o ON esta envolvido na regulacdo das células endometriais
e nas interacdes paracrinas entre as células. Varios estudos moleculares e
funcionais tém demonstrado que a eNOS e a INOS possuem um papel
importante nas fungdes endometriais como remodelamento, receptividade e
implantagéo (PURCELL et al., 1999). Ambas as enzimas tém sido identificadas
no endométrio de varias espécies de fémeas mamiferas prenhes e ciclantes,
como humanos (TSENG et al, 1996) e ratas (PURCELL et al., 1999).

2.3.4 Contracdes uterinas

A contratilidade do miométrio é reconhecida pela sua significante funcéo
de retirar os debris endometriais e produtos da inflamacéo. Acredita-se que
defeitos de contratiidade do miométrio aumentam a susceptibilidade de
éguas a EPPC. (NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1999; TROEDSSON,
1999). Troedssonet al. (1993) mostraram que a atividade elétrica miometrial,
mensurada 20 horas ap6s o contato com bactérias, aumentou em éguas
resistentes e susceptiveis, porém em éguas resistentes houve um maior
aumento na frequéncia, intensidade e duracdo da atividade elétrica
comparada com as susceptiveis.

Campbell & England (2006) relataram que quando o sémen entra em
contato com o Utero, contracdes miometriais do corpo e cornos uterinos o
transportam para o oviduto. Em aproximadamente quatro horas, parte dos
espermatozéides chegam ao oviduto, enquanto que a maioria deles sera
eliminada do ambiente uterino. Porém, em éguas susceptiveis, as quais
apresentam uma diminuicdo da contratilidade uterina, ha um maior acumulo
de liquido no utero proporcionando assim um meio de cultura para agentes
oportunistas, agravando assim seu quadro patologico (LEBLANC, 2003).
Essas éguas apresentam um retardo de aproximadamente duas horas para
iniciar a resposta contratil a presenca de espermatozoéides e bactérias em
relacdo ao observado em éguas sadias.

Estudos in vitro indicaram que a direcdo das contracdes das fibras

musculares difere entre as duas categorias de éguas. Nas éguas sadias, a
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contracdo ocorre a partir da ponta do corno uterino em direcdo a cérvix,
enquanto que nos animais susceptiveis a contracdo ndo apresenta padrdo
ritmico e o Utero tende a se contrair em direcdo a ponta do corno uterino,
ou seja, no sentido oposto da eliminacdo do conteudo pelo 6rgéo
(REITZENSTEIN et al.,, 2002). Assim, a atividade mioelétrica é alterada
nestas éguas, o0 que pode ser a causa primaria da EPPC nestes animais
(TROEDSSON, 1999).

A revisdo de Maischberger et al. (2008), mostra que a falha no clearance
de bactérias, fluido e debris poés-cobertura pode ser causada por
diferentes fatores, que sdo: diminuicdo da frequéncia, intensidade e duracéo
da atividade miometrial devido possivelmente a mudancas na liberacao,
sisttmica ou local, de prostaglandina e ocitocina (RIGBY et al.,, 2001),
mudancas vasculares do endométrio, alteracdes de respostas hormonais e
alteracdo na produgédo de muco. Outros fatores em éguas multiparas incluem
alteracbes degenerativas que ocorrem no utero de éguas devido a idade e
namero de partos, como interacfes neuromusculares alteradas, ou falha na
drenagem linfatica devido a uma dilatacao parcial do Utero ou deslocamento
caudo-ventral deste (LEBLANC, 2003).

Alghamdi et al. (2005) investigaram a producdo de Oxido nitrico,
responsavel pela lise de bactérias no interior do neutrofilo (MACKAY,
2000). Neste experimento, as éguas susceptiveis apresentaram um elevado
acumulo de o6xido nitrico no lumen uterino 13 horas apés IA (ALGHAMDI et
al., 2005). Esta substancia esté relacionada ao relaxamento do musculo liso,
e 0S autores propuseram este efeito como uma possivel explicacdo para a
baixa atividade miometrial que as éguas susceptiveis apresentam no periodo

da inflamacao.

2.4 Terapia aplicada a endometrite persistente pés-cobertura

O tratamento da endometrite na égua € focado primariamente em
minimizar os fatores predisponentes do processo inflamatério, reduzindo o
namero de espermatozolides totais que adentrardo o trato reprodutivo da
fémea, bem como diminuir o nimero de inseminagdes por ciclo, reduzindo

assim a resposta inflamatéria. Também é fundamentado em estudos prévios
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gue investigaram a resposta inflamatéria pds cobertura e a contratilidade
uterina (BRINSKO et al., 1990; KATILA, 1995).

2.4.1 Lavagem uterina

Tendo em vista que o transporte espermatico para o oviduto se completa
no periodo de 4 horas apos a introducédo do sémen no corpo do utero, o lavado
uterino pode ser realizado apds este periodo, evitando assim a interferéncia
com o transporte espermatico e consequente queda na taxa de fertilidade.

A lavagem uterina pode ser realizada com ringer lactato ou solugéo salina
aguecidos. Este procedimento € comumente realizado em éguas repetidoras
de cio e naquelas que apresentam mais de 2 centimetros de fluido
intrauterino apés a cobertura (BRINSKO et al., 2003).

Se o fluido acumulado € hipoec6ico e menor do que 2 centimetros
guando examinado no exame ultrassonografico, ou se ha pouco ou nenhum
edema apés a ovulagdo, um tratamento apenas com ocitocina ou
cloprostenol, um anélogo da prostaglandina, pode ser realizado. Eguas
com fluido uterino antes da cobertura podem ser lavadas com solucao de
ringer com lactato 1 hora antes da inseminacdo sem causar qualquer
subsequente decréscimo nas taxas de prenhez. A remocdo do fluido é
desejavel porque esta secrecdo intrauterina pode conter debris inflamatérios,
especialmente se a égua requer repetidas inseminacdes com sémen
refrigerado ou congelado. O fluido afeta negativamente a motilidade
espermatica e a fertilidade (VANDERWALL & WOODS, 2003). Alguns
veterinarios recomendam repetir a lavagem uterina (mais de 3 litros) até o
fluido recuperado aparecer claro. A ocitocina ou cloprostenol podem ser
administrados imediatamente apds a Ultima lavagem uterina para ajudar na

remocao de toda a quantidade de liquido.
2.4.2 Drogas ecbdlicas
As drogas ecbdlicas estimulam a contracdo uterina e ajudam a

promover uma drenagem no Gtero em animais que apresentam dificuldade

de realizar o clearance uterino. A ocitocina se mostrou uma droga eficaz
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em promover tais efeitos em éguas que apresentam esta deficiéncia
(ALLEN, 1991). Esta droga induz contracbes uterinas de grande amplitude
por aproximadamente 30 minutos durante o estro e no periodo de 48 horas
apos a ovulacdo (LEBLANC et al.,, 1994). Os receptores de ocitocina no
miométrio e no oviduto das éguas, ovelhas e vacas estao presentes em maior
namero durante o fim do diestro e no estro (RIGBY et al., 1999) e, portanto, o
seu efeito diminui apés a ovulagcdo, pois seu numero de receptores varia
conforme a fase do ciclo estral, sendo maior na fase estrogénica e menor na
fase pos ovulatoria. A droga atua no Utero da égua para estimular a contragédo
uterina, agindo diretamente em tais receptores e liberando a PGF2a do
endométrio (CADARIO et al., 1999).

A maioria das éguas responde rapidamente, expelindo o fluido quase
imediatamente. As doses recomendadas variam entre 10 e 25 Ul
administradas via intramuscular ou intravenosa (KNUTTI et al., 2000). No
periodo pés ovulatorio a maior dose (25 Ul) deve ser administrada.
(VERONESI, 2006).

A completa limpeza uterina ocorre em 24 horas apds o tratamento com
ocitocina, o que confirma a eficacia dos hormdnios echdlicos exdgenos no
utero. (CADARIO et al., 1999).

Porém, esta droga parece nao ser efetiva em todas as éguas que
acumulam fluido uterino. Alguns fatores que podem afetar a resposta uterina
sdo: numero inadequado de receptores endometriais, um utero penduloso,
cérvix fechada, dose excessiva que resulta em contracdes inapropriadas,
propagacao anormal das contragdes uterinas ou inflamacéo prolongada (VON
REITZENSTEIN et al., 2002).

Se o clinico suspeita que a ocitocina ndo estimulou a drenagem
apropriadamente, pode ser util a utilizacdo do cloprostenol, mas ndo ha
investigacbes detalhadas dos padrdes de propagacdo uterina apos a sua
administragdo. O efeito da PG na contratilidade uterina tem sido investigado
porque a ocitocina estimula a liberacdo de PG, e as contracbes uterinas
associadas a administracdo de ocitocina tém uma meia-vida relativamente
curta. Dos trés analogos da PG avaliados (PGF2a, cloprostenol e
fenprostalene), o cloprostenol produziu a resposta uterina mais consistente

(COMBS et al, 1996). A contracdo uterina é mais fraca, mas
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significativamente mais prolongada apds administracdo de cloprostenol do
gue de ocitocina (4 horas vs. 30 minutos). Por esta razéo, seu uso tem sido
defendido para éguas com estase linfatica, ja que a drenagem linfatica conta
com a ajuda da contracao uterina (TROEDSSON et al., 2001).

Quando esta droga é utilizada antes da ovulacdo, ndo se observa efeito
sobre a formagéo do corpo luteo ou na producdo de progesterona. Porém, se
administrada apo6s a ovulacédo, a PGF2a é capaz de interferir na formacéao
luteal, levando, consequentemente, a reducdo na producéo de progesterona

e consequente reducao da taxa de prenhez (LEBLANC, 2003).

2.4.3 Promocéao da Drenagem Cervical

Em éguas que apresentam uma cérvix que falha ao se dilatar, as
drogas ecbdlicas podem ser ineficazes na expulsdo do fluido uterino.
Portanto, a cérvix pode ser manualmente dilatada para auxiliar na expulsao
do fluido. Também o Misoprostol, um andalogo sintético da Prostaglandina
E1l (PGEl), pode causar o seu relaxamento quando aplicado topicamente no
epitélio cervical 2 a 4 horas antes da cobertura (LEBLANC & CAUSEY,
2009).

2.4.4 Anti-inflamatérios ndo esterdides sistémicos

Os anti-inflamatodrios ndo esterdides mostraram-se menos eficazes na
minimizag&o da reacgédo inflamatéria uterina apos a IA. No estudo realizado por
LeBlanc (1997), no qual foi utilizada a fenilbutazona no tratamento da EPPC,
foi notado um atraso na limpeza uterina dos animais tratados, pois esta classe
de drogas atua inibindo a acdo da enzima ciclooxigenase, bloqueando a
sintese de prostaglandinas (principalmente PGF2a), a qual, por sua vez, auxilia

no processo de depuracgéo uterina das éguas.

2.4.5 Imunomoduladores

Recentemente foram desenvolvidos tratamentos que parecem modular

ou até mesmo suprimir a resposta imune como um meio de reduzir a
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inflamacéo uterina poés-cobertura (LEBLANC & CAUSEY, 2009).

Ha evidéncias de que o uso criterioso de anti-inflamatérios esterdides
ou imunomoduladores pode aumentar os indices de prenhez em éguas com
acumulo de fluido ou inflamacéao uterina (FUMUSO et al., 2003; BUCCA et al.,
2008; PAPA et al., 2008).

Dellaqua Jr. et al. (2006) obtiveram taxas de prenhez satisfatérias com
o uso de corticoides no periodo peri-ovulatério. Eguas resistentes e
susceptiveis, baseando-se no historico de acumulo de fluido uterino,
foram submetidas a tratamentos com acetato de prednisolona a cada 12
horas, iniciando 2 dias antes e continuou-se 1 dia apds ovulagdo. Os dois
grupos foram inseminados com sémen congelado em dois ciclos, o
primeiro sem tratamento e o segundo com o uso de corticéide. Nas éguas
sadias ndo se observou diferengcas na taxa de prenhez de éguas tratadas
e ndo tratadas, enquanto que nas éguas susceptiveis taxa de prenhez
superior foi obtida nas eéguas tratadas (67%) comparadas as controle
(5%). Além disso, no grupo tratado, houve reducdo no volume do fluido
uterino e notou-se um aspecto mais limpido deste. A melhora da taxa de
prenhez e do aspecto da secrecdo uterina pode ser explicada pela
modulagdo de vérias citocinas como IL-1B, TNF-a, IL-4, IL-3, IL-5 e IL-8
causada pelos corticéides, o que leva a reducdo da inflamacao
(MALSCHITZKY et al., 2007).

Fioratti (2010) mensurou o efeito da dexametasona sobre a fertilidade
de éguas resistentes e susceptiveis a EPPC e obteve resultados positivos para
éguas susceptiveis, pois o tratamento com dexametasona local aumentou
em 40% a taxa de recuperacdo embrionaria, e o tratamento sistémico
duplicou o numero de embrides recuperados por ciclo em comparacdo ao
grupo controle.

