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RESUMO 

 

TONGU, E. A. O. EFEITO DA ADIÇÃO DE MEIO CONDICIONADO POR 

CÉLULAS TRONCO MESENQUIMAIS NA VIABILIDADE ESPEMÁTICA E 

RESPOSTA INFLAMATÓRIA UTERINA PÓS INSEMINAÇÃO ARTIFICIAL EM 

EQUINOS Botucatu – SP. 2019. 64p. Dissertação – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

A endometrite persistente pós cobertura (EPPC) é uma das principais causas de 

infertilidade na égua devido uma inflamação exacerbada uterina pós 

cobertura/Inseminação Artificial (IA) diminuindo os índices de fertilidade. O uso 

do meio condicionado por células tronco mesenquimais demonstra grande 

efetividade na modulação inflamatória, podendo ser uma alternativa no 

tratamento e EPPC.  O objetivo desse trabalho foi avaliar pela primeira vez 

diferentes concentrações de meio condicionado (MC) por células tronco 

mesenquimais equinas sobre a cinética espermática equina e capacidade 

imunomodulatória do MC na inflamação uterina pós IA em éguas resistentes e 

susceptíveis assim como sua fertilidade. Foram realizados 2 experimentos. No 

experimento 1 foi avaliado o efeito da adição de diferentes concentrações de MC 

sobre a cinética e integridade espermática equina. No Experimento 2 foi avaliado 

in vivo a capacidade moduladora do MC sobre o processo inflamatório 

endometrial de éguas resistentes e susceptíveis após inseminação artificial. O 

MC alterou o VCL (P<0,05) porém não alterou o restante dos parâmetros da 

cinética espermática (P>0,05). A integridade de membrana plasmática do sêmen 

equino não foi alterada (P<0,05). O MC reduziu a porcentagem de células 

polimorfonucleares (PMN) em éguas resistentes 6 horas após a inseminação 

artificial (P<0,05). Nas éguas susceptíveis o MC diminuiu as porcentagens de 

PMN e fluido intrauterino 6 e 24 horas após IA (p<0,05), com incremento na 

fertilidade; Controle 42,86%, IA-MC 57,14%, PRÉ-MC 85,71% (P>0,05). Conclui-

se que o MC equino pode ser utilizado com segurança tanto antes como no 

momento da inseminação artificial juntamente com o sêmen. Além disso o MC 

possui efeito positivo na modulação da resposta inflamatória uterina pós IA, 

sendo o primeiro relato do seu uso para tratamento de EPPC. 

Palavras-chave:  neutrófilos, terapia celular, endometrite, útero 
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ABSTRACT 

 

TONGU, E. A. O. Botucatu – SP. 2019. EFFECT OF ADDITION OF 

CONDITIONED MEDIUM OF MESENCHEMICAL STEM CELLS ON SPEMATIC 

FEASIBILITY AND UTERINE INFLAMMATORY RESPONSE POST BREDDING 

IN EQUINE 

Botucatu – SP. 2019. 64p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

Persistent mating-induce endometritis (PMIE) is a major cause of subfertility in 

the mare due to exacerbated uterine inflammation post breeding, so therapies 

have been studied to immunomodulate the inflammatory response. The objective 

of this work was to evaluate different concentrations of conditioned medium (MC) 

by equine mesenchymal stem cells on equine sperm kinetics and MC 

immunomodulatory capacity in uterine inflammation after breeding in resistant 

and susceptible mares as well as their fertility. Two experiments were performed. 

In experiment 1 the effect of the addition of different MC concentrations on the 

equine sperm kinetics and integrity was evaluated. In Experiment 2, the 

modulatory capacity of MC on the endometrial inflammatory process of resistant 

and susceptible mares after artificial insemination was evaluated, as well as its 

effect on conception rates. The MC did not significantly alter sperm kinetics and 

plasma membrane integrity of equine semen. Even in resistant mares MC 

reduced the percentage of neutrophils 6 hours after artificial insemination (p 

<0.05), not negatively interfering with fertility. In susceptible mares, MC 

decreased the percentages of neutrophils and intrauterine fluid 6 and 24 hours 

after AI (p <0.05). It was concluded that equine MC does not negatively affect the 

quality of equine semen or its fertility, modulating the inflammatory response after 

coverage in resistant and susceptible mares. 

 

 

Keywords: neutrophil, interleukins, persistent mating-induce endometritis.                
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

Dentre as doenças reprodutivas em éguas a endometrite se destaca como 

a principal causa de infertilidade em éguas, tendo uma prevalência estimada de 

10-15% (1). Endometrite transitória fisiológica é normalmente observada após a 

inseminação artificial (IA) ou cobertura natural devido ao excesso de 

espermatozoides depositados no endometrio, causando estimulação antigênica 

ao sêmen, diluentes de sêmen e bactérias no lúmen uterino. Essa reposta 

inflamatória é necessária para manter um ambiente adequado para o 

recebimento do embrião, não devendo persistir por mais de 48 horas. Quando 

essa resposta persiste por período prolongado após a cobertura pode ser definir 

como um quadro de endometrite persistentes pós-cobertura (EPPC) (2). 

Diante da etiologia e patogenia associada a EPPC, tratamentos voltados 

à diminuição da resposta inflamatória, como a utilização de anti-inflamatórios 

esteroidais, tem sido preconizados para a modulação da inflamação, na tentativa 

de otimização dos índices de concepção de fêmeas portadoras de EPPC (3–5). 

No entanto, como o uso exacerbado de anti-inflamatórios esteroides pode 

resultar em importantes efeitos adversos sistêmicos como laminite(6) e 

resistência à insulina (7). 

 Nos últimos anos observou-se o interesse crescente por terapias 

celulares empregando substâncias imunomoduladoras. Os imunomoduladores 

são substâncias que atuam de modo direto ou indireto nos mediadores 

inflamatórios, bloqueando ou atenuando a resposta inflamatória exacerbada e/ou 

persistente, promovendo o aumento nos índices de fertilidade (8–11).  

Dentre as terapias imunomoduladoras utilizadas para o tratamento de 

EPPC destacam-se o uso de células tronco mesenquimais (CTMs) e o plasma 

rico em plaquetas (PRP), terapias que já demonstraram eficácia para a 

modulação da resposta inflamatória uterina em éguas (9,10,12,13).  

O meio condicionado por células tronco (MC) corresponde uma nova 

possibilidade terapêutica para o tratamento de éguas com EPPC. O MC é obtido 

a partir da cultura de células-tronco mesenquimais, rico em fatores pré e pró-

inflamatórios liberados durante o desenvolvimento celular. Além disso, o MC 

possui microvesículas com importante ação voltada à reparação tecidual e 

controle do estresse oxidativo, agindo diretamente na imunomodulação e 
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regeneração endometrial (14,15).  Podendo ser uma boa possibilidade para o 

tratamento da EPPC. 

Desta maneira, o objetivo desse estudo foi avaliar pela primeira vez 

diferentes concentrações de MC equino sobre a cinética espermática, 

modulação da inflamação uterina pós-cobertura em éguas resistentes e 

susceptíveis a EPPC e suas taxas de concepção.  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Endometrite Persistente Pós Cobertura – EPPC 

 

Em condições fisiológicas após a cobertura/IA poucos espermatozoides 

irão conseguir chegar até a tuba uterina. Esse processo de transporte de 

espermatozoides ocorre em torno de 4 horas(16,17). Concomitantemente, em 

resposta a estimulação antigênica os mecanismos de limpeza uterina são 

ativados utilizando: mecanismos de limpeza mecânica, resposta imune inata e 

adaptativa. Em éguas normais esse processo de limpeza uterina é debelado 

entre de 24-48 após a corbetura/IA sendo classificadas com resistentes 

(2,18,19).  

Éguas que possuem falhas nos mecanismos de defesa uterina são 

classificadas como susceptíveis (20), sendo incompatível com um 

microambiente adequado para a sobrevivência embrionária (2,21). 

