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RESUMO

TONGU, E. A. O. EFEITO DA ADICAO DE MEIO CONDICIONADO POR
CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS NA VIABILIDADE ESPEMATICA E
RESPOSTA INFLAMATORIA UTERINA POS INSEMINAQAO ARTIFICIAL EM
EQUINOS Botucatu — SP. 2019. 64p. Dissertacdo — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

A endometrite persistente pds cobertura (EPPC) é uma das principais causas de
infertiidade na égua devido uma inflamagdo exacerbada uterina pos
cobertura/Inseminacao Atrtificial (IA) diminuindo os indices de fertilidade. O uso
do meio condicionado por células tronco mesenquimais demonstra grande
efetividade na modulagdo inflamatéria, podendo ser uma alternativa no
tratamento e EPPC. O objetivo desse trabalho foi avaliar pela primeira vez
diferentes concentracbes de meio condicionado (MC) por células tronco
mesenquimais equinas sobre a cinética espermatica equina e capacidade
imunomodulatéria do MC na inflamacao uterina pos IA em éguas resistentes e
susceptiveis assim como sua fertilidade. Foram realizados 2 experimentos. No
experimento 1 foi avaliado o efeito da adicéo de diferentes concentracdes de MC
sobre a cinética e integridade espermatica equina. No Experimento 2 foi avaliado
in vivo a capacidade moduladora do MC sobre o processo inflamatorio
endometrial de éguas resistentes e susceptiveis apds inseminacéo artificial. O
MC alterou o VCL (P<0,05) porém nao alterou o restante dos parametros da
cinética espermatica (P>0,05). A integridade de membrana plasméatica do sémen
equino nao foi alterada (P<0,05). O MC reduziu a porcentagem de células
polimorfonucleares (PMN) em éguas resistentes 6 horas ap6s a inseminacéo
artificial (P<0,05). Nas éguas susceptiveis 0 MC diminuiu as porcentagens de
PMN e fluido intrauterino 6 e 24 horas apos IA (p<0,05), com incremento na
fertilidade; Controle 42,86%, IA-MC 57,14%, PRE-MC 85,71% (P>0,05). Conclui-
se que o MC equino pode ser utilizado com seguranga tanto antes como no
momento da inseminagao artificial juntamente com o sémen. Além disso o0 MC
possui efeito positivo na modulacdo da resposta inflamatoria uterina pos IA,
sendo o primeiro relato do seu uso para tratamento de EPPC.

Palavras-chave: neutrdfilos, terapia celular, endometrite, Utero



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. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria 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 Kkinetics 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 Al (p <0.05). It was concluded that equine MC does not negatively affect the
guality 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. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Dentre as doengas reprodutivas em éguas a endometrite se destaca como
a principal causa de infertilidade em éguas, tendo uma prevaléncia estimada de
10-15% (1). Endometrite transitoria fisiolégica é normalmente observada apés a
inseminacao artificial (IA) ou cobertura natural devido ao excesso de
espermatozoides depositados no endometrio, causando estimulagc&o antigénica
ao sémen, diluentes de sémen e bactérias no lumen uterino. Essa reposta
inflamatoria € necessaria para manter um ambiente adequado para o
recebimento do embrido, ndo devendo persistir por mais de 48 horas. Quando
essa resposta persiste por periodo prolongado apés a cobertura pode ser definir
como um quadro de endometrite persistentes pds-cobertura (EPPC) (2).

Diante da etiologia e patogenia associada a EPPC, tratamentos voltados
a diminuicdo da resposta inflamatéria, como a utilizacdo de anti-inflamatérios
esteroidais, tem sido preconizados para a modulacao da inflamacéo, na tentativa
de otimizacdo dos indices de concepcao de fémeas portadoras de EPPC (3-5).
No entanto, como 0 uso exacerbado de anti-inflamatérios esteroides pode
resultar em importantes efeitos adversos sistémicos como laminite(6) e
resisténcia a insulina (7).

Nos Ultimos anos observou-se 0 interesse crescente por terapias
celulares empregando substancias imunomoduladoras. Os imunomoduladores
sdo substancias que atuam de modo direto ou indireto nos mediadores
inflamatérios, bloqueando ou atenuando a resposta inflamatéria exacerbada e/ou
persistente, promovendo o aumento nos indices de fertilidade (8—11).

Dentre as terapias imunomoduladoras utilizadas para o tratamento de
EPPC destacam-se 0 uso de células tronco mesenquimais (CTMs) e o plasma
rico em plaquetas (PRP), terapias que jA demonstraram eficacia para a
modulacao da resposta inflamatoéria uterina em éguas (9,10,12,13).