Uma unica aplicacdo de dexametasona administrada no momento da
cobertura (50 miligramas intravenoso) combinado com terapias rotineiras
realizadas ap0s a cobertura (lavagem uterina, drogas ecbdlicas, e em alguns
casos, antibidticos intrauterinos) resultou em aumento das taxas de prenhez
em éguas com histérico de acumulo de fluido apd6s ovulagdo e em
éguas com incompeténcia cervical (BUCCA et al.,, 2008). Porém, os

animais submetidos a tratamentos com corticbides devem ser escolhidos
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cuidadosamente, pois o0 uso equivocado destes medicamentos em éguas
com endometrite bacteriana pode exacerbar a infeccdao (LEBLANC e
CAUSEY, 2009).

Estudos recentes tém demonstrado que outros imunomoduladores
podem melhorar os indices de prenhez, embora os mecanismos de acdo
ainda estejam um pouco obscuros. A imunomodulacdo pode ajudar a
restabelecer a homeostase dos mecanismos inflamatérios locais reduzindo
a producdo de citocinas pro- inflamatérias, consequentemente auxiliando
na profilaxia da EPPC ou endometrite crdnica infecciosa em éguas velhas
(LEBLANC e CAUSEY, 2009).

Fumuso et al. (2003) avaliaram a expressdao de mRNA de citocinas pro
inflamatdrias em éguas resistentes a EPPC, susceptiveis e tratadas com
imunomodulador feito através do extrato de parede de micobactéria e foram
observadas mudancas nos perfis de expressao da transcricdo do mRNA. As
eéguas tratadas apresentaram reversao nos padroes de expressdo do mRNA
a niveis basais. Foi notado também que nas éguas que receberam o
tratamento apo6s IA houve modulacdo da inflamacédo pela significante
reducdo na expressao da IL-1.

Em outra andlise, Fumuso et al. (2007) também avaliaram a expressao
de mRNA das citocinas IL-8, IL-10, entre outras. No ciclo controle, durante o
estro, foi notado que houve menor expressdo de IL-10, uma citocina anti-
inflamatoria, em éguas susceptiveis do que em resistentes, o que pode ter
contribuido para a manutencdo do estado inflamatério. No segundo ciclo,
durante o estro, no qual houve o estimulo do sémen sobre a resposta
inflamatéria, notou-se que 0s animais susceptiveis apresentaram maiores
niveis de IL-8 e menores de IL-10 do que as resistentes. No diestro notaram-
se, nos animais susceptiveis, altos niveis de todos o0s parametros
inflamatérios que continuaram elevados até 7-8 dias ap6s ovulacdo. No
grupo tratado com imunomodulador, a expressdo endometrial de IL-8 24
horas apos IA foi reduzida em éguas susceptiveis a niveis similares aqueles
encontrados em éguas resistentes.

Os autores concluiram que o tratamento de éguas susceptiveis com

imunomoduladores pode auxiliar no restabelecimento da homeostase dos
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mecanismos imunes uterinos, por meio da regulacdo das citocinas pro e anti-

inflamatadrias.

2.5 Plaquetas e fatores de crescimento

As plaquetas sdo corpusculos anucleados, em forma de disco, e
apresentam aproximadamente 2 a 4 um de diametro. Os megacariécitos,
células gigantes e polipldides da medula 0ssea, sdo seus precursores e estao
localizados abaixo dos capilares sinuséides da medula e emitem
prolongamentos citoplasmaticos, os quais ficam em contato com o0 sangue.
Tais prolongamentos sao seccionados e as plaguetas séo entéo liberadas para
a corrente sanguinea (HARTWIG & ITALIANO, 2003). Estas apresentam
importante funcdo no processo de coagulacdo do sangue (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

A estrutura das plaquetas consiste em microtubulos, microfilamentos de
actina e miosina, lisossomo, glicogénio, a-granulos e granulos densos e
lisossomais. Os granulos lisossomais possuem hidrolases, guaninas,
fosfolipases e quinases, 0s quais agem como enzimas proteoliticas e
hidroliticas (WEIBRICH et al., 2005). Os granulos densos possuem adenosina
difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP), serotonina e célcio. Os a- granulos
contém diversas moléculas, como fatores de coagulagdo e de crescimento,
além de outras proteinas como albumina e proteoglicanos (ZUCKER-
FRANKLIN et al.,, 1988). Estas moléculas sdo importantes para todas as
funcdes plaquetarias, como formacao de coagulos, modulacao da inflamacéao e
sintese de matriz extracelular, no caso da reparacao de tecidos (GENTRY et
al., 2000).

As plaguetas encontram-se no seu estado inativo (EVERTS et al., 2006).
Para a ativacdo destas, podem ser utilizados tanto agentes fisiolégicos, como
trombina, tromboxano, serotoninina, epinefrina, como também agentes
farmacoldgicos (cloreto de calcio, iondéforo de célcio, dentre outros)
(CARMONA et al., 2006). A membrana plasmética das plaquetas € composta
por diversos receptores. Desta maneira, acredita-se que tais agentes
desencadeiam a ativacdo plaquetaria através da ligagdo com receptores.

Consequentemente, apds esta estimulagdo, os a-granulos liberam suas
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moléculas por exocitose no local da lesdo para iniciar o recrutamento de outras
plaquetas, leucécitos e proteinas plasmaticas. (HARRISON e CRAMER, 1993).
Quando ativadas, as plagquetas mudam seu formato, secretam seus granulos,
formam um tipo de “tamp&o” hemostatico e realizam a retracdo do coagulo
(GENTRY et al., 2000).

Além da funcdo de coagulagéo, as plaguetas também liberam substancias
que promovem reparacdo tecidual e influenciam na reativacdo da
vascularizacdo e de células que promovem a angiogénese e a inflamacéao
(ANITUA et al.,, 2004). Elas contém fatores de crescimento como fator de
crescimento beta transformante (TGF-B), fibrinogénio, fator de crescimento
derivado da plagueta (PDGF), fator de crescimento epidérmico (EGF),
tromboplastina plaquetaria, calcio, entre outros (HARRISON & CRAMER,
1993). Estes fatores sdo peptideos sinalizadores que regulam o metabolismo
celular pela interagdo com um organizado complexo de receptores que se
encontram na membrana celular, pelas vias de sinalizacdo intracelular e
também pelo aumento da transcricdo de fatores e producédo de proteinas que
resultam na proliferacdo e diferenciacéo celular, como também no aumento da
producdo da matriz extracelular (DAHLGREN et al., 2001). Tais peptideos
liberados na matriz extracelular ligam-se ao receptor tirosina-quinase, presente
nas células teciduais, e entdo o0 mMRNA é transcrito apdés 0s genes que
controlam a divisao celular serem acionados, e assim inicia-se a cascata que
promove a reparacao e regeneracao tecidual (DINATO et al., 2001).

Os fatores de crescimento (Tabela 1) sdo essenciais na regulacdo dos
eventos celulares envolvidos no processo de cicatrizagdo por permitirem a

quimiotaxia para o local da lesdo (Declair, 1999).

TABELA 1. Moléculas bioativas encontradas nos a-granulos das plaquetas*

Atividades gerais Moléculas especificas Atividades biolbgicas
Categorias
Fatores de crescimento TGF-B Promocéo da sintese da matriz

PDGF Quimiotaxia, proliferacdo celular

IGF-1, 1 Proliferacéo celular, maturacéo, sintese
da matriz

FGF Angiogénese, proliferacéo dos
fibroblastos

EGF Proliferacdo celular

VEGF angiogénese
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ECGF Proliferacdo das células endoteliais,
angiogénese
Proteinas aderentes Fibrinogénio Cascata da coagulagdo sanguinea

(formacao de coagulo de fibrina)

Fibronectina

Se liga as integrinas da superficie
celular, afetando a adesdo celular,
crescimento  celular, migracdo e
diferenciacéo

Vitronectina

Adeséo celular, quimiotaxia

Trombospondina- 1

Inibicdo da angiogénese

Fatores de coagulacéo

Fator V, XI, proteina S,
antitrombina

Todos tem papel na ativacdo da
trombina e eventual formacdo do
coagulo de fibrina.

Fatores fibrinoliticos

Plasminogénio

Produgcdo de
fibrindlise)

plasmina (leva a

Plasminogénio ativador
e inibidor

Regulacéo da producao de plasmina

a-2 antiplasmina

Inativacdo da plasmina

Proteases
antiproteases

TIMP-4

Regulacéo da degradacéo da matriz

Metaloprotease-4

Degradacéo da matriz

a- 1 antitripsina

Inibe grande variedade de proteases e
enzimas

Proteinas basicas

Fator plaquetario 4

Inibicdo da angiogénese

B — tromboglobulina

Ativacdo plaquetaria,
angiogénese

inibicdo da

endostatinas

Inibidoras da migracdo das células
endoteliais e da angiogénese

Glicoproteinas das
Membranas

CCD40 ligante

Inflamacao, sintese das interleucinas e
producdo das integrinas; adesdo
plaquetaria nas células endoteliais,
sinalizador celular, modulacdo da
molécula de adesdo plaquetaria
(PECAM-1) nos leucécitos.

P-selectina

Molécula de adesdo das células
vasculares, auxilia na ligacdo e
recrutamento dos leucécitos para o
tecido inflamado.

*TGF, fator de crescimento transformante; PDGF, fator de crescimento derivado da plaqueta; IGF, fator de
crescimento semelhante a insulina; FGF, fator de crescimento fibroblastico; EGF, fator de crescimento
epidermal; VEGF, fator de crescimento vascular endotelial; ECGF, fator de crescimento celular endotelial;
TIMP-4, tecido inibidor da metaloprotease-4. Fonte: FOSTER et al. (2009).

2.5.1 Plasma Rico em Plaquetas

O plasma rico em plaquetas (PRP) vem sendo muito utilizado na

Odontologia, em cirurgias ortopédicas, reparacdo de musculos e tenddes,

reversdo de Ulceras na pele, entre outros. O PRP € uma fonte autdégena de facil

aquisicdo e baixo custo, que contém diversos fatores de crescimento



38

importantes na reparacao tecidual, devido a sua agdo mitogénica, quimiotatica
e neovascular. E derivado do sangue total e deve conter entre trés e cinco
vezes mais plaquetas do que os niveis fisiologicos (GONSHOR, 2002; KEVY &
JACOBSON, 2004).

Inicialmente o PRP era obtido através de maquinas de plasmaférese e
utilizava-se a trombina bovina para sua ativagdo. Porém, com o intuito de
facilitar sua obtencdo e reduzir o0s custos, surgiram equipamentos
automatizados e diversos protocolos, inclusive alterando-se os produtos
utilizados para sua ativagcéo. Ainda assim, o uso de “kits”, que tornam simples a
obtencdo do PRP, manteve seu custo elevado e, por isso, diversos protocolos
utilizando centrifugas comuns vém sendo usados. No estudo de Vendruscolo et
al. (2012), no qual foram testados diversos protocolos de obtencdo de PRP
disponiveis na literatura, os autores concluiram que o protocolo de Carmona et
al. (2007) foi o mais eficiente em concentrar plaguetas de equinos.

Os autores observaram que os protocolos com for¢ca de centrifugacéo
relativa alta ndo obtiveram altas concentracdes plaquetarias, provavelmente
por ativar ou lesar as plaquetas durante a centrifugacéo, levando a formacéao
de pellets no fundo do tubo que ndo se desfaziam facilmente, diminuindo a
quantidade de leucécitos presentes no PRP. Nos protocolos com menor forca
esta condicdo néo ocorreu, uma vez que os leucdcitos e plaquetas contidos no
fundo do tubo se soltaram mais facilmente.

As lipoxinas, moléculas lipidicas oriundas do &cido aracdbdnico, séo
moduladoras do processo inflamatério, pois exercem diminuicdo na
quimioatragdo dos neutrdfilos para o local lesado, além de promover a sua
apoptose. Além disso, apresentam quimiotaxia para 0s mondcitos que
posteriormente se tornardo macréfagos nos tecidos, a fim de se realizar
posterior cicatrizacdo e resolucdo da inflamacdo (BANNENBERG et al., 2005).
Uma das principais rotas para a biossintese da Lipoxina A; (LXA;) é a
interacdo dos neutrofilos com as plaquetas nos vasos sanguineos. As
interacbes entre as células promovem a hidroxilacdo do 12-HETE das
plaguetas pela 5- lipoxigenase das células mieloides para produzir as lipoxinas
(FIORI et al., 1995), o que sugere que as plaguetas podem estar envolvidas
com a resolucdo da inflamacao. EI-Sharkawy et al. (2007) demonstraram que

além do PRP aumentar a distribuicdo dos fatores de crescimento para a area
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lesionada, ainda ha aumento local do nivel de LXA,; e de RANTES, quimiocinas
secretadas por macrofagos, células endoteliais, dentre outras, que também tem
a funcdo de manter o gradiente quimiotatico para migracdo dos leucocitos da
circulacao para os tecidos. Além disso, os RANTES podem inibir a liberacdo de
inflamatorio. Desta maneira, tal estudo mostrou que 0s niveis de LXA,; e
RANTES derivados das plaguetas foram elevados, o que auxilia na promoc¢ao
da resolugéo da inflamacao.