 A suscetibilidade à endometrite possui diversos fatores que propienciam a 

égua a ter uma limpeza uterina deficiente; como má conformação perineal, a qual 

tem sido associada com susceptibilidade,  podendo estar associado com  útero 

pendular, que se projeta abaixo da borda pélvica dificultando o sucesso na 

remoção do radiocolóide; idade avançada e/ou múltiparas associada a resposta 

imune alterada e/ou fibrose endometrial, contratibilidade miometrial deficiente, 

fibrose de cérvix e manipulação excessiva (1,22).   

O grau de fibrose endometrial (23) é um fator importante para 

susceptibilidade, pois também influencia nas contrações miometriais e drenagem 

linfática (24).  Infecções ou inflamações recorrentes ou crônicas como ocorrem 

em éguas susceptiveis contribuem para a patogênese da fibrose endometrial 

(25). Acredita-se que esse processo é mediado pela liberação dos armadilhas 
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extracelulares de neutrófilos (NETs), que são liberados pelos polimorfonucleares 

(PMN) (26), através de citocinas e enzimas pró-fibróticas e pela secreção de 

prostaglandinas(27). Além disso a inflamação persistente aumenta a produção 

PGF, podendo fazer com que possa ocorrer uma lise prematura do corpo lúteo 

e morte e reabsorção do embrião (28).  

Deficiências na drenagem mecânica dos produtos inflamatórios possuem 

impacto sobre a susceptibilidade a endometrite (29,30).  As contrações 

miometriais de éguas resistentes apresentam maior atividade mioeletrica, sendo 

mais prolongadas e intensas quando comparadas as susceptíveis, além disso 

ocorre uma disfunção no padrão de contração, iniciando no corpo do útero, não 

possuindo padrão rítmico e tendendo a ser no sentido oposto, levando o líquido 

para a ponta do corno uterino, dificultando ainda mais o processo de drenagem  

cervical e linfática (24,31).   

Outro fator que pode contribuir para comprometer o mecanismo de contração 

miometrial é o excesso de sintetase induzível de oxido nitrico (iNOS) durante a 

inflamação (22). O óxido nitrico (NO) é um subproduto inflamatório com ação 

relaxante da musculatura lisa, que in vitro é capaz de neutralizar a resposta ao 

estímulo mioelétrico em altas concetrações (32). Em éguas susceptiveis a 

concentração de NO é aumentada nas secreções uterinas acumuladas no 

lúmen, assim como a expressão de mRNA de iNOS (30,33). 

Os PMN encontrados no lúmen uterino não são população homogênea de 

células, por serem continuamente recrutados na circulação periférica durante os 

processos inflamatórios (34). Anteriomente, acreditava-se que os PMN de éguas 

susceptiveis possuiam deficiência na migração (34) diminuindo o 

reconhecimento de opsoninas (C3b e IgG) e fagocitose (35). Entretanto 

envidências mostram que as disfunções propostas então relacionadas ao 

ambiente uterino adverso e a não regulação da expressão gênica de quimiocinas 

e citocinas pró-inflamatórias e metabólitos do ácido araquidônico (36–39). 

Pesquisas vêm demostrando uma forte relação entre o aumento da 

expressão de citocinas e quimiocinas pró e anti-inflamatórias com a 

susceptibilidade a endometrite (4,40–43). O momento crítico envolvido na 

susceptibilidade está aparentemente relacionado ao pico da inflamação uterina 

ocorre 6h após o desafio antigênico (44). Estudos demonstram que nesse 

momento encontramos as maiores concentração de PMN e aumento de 
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expressão de citocinas tanto em éguas resistente como susceptiveis (10,44,45). 

Em éguas resistentes a expressão aumentada de citocinas anti-inflamatórias(IL-

1ra, IL-10 e IL-6), e diminuição na expressão de citocinas pró-inflamatórias, 

sugerem o início da resolução do processo inflamatório, enquanto éguas 

susceptiveis apresentam menor expressão das citocinas no mesmo momento, 

com uma maior expressão IL-1 e IL-8 (10,44,45).  

Fumuso et al., (2007) demostraram aumento na expressão gênica de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, IL8, TNF-α) e diminuição da expressão 

de IL-10 em éguas suscetíveis durante o estro em comparação com éguas 

resistentes. Éguas suscetíveis também demostram uma resposta inflamatória 

prolongada à infusão bacteriana, com altos perfis de expressão gênica de IL-1β, 

IL-8 e IL-1ra 24 - 72 horas após a inoculação de E. coli (45). Os mesmos autores 

também desmostraram que a relação entre IL-1ra e IL-1β estava desequilibrada 

em éguas suscetíveis com endometrite infecciosa induzida, sugerindo uma 

resposta inflamatória descontrolada que foi correlacionada com o crescimento 

de patógenos uterinos. 

 

 

2.2. Mecanismos de defesa uterina 

2.2.1. Barreiras Físicas 

 

A vulva é a barreira mais externa do trato reprodutor da égua, que juntamente 

com a prega do vestíbulo vaginal e a cérvix, funcionam como barreiras físicas 

contra a entrada de patógenos (2). Quando uma dessas barreiras falha, pode 

ocorrer pneumovagina, entrada de fezes e consequentemente patógenos.  Isso 

ocorre principalmente durante o estro devido ao relaxamento da cervix, 

causando irritações vaginais e uterinas, predispondo esses animais a infecções 

uterinas(2,46). 

 

2.2.2. Imunidade Inata 

 

O principal estímulo antigênico para o início da resposta inflamatória, são 

os espermatozoides remanescentes após a cobertura/AI, sendo que a 

intensidade do estimulo é dependente da concentração espermática depositada 



16 
 

 

no útero (17,47,48). O reconhecimento antigênico é realizado pelas células 

presentes no endométrio, incluindo linfócitos, macrófagos, células epiteliais, 

fibroblastos e células do estroma (42,49). A resposta a patógenos pelo sistema 

imune inato é baseado em receptores de reconhecimento de padrões (RRP) que 

detectam os padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) (50). Sendo 

assim receptores Toll-like (TLRs) que são receptores transmembrana tipo I, 

possuem funções distintas no reconhecimento dos PAMPs, modificando a 

intensidade e o tipo da resposta imunológica frente ao agente (49). No 

endométrio de éguas, já foram descritos a expressão aumentada  de TLR-2 e 4 

pós-inoculação de Echerichia coli (50). Após a ativação dos TLRs a síntese do 

fator nuclear kappa-B (NF-κB) ativa os genes para a codificação de citocinas pró-

inflamatórias, quimiocinas e da cicloxigenase-2 (COX-2) (51,52). 

 Após o reconhecimento ocorre a ativação de genes ligados ao processo 

inflamatório e expressão de mRNA que são traduzidos em citocinas e 

quimiocinas inicialmente pró-inflamatórias e posteriormente anti-inflamatórias 

que começam a atuar de forma autócrina e parácrina, e sistemicamente como 

função endócrina(49,53–55).  As citocinas pró-inflamatórias, uma vez produzidas 

iniciam o processo em cascata dos eventos inflamatórios, existindo um delicado 

equilíbrio entre a expressão das citocinas pró e anti–inflamatórias, para que a 

resposta inflamatória seja adequada e que haja preservação do tecido (41,44). 

As citocinas pró-inflamatórias liberadas são: interleucina(IL) -1, fator de 

necrose tumoral (TNF-α), IL 6 e IL-8. Rapidamente em resposta a estimulação 

quimiotática e antigênica, ocorre um influxo de polimorfonucleares (PMN) da 

circulação para o lúmen uterino sendo o pico de inflamação entre 4-6 horas pós 

cobertura/IA (29,44). As IL-1α e β são liberadas no início do processo 

inflamatório por possuírem uma elevada função pró-inflamatória, levando a 

ativação e recrutamento de outras citocinas pró-inflamatórias (TNF, IL-6) e 

influxo leucocitário, principalmente de neutrófilos que contribuem para o aumento 

da sua expressão (56). O TNF-α possui propriedades pró-inflamatórias, 

produzindo aumento da permeabilidade vascular, aumento da produção de 

COX2, liberação de IL-8 e aumento de moléculas de adesão no endotélio 

vascular (selectinas e integrinas) para leucócitos (57). A IL-6 possui 

propriedades pró e anti-inflamatórias, durante a inflamação aguda a IL-6 

aumenta a quimiotaxia de PMN, e posteriormente induz a apoptose dos PMN e 
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fagocitose por monócitos e macrófagos levando ao término da inflamação, além 

de  modular outras citocinas inflamatórias (58). A IL-8 possui forte ação 

quimiotática, aumentado a expressão de moléculas de adesão na superfície 

celular das células endoteliais para auxiliar a aderência e diapedese dos PMN 

na parede dos vasos sanguíneos (56). 