O meio condicionado por células tronco (MC) corresponde uma nova
possibilidade terapéutica para o tratamento de éguas com EPPC. O MC é obtido
a partir da cultura de células-tronco mesenquimais, rico em fatores pré e pro-
inflamatorios liberados durante o desenvolvimento celular. Além disso, o0 MC
possui microvesiculas com importante ac¢do voltada a reparacédo tecidual e

controle do estresse oxidativo, agindo diretamente na imunomodulacdo e
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regeneracao 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 concentracbes de MC equino sobre a cinética espermatica,
modulacdo da inflamacdo uterina pds-cobertura em éguas resistentes e

susceptiveis a EPPC e suas taxas de concepgéo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Endometrite Persistente P6s Cobertura — EPPC

Em condic¢des fisioldgicas ap6s a cobertura/lA poucos espermatozoides
irdo conseguir chegar até a tuba uterina. Esse processo de transporte de
espermatozoides ocorre em torno de 4 horas(16,17). Concomitantemente, em
resposta a estimulacdo antigénica os mecanismos de limpeza uterina sao
ativados utilizando: mecanismos de limpeza mecéanica, resposta imune inata e
adaptativa. Em éguas normais esse processo de limpeza uterina é debelado
entre de 24-48 apdés a corbetura/lA sendo classificadas com resistentes
(2,18,19).

Eguas que possuem falhas nos mecanismos de defesa uterina s&o
classificadas como susceptiveis (20), sendo incompativel com um
microambiente adequado para a sobrevivéncia embrionaria (2,21).

A suscetibilidade a endometrite possui diversos fatores que propienciam a
égua a ter uma limpeza uterina deficiente; como méa conformacao perineal, a qual
tem sido associada com susceptibilidade, podendo estar associado com Utero
pendular, que se projeta abaixo da borda pélvica dificultando o sucesso na
remocao do radiocol6ide; idade avancada e/ou multiparas associada a resposta
imune alterada e/ou fibrose endometrial, contratibilidade miometrial deficiente,
fibrose de cérvix e manipulagcéo excessiva (1,22).

O grau de fibrose endometrial (23) é um fator importante para
susceptibilidade, pois também influencia nas contragdes miometriais e drenagem
linfatica (24). Infecc¢des ou inflamagdes recorrentes ou cronicas como ocorrem
em éguas susceptiveis contribuem para a patogénese da fibrose endometrial

(25). Acredita-se que esse processo € mediado pela liberacdo dos armadilhas
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extracelulares de neutrofilos (NETS), que séo liberados pelos polimorfonucleares
(PMN) (26), através de citocinas e enzimas pro-fibréticas e pela secrecao de
prostaglandinas(27). Além disso a inflamacéo persistente aumenta a producéo
PGF, podendo fazer com que possa ocorrer uma lise prematura do corpo lauteo
e morte e reabsorcéo do embrido (28).

Deficiéncias na drenagem mecénica dos produtos inflamatorios possuem
impacto sobre a susceptibilidade a endometrite (29,30). As contracdes
miometriais de éguas resistentes apresentam maior atividade mioeletrica, sendo
mais prolongadas e intensas quando comparadas as susceptiveis, além disso
ocorre uma disfuncdo no padrédo de contragdo, iniciando no corpo do utero, ndo
possuindo padréo ritmico e tendendo a ser no sentido oposto, levando o liquido
para a ponta do corno uterino, dificultando ainda mais o processo de drenagem
cervical e linfatica (24,31).

Outro fator que pode contribuir para comprometer o mecanismo de contracao
miometrial € o excesso de sintetase induzivel de oxido nitrico (iNOS) durante a
inflamacéo (22). O éxido nitrico (NO) € um subproduto inflamatério com acao
relaxante da musculatura lisa, que in vitro é capaz de neutralizar a resposta ao
estimulo mioelétrico em altas concetracfes (32). Em éguas susceptiveis a
concentracdo de NO é aumentada nas secrecfes uterinas acumuladas no
[imen, assim como a expressao de mRNA de iNOS (30,33).

Os PMN encontrados no lumen uterino ndo sédo populacdo homogénea de
células, por serem continuamente recrutados na circulacao periférica durante os
processos inflamatérios (34). Anteriomente, acreditava-se que os PMN de éguas
susceptiveis possuiam deficiéncia na migracdo (34) diminuindo o
reconhecimento de opsoninas (C3b e IgG) e fagocitose (35). Entretanto
envidéncias mostram que as disfuncdes propostas entdo relacionadas ao
ambiente uterino adverso e a ndo regulacdo da expressao génica de quimiocinas
e citocinas proé-inflamatoérias e metabdlitos do acido araquidénico (36—39).