Em estudo realizado por Woodall et al. (2008), foi analisada a atuacao das
plaguetas na liberacédo da IL-1 pelos macréfagos. Foi notado que as plaquetas
causam uma supressao inicial da IL-1 liberada por macrofagos ativados.
Posteriormente, a IL-1 liberada foi aumentando durante os 7 dias seguintes,
indicando que o PRP pode ser usado como um agente anti-inflamatorio
transitério que inicialmente suprime a inflamacdo e depois estimula uma
resposta de restabelecimento tardio.

Diante do exposto, 0 uso do PRP como modulador da reagéo inflamatéria
e como reparador de lesbes no tecido uterino pode vir a ser uma terapia

promissora para a resolucéo da EPPC.
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3 OBJETIVOS

Verificar o estimulo do sémen na resposta inflamatéria uterina de éguas
resistentes e susceptiveis a endometrite persistente 24 horas apds a
inseminacao artificial.

Determinar se o tratamento com plasma rico em plaquetas interfere na
resposta inflamatdria de éguas resistentes e susceptiveis a endometrite

apos a inseminacéo artificial.



Materiais e Méetodos



43

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Experimento 1
4.1.1Selecao dos animais e local da pesquisa

Foram utilizadas 23 éguas, sem raca definida, com peso médio entre 300 e
400 kg e idade entre 5 e 18 anos. Os animais pertenciam a FMVZ — UNESP
Botucatu, e estavam situados no Posto de Monta desta instituicdo, latitude
22°53’09”, altura 804 metros. Todos os animais apresentavam 6timo estado
de condicdo corporal e foram alimentados diariamente com racédo e feno e
receberam sal mineral e agua ad libitum. Os animais foram divididos em duas
categorias: 15 éguas susceptiveis, com idade maior que 10 anos, sendo duas
éguas com 6 anos, apresentando histérico de acumulo de fluido intra-uterino
apos a IA por mais de 24 horas, determinado por ultrassonografia e baixa taxa
de recuperacdo embrionaria (<30%), e 8 éguas resistentes, com idade inferior
a 10 anos sem qualquer tipo de alteracdo no aparelho reprodutivo, que néao
apresentavam histdérico de acumulo de liquido ou queda na taxa de fertilidade.
Com o intuito de melhor selecionar os grupos experimentais de éguas
resistentes e susceptiveis, foi realizada uma inseminacdo artificial e assim
verificada a resposta inflamatdria nestes animais para posterior tratamento com

plasma rico em plaguetas.
4.1.2 Colheita de sémen e preparo das doses inseminantes

A colheita de sémen foi realizada com o auxilio da vagina artificial modelo
Botucatu. Imediatamente apds a obtencdo do sémen foi retirada a fracdo gel
atraves de filtracdo e o sémen foi diluido com produto comercial a base de leite
desnatado Botu-semen® (Botupharma, Botucatu/SP, Brasil) na proporcdo de
1:1 (0 mesmo produto foi utilizado para todas as amostras de sémen
utilizadas). Apés a diluicdo, a motilidade dos espermatozoéides foi mensurada
através de andlise computadorizada (Hamilton Thorne Research, Danvers,
USA) e a concentracdo mensurada através da camara de Neubauer. Apds
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esses procedimentos, foram separadas doses contendo 800x10° de

espermatozoides totais.

4.1.3 Inseminacdes artificiais

As éguas resistentes e as susceptiveis foram inseminadas em ciclos
estrais consecutivos com 0 mesmo garanhao, utilizando-se sémen fresco com
uma dose de 800 milhdes de espermatozoides totais. Este primeiro ciclo ndo
sofreu nenhuma interferéncia medicamentosa.

Ao se detectar um foliculo de 35 mm e edema uterino compativel, as
eéguas foram induzidas a ovulacdo com 1 mg de acetato de deslorelina
intramuscular. Cada animal foi inseminado uma vez por ciclo. Nos ciclos em
que a ovulacdo ndo ocorreu dentro do periodo desejado, as colheitas foram

descartadas e o ciclo estral, desconsiderado.

4.1.4 Colheita e processamento do material uterino

Foram realizadas citologias exfoliativas uterinas 24 horas antes da IA e 24
horas apo6s a IA. As coletas foram feitas com o auxilio de um aparelho para
coleta de citologia uterina equina, cuja funcao € proteger a escova ginecolédgica
do contato com o ambiente vaginal e cervical da fémea, além de facilitar sua
entrada no utero, como foi descrito por Alvarenga e lwana de Matos (1990).
Apos a coleta, as laminas foram secas em temperatura ambiente e coradas
pelo método Pandtico Rapido. A leitura das amostras foi realizada por meio de
microscopia Optica utilizando imerséo (1000x), considerando a porcentagem de
neutrofilos/100 células de forma aleatoria.

Foram realizados exames ultrassonograficos 24 horas antes da IA e 24
horas apods, a fim de se detectar a presenca de fluido uterino acumulado na
regido de bifurcacdo dos cornos uterinos e mensuracdo do mesmo. Em tais
momentos, foi realizada a coleta da secrecao uterina através de um tampao de
algodado (absorvente feminino modelo mini - OB® - Johnson & Johnson),
utilizando um aplicador especialmente preparado de aco inox. Para facilitar a
remocao do tampao, 0 mesmo teve seu puxador aumentado com fio cordoné

grosso estéril. A retirada do tampdo ocorreu apos 30 minutos através da
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introducdo da mao enluvada via vaginal e tragdo do fio cordoné, mantendo-o
protegido do contato com o canal vaginal da égua. Imediatamente apés a
retirada do tampéo do interior do utero o mesmo foi colocado em uma seringa
estéril, pressionando-se o émbolo até a total liberacéo do liquido absorvido em
um tubo estéril. A partir desta amostra foi separada uma aliquota para
obtencdo da concentragcdo de neutrofilos/mL em cémara de Neubauer e
microscopia optica. Outra parte desta amostra foi submetida a um processo de
centrifugacdo a 3000g por 10 minutos, conforme realizado por FIORATTI
(2010) para retirada de células presentes, e as amostras foram congeladas
imediatamente a temperatura de -20°C até o momento da realizagdo das
avaliacdes laboratoriais.

Em algumas éguas, nado foi possivel recuperar fluido uterino nos
momentos antes da IA, desta maneira, tais animais ndo foram utilizados na

mensuracao da concentracdo de células PMNs e ON no fluido uterino.

4.1.5 Dosagem de Oxido Nitrico

Apods o descongelamento das amostras de fluido uterino armazenadas dos
momentos 24 horas antes e 24 horas apdés |IA, as concentracdes de nitrato
(NO3) e nitrito (NO2") foram determinadas pelo método da reagdo colorimétrica
de Griess em espectrofotbmetro (Multiskan EX primary EIA V 2.1-0) com
absorbancia de cor em 540 nm para estimar a concentracdo de Oxido Nitrico
(ON) total.

Esta bem estabelecido que o congelamento das amostras ndo altera a
concentracdo de ON, portanto a primeira reacdo na amostra ocorre quando o
nitrito forma o sal diazonium, que reage com o0 segundo reagente gerando-se a
cor roxa, para a qual o pico de absorbancia é de 540 nm. Com o objetivo de se
reduzir o nitrato a nitrito, uma aliquota de 40 pL da amostra armazenada foi
incubada em mistura contendo 1000uL de nitrato reductase, 1000uL do cofator
NADPH (5 mg/mL) diluido em agua deionizada e 1000uL de PBS (0,5 M). As
amostras foram incubadas em uma temperatura de 37°C por um intervalo de
tempo de 14 a 16 horas numa placa de 96 pocos. Apés esta etapa, 80 uL do
reagente de Griess foram adicionados a amostra. Todas as solucdes foram

completamente protegidas da luz durante o experimento. A curva padrdo para
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o nitrito foi diluida em PBS contendo concentragdes variando entre 0,5 a 400
UM. Os valores de absorbancia adquiridos nas concentracdes pré
estabelecidas foram usados para construir a curva de disperséo.

Dessa forma, foram realizadas as dosagens de nitrito, o metabdlito de
menor concentragao, e de ON total, ou seja, nitrito e nitrato. As reacoes fazem
com que todo nitrato seja reduzido a nitrito e por medi¢gOes deste foi obtida a
quantidade total de metabélitos (NO* e NO*).

4.2 Experimento 2
4.2.1 Selecao dos animais

Para o tratamento com PRP, foram utilizadas as mesmas éguas do
experimento 1, sendo um ciclo controle e outro tratado. As éguas foram
controle delas mesmas.

4.2.2 Colheita de sémen e preparo das doses inseminantes

Os procedimentos para colheita de sémen e preparo das doses

inseminantes foram realizados conforme descritos no experimento 1.

4.2.3 Inseminac0des artificiais

As inseminacdes artificiais foram realizadas conforme foi descrito no

experimento 1.

4.2.4 Obtencéo do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e infusdo no utero

A obtencdo do PRP foi realizada a partir do método descrito por
CARMONA et al. (2007). Amostras de 100 mL de sangue de cada um dos
animais foram colhidas através de puncdo da veia jugular externa, e
acondicionadas em tubos contendo o anticoagulante citrato de sédio a 3,2%.

As amostras de sangue foram homogeneizadas e imediatamente

centrifugadas a 120 g, durante 10 minutos. De cada tubo centrifugado foi
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descartado 50% do plasma presente na superficie, com o intuito de se usar um
plasma mais concentrado em plaquetas na segunda centrifugacéo. Para isso, o
plasma obtido apds a primeira centrifugagcéao foi acondicionado em dois tubos
plasticos sem anticoagulante, procedendo-se em seguida a centrifugacao dos
mesmos a 240 g por 10 minutos. Apos a segunda centrifugacdo, o plasma foi
dividido em duas fragbes: o sobrenadante (plasma pobre em plaquetas) e a
fracdo remanescente denominada plasma rico em plaquetas. O plasma pobre
foi descartado e o PRP, reservado. Os tubos com PRP foram acondicionados
em caixa isotérmica Botuflex® (Botupharma, Botucatu/SP, Brasil) com gelo em
uma temperatura controlada entre 20-25°C, por um periodo de 1 hora até o
momento da aplicacéo. A certificacdo da concentracao de plaquetas no PRP foi
realizada manualmente no Laboratorio Clinico Veterinario da FMVZ — Unesp,
Botucatu/SP, logo apos a segunda centrifugacéo.

A ativagdo das plaquetas para liberacdo dos granulos plaquetéarios foi
realizada com Cloreto de Calcio a 10%, na proporcdo de 50ul para cada ml de
PRP (ARGUELLES et al., 2006). A infusdo de 20 mL de PRP no utero foi
realizada 4 horas apds a IA, com o auxilio de uma pipeta de inseminacao
introduzida no corpo uterino, com a mao enluvada e uso de lubrificante. As
éguas foram higienizadas previamente.

Em alguns animais, ndo foi possivel concentrar o nimero de plaguetas
desejado, mesmo apds varias tentativas. Sendo assim, tais animais foram
retirados do experimento. A concentracdo plaquetaria média utilizada foi de
257.000 plaquetas/pL.

4.2.5 Colheita e processamento do material uterino

Os procedimentos para colheita e processamento do material uterino
foram realizados conforme descritos no experimento 1.

Em algumas éguas, ndo foi possivel recuperar fluido uterino nos
momentos antes da IA, desta maneira, tais animais nao foram utilizados na

mensuracao da concentracdo de células PMNs e ON no fluido uterino.
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4.2.6 Dosagem de Oxido Nitrico

Os procedimentos para dosagem de oOxido nitrico foram realizados

conforme descrito no experimento 1.

4.3 Analise Estatistica

Para os valores da concentracdo de ceélulas polimorfonucleares e oxido
nitrico no fluido uterino; porcentagem de neutréfilos na citologia uterina e
acumulo de fluido analisado através de exame ultrassonografico, nos diferentes
momentos e grupos de éguas foram realizados os calculos das meédias e
desvio padrao, e os dados foram comparados por meio do teste T para os
grupos com e sem tratamento com PRP, e T pareado para 0s momentos pré e
pos IA, utilizando o Programa GraphPad InStat 3®. O nivel de significancia
considerado foi de 5% e valores de p entre 5 e 10 % foram considerados
tendéncia estatistica (FISHER & BELLE, 1993).
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5 RESULTADOS
Experimento 1: Resposta inflamatéria uterina ap6s inseminacao artificial

em éguas resistentes e susceptiveis a endometrite.

Ao se comparar as duas categorias de éguas, no momento pré
inseminacao artificial, ndo houve diferenga estatistica (p>0,05) em todos os
parametros avaliados (concentracdo de PMNs e ON no fluido uterino,
porcentagem de PMNs na citologia exfoliativa uterina e acumulo de fluido
observados no exame ultrassonografico) (Tabela 2 e figuras 1,2, 3 e 4).