Os PMN, principalmente neutrófilos, desempenham um papel fundamental 

na imunidade inata, representando a primeira linha de defesa contra os 

contaminantes uterinos (59).  Além das funções clássicas de fagocitose, 

liberação extracelular de peptídeos,  enzimas líticas e antimicrobianos, os PMN 

tem a capacidade de liberar parte do próprio DNA, histonas, elastase, catepsina 

G e mieloperoxidade em resposta ao estimulo antigénico, formando NETs que 

impedem a disseminação desses organismos(60).  

Pesquisas realizadas in vitro utilizando explantes uterinos de éguas 

demostraram que os PMN liberados no útero possuem a capacidade de liberar 

NETs frente ao estimulo antigênico (61). Entretanto NETs podem ter efeitos 

deletérios em inflamações prolongadas sobre o útero, devido a liberação de 

mieloperoxidades, elastases, elevando a expressão do inibidor tecidual de 

metaloproteinases e diminuindo as concentrações de prostaglandina E2 (PGE) 

que possui efeito anti-fibrótico (26,27). 

A inflamação é modulada pela liberação de citocinas anti-inflamatórias: IL-10, 

IL-4,IL-13 e antagonista do receptor de IL-1(IL-1ra) (4).  A IL-1ra realiza uma 

regulação dos efeitos pró e anti-inflamatórios locais, competindo com a IL-1 pela 

ligação aos receptores IL-1α e IL-1β, diminuindo assim sua ação (49,53).  A IL-

10 é produzida por macrófagos, células dendríticas e vários subconjuntos de 

linfócitos T (CD4 + e CD8 +), agindo na inibição da expressão do complexo de 

histocompatibilidade da classe II e na produção de IL-1, IL-6, IL-12 e TNF e 

quimiocina IL-8 (62). O aumento da expressão de IL-10 é rápida (3h pós-IA), 

sendo observado regulação negativa da expressão gênica das citocinas pró-

inflamatórias a partir das 12h após estimulação genica. Acredita-se que a 

resposta da IL-10 ocorre devido a intensidade da resposta inflamatória anterior, 

sendo o momento para a liberação de IL-10, e sua expressão são fatores 

importantes na resolução da inflamação (56,63). 

 



18 
 

 

2.2.3. Imunidade adaptativa 

 

A inflamação uterina pós-cobertura é mediada predominantemente pela 

resposta imune inata, para que não haja resposta adaptativa aos 

espermatozoides, possibilitando que um mesmo macho consiga fecundar uma 

mesma fêmea diversas vezes(18). Entretanto, diversas classes de 

imunoglobulinas já foram descritas em secreções uterinas na égua, incluindo 

IgA, IgG, IgG(T) (16,64,65).  

Imunoglobulinas juntamente com o sistema complemento C3b, são 

encontradas em maior concentração em éguas com culturas uterinas positivas 

do que em éguas que não apresentam infecção, sugerindo que o sistema imune 

adaptativo está relacionado com opsonização e apresentação de antígenos de 

patógenos que são depositados no útero no momento da cobertura (66–69). 

Porém os resultados das pesquisas são conflitantes sobre o aumento ou a 

diminuição dessas imunoglobulinas frente a estimulo antigénico pelos 

espermatozoides ou patógenos (29,64,66). 

No endométrio da égua a população de linfócitos T, em sua maioria CD4+, 

CD8+ e células apresentadoras de antígenos classe II, se encontram em maior 

quantidade no extrato compacto em comparação ao extrato esponjoso, e 

aumentam em número em resposta ao sêmen ou a patógenos (70,71). 

Reforçando a ideia que há uma resposta imune adaptativa após estimulação 

antigênica. Entretanto, apesar do sistema imune adaptativo desempenhar um 

papel na endometrite fisiológica, pós-cobertura e contra patógenos, seus 

mecanismos de ação não estão bem elucidados, e aparentemente não 

apresentam envolvimento na susceptibilidade a EPPC (43,66,68). 

 

2.2.4. Contrações miometriais 

 

A intensidade da inflamação uterina influencia na liberação de 

prostaglandinas no endométrio, pelos macrófagos, PMNs e leucócitos que 

liberam prostaglandinas pela da ação da lipooxigenase e ciclooxigenase 

provenientes do metabolismo do ácido araquidônico (42). Após sua liberação as 

prostagralndinas iniciam o processo de contrações miometriais. As 

miocontrações endometriais iniciam passados 30 minutos do contato dos 
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espermatozoides com o útero, a fim de transportar os espermatozoides até o 

local da fertilização e em aproximadamente quatro horas um número suficiente 

de espermatozoides já atingiu a tuba uterina (2,17,72). Rapidamente, o padrão 

de contração é alterado para a eliminação do restante dos contaminantes 

acontece por de pulsos contráteis que iniciam no corno uterino em direção a 

cérvix, para eliminar de forma mecânica(2,43) e por via linfática(24) os produtos 

inflamatórios do útero. 

 

 

2.3. Terapias aplicadas a EPPC 

 

2.3.1. Lavagem uterina 

 

A lavagem uterina é um procedimento de rotina em éguas com EPPC, 

podendo ser realizada nos momentos pré e pós-inseminação, com objetivo de 

remover o exsudato inflamatório e debris celulares (21). A lavagem uterina pode 

ser realizada com solução fisiológica (NaCl 0,5%) ou com ringer lactato pós-IA 

(73).   

Quanto mais precocemente é realizada a lavagem uterina, menor é o contato 

dos espermatozóides, patógenos, debris celulares e exsudatos inflamatórios 

com o endométrio, o que é benéfico para diminuição da inflamação em éguas 

susceptíveis (74). Normalmente o lavado uterino é realizado 4 horas após a IA, 

já que este é o tempo necessário para o transporte completo dos 

espermatozoides até a tuba uterina (17).  Entretanto, Samper et al.,(2016) 

demostrou que  lavados uterinos uma hora pós IA na extremidade do corno 

uterino, pós-ovulação não alteram a fertilidade utilizando espermatozoides 

congelados. 

 

2.3.2. Agentes ecbólicos 

 

Alternativa a lavagem uterina, quando o fluído acumulado é menor que dois 

centímetros e hipoecóico é o uso de fármacos ecbólicos como a ocitocina  ou a 

PGF2α (75–77). A ocitocina é o fármaco mais utilizada no tratamento de éguas 

susceptíveis, para auxiliar o clearence uterino (78), sendo as doses comumente 
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usadas de 10 - 20UI. Entretanto, estudos vem demostrando que doses menores 

(2,5-5UI) conferem um melhor efeito na evacuação mecânica do útero quando 

comparado a maiores doses (79,80) .  

A ocitocina estimula as contrações uterinas diretamente pela ligação de 

receptores específicos no endométrio e indiretamente pela liberação de ácido 

araquidônico e formação de prostaglandinas, que por sua vez aumentam as 

contrações miometriais pela despolarização da membrana aumentando o 

número de junções comunicantes (77,80).  

Entretanto, a intensidade da resposta a administração da ocitocina, e sua 

depuração, depende do tempo decorrido entre a ovulação e o momento de 

aplicação, devido as variações na expressão dos receptores de oxitocina no 

miométrio, que são reguladas pelas concentrações de estrógeno e progesterona 

(78). Podendo ser utilizada por via parenteral após quatro horas da IA até 24 

horas pós-IA com incremento na fertilidade em éguas susceptíveis (18,79). A 

carbetocina é um análogo sintético da ocitocina, que possui uma maior 

estabilidade a decomposição pelas aminopeptidase e oxidoredutase, conferindo 

um maior efeito sobre o miométrio e aparentemente sem variação da sua ação 

independente da fase do ciclo estral (78,81). 