Pesquisas vém demostrando uma forte relagdo entre o aumento da
expressdo de citocinas e quimiocinas pr6 e anti-inflamatérias com a
susceptibilidade a endometrite (4,40-43). O momento critico envolvido na
susceptibilidade esta aparentemente relacionado ao pico da inflamacé&o uterina
ocorre 6h apos o desafio antigénico (44). Estudos demonstram que nesse

momento encontramos as maiores concentracdo de PMN e aumento de
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expressao de citocinas tanto em éguas resistente como susceptiveis (10,44,45).
Em éguas resistentes a expressao aumentada de citocinas anti-inflamatérias(IL-
lra, IL-10 e IL-6), e diminuicdo na expressdo de citocinas pro-inflamatorias,
sugerem o inicio da resolucdo do processo inflamatério, enquanto éguas
susceptiveis apresentam menor expressao das citocinas no mesmo momento,
com uma maior expresséo IL-1 e IL-8 (10,44,45).

Fumuso et al.,, (2007) demostraram aumento na expressédo génica de
citocinas pro-inflamatorias (IL-18, IL-6, IL8, TNF-a) e diminuicdo da expresséo
de IL-10 em éguas suscetiveis durante o estro em comparacdo com éguas
resistentes. Eguas suscetiveis também demostram uma resposta inflamatoria
prolongada a infusé@o bacteriana, com altos perfis de expresséo génica de IL-1,
IL-8 e IL-1ra 24 - 72 horas ap6és a inoculagéo de E. coli (45). Os mesmos autores
também desmostraram que a relacdo entre IL-1ra e IL-1p estava desequilibrada
em éguas suscetiveis com endometrite infecciosa induzida, sugerindo uma
resposta inflamatoria descontrolada que foi correlacionada com o crescimento

de patégenos uterinos.

2.2. Mecanismos de defesa uterina

2.2.1. Barreiras Fisicas

A vulva é a barreira mais externa do trato reprodutor da égua, que juntamente
com a prega do vestibulo vaginal e a cérvix, funcionam como barreiras fisicas
contra a entrada de patogenos (2). Quando uma dessas barreiras falha, pode
ocorrer pneumovagina, entrada de fezes e consequentemente patégenos. 1Isso
ocorre principalmente durante o estro devido ao relaxamento da cervix,
causando irritacdes vaginais e uterinas, predispondo esses animais a infeccdes
uterinas(2,46).

2.2.2. Imunidade Inata
O principal estimulo antigénico para o inicio da resposta inflamatdria, séo

0S espermatozoides remanescentes ap0s a cobertura/Al, sendo que a

intensidade do estimulo € dependente da concentracdo espermatica depositada
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no utero (17,47,48). O reconhecimento antigénico € realizado pelas células
presentes no endométrio, incluindo linfécitos, macrofagos, células epiteliais,
fibroblastos e células do estroma (42,49). A resposta a patdgenos pelo sistema
imune inato é baseado em receptores de reconhecimento de padrdes (RRP) que
detectam os padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) (50). Sendo
assim receptores Toll-like (TLRs) que séo receptores transmembrana tipo |,
possuem fungdes distintas no reconhecimento dos PAMPs, modificando a
intensidade e o tipo da resposta imunolégica frente ao agente (49). No
endométrio de éguas, ja foram descritos a expressao aumentada de TLR-2 e 4
pos-inoculacdo de Echerichia coli (50). ApGs a ativacédo dos TLRs a sintese do
fator nuclear kappa-B (NF-kB) ativa os genes para a codificagédo de citocinas pro-
inflamatorias, quimiocinas e da cicloxigenase-2 (COX-2) (51,52).

ApOs o reconhecimento ocorre a ativagao de genes ligados ao processo
inflamatério e expressdo de mRNA que sdo traduzidos em citocinas e
quimiocinas inicialmente proé-inflamatérias e posteriormente anti-inflamatorias
gue comecam a atuar de forma autdcrina e paracrina, e sistemicamente como
funcdo enddcrina(49,53-55). As citocinas pro-inflamatérias, uma vez produzidas
iniciam o processo em cascata dos eventos inflamatérios, existindo um delicado
equilibrio entre a expressao das citocinas pro e anti—-inflamatorias, para que a
resposta inflamatdria seja adequada e que haja preservacéao do tecido (41,44).