TABELA 2. Médias e desvio padrdo do nimero de células polimorfonucleares no fluido uterino
(PMNss; n resistentes=7; n susceptiveis =12); porcentagem de polimorfonucleares na citologia
uterina (CIT; n resistentes=8; n susceptiveis =15); quantidade de fluido uterino (FLU n
resistentes=8; n susceptiveis =15) e concentragdo de ON no fluido uterino (ON; n
resistentes=7; n susceptiveis =12) entre éguas susceptiveis e resistentes 24 horas antes da
inseminacdo artificial.

PRE IA RESISTENTES SUSCEPTIVEIS
PMNs (células x 10°/ml) 237,86 £ 219,5° 406,4 + 416,6°
CIT (%) 2,25+ 1,6% 6+12,4°
FLU (mm) 0+0? 0+ 0
ON (uM) 506,99 + 332,03 489,37 + 364,09

| etras mintsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05).

Apbs a A, a concentracdo de PMNs no fluido uterino, porcentagem de
PMNs na citologia exfoliativa uterina e acumulo de fluido observados no exame
ultrassonografico foram estatisticamente diferentes (p<0,05) entre as duas
categorias de éguas, apresentando valores maiores para as éguas
susceptiveis. A concentracdo de ON ndo variou entre as duas categorias de
animais (p>0,05) apods a IA (Tabela 3 e Figuras 1, 2, 3 e 4).

TABELA 3. Médias e desvio padrdo do numero de células polimorfonucleares no fluido uterino
(PMNs; n resistentes=7; n susceptiveis =12); porcentagem de polimorfonucleares na citologia
uterina (CIT; n resistentes=8; n susceptiveis =15),quantidade de fluido uterino (FLU; n
resistentes=8; n susceptiveis =15 ) e concentragdo de Oxido nitrico no fluido uterino (ON; n
resistentes=7; n susceptiveis =12) entre éguas susceptiveis e resistentes 24 horas apés a
inseminacdo artificial.

POS IA RESISTENTES SUSCEPTIVEIS
PMNSs (células x 10°/ml) 611,43 + 324,8° 3536,25 + 3626,6
CIT (%) 26,63 + 10,72 69,93 + 12,5°
FLU (mm) 0,25 + 0,72 11,07 + 6,6
ON (uM) 310,15 + 396,9° 405,27 + 446,3%

@ etras mintsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05).
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Comparando-se 0s momentos pré e pos inseminacao artificial na categoria
de éguas resistentes, foi observado aumento significativo (p<0,05) na
concentracdo de PMNs no fluido uterino e na porcentagem de PMNs na
citologia exfoliativa uterina, enquanto que a quantidade de fluido uterino
mensurada na ultrassonografia e a concentragédo de ON no fluido uterino ndo
apresentaram diferenca estatistica entre os momentos (p>0,05) (Tabela 4 e
figuras 1,2, 3 e 4).

TABELA 4. Médias e desvio padrao das células polimorfonucleares no fluido uterino (PMNs;
n=7); porcentagem de polimorfonucleares na citologia uterina (CIT; n=8), quantidade de fluido
uterino (FLU; n=8) e concentra¢cdo de ON no fluido uterino (ON; n =7) nas éguas resistentes 24
horas antes e 24 horas ap6és a inseminacao artificial.

RESISTENTES Pré 1A Pos 1A
PMNs (células x 10°/ml) 237,86 + 219,5% 611,43 + 324,8"
CIT (%) 2,25+ 1,6 26,63 + 10,7°
FLU (mm) 0+0° 0,25+ 0,7%
ON (uM) 506,99 + 332,0° 310,15 + 396,9°

2P| etras minGsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05).

J& nos animais susceptiveis, todos os parametros aumentaram e diferiram
significativamente apés a inseminacdo artificial (p<0,05), com excecao da
concentragédo de ON, que n&o variou entre os dois momentos (p>0.05) (Tabela
5 efiguras 1,2, 3 e 4).

TABELA 5. Médias e desvio padrao das células polimorfonucleares no fluido uterino (PMN's
n=12); porcentagem de polimorfonucleares na citologia uterina (CIT; n=15), quantidade de
fluido uterino (FLU; n=15) e concentragdo de oxido nitrico (ON; n=12) nas éguas susceptiveis
24 horas antes e 24 horas ap0s a inseminacéo artificial.

SUSCEPTIVEIS Pré 1A P6s IA
PMNs (células x 10°/ml) 406,42 + 416,6° 3536,2 + 3626,6°
CIT (%) 6,0+12,4° 69,93+ 12,5
FLU (mm) 0+ 0% 11,07 + 6,6"
ON (UM) 489,37 + 364,1° 405,27 + 446,3°

2P | etras minGsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05).
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FIGURA 1. Médias e desvio padrdo da concentracdo (x10%/mL) de células polimorfonucleares
no fluido uterino (PMNs) nos momentos 24 horas pré (PRE) e 24 horas apos (POS)
inseminacao artificial, nas éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis (Susceptiveis) a
endometrite persistente.
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FIGURA 2. Médias e desvio padrédo da porcentagem de células polimorfonucleares na citologia
uterina nos momentos 24 horas pré (PRE) e 24 horas apds (POS) inseminacao artificial, nas
éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis (Susceptiveis) a endometrite persistente.
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FIGURA 3. Médias e desvio padrdo da quantidade de fluido uterino avaliada na
ultrassonografia (mm), nos momentos 24 horas pré (PRE) e 24 horas apds (POS) inseminacg&o
artificial, nas éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis (Susceptiveis) a endometrite
persistente.
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FIGURA 4. Médias e desvio padrdo da concentracdo de Oxido nitrico mensurado no fluido
uterino nos momentos 24 horas pré (PRE) e 24 horas apés (POS) inseminac&o artificial, nas

éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis (Susceptiveis) a endometrite persistente.



54

Experimento 2: Efeito do tratamento com plasma rico em plaquetas na
resposta inflamatéria uterina de éguas resistentes e susceptiveis a

endometrite persistente.

Na comparacdo entre 0s momentos pré e pos inseminacao artificial na
categoria de éguas resistentes, a porcentagem de PMNs na citologia exfoliativa
uterina aumentou significativamente apés a IA (p<0,05), enquanto que nao foi
observada alterac&o significativa (p>0,05) na concentracdo de PMNs no fluido
uterino, na quantidade de fluido uterino mensurada atraves de exame
ultrassonografico e na concentracdo de ON no fluido uterino (Tabela 6 e figuras
5,6,7e8).

TABELA 6. Médias e desvio padrao da concentracdo das células polimorfonucleares no fluido
uterino (PMNs; n=4); porcentagem de polimorfonucleares na citologia uterina (CIT; n=8),
guantidade de fluido uterino (FLU, n=8) e concentracdo de 6xido nitrico (ON; n=4) nas éguas
resistentes 24 horas antes (Tratamento pré |A) e 24 horas apds a inseminagdo artificial e
tratamento com plasma rico em plaquetas (Tratamento poés 1A).

RESISTENTES Tratamento pré IA Tratamento poés IA
PMNs (células x 10°/ml) 785,0 + 687,6% 705,0 + 311,4°
CIT (%) 5,25 + 3,9% 14,38 + 10,8°
FLU (mm) 0+0° 0+0°
ON (uUM) 394,20 + 250,8% 292,05 + 297,6%

2% etras minGsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05)

Nos animais susceptiveis, todos 0s parametros aumentaram e
apresentaram diferenca estatistica apds a inseminacéo artificial (p<0,05), com
excecao da concentracdo de ON, que nao diferiu estatisticamente entre os dois
momentos (p>0,05). A concentracdo de PMNs no fluido uterino apresentou
uma tendéncia estatistica em aumentar apds a inseminacgdo artificial e
tratamento com PRP (0,05<p<0,1) (Tabela 7 e figuras 5, 6, 7 e 8).

TABELA 7. Médias e desvio padrao das células polimorfonucleares no fluido uterino (PMNSs;
n=11); porcentagem de polimorfonucleares na citologia uterina (CIT; n=15), quantidade de
fluido uterino (FLU; n=15) e concentragdo de oxido nitrico (ON; n=11) nas éguas susceptiveis
24 horas antes (Tratamento pré IA) e 24 horas ap0s a inseminacao artificial e tratamento com
plasma rico em plaquetas (Tratamento poés IA).

SUSCEPTIVEIS Tratamento pré IA Tratamento pos IA
PMNs (células x 10°/ml) 708,64 + 741,3% 2929,09 + 4827,1"
CIT (%) 7,93+ 9,6% 28,5+23,1"
FLU (mm) 0+ 0% 5,73+ 45"
ON (uM) 392,14 + 435,93% 272,79 + 279,06

2P |etras minGsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05)
*Na mesma linha indicam tendéncia (0,05<p<0,1)
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FIGURA 5. Médias e desvio padrdo da concentracéo (x103/mL) de células PMNs recuperadas
do fluido uterino das éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis (Susceptiveis) a EPPC, no
grupo tratado, 24 horas antes (TT PRE) e 24 horas apés (TT POS) a inseminacéo artificial e
tratamento com plasma rico em plaquetas.
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FIGURA 6. Médias e desvio padrédo da porcentagem de células PMNs na citologia exfoliativa
uterina das éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis (Susceptiveis) a EPPC, no grupo
tratado, 24 horas antes (TT PRE) e 24 horas ap6s (TT POS) a inseminacéo artificial e
tratamento com plasma rico em plaquetas.
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FIGURA 7. Médias e desvio padrdo da quantidade de fluido uterino mensurado ao ultrassom
(mm) das éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis (Susceptiveis) a EPPC, no grupo
tratado, 24 horas antes (TT PRE) e 24 horas apés (TT POS) a inseminacéo artificial e
tratamento com plasma rico em plaquetas.
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FIGURA 8. Médias e desvio padrao concentracdo de Oxido nitrico (uM) no fluido uterino das
éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis (Susceptiveis) a EPPC, no grupo tratado, 24
horas antes (TT PRE) e 24 horas apés (TT POS) a inseminacéo artificial e tratamento com
plasma rico em plaquetas.

Ao se avaliar os dois grupos, controle e tratado, 24 horas apds a
inseminacao artificial, observou-se nos animais resistentes que a concentracao

de PMNSs no fluido uterino, a quantidade de fluido uterino mensurada no exame
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ultrassonogréfico e a concentragdo de ON no fluido uterino ndo apresentaram
diferenca estatistica (p>0,05), enquanto que a citologia exfoliativa uterina
apresentou diferenca estatistica (p<0,05), diminuindo seu valor no grupo
tratado (Tabela 8 e figuras 9, 10, 11 e 12).

Tabela 8. Médias e desvio padrdo das células polimorfonucleares no fluido uterino (PMNs,
n=7); porcentagem de polimorfonucleares na citologia uterina (CIT, n=8), quantidade de fluido
uterino (FLU, n=8) e concentracao de 6xido nitrico (ON; n=7) nas éguas resistentes no grupo
controle 24 horas apés inseminacao artificial (Controle pés IA) e no grupo inseminado e tratado
com plasma rico em plaquetas (Tratamento pos |A).

RESISTENTES Controle p6s IA Tratamento pés IA
PMNs (células x 10°/ml) 600, + 327,5% 517,14 + 321,6°
CIT (%) 26,63 £ 10,7% 14,38 + 10,8"
FLU (mm) 0,25+0,7° 0+0°
ON (uM) 252,09 + 397,4° 368,88 + 393,3°

2P | etras minGsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05)

Os animais susceptiveis apresentaram, 24 horas ap0s a inseminacgao
artificial, diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os dois grupos na
citologia exfoliativa uterina, concentracao de ON no fluido uterino e quantidade

de fluido uterino mensurado ao ultrassom, enquanto que a concentracao de

BN

PMNs no fluido uterino apresentou tendéncia estatistica a reducédo apos o
tratamento com PRP (0,05<p<0,1) (Tabela 9 e figuras 9, 10, 11 e 12).

Tabela 9. Médias e desvio padrdo das células polimorfonucleares no fluido uterino (PMNs);
porcentagem de polimorfonucleares na citologia uterina (CIT), quantidade de liquido uterino
(FLU) e concentragdo de 6xido nitrico (ON) nas éguas susceptiveis (n=15) no grupo controle
24 horas apo6s inseminacao artificial (Controle pés 1A) e no grupo inseminado e tratado com
plasma rico em plaquetas (Tratamento pos IA).