 A utilização das prostaglandinas e seus análogos (cloprostenol) como 

agentes ecbólicos no período periovulatório é conflitante, devido a indução de 

uma possível sub luteólise precoce, encurtando assim as concentrações de 

progesterona e diminuindo o período interovulatorio e consequentemente 

menores taxas de prenhes (82). O cloprostenol gera uma maior atividade 

mioelétrica comparada com a ocitocina, porém possui características 

semelhantes ao encontrado quando utilizado altas doses de ocitocina, com 

padrão de contração única e prolongada, o que não é benéfico para a limpeza 

uterina eficiente (82–84). 

 

2.3.3. Anti-inflamatórios não-esteroides 

 

Os anti-inflamatórios não-esteroidais (AINES) vem sido testados no 

tratamento de EPPC como fenilbutazona (85), flunexin meglumine (79) e 

vedaprofeno (86). O ketoprofeno pode ser utilizado em jumentas, que possuem 

uma suscetibilidade semelhante a encontrada em éguas(87). A utilização de 
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fenilbutazona e flunexin meglumine em éguas e ketoprofeno em jumentas, 

diminuíram a porcentagem de PMN no extrato compacto 8 horas pós IA, porém 

isso resultou em um aumento de PMN no lúmen uterino no mesmo momento. 

(79,87).  Demonstrando que os AINES atrasam a limpeza uterina, exacerbando 

a reação inflamatória, pois inibem a produção de COX-1 e COX-2 e 

consequentemente a produção de PGF2α, que é responsável pela estimulação 

das contrações miometriais (73,80,84). 

A utilização de vedaprofeno inibidor seletivo COX-2 na dose de 1mg/kg oral 

BIB, mais 20UI de ocitocina TID, começando um dia antes da IA até um dia pós 

ovulação, foi eficiente em éguas em susceptíveis, com diminuição na 

porcentagem de PMN e com incremento na fertilidade (86).  

 

2.3.4. Terapias imunomoduladoras 

 

A susceptibilidade a EPPC está relacionada a alteração na expressão de 

citocinas, com uma falhas na expressão de citocinas pro e anti-inflamatórias pós 

cobertura (39). Sendo assim estudos relacionados a terapias imunológicas e 

utilizando corticosteroides tem sido estudado com o objetivo restaurar o balanço 

imunológicos uterinos de éguas com EPPC e aumentando a fertilidade de éguas 

susceptíveis.  Podendo-se destacar: extrato de parede celular de mycobacterias, 

suspenção com Propionibacterium acnes, glicorticoides 

(prednisolona/dexametasona), lactoferrina, plasma rico em plaquetas, soro 

autólogo condicionado e células tronco mesenquimais (3,9,10,88–92). 

 O extrato de parede de mycobacterias (EPMB), se mostrou eficaz na 

redução da expressão endometrial da IL-1b em éguas susceptíveis (58), assim 

como elevar os níveis da citocina anti-inflamatória IL-10 no endométrio dessas 

éguas (40). Christoffersen et al.(4), utilizando EPMB, após inoculação em éguas 

susceptíveis com E. coli e observaram redução do acúmulo de fluído intrauterino, 

porém sem alteração na expressão das citocinas. Já Woodward et al.,(43) 

utilizou EPMB no momento da inseminação, e demonstrou uma diminuição na 

expressão da citocina IL-1b pelo endométrio. Além disso o tratamento com 

EPMB diminuiu as concentrações de NO em éguas susceptíveis (33).  
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Um produto semelhante denominado Eqstim® (Neogen Corp., Lexington, 

KY, EUA) que contem Propionibacterium acnes foi administrado em éguas com 

endometrite persistente, com conseguente incremento na fertilidade (93).  

Os anti-inflamatórios esteroidais vem sendo utilizados na reprodução 

equina com o intuito de melhorar as condições uterinas de éguas susceptíveis à 

EPPC.  O acetato de prednisolona (0,1mg/kg) se mostrou eficaz na redução do 

acumulo de liquido intrauterino, elevando os índices de fertilidade (65,89). Outro 

glicocorticoide com bons resultados descritos é a utilização de 50mg de 

dexametasona no momento da IA em éguas susceptíveis, mostrando-se segura 

e melhorando o ambiente uterino sem alterar os mecanismos de defesa uterina 

(3). Esse fármaco ainda pode ser utilizado juntamente ao diluente de sêmen, 

sem prejuízos à qualidade seminal e auxiliando na redução dos sinais de 

endometrite pós-cobertura (5). A dexametasona na dose de ainda promove a 

redução da expressão de interleucinas pró-inflamatórias, como as IL-1β, IL-6 e 

IL-8 e aumento das interleucinas anti-inflamatória IL-10 e IL-1Ra (45,88). O efeito 

do glicocorticoides na produção de citocinas pró e anti-inflamatórias ocorre 

através de diferentes mecanismos pela ligação dos receptores de glicorticoides 

no citoplasma e no núcleo celular. Esses receptores são responsáveis por ativar 

a transcrição ou inibir a transcrição dessas citocinas, aumentando a expressão 

de citocinas anti-inflamatórias e diminuindo a expressão das pró-inflamatórias 

(94). 

A lactoferrina é uma glicoproteína com alta afinidade com moléculas de 

ferro e lipopolissacarídeos de bactérias gram negativas, tendo ação bactericida, 

bacteriostática (95). Além disso a lactoferrina possui funções imunomodulatórias, 

ativação do sistema imune e controle de mielopoiese (95–98). Sendo expressa 

no epitélio glandular, luminal e em grânulos de PMN. Apresentando diferenças 

na transcrição de acordo com a fase do ciclo estral, sendo maior durante o estro 

e durante os processos inflamatórios uterinos (99).  A utilização de lactoferrina 

junto ao sêmen reduziu a expressão endometrial de interleucinas pró-

inflamatórias IL-1,  IL-8 em éguas, porém não foi capaz de reduzir o fluido 

intrauterino nem porcentagem de células de defesa 24h pós IA em éguas(92).  

O PRP é outra terapia imunomodulatória que já demonstrou ser eficiente 

no útero de éguas susceptíveis a endometrite, reduzindo o acúmulo de fluído 

intrauterino e do influxo de PMNs para o lúmen uterino (13). O PRP atua na 
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inflamação através dos fatores de crescimento de liberação que são 

armazenados nos grânulos-α das plaquetas (100). Alguns fatores de 

crescimento liberados pelas plaquetas após ativação no tecido inflamado são 

importantes na reparação tecidual devido aos seus efeitos mitogênicos, 

antiinflamatórios, quimiotáticos e neovasculares (101,102).  

O PRP é eficaz para reduzir a infiltração de PMNs no lúmen uterino e no estrato 

compactado, além de reduzir a expressão de COX-2 das éguas suscetíveis após 

a inseminação artificial, tendo melhores resultados no tratamento pré 

inseminação do que pós-IA (9). O PRP também reduziu a expressão de citocinas 

pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e IL-8) e da iNOS (91), se mostrando muito benéfico 

no incremento da fertilidade em éguas problema (9,91). 

 

2.4. Células tronco mesenquimais e meio condicionado. 

 

As células-tronco mesenquimais (CTMs) têm sido utilizada em medicina 

humana e veterinária para modular a resposta inflamatória em processos 

inflamatórios agudos e crônicos (103,104). A injeção de CTMs no endométrio de 

éguas já foi descrita como uma possível alternativa  para o tratamento de fibrose 

endometrial(105), e promovem um aumento da expressão da IL-Ra pelo 

endométrio de éguas resistentes, com resultados mais interessantes quando 

comparado com a utilização de soro autólogo condicionado (10). Uma pesquisa 

utilizando CTMs autóloga oriunda de biopsias endometriais de éguas e após 2 

semanas infundidas em diestro, demonstrou propriedades imunomoduladoras e 

ação no lúmen uterino por até 24 horas após a infusão, não penetrando no 

endométrio saudável (106). 