As citocinas pro-inflamatérias liberadas séo: interleucina(lL) -1, fator de
necrose tumoral (TNF-a), IL 6 e IL-8. Rapidamente em resposta a estimulacéo
quimiotatica e antigénica, ocorre um influxo de polimorfonucleares (PMN) da
circulacao para o lumen uterino sendo o pico de inflamacé&o entre 4-6 horas pos
cobertura/lA (29,44). As IL-1a e B sao liberadas no inicio do processo
inflamatério por possuirem uma elevada fung¢do pré-inflamatoria, levando a
ativacdo e recrutamento de outras citocinas proé-inflamatérias (TNF, IL-6) e
influxo leucocitério, principalmente de neutréfilos que contribuem para o aumento
da sua expressdo (56). O TNF-a possui propriedades proé-inflamatérias,
produzindo aumento da permeabilidade vascular, aumento da producdo de
COX2, liberagéo de IL-8 e aumento de moléculas de adesédo no endotélio
vascular (selectinas e integrinas) para leucocitos (57). A IL-6 possui
propriedades pr6é e anti-inflamatorias, durante a inflamacdo aguda a IL-6

aumenta a quimiotaxia de PMN, e posteriormente induz a apoptose dos PMN e
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fagocitose por mondcitos e macrofagos levando ao término da inflamacéo, além
de modular outras citocinas inflamatérias (58). A IL-8 possui forte acgéo
quimiotatica, aumentado a expressdo de moléculas de adesdo na superficie
celular das células endoteliais para auxiliar a aderéncia e diapedese dos PMN
na parede dos vasos sanguineos (56).

Os PMN, principalmente neutréfilos, desempenham um papel fundamental
na imunidade inata, representando a primeira linha de defesa contra os
contaminantes uterinos (59). Além das funcbes classicas de fagocitose,
liberacdo extracelular de peptideos, enzimas liticas e antimicrobianos, os PMN
tem a capacidade de liberar parte do préprio DNA, histonas, elastase, catepsina
G e mieloperoxidade em resposta ao estimulo antigénico, formando NETs que
impedem a disseminacédo desses organismos(60).

Pesquisas realizadas in vitro utilizando explantes uterinos de éguas
demostraram que os PMN liberados no Utero possuem a capacidade de liberar
NETs frente ao estimulo antigénico (61). Entretanto NETs podem ter efeitos
deletérios em inflamacdes prolongadas sobre o Utero, devido a liberacdo de
mieloperoxidades, elastases, elevando a expressdo do inibidor tecidual de
metaloproteinases e diminuindo as concentragdes de prostaglandina E2 (PGE)
que possui efeito anti-fibrético (26,27).

A inflamacéo é modulada pela liberacéo de citocinas anti-inflamatérias: IL-10,
IL-4,IL-13 e antagonista do receptor de IL-1(IL-1ra) (4). A IL-1ra realiza uma
regulacao dos efeitos proé e anti-inflamatérios locais, competindo com a IL-1 pela
ligacdo aos receptores IL-1a e IL-13, diminuindo assim sua acdo (49,53). A IL-
10 é produzida por macrofagos, células dendriticas e varios subconjuntos de
linfécitos T (CD4 + e CD8 +), agindo na inibicdo da expressédo do complexo de
histocompatibilidade da classe Il e na producdo de IL-1, IL-6, IL-12 e TNF e
quimiocina IL-8 (62). O aumento da expressao de IL-10 é rapida (3h pos-1A),
sendo observado regulacdo negativa da expressao génica das citocinas pro-
inflamatorias a partir das 12h apds estimulacdo genica. Acredita-se que a
resposta da IL-10 ocorre devido a intensidade da resposta inflamatoria anterior,
sendo 0 momento para a liberagcdo de IL-10, e sua expressédo séo fatores

importantes na resolucao da inflamacéao (56,63).
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2.2.3. Imunidade adaptativa

A inflamagéo uterina pds-cobertura é mediada predominantemente pela
resposta imune inata, para que ndo haja resposta adaptativa aos
espermatozoides, possibilitando que um mesmo macho consiga fecundar uma
mesma fémea diversas vezes(18). Entretanto, diversas classes de
imunoglobulinas ja foram descritas em secre¢des uterinas na égua, incluindo
IgA, 1gG, 1gG(T) (16,64,65).