SUSCEPTIVEIS Controle pos 1A Tratamento pés IA
PMNs (células x 10°/ml) 3852,7 + 4332,3° 2794,67 + 4244,6%
CIT (%) 69,93+ 12,5° 28,5+23,1"
FLU (mm) 11,07 + 6,6% 5,73+ 4,5°
ON (uM) 379,39 + 415,9° 230,48 + 258,9"

2P |etras minGsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05)
*Na mesma linha indicam tendéncia (0,05<p<0,1)
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FIGURA 9. Médias e desvio padrdo da concentracéo (x103/mL) de células PMNs recuperadas
do fluido uterino das éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis (Susceptiveis) a EPPC,
comparando-se os grupos controle (CON) e tratado (TT) 24 apés a inseminacao artificial.
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FIGURA 10. Médias e desvio padrdo da porcentagem de células PMNs na citologia exfoliativa
uterina das éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis (Susceptiveis) a EPPC,
comparando-se os grupos controle (CON) e tratado (TT) 24 horas apés a inseminacao artificial.
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FIGURA 11. Médias e desvio padrdo da quantidade de fluido uterino mensurado ao ultrassom
(mm) das éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis (Susceptiveis) a EPPC, comparando-
se 0s grupos controle (CON) e tratado (TT) 24 horas ap0s a inseminacao artificial.
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FIGURA 12. Médias e desvio padrédo concentracao de Oxido nitrico (UM) no fluido uterino das
éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis (Susceptiveis) & EPPC, comparando-se 0s
grupos controle (CON) e tratado (TT) 24 horas apds a inseminacéo artificial.
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6 DISCUSSAO

A contaminacdo bacteriana ou espermatica provoca um rapido infiltrado
de PMNs no lumen uterino apés a IA ou monta natural. Este processo
inflamatério em principio é benéfico; contudo, se for exacerbado e /ou
persistir por um periodo de tempo superior ao esperado pode prejudicar a
funcdo espermatica no caso de uma segunda inseminacdo artificial ou
cobertura, causar lutedlise prematura, assim como pode interferir na viabilidade
embrionéria apos migragdo do embrido para o Utero, devido aos efeitos toxicos
do conteudo uterino.

O objetivo do presente estudo foi comparar a resposta inflamatéria uterina
atraves da contagem de células polimorfonucleares e dosagem da
concentracdo de oOxido nitrico no fluido uterino, do percentual de células
polimorfonucleares observado na citologia exfoliativa uterina e do acimulo de
fluido intrauterino avaliado através de ultrassonografia 24 horas antes e 24
horas apdés a inseminacdo artificial em éguas resistentes e susceptiveis a
endometrite persistente pds cobertura, e avaliar se o tratamento com PRP
interfere na resposta inflamatoria de tais éguas.

Os resultados demonstraram que o fluido uterino mensurado durante o
exame ultrassonografico aumentou significativamente 24 horas apds a
inseminacao artificial nas éguas susceptiveis quando comparadas as éguas
resistentes, dados condizentes com os encontrados por Fioratti (2010), o qual
observou um acumulo de praticamente o dobro da quantidade de fluido nas
éguas susceptiveis, e com Troedsson (2006), o qual relatou que a presenca de
fluido uterino no periodo maior que 12 horas ap0s a inseminacdo artificial
indica que a égua é susceptivel a endometrite pos cobertura. Troedsson e Liu
(1992) relataram que as éguas susceptiveis acumularam até seis vezes mais
fluido no Utero apo6s desafio bacteriano do que as éguas resistentes.

A porcentagem de neutrofilos presentes em uma amostra de citologia
uterina é usada para determinar o grau da inflamacéo presente no utero. No
presente experimento foi utilizada a classificacéo realizada por Brook (1993),
segundo o qual um percentual menor do que 5% de neutréfilos é indicativo de
um endométrio ndo inflamado, de 5 a 15% uma inflamacao discreta, de 15 a

30% uma inflama¢do moderada e acima de 30% uma inflamacao severa.
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O influxo de células PMNs nos tecidos € o marco da resposta inflamatoria
aguda. Segundo Katila (1995), os primeiros neutréfilos entram no Gtero 1 hora
apos a inseminacao artificial, tendo seu pico entre 6 e 12 horas. Em éguas
resistentes a endometrite, os PMNs tem seu numero reduzido gradualmente
até 48 horas apdés a inseminagdo, 0 que n&o ocorre com 0S animais
susceptiveis, que mantém os niveis de neutroéfilos elevados por um periodo de
tempo mais longo. Estes dados corroboram com os achados do presente
experimento, no qual 24 horas apds a inseminacao artificial, as éguas
susceptiveis apresentaram namero de neutréfilos bastante elevados, indicando
um processo inflamatério ativo, diferentemente das éguas resistentes, que
apresentaram relacdo neutrofilos/células endometriais significativamente menor
guando comparadas as éguas susceptiveis. Tais achados concordam com os
de Katila (1995), e discordam de Liu et al. (1986), no qual as éguas resistentes
e susceptiveis ndo apresentaram diferencas na migracdo de células
polimorfonucleares para o utero. Portanto, no presente experimento, O
processo inflamatorio uterino foi mais intenso nas éguas susceptiveis do que
nas resistentes.

Verificou-se ainda, neste estudo, a presenca de neutréfilos por citologia
exfoliativa antes da inseminacéo artificial, tanto no grupo de éguas resistentes,
como no de éguas susceptiveis. As éguas resistentes apresentaram tais
neutrofilos, numa proporcdo aceitavel para o periodo de estro, e algumas
susceptiveis apresentaram esses valores mais elevados, porém sem acumulo
de liquido no interior do utero, dados que estdo de acordo com os encontrados
por Fioratti (2010), que obteve resultados semelhantes. Nikolakopoulos &
Watson (2000) observaram uma pequena populacédo de neutrofilos no Gtero em
éguas controle, que fazem parte do ambiente uterino normal.

A presenca de espermatozoides no Uutero resulta em um processo
inflamatério no local, resultando em alteragcdo na permeabilidade dos vasos
sanguineos e liberacdo de fatores quimiotaticos que provocam influxo de
neutréfilos no local agredido (PALM et al.,, 2006). No presente estudo,
observou-se que a quantidade de células PMNs recuperadas no fluido uterino
foi significativamente maior nas éguas susceptiveis quando comparadas as
resistentes, concordando com o estudo de Fioratti (2010), apds a inseminacao

artificial. A concentracdo elevada de tais células inflamatdrias nos animais
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susceptiveis 24 horas ap6s a IA corrobora com os achados de Katila (1995) e
de Nikolakopoulos & Watson (1997), que estudaram a resposta inflamatéria em
eéguas resistentes e susceptiveis a EPPC apos IA e monta natural, e
observaram que o fluido recuperado dos animais susceptiveis se apresentava
mais turvo do que o das éguas resistentes, demonstrando assim o0 maior
namero de células presentes, através da grande quantidade de neutréfilos
detectada na secrecao uterina.

Sabe-se que o método da citologia exfoliativa uterina proporciona uma
grande confiabilidade em diagnosticar a inflamacdo endometrial na égua,
embora ainda assim possa haver casos falso-negativos (NIELSEN et al., 2010).
Tal método diagnostico € de grande valor por prover uma avaliacdo imediata
do endométrio, baseando-se na presenca de células inflamatérias,
principalmente neutréfilos (KNUDSEN, 1982). Nielsen (2005) verificou que a
identificagdo de células PMNs no esfregaco citolégico do endométrio
apresentou uma sensibilidade de 0,77 quando comparado ao indice de PMNs
da histologia dos mesmos animais. Riddle et al. (2007) relacionaram a citologia
uterina e os achados bacteriol6gicos com os indices de prenhez, e observaram
gue as éguas que apresentavam inflamacdo no exame citoldégico obtiveram
indices de prenhez menores do que aquelas que possuiam achados citolégicos
considerados normais, independente dos resultados das culturas
bacteriol6gicas, demonstrando assim que o0 exame citolégico pode ser bastante
confiavel. No presente experimento, o exame citologico foi realizado com a
escova cervical, diferente da maioria dos estudos feitos em éguas, nos quais
foram realizados esfregacos citolégicos obtidos a partir da coleta de uma
pequena quantidade de lavado uterino ou swab de algodao.

Segundo Trimbos & Arentz (1986), estd bem estabelecido que o material
obtido pela escova cervical € melhor preservado e apresenta mais células do
gue o coletado através do swab de algodao, pois neste ultimo método pode
haver aderéncia das células nas fibras de algodédo e a pressdo aplicada no
momento da coleta das células também pode influenciar no diagnéstico. Walter
et al. (2012), comparando-se a técnica de citologia feita através de swab
uterino com a escova cervical, relataram que, neste ultimo, as deformacdes
celulares eram raras e os PMNs foram detectados mais frequentemente
guando comparados com o0 uso do swab, concordando com os achados de
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Bourke et al. (1997), que utilizaram swab de algoddo e escova cervical, e
concluiram que esta Ultima apresentou resultados mais confiaveis. No material
coletado com a escova cervical, ha possibilidade de recuperarem-se células
inflamatorias que estdo na superficie do endométrio e que nao tenham migrado
para a luz uterina, o que pode justificar as diferencas encontradas entre as
duas técnicas no presente trabalho. Segundo, Cocchia et al. (2012), a técnica
de citologia utilizando-se escova ginecoldgica resultou em menor distor¢cao das
células comparadas com técnicas de recuperacéo de células através de lavado
uterino, discordando dos resultados de LeBlanc et al. (2007), que considera a
técnica de recuperacdo de pequena quantidade de fluido uterino como um
meétodo preciso em identificar éguas que apresentem endometrite crénica.

Comparando-se os grupos controle e tratado com PRP, notou-se que apos
0 tratamento, nos animais susceptiveis, ainda houve acumulo de fluido no
interior do Utero, porém em menor quantidade quando comparado ao grupo o
qual ndo foi submetido ao tratamento com PRP, mostrando assim, seu
potencial efeito benéfico, devido a reducdo do exsudato inflamatério nestes
animais. Nos animais resistentes ndo foi observada alteracdo entre o grupo
tratado e nao tratado.

Nas éguas resistentes, o percentual de neutréfilos observado na citologia
uterina sofreu reducdo apds o tratamento com plasma rico em plaquetas, o que
também ocorreu nas éguas susceptiveis, nas quais foi observado que tais
células tiveram seu numero reduzido ap6s a aplicacdo do PRP, a niveis
considerados aceitaveis para 0 momento 24 horas apds contato do Gtero com o
sémen.

Apesar de nao ter sido observada diferenca estatistica (p>0,05) nas
médias da concentracdo de PMNs recuperados do fluido uterino entre os
grupos controle e tratado nos animais susceptiveis, foi constatada tendéncia
estatistica a reducao (0,05<p<0,1) destas células apo6s tratamento com PRP.
Além disso, em 11 éguas classificadas como susceptiveis (aproximadamente
74% dos animais), foi observada queda no nimero de PMNs. Ja nas éguas
resistentes, a concentracdo destas células ndo foi alterada, visto que nestes
animais, a resposta inflamatéria € menos intensa e mais controlada. Sendo

assim, a imunomodulag&o néo se faz necesséria.
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As plaquetas séo ricas em fatores de crescimento que podem atenuar a
inflamacdo. Os mecanismos através dos quais a inflamagé&o local é de fato
reduzida precisam ser elucidados. O plasma rico em plaquetas pode alterar a
liberacdo de citocinas, limitar a inflamacéo e ainda ter outros efeitos ainda nao
estudados. A liberacao dos fatores de crescimento pelas plaquetas vem sendo
muito pesquisada ultimamente. Estudos in vitro e in vivo acerca do TGF-1,
fator de crescimento abundante liberado pelas plaquetas, constataram que os
macrofagos secretam tal fator atuando de maneira bifasica, como um
mediador anti-inflamatorio, apesar das suas propriedades proé-inflamatérias.
Sendo assim, as propriedades reparadoras do TGF-B1 indicam uma ligacdo
entre 0s mecanismos que governam a resolucéo da inflamacéo e o reparo do
tecido lesado (LUCAS et al., 2003).

Arguelles et al. (2008) observaram uma notavel melhora clinica em
equinos com desmopatias e tendinopatias agudas e crénicas apoés a injecéo de
concentrados de plaquetas no local lesionado. Em outro estudo de Arguelles
et al. (2005), foi aplicado PRP intralesional em sete equinos com tendite ou
desmite, e foi observada reducdo na severidade da claudicacdo e melhora na
imagem ultrassonografica das estruturas envolvidas, mostrando assim a
melhora clinica de tais animais, que voltaram as atividades fisicas apds dois
meses de tratamento. Estes trabalhos demonstram o potencial terapéutico do
PRP em reduzir os processos inflamatorios nos tecidos lesionados.

De acordo com Marx et al. (1998), o PRP deve conter entre trés e cinco
vezes mais plaguetas que os niveis fisiologicos. Entretanto, no estudo de
Vendruscolo et al (2012), o qual serviu como referéncia para o0 presente
experimento, nao foi possivel obter esta concentracdo utilizando-se a
centrifuga. Apesar disso, este método vem ganhando credibilidade por ser um
procedimento simples e facil de ser aplicado, além de apresentar baixo custo
em relacdo as demais técnicas. Desta maneira, o protocolo de elei¢cdo, no qual
foi obtido o maior nimero de plaquetas, mas ainda variavel entre os diferentes
animais, foi o descrito por Carmona et al. (2007). Como era necessario um
volume relativamente alto de PRP para sua infusdo no utero, houve muita
dificuldade na concentracdo de plaquetas, pois para a producdo 20 mL de
PRP, é preciso coletar uma grande quantidade de sangue total de cada animal.