O MC é obtido  a partir da cultura de células-tronco mesenquimais 

(MSCs), rico em fatores pré e pró inflamatórios liberados durante o 

desenvolvimento celular (107–109). As MSCs possuem uma ampla capacidade 

de imunorregulação, capazes de influenciar respostas imunes tanto adaptativas 

como inatas e sendo considerados hipoimunogênico. As MSCs suprimem a 

atividade de uma ampla gama de células imunes, incluindo células T, células T 

natural killer, células dendríticas, células B, neutrófilos, monócitos, macrófagos. 

As citocinas anti-inflamatórias que são secretadas pelas células-tronco 

presentes no MC são: Fator de transformação do crescimento beta e algumas 
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interleucinas (IL), ou seja, a IL-6, IL-10, IL-27, IL-17 e, IL-13, IL-12 e antagonista 

do receptor de IL-1 (IL-1ra) enquanto as citocinas pró-inflamatórias secretadas 

são IL-8 / CXCL- 8 , IL-9 e IL-1 (110). 

Um estudo onde se utilizou MC para o tratamendo de doenças musculares 

associadas a inflamação cronica e liberação de citocinas pro-inflamatórias 

associado a obesidade em humanos, mostrou efeito benéfico melhorando a 

ativação de fibroblastos e diminuiram a inflamação através do bloqueio da 

atividade de IL-1 usando o mediador imunomodulador, IL-1ra. Sugerindo que o 

CM pode ser uma terapia promissora para combater a inflamação associada à 

inatividade muscular (111). Além disso, o MC possui microvesículas com 

importante ação voltada à reparação tecidual e controle do stress oxidativo, 

agindo diretamente na imunomodulação e regeneração endometrial (14,15). Um 

estudo realizado em ratos com doença pulmonar obstrutiva, demonstrou 

capacidade regulação na citocinas inflamatórias, redução na transcrição de 

mRNA de moléculas adesão intercelular e vascular, consequentemente ocorre 

diminuição no recrutamento de células inflamatórias (12). 

Lange-Consiglio et al., (2013) utilizando MC para o tratamento de cavalos 

com diferentes graus de lesões ligamentares e tendíneas foi observada a eficácia 

na recuperação tecidual e diminuição da inflamação tissular pós-tratamento. Al-

sharabi et al., (2016), avaliaram o efeito do MC em relação a secreção de 

citocinas anti-inflamatórias e pró-inflamatórias na polpa dental de ratos 

saudáveis, analisando os efeitos regenerativos in vitro e in vivo do tratamento. 

Nesse estudo as células T cultivadas em MC apresentaram maior produção de 

interleucina (IL) IL-8, IL-10 e IL-6, além de prostaglandina E2 (PGE2). Já in vivo 

o tratamento demonstrou pronunciado efeito regenerativo e anti-inflamatório.  

Além do seu potencial regenerativo e imunomodulador, o MC tem se 

mostrado eficaz como adjuvante na criopreservação de células tronco 

mesenquimais retiradas de cordão umbilical de potros, garantindo a manutenção 

das características biológicas originais (expressas por células frescas) mesmo 

após a descongelação. Acredita-se que o MC atue através de mecanismo de 

proteção que modulam o stress oxidativo celular, diminuindo as lesões de 

membrana e garantindo maior viabilidade celular (14).  

HAO et al., (2014) mostraram que o MC derivado do tecido adiposo 

utilizado no tratamento de lesão neuronal produz efeito positivo no tecido alvo de 
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maneira dependente da concentração, obtendo um melhor efeito protetor 

utilizando a concentrações de 50% a 70% de MC. Além disso, afirmam que 

menos de 50% MC, os efeitos protetores foram menos evidentes, e 100% MC 

não foi observado um menor efeito protetor.  

Em um experimento realizado com a utilização de MSC de medula ossea 

de doadores humanos, assim como seu MC, em feridas induzidas em útero de 

ratas, demonstrou há possibilidade da utilização de MC heterologo, alem de que 

não houve diferença estatística entre a utilização de MSC e de MC na reparação 

tecidual uterina de ratas (114).  

 CORRADETTI et al., (117) demostraram em um estudo in vitro a 

possibilidade de aplicação de células tronco mesenquimais de membranas 

amnióticas e o seu MC no tratamento de doenças uterinas em equinos. 

Demonstrando melhoria na capacidade imunomodulatória, regenerativa e 

proliferativa do endométrio, podendo diminuir perdas gestacionais causadas pela 

fibrose endometrial. Reforçando a ideia de que as MSCs obtidos dos tecidos 

gestacionais exercem efeitos benéficos na regeneração tecidual através da 

liberação de fatores solúveis e indicam os MC como novas possibilidades 

terapêuticas livres de células para aplicações em medicina regenerativa em 

equinos (115).  

O MC agrega benefícios quando comparado à utilização de células-

tronco, já que por não ser uma suspensão celular podem ser fabricadas, 

liofilizadas, embaladas e transportadas mais facilmente, não havendo 

necessidade de se conduzir testes de compatibilidade com um possível receptor, 

evitando-se possíveis rejeições (107,110,116). Portanto, o MC tem uma 

perspectiva promissora de ser produzido como fármacos para a medicina 

regenerativa e imunomodulatoria(117). Dessa forma, o MC representa uma 

promissora e inovadora opção para utilização em reprodução equina, sendo de 

fácil manipulação e armazenamento, o que facilita a implementação em 

situações de campo (107,110,115,118). 
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1. INTRODUÇÃO 1 

Uma resposta inflamatória transitória no útero equino após a inseminação 2 

artificial(IA) ou cobertura é esperada devido ao excesso de espermatozoides e 3 

plasma seminal depositados no endométrio promovendo estimulação antigênica 4 

[1]. A maioria das éguas são competentes na eliminação dessa inflamação, 5 

sendo consideradas como resistentes [2]. Entretanto algumas éguas possuem 6 

falhas nos mecanismos de limpeza uterina em tempo hábil, portanto são 7 

consideradas susceptíveis a endometrite persistente pós cobertura (EPPC) [3]. 8 

Acredita-se que isso ocorra em 10 a 15% das éguas, o que gera um grande ônus 9 

econômico para a indústria de criação de equino [4]. 10 

Estudos demonstram que 6 horas após IA encontramos as maiores 11 

concentração de polimorfonucleares (PMN) e aumento de expressão de 12 

citocinas tanto em éguas resistente como susceptiveis [5–7]. Porém em éguas 13 

resistentes ocorre um aumento na expressão de citocinas anti-inflamatórias(IL-14 

1ra, IL-10 e IL-6), e diminuição na expressão de citocinas pró-inflamatórias, 15 

sugerindo o começo da resolução do processo inflamatório, enquanto éguas 16 

susceptiveis apresentaram uma menor expressão dessas citocinas anti-17 

inflamatórias no mesmo momento, com uma maior expressão de IL-1 e IL-8 que 18 

são pró-inflamatórias [5–7]. 19 

Diante da etiologia e patogenia associada a EPPC, tratamentos voltados à 20 

diminuição da resposta inflamatória, como a utilização de anti-inflamatórios 21 

esteroidais, tem sido preconizados para a modulação da inflamação, na tentativa 22 

de otimização dos índices de concepção de éguas com EPPC [8–10]. No 23 

entanto, como o uso exacerbado de anti-inflamatórios esteróides pode resultar 24 

em importantes efeitos colaterais sistêmicos como laminite[11] e resistência à 25 

insulina [12]. 26 

Dentre as terapias celulares imunomoduladoras utilizadas para o tratamento 27 

de EPPC destacam-se o uso de células tronco mesenquimais (CTMs) e o plasma 28 

rico em plaquetas (PRP), terapias que em pesquisas recentes demonstram ser 29 

eficientes na modulação da resposta inflamatória uterina em éguas, com 30 

incremento na fertilidade [5,13–15].  31 

O meio condicionado por células tronco (MC) tem apresentado características 32 

muito similares a utilização de CTMs, com resultados satisfatórios na utilização 33 