Imunoglobulinas juntamente com o sistema complemento C3b, sé&o
encontradas em maior concentracdo em éguas com culturas uterinas positivas
do que em éguas que ndo apresentam infec¢éo, sugerindo que o sistema imune
adaptativo esta relacionado com opsonizacao e apresentacdo de antigenos de
patdogenos que sao depositados no Utero no momento da cobertura (66—69).
Porém os resultados das pesquisas sao conflitantes sobre o aumento ou a
diminuicdo dessas imunoglobulinas frente a estimulo antigénico pelos
espermatozoides ou patégenos (29,64,66).

No endométrio da égua a populacdo de linfocitos T, em sua maioria CD4+,
CD8+ e células apresentadoras de antigenos classe Il, se encontram em maior
quantidade no extrato compacto em comparagdo ao extrato esponjoso, e
aumentam em numero em resposta ao sémen ou a patégenos (70,71).
Reforcando a ideia que h& uma resposta imune adaptativa apds estimulagcéo
antigénica. Entretanto, apesar do sistema imune adaptativo desempenhar um
papel na endometrite fisiolégica, pos-cobertura e contra patdégenos, seus
mecanismos de acdo ndo estdo bem elucidados, e aparentemente nao

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

2.2.4. Contragdes miometriais

A intensidade da inflamacdo uterina influencia na liberacdo de
prostaglandinas no endométrio, pelos macréfagos, PMNs e leucdcitos que
liberam prostaglandinas pela da acdo da lipooxigenase e ciclooxigenase
provenientes do metabolismo do acido araquiddnico (42). Apos sua liberacao as
prostagralndinas iniciam o0 processo de contragdes miometriais. As

miocontracées endometriais iniciam passados 30 minutos do contato dos
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espermatozoides com o Utero, a fim de transportar os espermatozoides até o
local da fertilizagdo e em aproximadamente quatro horas um ndmero suficiente
de espermatozoides ja atingiu a tuba uterina (2,17,72). Rapidamente, o padrao
de contracdo € alterado para a eliminacdo do restante dos contaminantes
acontece por de pulsos contrateis que iniciam no corno uterino em direcdo a
cérvix, para eliminar de forma mecénica(2,43) e por via linfatica(24) os produtos

inflamatérios do Utero.

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 pds-inseminacao, com objetivo de
remover o exsudato inflamatorio e debris celulares (21). A lavagem uterina pode
ser realizada com solucéo fisiolégica (NaCl 0,5%) ou com ringer lactato pés-I1A
(73).

Quanto mais precocemente é realizada a lavagem uterina, menor € o contato
dos espermatozoides, patdgenos, debris celulares e exsudatos inflamatorios
com o endométrio, o que € benéfico para diminuicdo da inflamagcdo em éguas
susceptiveis (74). Normalmente o lavado uterino é realizado 4 horas apoés a IA,
ja que este é o tempo necessario para o0 transporte completo dos
espermatozoides até a tuba uterina (17). Entretanto, Samper et al.,(2016)
demostrou que lavados uterinos uma hora pds IA na extremidade do corno
uterino, poés-ovulacdo nao alteram a fertilidade utilizando espermatozoides

congelados.

2.3.2. Agentes ecbhdlicos

Alternativa a lavagem uterina, quando o fluido acumulado € menor que dois
centimetros e hipoecéico é o uso de farmacos echolicos como a ocitocina ou a
PGF2a (75-77). A ocitocina € o farmaco mais utilizada no tratamento de éguas

susceptiveis, para auxiliar o clearence uterino (78), sendo as doses comumente
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usadas de 10 - 20Ul. Entretanto, estudos vem demostrando que doses menores
(2,5-5Ul) conferem um melhor efeito na evacuagdo mecéanica do utero quando
comparado a maiores doses (79,80) .

A ocitocina estimula as contracdes uterinas diretamente pela ligacdo de
receptores especificos no endométrio e indiretamente pela liberacdo de acido
araquidonico e formacgéo de prostaglandinas, que por sua vez aumentam as
contracoes miometriais pela despolarizagdo da membrana aumentando o
namero de juncdes comunicantes (77,80).

Entretanto, a intensidade da resposta a administracdo da ocitocina, e sua
depuracéo, depende do tempo decorrido entre a ovulagdo e o0 momento de
aplicacdo, devido as variacdes na expressao dos receptores de oxitocina no
miométrio, que sao reguladas pelas concentracdes de estrégeno e progesterona
(78). Podendo ser utilizada por via parenteral apds quatro horas da IA até 24
horas pds-IA com incremento na fertilidade em éguas susceptiveis (18,79). A
carbetocina é um anélogo sintético da ocitocina, que possui uma maior
estabilidade a decomposicdo pelas aminopeptidase e oxidoredutase, conferindo
um maior efeito sobre o miométrio e aparentemente sem variacdo da sua acao
independente da fase do ciclo estral (78,81).