Em muitos casos houve formacado de coagulos de fibrina nos tubos de citrato, e
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este material teve de ser descartado. A concentracéo de plaquetas variou entre
0S animais no presente experimento, e foi utilizada uma concentragdo média
de 257.000 plaquetas/uL concordando com outros resultados de estudos com
PRP em equinos, como no de Arguelles et al (2008), cujos autores obtiveram
uma concentragdo média de 250.000 plaquetas/puL. Neste mesmo estudo,
embora a concentracdo de plaquetas tenha sido menor do que a obtida por
Carter et al. (2003), que obteve média de 490.000 plaquetas/pL, foi constatado
que a concentragédo de TGF-31 foi maior no estudo de Arguelles (12515 pg/mL
X 7480 pg/mL), mostrando que mesmo havendo menor concentracao
plaguetaria no PRP, houve uma consideravel producdo de fatores de
crescimento pelas plaquetas. No estudo de Meirelles et al. (2010), no qual o
PRP foi utilizado no tratamento de tendinite aguda e crénica do tendéao flexor
digital profundo e tendéao flexor digital superficial de equinos, houve melhora
clinica e ultrassonografica na reparagdo tendinea, e a concentracdo de
plaquetas variou entre 290.000 a 375.000 plaquetas/jL.

Vérios estudos demonstraram que o ON apresenta potente propriedade
anti-inflamatéria, ao passo que outros sugerem que tal composto pode
promover inflamacéo e consequente disfuncéo tecidual (GRISHAM et al. 1999).
No presente estudo observou-se que as éguas resistentes mantiveram a
concentracdo de ON em niveis constantes e tal indice ndo variou apés a IA
nestes animais. Nas éguas susceptiveis, a concentracdo de ON também né&o
se alterou com a reacéo inflamatdria induzida apés a IA, contudo, observou-se
reducdo nestes valores apoés o tratamento com plasma rico em plaquetas.

Sabe-se que o ON pode estar envolvido na regulacdo das células
endometriais e nas interacdes paracrinas entre as células. Roberto da Costa et
al. (2007) detectaram as isoformas eNOS e iINOS no endométrio equino, sendo
a INOS encontrada em niveis menores, sugerindo que o ON é produzido
localmente no Utero desta espécie. Os mesmos autores observaram que, além
do endométrio equino expressar as enzimas NOS, ele também é capaz de
produzir ON in vitro, com maior producédo na fase luteal do que na fase folicular,
sugerindo que o ON pode ter um papel tanto na fase proliferativa quanto na
secretéria do endométrio, 0 que pode explicar a concentragdo constante deste
composto nas duas categorias de éguas constatada neste experimento.
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Mudancas no fluxo sanguineo uterino durante o ciclo estral em varias
espécies sdo mediadas principalmente pelo estrégeno (FORD, 1982). Ha
evidéncias de que o efeito vasodilatador do estréogeno seja atribuido a sua
acado direta nas células vasculares do musculo liso ou devido a ativacao
endotelial (SCOTT et al., 2007), com subsequente liberacdo de ON (CAULIN-
GLASER et al.,, 1997), o que pode explicar a sua concentracdo elevada
inclusive nos momentos pré IA no presente experimento, que coincide com o
periodo de estro dos animais (momento em que o estrégeno se encontra em
niveis maiores). Honnens et al. (2011) observaram correlacdo entre o fluxo
sanguineo uterino e a expressdo de mRNA da eNOS. Também concluiram que
o fluxo sanguineo uterino durante o ciclo estral é regulado pela estimulacao da
NOS mediada pelos hormoénios esterdides, e que tanto o estrégeno como a
progesterona podem causar vasodilatagcdo mediada pelo ON no leito vascular
uterino durante o ciclo estral na égua, sendo que a progesterona parece
estimular o fluxo sanguineo uterino durante o inicio do diestro, enquanto que o
estrogeno estimula durante o estro. Segundo Roberto da Costa et al. (2008),
na fase luteal inicial, o ON pode estimular a producdo da PGE2, que é
luteotrdfica, ajudando assim a manutencao da gestacdo. Sendo assim, conclui-
se que a presenca e 0 aumento das enzimas NOS detectadas no periodo
inicial da gestacao prové um ambiente ideal para uma gestacado bem sucedida.

Woodward et al. (2012) relataram que apés inseminacdo artificial com
espermatozoides mortos, ndo houve diferenca na quantificacdo da expressao
do mRNA ou expressao de proteinas da enzima iNOS entre éguas resistentes
e susceptiveis, discordando dos achados de Alghamdi et al. (2005), que
observaram maior expressdo desta enzima em éguas susceptiveis. Os
mesmos autores também observaram que as éguas resistentes apresentaram
uma quantidade relativamente estavel de ON total intrauterino durante as
primeiras 24 horas apoOs IA, corroborando com os dados do presente
experimento, enquanto que as susceptiveis apresentaram um aumento com o
tempo do ON total quando comparadas as resistentes, nos periodos de 6 horas
e 12 horas apos a IA, discordando dos dados deste estudo, no qual a analise
foi feita 24 horas apos a IA. Os resultados do presente experimento mostram
que as éguas susceptiveis apresentaram concentracdo constante de ON no

momento 24 horas apoOs IA, dados que discordam de Fioratti (2010), que
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observou que as éguas susceptiveis mantiveram altas concentracbes de ON
durante as primeiras 24 horas apoés IA, e de Alghamdi & Troedsson (2002) que
verificaram, 13 horas ap0s a cobertura, que as eéguas susceptiveis
apresentaram maior concentracdo de ON do que as éguas resistentes.
Segundo Alghamdi et al. (2005), os neutréfilos presentes no endométrio nao
demonstram capacidade de produzir ON por nao exibirem nenhuma isoforma
da NOS, fato este que pode explicar os dados do presente estudo, no qual
houve um aumento do namero de neutréfilos no limen uterino das éguas
susceptiveis, e tais animais ndo apresentaram grande concentracdo de éxido
nitrico.

Outro fator relevante que corrobora com os achados do presente estudo é
que diversos autores demonstraram que, devido a producéo das enzimas iNOS
e eNOS pelo endométrio equino, o 6xido nitrico encontrado no limen uterino
destes animais seja produzido ndo s6 por células inflamatérias, mas também
seja oriundo de outras células endometriais, como células endoteliais,
glandulas endometriais, fibroblastos e células do miométrio (WELTER et al.,
2004; ROBERTO DA COSTA et al. 2007), o que pode explicar a presenca de
ON no fluido uterino de éguas resistentes no presente estudo, concordando
com os achados de Fioratti (2010), que observou uma elevacdo da
concentracdo de ON nas 24 horas seguintes a IA nos animais resistentes.

O estudo de Woodward et al. (2012), demonstrou que nas éguas
previamente inseminadas e tratadas com extrato da parede celular de
micobactéria, considerado um imunomodulador, foi constatada reducao da
concentracdo de ON total das éguas susceptiveis, 0 que ndo ocorreu nas
éguas resistentes. Os resultados obtidos com PRP no presente estudo
concordam com tais achados, pois comparando o0 grupo controle com o grupo
tratado, nas éguas susceptiveis, notou-se uma reducdo da concentracdo de
ON apés a infusdo do PRP, demonstrando que houve uma imunomodulacdo
do ON. Nas éguas resistentes o PRP ndo reduziu as concentracdes de ON no
[imen uterino, provavelmente por estes animais nao necessitarem de uma
imunomodulacéo, ja que sua resposta inflamatoria € controlada.

Desta maneira, o PRP se mostrou eficiente na melhora dos animais
susceptiveis a endometrite através da reducdo da quantidade de fluido uterino,

reducdo da quantidade de células polimorfonucleares observadas no exame
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citologico endometrial e diminuicdo da concentragdo de 6xido nitrico no fluido
uterino. Tais observacgdes clinicas sugerem que a infusdo de PRP no interior do
Gtero pode ser um tratamento promissor em animais que apresentam
susceptibilidade a endometrite persistente pds-cobertura, modulando a
resposta inflamatoéria nestes animais, sendo necessarios estudos futuros para
verificar o efeito do tratamento do PRP na taxa de fertilidade dos animais

tratados, assim como na expressédo de moduladores da inflamagéao.
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados, e nas condicdoes em que o experimento foi
realizado, podemos concluir que:
e O processo inflamatério uterino apos a inseminacgédo artificial foi mais
intenso nas éguas susceptiveis do que nas éguas resistentes.
e O tratamento com plasma rico em plaquetas reduziu a resposta

inflamatoria nas éguas classificadas como susceptiveis.
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RESPOSTA INFLAMATORIA UTERINA APOS INSEMINACAO ARTIFICIAL
EM EGUAS RESISTENTES E SUSCEPTIVEIS A ENDOMETRITE.

RESUMO

A endometrite persistente pos-cobertura (EPPC) é a principal causa da
reducdo de fertilidade em éguas. Tal desordem pode acarretar grande prejuizo
econdmico para os produtores, devido a possivel queda na taxa de concepc¢do dos
animais, aumento do numero de servigo por concepcdo e sobrevivéncia
embrionaria prejudicada. O objetivo deste trabalho foi verificar o estimulo do
sémen na resposta inflamatéria uterina de éguas resistentes e susceptiveis a
endometrite po6s cobertura. Foram selecionadas 15 éguas resistentes e 8
susceptiveis a EPPC com base nos seus indices reprodutivos e exames
ultrassonograficos. A concentracdo de células polimorfonucleares (PMNSs) na
secrecdo uterina, citologia exfoliativa uterina e acumulo de fluido uterino
verificado no exame ultrassonografico foram analisados nos dois grupos de
animais (1) 24 horas antes da inseminacéo artificial (I1A) e (2) 24 horas apos a IA
com sémen fresco. As ceélulas polimorfonucleares na secrecdo uterina foram
quantificadas com o uso da camara de Neubauer e a leitura das amostras de
citologia foi feita através de microscopia Optica utilizando imerséo, considerando a
porcentagem de neutrdfilos/100 células de forma aleatoria. Os resultados
demonstraram que houve uma resposta inflamatdria mais intensa nas éguas
susceptiveis quando comparadas as resistentes, atraves do aumento do acumulo de
fluido uterino verificado no exame ultrassonografico, aumento do numero de
células polimorfonucleares observadas na citologia exfoliativa endometrial e no
aumento da concentracdo destas células no fluido uterino. Portanto, foi constatado
que 0 sémen estimula uma resposta inflamatdria mais severa no ambiente uterino
das éguas susceptiveis.

Palavras- chave: Equas; Endometrite; Sémen.
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UTERINE INFLAMMATORY RESPONSE AFTER ARTIFICIAL
INSEMINATION IN MARES RESISTANT AND SUSCEPTIBLE TO
ENDOMETRITIS.

ABSTRACT

Post breeding endometritis (PBE) is the major cause of fertility reduction in mares.
Such disorder can result in a great economic injury to producers due to the possible fall
in the rate of conception, increase in the number of service per conception and impaired
embryonic survival. The aim of this study was to verify semen’s stimulus on
inflammatory response in mares resistant and susceptible to PBE. 15 mares susceptible
to PBE and 8 mares resistant to PBE were selected based on their reproductive index
and ultrasonographic examination. The concentration of polymorphonuclear (PMNs)
cells in the uterine secretion, exfoliative cytology of the uterus and uterine fluid
accumulation observed by ultrasonography were analyzed in both group of animals (1)
24 hours before artificial insemination (Al) and (2) 24 hours after Al with fresh semen.
PMNSs in uterine secretion were quantified by the use of Neubauer chamber and the
lecture of endometrial cytology samples were analyzed by optical microscopy using
immersion, considering the percentage of neutrophils/100 cells in an alleatory form. The
results showed that semen can stimulate a major inflammatory response inside the
uterine environment in susceptible mares when compared to resistant mares, by
increasing the amount of fluid inside the uterus verified by ultrasonographic exam,
increase in PMN number observed in uterine cytology, and increase in concentration of
PMN in uterine fluid. Therefore, it was found that semen stimulate a more severe
inflammatory response inside the uterine environment of susceptible mares.

Key-words: Endometritis; Mares; Semen.
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RESPUESTA INFLAMATORIA DEL UTERO DESPUES DE LA
INSEMINACION  ARTIFICIAL EN  YEGUAS RESISTENTES Y
SUSCEPTIBLES A ENDOMETRITIS.