de doenças promovidas por inflamações agudas e crônicas, por possuírem uma 34 
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ampla capacidade de imunorregulação, capazes de influenciar respostas imunes 1 

tanto adaptativas como inatas e sendo considerados hipoimunogênico [16].  2 

Essa imunoregulação e modificação do ambiente é realizada atraves de 3 

comunicação autócrina e paracrina [17,18]. Dentre as ações paracrinas 4 

podemos destacar a liberação de proteinas hidrosoluveis como; citocinas, 5 

fatores de crescimento e quimiocinas [19]. Esses fatores hidrosoluveis são 6 

liberados durante o cultivo celular das MSCs, dando ao MC uma função simalar 7 

a utilização de MSCs [16,20]. Entretanto as MSCs possuem um maior tempo de 8 

ação devido a continuidade de fatores produzidos pelas células no tecido, agindo 9 

por um período prolongado. Por outro lado o MC agrega benefícios quando 10 

comparado à utilização de CTMs, já que por não ser uma suspensão celular 11 

podem ser fabricadas, liofilizadas, embaladas e transportadas mais facilmente, 12 

não havendo necessidade de se conduzir testes de compatibilidade com um 13 

possível receptor, evitando-se possíveis rejeições [16,21,22]. 14 

Sendo assim o objetivo desse trabalho foi avaliar de forma pioneira o efeito 15 

da adição de diferentes concentrações de MC equino sobre a cinética 16 

espermática equina e modulação da resposta inflamatória uterina pós cobertura 17 

em éguas resistentes e susceptíveis a EPPC e assim como sua fertilidade. 18 

 19 

2. MATERIAL DE MÉTODOS 20 

2.1. Desenho experimental 21 

 22 

Para uma melhor compreensão das análises o projeto foi divido em 2 23 

experimentos conforme a seguir: O Experimento 1 foi conduzido no Centro de 24 

Diagnóstico e Biotecnologia em Reprodução Animal (CERAN – FMVZ UNESP -25 

Botucatu), com o objetivo de avaliar o efeito da adição de diferentes 26 

concentrações de MC equino sobre a cinética e integridade de membrana 27 

espermática equina. No Experimento 2 foi avaliado in vivo a capacidade 28 

moduladora do MC sobre o processo inflamatório endometrial de éguas 29 

resistentes e susceptíveis a EPPC. Foi também avaliada a fertilidade de éguas 30 

submetidas a inseminação artificial com meio diluente a base de leite acrescido 31 

de MC. Este trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade 32 

de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) – Campus de Botucatu, São Paulo, 33 

sob protocolo CEUA 0159/2018.  34 



43 
 

 

 1 

2.2. Obtenção do meio condicionado  2 

 3 

Para a obtenção do MC as células tronco mesenquimais foram 4 

descongeladas de um banco celular e recultivadas numa concentração de 5 

15x10³ células/cm² durante 3 dias a 37°C em atmosfera saturada com 5% de 6 

CO2, sendo realizado tripsinização para a obtenção de subculturas. O 7 

sobrenadante é centrifugado a 700g e filtrado (filtro de 0,2mm) para retirada de 8 

detritos celulares [21,23]. O MC foi proveniente de um banco de células tronco 9 

de equinas, do laboratório OMICS Biotecnologia Animal (Botucatu/ São Paulo, 10 

Brasil), armazenados a -80° C.  11 

 12 

2.3. Experimento 1 – Efeito do MC sobre a viabilidade espermática  13 

 14 

2.3.1. Seleção dos animais e colheita de sêmen  15 

 16 

Foi utilizado um ejaculado de 10 garanhões. Para a colheita de sêmen foi 17 

utilizada vagina artificial modelo Botupharma (Botupharma Ltda.-Botucatu-18 

Brasil). A concentração espermática foi realizada utilizando câmara de Neubauer 19 

e o sêmen foi diluído (Botu-sêmen Special®, Botupharma) numa concentração 20 

de 50 x 106 espermatozoides/mL.  21 

 22 

2.3.2. Manipulação do sêmen com meio condicionado  23 

 24 

Após a diluição do sêmen, diferentes concentrações de MC foram acrescentadas 25 

baseadas no volume(ml) da amostra: Controle (CT) – meio diluidor sem o 26 

acréscimo de MC; G25– meio diluidor acrescido de 25% de MC equino; G50 – 27 

meio diluidor acrescido de 50% de MC equino; G75 – meio diluidor acrescido de 28 

75% de MC equino; G100 – meio diluidor acrescido de 100% de MC equino. 29 

 30 

2.3.3. Teste de Termo Resistência (TTR)  31 

 32 
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Para o TTR, logo após a diluição, todas as amostras foram incubadas em banho 1 

maria seco a 37C° por 2 horas, sendo conduzidas avaliações cinéticas nos 2 

momentos 0 (T0) e 2 (T2) horas de incubação.  3 

 4 

2.3.4.  Análise de cinética espermática  5 

 6 

A análise de cinética espermática foi realizada através do método 7 

computadorizado (CASA) (Hamilton Thorne Research- HTM IVOS 10, Beverly, 8 

MA, USA) quanto aos seguintes parâmetros: porcentagem de espermatozoides 9 

com Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), espermatozoides com 10 

movimento rápido (RAP), Velocidade média da trajetória (VAP), Velocidade 11 

curvilínea (VCL) e Velocidade linear progressiva (VSL). 12 

 13 

2.3.5.  Integridade de membrana plasmática (IMP) 14 

 15 

As amostras foram avaliadas logo após a diluição (T0) e após 2 horas de 16 

incubação (T2). A análise integridade de membrana plasmática (IMP, %) foi 17 

realizada através de microscopia de epi-flurescência, utilizando-se as sondas 18 

fluorescentes iodeto de propidio (IP) e diacetato 6-carboxifluoresceína (DCA), de 19 

acordo com a técnica descrita por [24].  20 

 21 

2.4. Experimento 2 – Efeito da adição do MC na modulação da inflamação 22 

e fertilidade 23 

 24 

2.4.1. Animais e controle do ciclo estral  25 

 26 

Foram selecionadas 20 éguas com histórico reprodutivo conhecido, 27 

classificadas como resistentes (n=13) e susceptíveis (n=7) a EPPC como 28 

descrito por SEGABINAZZI et al., [13]. Foi realizado acompanhamento diário por 29 

palpação retal e ultrassonografia (Sono Scape A5V –Hong Kong-China). A 30 

indução da ovulação foi realizada a partir da detecção de um folículo ≥35 mm e 31 

edema uterino grau 3, com a utilização de 250 μg de acetato de histrelina 32 

(Strelin®, Botupharma, Brasil) pela via intramuscular.  33 

 34 
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2.4.2. Colheita de sêmen, preparo das doses e inseminação artificial  1 

 2 

As doses inseminantes foram preparadas com um total de 1000 x 106 3 

espermatozoides e o sêmen diluído (Botu-sêmen® Special, Botupharma) até a 4 

concentração de 50 x 106 espermatozoides/mL. As inseminações artificiais foram 5 

realizadas 24 horas após a indução da ovulação, com a utilização de sêmen 6 

fresco de um único garanhão de fertilidade conhecida e a deposição do sêmen 7 

feita no corpo do útero.  8 

 9 

2.4.3. Grupo experimental  10 

 11 

As éguas foram inseminadas de maneira aleatória para cada momento sorteado 12 

previamente, em cross-over design.  13 

- Grupo controle – Foram inseminadas com um total de 1000 x 106 14 

espermatozoides diluídos em diluente a base de leite desnatado na 15 

concentração de 50 x 106 espermatozoides/mL.  16 

- Grupo Pré-MC – A infusão uterina com volume de 30 mL de MC equino no 17 

momento da indução da ovulação, após 24 horas foram inseminadas com um 18 

total de 1000 x 106 espermatozoides diluídos em diluente a base de leite 19 

desnatado na concentração de 50 x 106 espermatozoides/mL.  20 

- Grupo IA+MC – Foram inseminadas com um total de 1000 x 106 21 

espermatozoides diluídos na concentração de 50 x 106 espermatozoides/mL em 22 

diluente a base de leite desnatado e posteriormente acrescido 75% (vol/vol) de 23 