A utilizacdo das prostaglandinas e seus anélogos (cloprostenol) como
agentes ecbdlicos no periodo periovulatério é conflitante, devido a inducdo de
uma possivel sub lutedlise precoce, encurtando assim as concentracdes de
progesterona e diminuindo o periodo interovulatorio e consequentemente
menores taxas de prenhes (82). O cloprostenol gera uma maior atividade
mioelétrica comparada com a ocitocina, porém possui caracteristicas
semelhantes ao encontrado quando utilizado altas doses de ocitocina, com
padrdo de contracdo Unica e prolongada, o que nédo € benéfico para a limpeza
uterina eficiente (82—-84).

2.3.3. Anti-inflamatérios ndo-esteroides

Os anti-inflamatérios néo-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 utilizagdo de
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fenilbutazona e flunexin meglumine em éguas e ketoprofeno em jumentas,
diminuiram a porcentagem de PMN no extrato compacto 8 horas pos IA, porém
isso resultou em um aumento de PMN no limen uterino no mesmo momento.
(79,87). Demonstrando que os AINES atrasam a limpeza uterina, exacerbando
a reacao inflamatéria, pois inibem a producdo de COX-1 e COX-2 e
consequentemente a producao de PGF2a, que é responsavel pela estimulagédo
das contracbes miometriais (73,80,84).

A utilizacdo de vedaprofeno inibidor seletivo COX-2 na dose de 1mg/kg oral
BIB, mais 20Ul de ocitocina TID, comecando um dia antes da IA até um dia pos
ovulacdo, foi eficiente em éguas em susceptiveis, com diminuicdo na

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

2.3.4. Terapias imunomoduladoras

A susceptibilidade a EPPC esta relacionada a alteracdo na expressdo de
citocinas, com uma falhas na expresséao de citocinas pro e anti-inflamatoérias pos
cobertura (39). Sendo assim estudos relacionados a terapias imunoldgicas e
utilizando corticosteroides tem sido estudado com o objetivo restaurar o balanco
imunoldgicos uterinos de éguas com EPPC e aumentando a fertilidade de éguas
susceptiveis. Podendo-se destacar: extrato de parede celular de mycobacterias,
suspencao com Propionibacterium acnes, glicorticoides
(prednisolona/dexametasona), lactoferrina, plasma rico em plaguetas, soro
autélogo condicionado e células tronco mesenquimais (3,9,10,88-92).

O extrato de parede de mycobacterias (EPMB), se mostrou eficaz na
reducdo da expressdo endometrial da IL-1b em éguas susceptiveis (58), assim
como elevar os niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10 no endométrio dessas
éguas (40). Christoffersen et al.(4), utilizando EPMB, apés inoculacdo em éguas
susceptiveis com E. coli e observaram reducao do acumulo de fluido intrauterino,
porém sem alteracdo na expressdo das citocinas. J& Woodward et al.,(43)
utilizou EPMB no momento da inseminagao, e demonstrou uma diminuicdo na
expressao da citocina IL-1b pelo endométrio. Além disso o tratamento com
EPMB diminuiu as concentracdes de NO em éguas susceptiveis (33).
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Um produto semelhante denominado Egstim® (Neogen Corp., Lexington,
KY, EUA) que contem Propionibacterium acnes foi administrado em éguas com
endometrite persistente, com conseguente incremento na fertilidade (93).

Os anti-inflamatoérios esteroidais vem sendo utilizados na reproducédo
equina com o intuito de melhorar as condicdes uterinas de éguas susceptiveis a
EPPC. O acetato de prednisolona (0,1mg/kg) se mostrou eficaz na redugéo do
acumulo de liquido intrauterino, elevando os indices de fertilidade (65,89). Outro
glicocorticoide com bons resultados descritos € a utilizacdo de 50mg de
dexametasona no momento da IA em éguas susceptiveis, mostrando-se segura
e melhorando o ambiente uterino sem alterar os mecanismos de defesa uterina
(3). Esse farmaco ainda pode ser utilizado juntamente ao diluente de sémen,
sem prejuizos a qualidade seminal e auxiliando na reducdo dos sinais de
endometrite pos-cobertura (5). A dexametasona na dose de ainda promove a
reducdo da expressao de interleucinas pro-inflamatdérias, como as IL-13, IL-6 e
IL-8 e aumento das interleucinas anti-inflamatoria IL-10 e IL-1Ra (45,88). O efeito
do glicocorticoides na producédo de citocinas pré e anti-inflamatérias ocorre
através de diferentes mecanismos pela ligacdo dos receptores de glicorticoides
no citoplasma e no nucleo celular. Esses receptores sdo responsaveis por ativar
a transcricao ou inibir a transcricdo dessas citocinas, aumentando a expressao
de citocinas anti-inflamatérias e diminuindo a expressédo das pro-inflamatorias
(94).