RESUMEN

Endometritis después de la cobertura es la principal causa de disminucion de la
fertilidad en yeguas. Este trastorno puede causar una gran pérdida econdmica para los
creadores debido a la posible disminucion de la tasa de concepcion de los animales, el
aumento del nimero de servicios por concepcion y supervivencia de los embriones
afectada. El objetivo de este estudio fue evaluar el estimulo del semen en la respuesta
inflamatoria uterina de yeguas resistentes y susceptibles a la endometritis. 15 yeguas
resistentes y 8 susceptibles a endometritis fueron seleccionadas en base a sus indices
reproductivos y examenes de ultrasonido. La concentracion de las ceélulas
polimorfonucleares (PMN) en la secrecion uterina, citologia exfoliativa y la
acumulacion de fluido uterino observado en el examen de ultrasonido uterino se
analizaron en ambos grupos de animales (1) 24 horas antes de la inseminacion artificial
(1A), y (2) 24 horas después de la inseminacidn artificial con semen fresco. Las células
polimorfonucleares en las secreciones uterinas se cuantificaron utilizando una camara
de Neubauer y la lectura de las muestras para citologia se realizd por inmersién usando
microscopia oOptica, mientras que el porcentaje de células neutrofilos/100 al azar. Los
resultados mostraron que habia una respuesta inflamatoria mas intensa en las yeguas
susceptibles en comparacion con las resistentes al aumentar la cantidad de fluido
observado en ultrasonido uterino, incremento en el numero de células
polimorfonucleares observados en citologia exfoliativa endometrial y aumento de la
concentracion de estas células en el fluido uterino. Por lo tanto, se encontré que el
semen estimula una respuesta inflamatoria en el entorno uterino mas grave en yeguas
susceptibles.

Palabras clave: Endometritis; Yeguas; Semen.



90

INTRODUCAO

Com a expansdo da equinocultura nas ultimas décadas, na qual o Brasil se
destaca por estar entre os 3 paises com maior nimero de animais puros de raca, 0S
criadores procuram otimizar a eficiéncia reprodutiva dos reprodutores,
buscando incrementar a producdo através de um grande numero de embrides
coletados por égua  doadora.  Porém, a excessiva manipulagdo do trato
reprodutivo tem levado ao aumento das desordens uterinas, com consequente
comprometimento da fertilidade da fémea equina.

Desta maneira, tais desordens podem acarretar grande prejuizo econdémico
para os produtores, devido & possivel queda na taxa de concepcdo dos animais,
aumento do nUmero de servigco por concepcdo e sobrevivéncia embrionéria
prejudicada.

Segundo a literatura, a inflamagdo  uterina  induzida  pela
cobertura/inseminacéo artificial € uma resposta ao sémen depositado no Utero, sendo
um processo transitério, pelo qual os espermatozdides sdo eliminados do trato genital
feminino. A reacdo é necessaria para a sobrevivéncia e desenvolvimento do
embrido. Porém, quando exacerbada, apresenta uma intensa migracdo de células
polimorfonucleares para o interior do Udtero originada pela presenca dos
espermatozdides, resultando em perda embrionaria ou interferindo na sobrevivéncia
do embrido.

A EPPC caracteriza-se por uma rapida infiltracdo de neutr6filos uma hora ap6s
a inseminacéo artificial (1,2). A mucosa do sistema reprodutivo apresenta um
sistema imune que retira 0s contaminantes atraves de uma combinacdo entre 0s
fatores celulares, humorais e mecanicos de drenagem que permitem a depuragédo
uterina e a eliminacdo desse processo fisiologico em até 72 horas. A endometrite se
instala de forma exacerbada quando ha uma falha em algum desses mecanismos
naturais de defesa (3). Eguas que apresentam inflamacdo persistente tipicamente
apresentam varios fatores predisponentes, como uma conformacdo perineal alterada,
idade avancada, localizacdo uterina fora dos padrdes anatdbmicos ou uma falha no
“clearance” uterino devido a uma contracdo miometrial deficiente (1).

Assim, ap6s o contato do sémen com o Utero, ocorre uma forte reacdo

inflamatdria entre 4 e 24 horas (1). O pico da reacdo ocorre entre 6 e 12 horas, e
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esta decresce entre 24 e 48 horas (4).

O estudo de Troedsson (5) relata que durante a realizacdo do exame
ginecologico pode ser dificil identificar éguas susceptiveis antes da cobertura.
Alguns animais apresentam liquido livre no limen uterino antes da cobertura, mas a
maioria destes ndo o apresenta até que sejam cobertos. Se ha suspeita de EPPC, a
égua deve ser monitorada por ultrassonografia transretal de 6 até 48 horas apds
cobertura.

Assim, os animais acometidos pela EPPC podem apresentar alta contagem de
leucdcitos, aumento do fluxo sanguineo uterino, edema uterino com acumulo de fluido,
utero distendido e flacido, ciclo estral com menor duracdo (devido a regressao precoce
do corpo luteo) (6), historico de repeticdo de cio e cultura endometrial positiva (7).

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta inflamatoria uterina apos
inseminacdo artificial em éguas resistentes e susceptiveis a endometrite, a fim de
facilitar a deteccdo dos animais susceptiveis e assim auxiliar o Utero na limpeza de
produtos inflamatdrios e contaminantes apds a cobertura para manter os niveis de

prenhez em niveis satisfatorios.

MATERIAIS E METODOS

Selecéo dos animais e local da pesquisa

Foram utilizadas 23 éguas, sem raca definida, com peso médio entre 300 e 400
kg e idade entre 5 e 18 anos. Os animais pertenciam a FMVZ — UNESP Botucatu, e
estavam situados no Posto de Monta desta institui¢do, latitude 22°53°09°’, altura 804
metros. Todos os animais apresentavam 6timo estado de condicdo corporal e foram
alimentados diariamente com racdo e feno e receberam sal mineral e dgua ad libitum.
Os animais foram divididos em duas categorias: 15 éguas susceptiveis, com idade maior
que 10 anos, sendo duas éguas com 6 anos, apresentando historico de acimulo de fluido
intra-uterino apds a cobertura por mais de 24 horas ap6s IA, determinado por
ultrassonografia e baixa taxa de recupera¢do embrionéria (<30%), e 8 éguas resistentes,
com idade inferior a 10 anos sem qualquer tipo de alteracdo no aparelho reprodutivo,
que ndo apresentavam historico de acimulo de liquido e queda na taxa de fertilidade.
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Colheita de sémen e preparo das doses inseminantes

A colheita de sémen foi realizada com o auxilio da vagina artificial modelo
Botucatu. Imediatamente apos a obtencdo do sémen foi retirada a fracdo gel através de
filtracdo e o sémen foi diluido com produto comercial a base de leite desnatado Botu-
semen® (Botupharma, Botucatu/SP, Brasil) na proporcdo de 1:1 (0 mesmo produto foi
utilizado para todas as amostras de sémen utilizadas). Apds a diluicdo, a motilidade dos
espermatozéides foi mensurada através de analise computadorizada (Hamilton Thorne
Research, Danvers, USA) e a concentragdo mensurada através da camara de Neubauer.
Apds esses procedimentos, foram separadas doses contendo 800x10° de
espermatozdides totais.

Inseminacdes artificiais

As éguas resistentes e as susceptiveis foram inseminadas em ciclos estrais
consecutivos com o mesmo garanhao, utilizando-se sémen fresco com uma dose de 800
milhGes de espermatozdides totais.

Ao se detectar um foliculo de 35 milimetros e edema uterino compativel, as
éguas foram induzidas a ovulagdo com 1 miligrama de acetato de deslorelina
intramuscular. Cada animal foi inseminado uma vez por ciclo com 800 milhdes de
espermatozoides totais. Nos ciclos em que a ovulacdo ndo ocorreu dentro do periodo
desejado, as colheitas foram descartadas e o ciclo estral, desconsiderado.

Colheita e processamento do material uterino

Foram realizadas citologias exfoliativas uterinas 24 horas antes da IA, e 24 horas
apos a IA. As coletas foram feitas com o auxilio de um aparelho para coleta de citologia
uterina equina, cuja funcdo é proteger a escova ginecoldgica do contato com o ambiente
vaginal e cervical da fémea, além de facilitar sua entrada no utero, como foi descrito por
Alvarenga & Iwana de Matos (8) Apos a coleta, as ldaminas foram secas em temperatura
ambiente e coradas pelo método Pandtico Rapido. A leitura das amostras foi feita
através de microscopia 6ptica utilizando imersdo (1000x), considerando a porcentagem
de neutr6filos/100 células de forma aleatoria.



93

Foram realizados exames ultrassonograficos 24 horas antes da IA e 24 horas
apos, a fim de se detectar a presenca de fluido uterino acumulado na regido de
bifurcacdo dos cornos uterinos e mensuracdo do mesmo. Em tais momentos, foi
realizada a coleta da secrecdo uterina através de um tampdo de algoddo (absorvente
feminino modelo mini - OB® - Johnson & Johnson), utilizando um aplicador
especialmente preparado de aco inox. Para facilitar a remogéo do tampéo, 0 mesmo teve
seu puxador aumentado com fio cordoné grosso estéril. A retirada do tampao ocorreu
apo6s 30 minutos através da introducdo da mao enluvada via vaginal e tracdo do fio
cordoné, mantendo-o protegido do contato com o canal vaginal da égua. Imediatamente
apos a retirada do tampdo do interior do utero o mesmo foi colocado em uma seringa
estéril até a total liberacdo do liquido absorvido em um tubo estéril. A partir desta
amostra foi separada uma aliquota para obtencdo da concentracdo de
neutrofilos/mililitros (mL) em camara de Neubauer e microscopia éptica.

Em algumas éguas, néo foi possivel recuperar fluido uterino nos momentos antes
da 1A, desta maneira, tais animais ndo foram utilizados na mensuragéo da concentracao
de células PMNSs no fluido uterino.

Analise estatistica

Para os valores da concentracao de células polimorfonucleares no fluido uterino,
porcentagem de neutrdfilos na citologia uterina e acimulo de fluido analisado através
de exame ultrassonografico, nos diferentes momentos e grupos de éguas foram
realizados os calculos das médias e desvio padrdo e os dados pré e pds IA foram
comparados através do teste T pareado, utilizando o Programa GraphPad InStat 3®. O
nivel de significancia considerado foi de 5%.

RESULTADOS

Ao se comparar as duas categorias de éguas, no momento pré inseminacao
artificial, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) em todos os parametros avaliados
(concentracdo de PMNs no fluido uterino, porcentagem de PMNs na citologia
exfoliativa uterina e acimulo de fluido observados no exame ultrassonogréafico) (Tabela
1efiguras 1,2 e 3).
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Tabela 1. Médias e desvio padrdo do numero de células polimorfonucleares no fluido
uterino (PMN’'s; n resistentes=7; n susceptiveis =12); porcentagem de
polimorfonucleares na citologia uterina (CIT) e quantidade de fluido uterino (FLU)

entre éguas susceptiveis (n=15) e resistentes (n=8) 24 horas antes da inseminacao

artificial.
PRE IA RESISTENTES SUSCEPTIVEIS
PMN’S (células x 103/ml) 237,86 + 219 52 406,4 + 416,6%
CIT (%) 2,25+ 1,6% 6+12,42
FLU (mm) 0+0% 0+ 0%

™ |_etras mintsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05).

Apos a 1A, a concentracdo de PMNSs no fluido uterino, porcentagem de PMNs na
citologia exfoliativa uterina e acimulo de fluido observados no exame ultrassonografico
foram estatisticamente diferentes (p<0,05) entre as duas categorias de éguas,

apresentando valores maiores para as éguas susceptiveis (Tabela 2 e figuras 1, 2 e 3).

Tabela 2. Médias e desvio padrdo do numero de células polimorfonucleares no fluido
uterino (PMN's; n resistentes=7; n  susceptiveis=12); porcentagem de
polimorfonucleares na citologia uterina (CIT) e quantidade de fluido uterino (FLU)
entre éguas susceptiveis (n=15) e resistentes (n=8) 24 horas ap0s inseminacao artificial.

POS IA RESISTENTES SUSCEPTIVEIS

PMN’S (células x 10°/ml) 611,43 + 324,8° 3536,25 + 3626,6"
CIT (%) 26,63 + 10,7° 69,93 + 12,5
FLU (mm) 0,25 + 0,7 11,07 + 6,6

®|_etras mindsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05).

Comparando-se 0s momentos pré e pos inseminacdo artificial na categoria de
éguas resistentes, foi observado aumento significativo (p<0,05) na concentracdo de

PMNs no fluido uterino e na porcentagem de PMNSs na citologia exfoliativa uterina,
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enquanto que a quantidade de fluido uterino mensurada na ultrassonografia nao

apresentou diferenga estatistica entre os momentos (p>0,05) (Tabela 3 e figuras 1,2 e 3).

Tabela 3. Médias e desvio padrdo das células polimorfonucleares no fluido uterino
(PMN’s n=7); porcentagem de polimorfonucleares na citologia uterina (CIT; n=8) e
quantidade de fluido uterino (FLU; n=8) nas éguas resistentes 24 horas antes e 24 horas

apos a inseminag&o artificial.