MC equino conforme o experimento 1. 24 

Paras as éguas resistentes foram utilizados dois ciclos, controle e MC-25 

IA. Para as éguas susceptíveis, foram utilizados os três ciclos: controle, MC-Pré 26 

e MC+IA. 27 

 28 

2.4.4. Coleta de amostras  29 

 30 

2.4.4.1. Avaliações ultrassonográficas  31 

Foram realizados exames ultrassonográficos no momento da IA(0h) e 24h após 32 

a IA a fim de se detectar a presença de fluído uterino acumulado na região de 33 

bifurcação dos cornos uterinos, o qual foi mensurado altura em milímetros (mm²). 34 
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 1 

2.4.4.2. Citologia uterina 2 

Foram realizadas citologias esfoliativas no momento da IA (0h), 6 e 24 horas 3 

após a IA com o auxílio de um aparelho descartável para coleta de citologia 4 

uterina equina (Provar®, SP - Brasil), como descrito por Alvarenga & Matos 5 

(1990). As escovas foram utilizadas para confecção de lâminas para avaliação 6 

citológica, que foram secas em temperatura ambiente e coradas pelo método 7 

Panótico Rápido. A leitura das lâminas foi feita através de microscopia óptica 8 

utilizando óleo de imersão (1000x), considerando a porcentagem de 9 

neutrófilos/100 células de forma aleatória [24].  10 

 11 

2.4.4.3. Teste de fertilidade  12 

 13 

O diagnóstico de gestação foi realizado após 14 dias a partir da detecção da 14 

ovulação por palpação retal e ultrassonografia (Sono Scape A5V Hong Kong - 15 

China). As éguas que não ovularem após 24h depois da IA foram descartadas e 16 

foi utilizado o próximo ciclo. Após a realização do exame foi aplicado 5mg de 17 

dinoprost (Lutalyse®, Zoetis, SP, Brasil) para a interrupção da gestação.  18 

 19 

 20 

2.5. Analise estatística 21 

As distribuições das variáveis contínuas foram avaliadas com testes de 22 

normalidade (Shapiro-WIlk) e análises gráficas (histograma, QQ Plot). A ANOVA 23 

para Medidas Repetidas seguida de Tukey foi utilizada para confrontar as médias 24 

das variáveis contínuas em cada tratamento e momento, testando-se diferentes 25 

estruturas de covariância. Para a variável categórica DG, o teste de fisher foi 26 

utilizado para confrontar a proporção de diagnósticos positivos em cada 27 

tratamento. Foram consideradas diferenças estatísticas quando p<0,05. As 28 

análises foram realizadas com auxílio do Statistical Analysis Software – SAS 29 

(SAS Institute, 2011). 30 

 31 

3. RESULTADOS 32 

 33 
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Os resultados EXP1 estão apresentados na tabela 1. Foram observadas 1 

diferenças na cinética espermática somente no VCL (P<0,05) no T2. A 2 

integridade de membrana plasmática entre os tratamentos não houve diferenção 3 

(P>0,05).  4 

No experimento 2 (EXP2), nas éguas resistentes o tratamento IA+MC 5 

diminuiu a porcentagem de PMN (Figura 1) no lúmen uterino 6h pós IA quando 6 

comparado com o ciclo controle (P<0,05), não observando diferenças no 7 

momento 24h (P>0,05). Foi possível observar que o ciclo controle diferiu entre 8 

todos os momentos (P<0,05), já no ciclo IA+MC o momento 0h e 24h não 9 

diferiram (P>0,05). Não foi observada diferença na fertilidade entre o ciclo 10 

controle (76,92%) e IA+MC (69,28%) (P>0,05).   11 

As éguas susceptíveis mantiveram altas concentrações de PMN 6 e 24h 12 

pós IA no ciclo controle (P>0,05). Foi observado em ambos os tratamentos 13 

utilizando MC equino redução da porcentagem de PMN 6 e 24h pós IA (P<0,05), 14 

não diferindo entre os tratamentos (P>0,05) (Figura 2). A utilização MC equino 15 

também diminuiu o acumulo de fluido intrauterino nas éguas susceptíveis 24h 16 

pós IA (p<0,05) (Figura 3). Não foi observada diferença na fertilidade entre os 17 

ciclos, controle (42,86%), IA+MC (57,14%) e Pré-MC (85,71%) (P>0,05). 18 

 19 

4. DISCUSSÃO 20 

 21 

O teste de termo resistência juntamente com a avaliação do método 22 

computadorizado CASA e permeabilidade de membrana plasmática oferecem 23 

uma maior confiabilidade na mensuração dos diversos parâmetros espermáticos 24 

e indicadores de fertilidade dos espermatozoides in vitro [25,26]. Em nosso 25 

estudo a adição do MC não alterou de forma importante a cinética espermática 26 

nos diversos grupos testados, diferente do que foi encontrado na adição de 27 

inflamatórios esteróidais no sêmen equino, que tiveram decréscimo 28 

principalmente da motilidade total e progressiva [10]. Além disso o MC não 29 

alterou sua fertilidade das éguas resistentes inseminadas, o que demonstra sua 30 

segurança na utilização em éguas.  31 

O pico do processo inflamatório uterino ocorreu 6h após a inseminação 32 

em éguas resistentes e susceptíveis a EPPC.  Christoffersen et al., [6], 33 

demonstrou que 6h após a inseminação é o momento crítico associado a 34 
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susceptibilidade, onde podemos encontrar as maiores concentrações de 1 

interleucinas e PMN tanto em éguas resistentes como susceptíveis. Entretanto, 2 

em éguas resistentes ocorre uma expressão aumentada de citocinas anti-3 

inflamatórias(IL-1ra, IL-10 e IL-6), e diminuição na expressão de citocinas pró-4 

inflamatórias, sugerem o início da resolução do processo inflamatório, enquanto 5 

éguas susceptiveis apresentam menor expressão dessas citocinas no mesmo 6 

momento, com uma maior expressão IL-1 e IL-8 [5–7]. Esse fato colabora com 7 

os resultados encontrados em nosso estudo, tendo em vista que as éguas 8 

resistentes tiveram um descrécimo na porcentagem de PMN até 24h e as 9 

susceptíveis se mantiveram altas, como relatado em estudos anteriores, 10 

produzindo uma reação inflamatória exacerbada [2,27–29]. 11 

A utilização do MC foi capaz de modular a resposta inflamatória inata 12 

diminuindo as porcentagens de PMN em tanto em éguas resistentes como 13 

susceptíveis, sendo de forma inédita sua utilização “in vivo” para o tratamento de 14 

EPPC. O MC age por mecanismo paracrino, atraves de proteinas hidrosoluveis 15 

e microvesiculas liberadas no meio durante o cultivo celular, com função 16 

reguladora da resposta imune inata e adaptativa simalar a utilização de CTMs. 17 

Sendo assim o MC reduz a expressão do fator de necrose tumoral e interferon-18 

 e aumentam secreção de IL-6, IL-1ra e PGE2 [17,19].  Além disso, as 19 

microvesículas secretadas ricas em fatores de crescimento produzidas têm o 20 

potencial de reduzir a taxa de apoptose endometrial equina, aumentando a 21 

proliferação celular, diminuindo a expressão gênica pró-inflamatória [30,31].  22 