A lactoferrina € uma glicoproteina com alta afinidade com moléculas de
ferro e lipopolissacarideos de bactérias gram negativas, tendo acao bactericida,
bacteriostatica (95). Além disso a lactoferrina possui funcées imunomodulatérias,
ativacdo do sistema imune e controle de mielopoiese (95-98). Sendo expressa
no epitélio glandular, luminal e em granulos de PMN. Apresentando diferencas
na transcricdo de acordo com a fase do ciclo estral, sendo maior durante o estro
e durante os processos inflamatorios uterinos (99). A utilizacao de lactoferrina
junto ao sémen reduziu a expressdao endometrial de interleucinas proé-
inflamatorias IL-1, IL-8 em éguas, porém néo foi capaz de reduzir o fluido
intrauterino nem porcentagem de células de defesa 24h pds IA em éguas(92).

O PRP é outra terapia imunomodulatoria que ja demonstrou ser eficiente
no Utero de éguas susceptiveis a endometrite, reduzindo o acumulo de fluido

intrauterino e do influxo de PMNs para o lumen uterino (13). O PRP atua na
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inflamacédo através dos fatores de crescimento de liberagdo que sao
armazenados nos granulos-a das plaquetas (100). Alguns fatores de
crescimento liberados pelas plaquetas apds ativacdo no tecido inflamado séo
importantes na reparacdo tecidual devido aos seus efeitos mitogénicos,
antiinflamataorios, quimiotaticos e neovasculares (101,102).

O PRP é eficaz para reduzir a infiltragdo de PMNs no limen uterino e no estrato
compactado, além de reduzir a expressdo de COX-2 das éguas suscetiveis apos
a inseminacao artificial, tendo melhores resultados no tratamento pré
inseminacao do que pos-1A (9). O PRP também reduziu a expressao de citocinas
pro-inflamatérias (IL-1pB, 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) tém sido utilizada em medicina
humana e veterinaria para modular a resposta inflamatdria em processos
inflamatorios agudos e crénicos (103,104). A injecdo de CTMs no endomeétrio de
éguas ja foi descrita como uma possivel alternativa para o tratamento de fibrose
endometrial(105), e promovem um aumento da expressdo da IL-Ra pelo
endométrio de éguas resistentes, com resultados mais interessantes quando
comparado com a utilizacdo de soro autdlogo condicionado (10). Uma pesquisa
utilizando CTMs autéloga oriunda de biopsias endometriais de éguas e apos 2
semanas infundidas em diestro, demonstrou propriedades imunomoduladoras e
acado no lumen uterino por até 24 horas apds a infusdo, ndo penetrando no
endométrio saudavel (106).

O MC ¢é obtido a partir da cultura de células-tronco mesenquimais
(MSCs), rico em fatores pré e pré inflamatérios liberados durante o
desenvolvimento celular (107-109). As MSCs possuem uma ampla capacidade
de imunorregulacéo, capazes de influenciar respostas imunes tanto adaptativas
como inatas e sendo considerados hipoimunogénico. As MSCs suprimem a
atividade de uma ampla gama de células imunes, incluindo células T, células T
natural killer, células dendriticas, células B, neutrdéfilos, mondcitos, macréfagos.
As citocinas anti-inflamatérias que sdo secretadas pelas células-tronco

presentes no MC sé&o: Fator de transformac&o 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 pro-inflamatoérias secretadas
séo IL-8 / CXCL- 8, IL-9 e IL-1 (110).

Um estudo onde se utilizou MC para o tratamendo de doencas musculares
associadas a inflamacdo cronica e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias
associado a obesidade em humanos, mostrou efeito benéfico melhorando a
ativacdo de fibroblastos e diminuiram a inflamacdo 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 inflamacédo associada a
inatividade muscular (111). Além disso, o MC possui microvesiculas com
importante agdo voltada a reparacgdo tecidual e controle do stress oxidativo,
agindo diretamente na imunomodulacéo e regeneracdo endometrial (14,15). Um
estudo realizado em ratos com doenca pulmonar obstrutiva, demonstrou
capacidade regulacdo na citocinas inflamatérias, reducédo na transcricao de
MRNA de moléculas adesao intercelular e vascular, consequentemente ocorre
diminuicao no recrutamento de células inflamatorias (12).