RESISTENTES Pré 1A Pés 1A
PMN’s (células x 10%/ml) 237,86 + 219,5° 611,43 + 324,8°
CIT (%) 2,25+ 1,6° 26,63 + 10,7
FLU (mm) 0+0° 0,25+ 0,72

3P| etras minGsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05).

Ja nos animais susceptiveis, todos os parametros aumentaram e diferiram

significativamente apds a inseminacao artificial (p<0,05) (Tabela 4 e figuras 1,2 e 3).

Tabela 4. Médias e desvio padrdo das células polimorfonucleares no fluido uterino
(PMN’s n=12); porcentagem de polimorfonucleares na citologia uterina (CIT n=15) e
quantidade de fluido uterino (FLU n=15) nas éguas susceptiveis 24 horas antes e 24

horas apds a inseminacao artificial.

SUSCEPTIVEIS Pré 1A Pos 1A
PMN’s (células x 10°/ml) 406,42 + 416,6 3536,2 + 3626,6"
CIT (%) 6,0+12,4° 69,93+ 12 5°
FLU (mm) 0+ 0° 11,07 £ 6,6"

2 | etras minGsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05).
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Figura 1. Médias e desvio padrdo da concentracdo (x10°/mL) de células
polimorfonucleares no fluido uterino (PMN's) nos momentos 24 horas pré (PRE) e
24 horas apos (POS) inseminacdo artificial, nas éguas resistentes (Resistentes) e
susceptiveis (Susceptiveis) a endometrite persistente.
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Figura 2. Médias e desvio padrdo da porcentagem de células polimorfonucleares
na citologia uterina nos momentos 24 horas pré (PRE) e 24 horas apds (POS)
inseminacdo artificial, nas éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis

(Susceptiveis) a endometrite persistente.
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Figura 3. Médias e desvio padrdo da quantidade de fluido uterino avaliada na
ultrassonografia (mm), nos momentos 24 horas pré (PRE) e 24 horas ap6s (POS)
inseminacdo artificial, nas éguas resistentes (Resistentes) e susceptiveis

(Susceptiveis) a endometrite persistente.

DISCUSSAO

A contaminacdo bacteriana ou espermatica provoca uma rapida infiltragdo de
PMNSs no Iimen uterino apdés a IA ou monta natural. Este processo inflamatério a
principio é benéfico; contudo, se for exacerbado e /ou persistir por um periodo de
tempo superior ao esperado pode prejudicar a funcdo espermatica no caso de uma
segunda inseminacdo artificial ou cobertura, causar lutedlise prematura, assim como
pode interferir na viabilidade embrionaria ap6s migracdo do embrido para o Utero,
devido aos efeitos toxicos do contetdo uterino.

O objetivo do presente trabalho foi comparar a resposta inflamatéria uterina
através da concentracdo de células polimorfonucleares no fluido uterino, o percentual de
polimorfonucleares na citologia exfoliativa uterina e o acumulo de fluido intrauterino
avaliado através de ultrassonografia 24 horas antes e 24 horas apds a inseminacao

artificial em éguas resistentes e susceptiveis a endometrite persistente pds cobertura.



98

Os resultados do presente experimento mostraram que o fluido uterino
mensurado durante o exame ultrassonografico aumentou significativamente 24 horas
apos a inseminacdo artificial nas eguas susceptiveis quando comparadas as éguas
resistentes, dados condizentes com os encontrados por Fioratti (9), o qual observou um
acumulo de praticamente o dobro da quantidade de fluido nas éguas susceptiveis, e com
Troedsson (5), que relata que quando ha presenca de fluido uterino no periodo maior
que 12 horas ap6s a inseminagdo artificial, a égua pode ser considerada como
susceptivel a endometrite pds cobertura. Troedsson e Liu (10) relataram que as éguas
susceptiveis acumularam até seis vezes mais fluido no Gtero apds desafio bacteriano do

que as éguas resistentes.

A porcentagem de neutréfilos presentes em uma amostra de citologia uterina é
usada para determinar o grau da inflamacéo presente no Gtero. No presente experimento
foi utilizada a classificacdo realizada por Brook (11), na qual a presenca de menos do
que 5% de neutrdfilos é indicativo de um endométrio ndo inflamado, de 5 a 15% uma
inflamacéo discreta, de 15 a 30% uma inflamagdo moderada e acima de 30% uma

inflamacéo severa.

O influxo de células PMNs nos tecidos € o marco da resposta inflamatoria
aguda. Segundo Katila (12), os primeiros neutréfilos entram no Utero 1 hora ap6s a
inseminacdo artificial, tendo seu pico entre 6 e 12 horas. Em éguas resistentes a
endometrite, os PMNs tem seu nimero reduzido gradualmente até 48 horas apos a
inseminacao, 0 que ndo ocorre com 0S animais susceptiveis, que mantém seus niveis de
neutrofilos elevados por um periodo de tempo mais longo. Estes dados corroboram com
os achados do presente experimento, no qual 24 horas apés a inseminacdo artificial, as
éguas susceptiveis apresentaram namero de neutrofilos bastante elevados, indicando um
processo inflamatorio ativo, diferentemente das éguas resistentes, que apresentaram
relacdo neutrdfilos/células endometriais significativamente menor quando comparadas
as éguas susceptiveis. Tais achados concordam com os achados de Katila (12), e
discordam dos achados de Liu et al. (13), no qual ambas as categorias ndo apresentaram
diferencas na migracdo de células polimorfonucleares para o Utero. Portanto, no
presente estudo, o processo inflamatdrio uterino foi mais intenso nas éguas susceptiveis

do que nas resistentes.
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Verificou-se ainda, neste estudo, a presenca de neutrofilos por citologia
exfoliativa antes da inseminac&o artificial, tanto no grupo de éguas resistentes, como no
de éguas susceptiveis. As eguas resistentes apresentaram tais neutréfilos, numa
proporcao aceitavel para o periodo de estro, e algumas susceptiveis apresentaram esses
valores mais elevados, porém sem acumulo de liquido no interior do utero, dados que
estdo de acordo com os encontrados por Fioratti (9). Nikolakopoulos & Watson (14)
observaram uma pequena populacdo de neutrofilos no Utero em éguas controle, que

fazem parte do ambiente uterino normal.

A presenca de espermatozoéides no Gtero resulta em um processo inflamatorio no
local, resultando em alteracdo na permeabilidade dos vasos sanguineos e liberacdo de
fatores quimiotaticos que provocam influxo de neutrofilos no local agredido (15). No
presente estudo, observou-se que a quantidade de células PMNs recuperadas no fluido
uterino foi significativamente maior nas éguas susceptiveis quando comparadas as
resistentes, concordando com o estudo de Fioratti(9), ap6s a inseminacdo artificial. A
concentracdo elevada de tais células inflamatdrias nos animais susceptiveis 24 horas
apos a IA corrobora com os achados de Katila (12), mostrando uma resposta
inflamatoria exacerbada na categoria de éguas susceptiveis, e de Nikolakopoulos &
Watson (16) que estudaram a resposta inflamat6ria em éguas resistentes e susceptiveis a
EPPC apds IA e monta natural, e observaram que o fluido recuperado dos animais
susceptiveis se apresentava mais turvo do que o das éguas resistentes, demonstrando
assim o maior numero de células presentes, através da intensa neutrofilia detectada na
secre¢do uterina.

Segundo Trimbos & Arentz (17), estd bem estabelecido que o material obtido pela
escova cervical € melhor preservado e apresenta mais células do que o coletado através
do “swab” de algodio, pois neste caso pode haver aderéncia das células nas fibras de
algoddo e a pressao aplicada no momento da coleta das células também pode influenciar
no diagndstico. Walter et al. (18), comparando-se a técnica de citologia feita atraves de
swab uterino com a escova cervical, relatou que, neste ultimo, deformac@es celulares
eram raras e os PMNs foram detectados mais frequentemente quando comparados com
0 uso do swab, concordando com os achados de Bourke et al. (19), que utilizou swab de
algoddo e escova citoldgica, e concluiu que esta Gltima apresentou resultados mais
confidveis. No material coletado com a escova cervical, ha possibilidade de serem

recuperadas células inflamatdrias que estdo na superficie do endométrio e que nao
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tenham migrado para a luz uterina, o que pode justificar as diferengas encontradas entre
as duas técnicas no presente trabalho. Segundo Cocchia et al. (20), a técnica de
citologia utilizando-se escova ginecologica resultou em menor distorcdo das células
comparadas com técnicas de recuperacdo de células através de lavado uterino,
discordando dos resultados de Leblanc et al. (21), que considera a técnica de
recuperacdo de pequena quantidade de fluido uterino como um método preciso em

identificar éguas que apresentam endometrite crénica.

CONCLUSAO

A partir dos resultados, e nas condi¢cbes em que o experimento foi realizado,
podemos concluir que o processo inflamatorio uterino apds a inseminacéo artificial foi

mais intenso nas éguas susceptiveis do que nas eguas resistentes.
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Normas da Revista Veterinaria e Zootecnia

Artigos Cientificos

Devem ser estruturados de acordo com 0s seguintes itens:

1. Pagina de rosto, com:

Titulo do trabalho em portugués, em inglés e em espanhol, fonte Times New
Roman, tamanho 12, com espagamento simples, em negrito e centralizado, em
letra maiuscula. Quando necessario, indicar a entidade financiadora da pesquisa,
como primeira chamada de rodapé;

Em caso de envolvimento de seres humanos ou animais de experimentacao,
encaminhar o parecer da Comissdo de Etica ou equivalente, assinalando, no
trabalho, antes das referéncias, a data de aprovacao.

2. Pagina com resumo, abstract e resumen

Tanto o resumo, como o0 abstract e o resumen devem ser seguidos do titulo do
trabalho, no respectivo idioma, e conter no maximo 400 palavras cada um, com
informacdes referentes a introducédo, metodologia, resultados e conclusées. O
texto deve ser justificado e digitado em paragrafo Unico e espaco simples,
comecando por RESUMO. O abstract, e o resumen devem ser traducao fiel do
resumo. Independente da lingua em que o artigo for apresentado, devera conter o
resumo em portugués, inglés e espanhol.

Devem conter, no maximo, cinco palavras-chave, keywords, e palabras clave que
identifiquem o conteudo do texto.

3. A estrutura do artigo devera conter:

Introducdo: Deve ser clara, objetiva e relacionada ao problema investigado e a
literatura pertinente, bem como aos objetivos da pesquisa. A introducéo
estabelece os objetivos do trabalho.

Material e Métodos: Deve oferecer informacbes de reprodutibilidade da
pesquisa, de forma clara e concisa, como varidveis, populacdo, amostra,
equipamentos e métodos utilizados, inclusive os estatisticos.

Resultados: Apresentacao dos resultados obtidos, que devem ser descritos sem
interpretacbes e comparacdes. Podera ser sob a forma de tabelas, no maximo
de cinco, ordenadas em algarismos ardbicos e encabecadas pelo titulo, de
acordo com as normas de apresentacdo tabular da ABNT/WBR 6023/2000 da
Associagdo Brasileira de Normas Técnicas, identificadas no texto como Tabela;
sob aforma de figuras, nos casos de gréaficos, fotografias, desenhos, mapas,
etc., ordenadas em algarismos arabicos, até no maximo de seis, e citadas no
texto como Figura.

Discusséo: Deve ser entendida como a interpretacdo dos resultados,
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confrontando com a literatura pertinente, apresentada na introducao. Se julgar
conveniente, o0s resultados e a discussdo poderdo ser apresentados
conjuntamente.

Conclusdes: E a sintese final, fundamentada nos resultados e na discussao.

Referéncias: Devem ser apresentadas de acordo com as normas Vancouver
(http://www.icmje.org/).

Referéncias e Citacdes

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente e listadas na ordem em
gue sdo mencionadas no texto. As referéncias devem ser identificadas no texto,
nas tabelas e legendas com numeros arabicos, entre parénteses, seguindo a
mesma sequencia. Os titulos das revistas devem ser abreviados de acordo
com List of Journals Indexed in Index Medicus disponivel
em: http://www.nlm.nih.gov.

Deverdao ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edi¢céo de textos,
Excel (qualquer versao) para graficos, formato JPEG ou GIF (imagem) para
fotografias, desenhos e mapas, formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espaco
simples, mantendo margens de 2,5 cm, nas laterais, no topo e pé de cada
pagina, fonte Times New Roman, tamanho 12 e numeracao consecutiva das
paginas em algarismos arabicos, a partir da folha de identificagdo. Deverado
também apresentar numeracao nas linhas, reiniciando a contagem a cada nova
pagina. llustracbes e legendas devem ser apresentadas no decorrer do texto.
Ndo serdo fornecidas separatas. Os artigos estardo disponiveis no formato
PDF no endereco eletrbnico da revista. Para as demais secfes da revista sdo
validas as normas anteriores. Nao devem exceder a 15 paginas. Abreviaturas
ndo usuais devem ser empregadas apOs escritas por extenso na primeira

utilizagéo.
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