Todas essas ações de forma conjunta, fazem com que diminua a quimiotaxia, e 23 

expressão endotelial de integrinas e selectinas, consequentemente diminuição 24 

do influxo de leucócitos para o tecido inflamado, além de diminuir o estresse 25 

oxidativo e inativação do fator nuclear Kappa, que é a chave de  ativação para a 26 

codificação de genes pró inflamatórios, quimiocinas e cicloxigenase-2 (COX-2) 27 

[30,32,33].  Em nosso estudo mesmo em éguas resistentes o MC reduziu a 28 

porcentagem de PMN mesmo em éguas resistentes o ciclo IA+MC 24h após IA 29 

não diferindo do momento 0h, demonstrando uma resolução mais rápida do 30 

processo inflamatório. 31 

Nas éguas susceptiveis apesar de ambos os grupos IA+MC e PRÉ-MC 32 

diminuiram a porcentagem de PMN. Resultado similar ao encontrado em éguas 33 

tratadas com infusão de CTMs 24 horas antes da IA demostrando redução da 34 



49 
 

 

porcentagem de PMN 6 horas pós IA, devido a um aumento da IL-1Ra e uma 1 

menor concentração de IL-1 24h após IA [5]. Acredita-se que essa melhor 2 

eficiencia se deve ao ambiente uterino dessas éguas já estar muito responsivo 3 

ao estímulo antigenico já antes de IA, devido a um desbalanço nas 4 

concentrações de interleucinas e nos fatores ligados a susceptibilidade [6,27,34]. 5 

Devido a isso outras terapias aplicadas a EPPC como:  Corticoesteróides[8,35], 6 

AINES [36];  PRP[13], soro autólogo[5], lactoferrina [37] e EPMB [38] possuem 7 

melhores resultados quando utilizados antes da IA ou até o pico inflamatório 6h 8 

após a IA.  9 

 SEGABINAZZI et al., (13) evidenciou um aumento na expressão de COX-10 

2 em éguas susceptíveis, com diminuição na expressão da mesma e diminuição 11 

do influxo de PMN para o lúmen uterino em éguas tratadas com PRP. A utilização 12 

de firocoxib que é um anti-inflamatório COX2 seletivo também foi eficaz na 13 

redução de PMN no lúmen uterino e no extrato compacto do endométrio [36]. A 14 

inibição de COX2 e consequentemente das prostaglandinas desempenham um 15 

papel fundamental na diminuição da inflamação, devido a indução da produção 16 

de fatores quimiotáticos que estimulam a migração de células imunes para o 17 

local inflamatório, que juntamente com as citocinas inflamatórias promovem 18 

alterações vasculares, que auxiliam na passagem de células inflamatórias 19 

através dos vasos sanguíneos [1,13,39]. As CTMs assim como seu MC, além de 20 

possuírem a capacidade de suprimir metabolitos do ácido araquidônico e 21 

leucócitos, ainda são capazes de diminuir o estimulo antigênico realizado pelos 22 

complexos de histopatibilidade, e redução na transcrição de mRNA de moléculas 23 

adesão intercelular e vascular, consequentemente ocorrendo uma diminuição no 24 

recrutamento de células inflamatórias [14,40,41]. 25 

A susceptibilidade possui diversos fatores pré disponentes, incluindo 26 

principalmente a senilidade e/ou fibrose endometrial, fazendo com que o padrão 27 

de contração, intensidade e duração das contrações e consequentemente sua 28 

drenagem cervical e linfática seja difcultada [42,43].  O MC demonstrou redução 29 

no acumulo de líquido intra-uterino pós cobertura em éguas susceptíveis, como 30 

encontrado em outras terapias imunomoduladoras como PRP e 31 

dexametasona[8,15]. Uma possível explicação para essa redução do fluido 32 

intrauterino é que consequentemente a redução dos PMN e subprodutos 33 

inflamatórios, ocorreu uma redução nas concentrações de oxido nítrico que é um 34 
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subproduto inflamatório presente em grandes quantidade em éguas 1 

susceptíveis, causando relaxamento da musculatura lisa e consequentemente 2 

redução na contração miometrial e eliminação do radiocolóide [44,45].  3 

 Tratamentos imunomodulares para EPPC tem demostrado aumento nos 4 

indices de fertilidade devido a redução do processo inflamatório como: 5 

glicocorticoides [8], extrato de parede de mycobacterium [7], PRP [13] e 6 

Propionibacterium acnes [46]. Esses resultados corroboram com o encotrado em 7 

nosso trabalho, Que apezar dos grupos não terem demosntrado diferença 8 

significativa nos indices de fertilidade, o MC aumentou numericamente as taxas 9 

de prenhes positivas nos grupos testados em éguas susceptiveis; controle 10 

(42,86%), IA+MC (57,14%) e Pré-MC (85,71%). A despeito da expressiva 11 

diferença numérica, o número reduzido de animais deve ter interferido na 12 

avaliação estatística onde não se observou diferença significativa entre os 13 

grupos. 14 

 15 

CONCLUSÃO: 16 

 17 

Conclui-se que o MC equino pode ser utilizado com segurança tanto antes como 18 

no momento da inseminação artificial juntamente com o sêmen. Além disso 19 

nosso experimento mostrou de forma inédita que o meio condicionado por 20 

células tronco mesenquimais são eficientes na modulação da resposta 21 

inflamatória uterina por IA. 22 

 23 
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Tabela 1. Análise de cinética espermática realizada pela análise computadoriza 1 

CASA nos diferentes grupos e momentos. 2 

      

Variável Tempo (t) CT G25-E G50-E G75-E G100-E 

MT 0 83 (1,9) 80,5 (4,3) 78,3 (3,7) 75,7 (3,2) 73,1 (3,8) 

2 79,1 (2,8)  73,4 (3) 79,1 (2,7) 74,7 (3) 75,7 (2,5) 

MP 0 46,1 (4,9)  40 (3,9)  39,9 (3,5) 36,1 (3,2) 36,1 (3,4) 

2 41,6 (4,1) 34,2 (3,2) 39,7 (2,8) 36,3 (2,7) 37,1 (3,2) 

VAP 0 132,7 (3,5) * 135,9 (2,6) * 137,6 (1,5) 130,5 (2,5) 131 (2,2) 

2 115,6 (4,1)  120,5 (4,1) 124,3 (4,8) 120,2 (2,3) 130,6 (3,4) 

VSL 0 99 (4,2) 102,1 (3,8) 107,8 (3,7) 99,5 (3,1) 100 (3,5) 

2 89,5 (3,2) 90,5 (4) 96,4 (3,1) 90,5 (2) 99,8 (2,6) 

VCL 0 230,7 (6,6) 237,7 (8,5) 239 (8) 230,4 (9) 229,5 (8,7) 

2 209 (7,5) a 220,3 (8,1) ab 219,5 (14,2) ab 221,4 (4,6) ab 238,3 (7,5) b 

RAP 0 75,6 (2,5) 71,9 (4,4) 72,5 (3,5) 68,6 (3,1) 66,1 (4,2) 

2 64,8 (4,8) 65 (3,3) 71,6 (2,9) 66,8 (2,9) 69,6 (2,5) 

 3 

Letras minúsculas (a, b) indicam diferença estatística (p<0,05) entre os tratamentos dentro de um mesmo 4 

momento; *indica diferença estatística para o tratamento entre os dois momentos. 5 
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 8 

 9 

 10 

 11 

 12 
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Figura 1 – Porcentagem de PMN no lúmen uterino por citologia endometrial em 

éguas resistentes no grupos IA+MC e controle. Letras diferentes (a,b,c) indicam 

diferença estatística (P<0,05) entre os momentos dentro de um mesmo 

tratamento. * indica diferença estatística entre os tratamentos em um mesmo 

momento. 

 

 

 

Figura 2 – Porcentagem de PMN no lúmen uterino por citologia endometrial em 

éguas susceptiveis nos grupos; IA+MC, PRÉ MC e controle. Letras diferente (a, 

b, c) indicam diferenças estatísticas (p<0,05) entre os tratamentos dentro de um 
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mesmo momento. Houveram diferenças estatísticas entre todos os momentos 

para os 3 tratamentos. 

 

 

Figura 3. Coluna de fluido uterino mensurado por ultrassonografia transretal 

(mm²) antes e após 24 horas da IA em éguas susceptíveis. Letras diferentes (a, 

b) indicam diferença estatística (p<0,05) entre os tratamentos dentro de um 

mesmo momento. 
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