Lange-Consiglio et al., (2013) utilizando MC para o tratamento de cavalos
com diferentes graus de les6es ligamentares e tendineas foi observada a eficacia
na recuperacao tecidual e diminuicao da inflamacao tissular pos-tratamento. Al-
sharabi et al., (2016), avaliaram o efeito do MC em relagdo a secreg¢édo de
citocinas anti-inflamatérias e pro-inflamatérias na polpa dental de ratos
saudaveis, analisando os efeitos regenerativos in vitro e in vivo do tratamento.
Nesse estudo as células T cultivadas em MC apresentaram maior produgéo de
interleucina (IL) IL-8, IL-10 e IL-6, além de prostaglandina E2 (PGE2). Ja in vivo
o tratamento demonstrou pronunciado efeito regenerativo e anti-inflamatorio.

Além do seu potencial regenerativo e imunomodulador, o MC tem se
mostrado eficaz como adjuvante na criopreservacdo de células tronco
mesenquimais retiradas de corddo umbilical de potros, garantindo a manutencao
das caracteristicas biolégicas originais (expressas por células frescas) mesmo
apos a descongelagdo. Acredita-se que o MC atue através de mecanismo de
protecdo que modulam o stress oxidativo celular, diminuindo as lesbes de
membrana e garantindo maior viabilidade celular (14).

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

utilizado no tratamento de lesédo neuronal produz efeito positivo no tecido alvo de



25

maneira dependente da concentracdo, obtendo um melhor efeito protetor
utilizando a concentragdes de 50% a 70% de MC. Além disso, afirmam que
menos de 50% MC, os efeitos protetores foram menos evidentes, e 100% MC
nao foi observado um menor efeito protetor.

Em um experimento realizado com a utilizacdo de MSC de medula ossea
de doadores humanos, assim como seu MC, em feridas induzidas em Gtero de
ratas, demonstrou h& possibilidade da utilizacdo de MC heterologo, alem de que
nao houve diferenca estatistica entre a utilizacdo de MSC e de MC na reparacao
tecidual uterina de ratas (114).

CORRADETTI et al.,, (117) demostraram em um estudo in vitro a
possibilidade de aplicacdo de células tronco mesenquimais de membranas
amnidticas e o seu MC no tratamento de doencas uterinas em equinos.
Demonstrando melhoria na capacidade imunomodulatéria, regenerativa e
proliferativa do endométrio, podendo diminuir perdas gestacionais causadas pela
fibrose endometrial. Reforcando a ideia de que as MSCs obtidos dos tecidos
gestacionais exercem efeitos benéficos na regeneracdo tecidual através da
liberacdo de fatores soluveis e indicam os MC como novas possibilidades
terapéuticas livres de células para aplicacbes em medicina regenerativa em
equinos (115).

O MC agrega beneficios quando comparado a utilizacdo de células-
tronco, ja que por ndo ser uma suspensao celular podem ser fabricadas,
liofiizadas, embaladas e transportadas mais facilmente, n&o havendo
necessidade de se conduzir testes de compatibilidade com um possivel receptor,
evitando-se possiveis rejeicées (107,110,116). Portanto, o MC tem uma
perspectiva promissora de ser produzido como farmacos para a medicina
regenerativa e imunomodulatoria(117). Dessa forma, o MC representa uma
promissora e inovadora opc¢éao para utilizacdo em reproducdo equina, sendo de
facil manipulacdo e armazenamento, o que facilita a implementacdo em
situacdes de campo (107,110,115,118).

REFERENCIAS

1. Woodward EM, Troedsson MH. Equine Breeding-Induced Endometritis: A
Review. J Equine Vet Sci [Internet]. 2013;33(9):673—-82. Available from:



10.

26

http://dx.doi.org/10.1016/}.jevs.2012.11.010

Troedsson MHT. Uterine clearance and resistance to persistent
endometritis in the mare. Theriogenology. 1999;52(3):461-71.

Bucca S, Carli A, Buckley T, Dolci G, Fogarty U. The use of
dexamethasone administered to mares at breeding time in the modulation
of  persistent mating induced endometritis.  Theriogenology.
2008;70(7):1093-100.

Christoffersen M, Woodward E, Bojesen AM, Jacobsen S, Petersen MR,
Troedsson MHT, et al. Inflammatory responses to induced infectious
endometritis in mares resistant or susceptible to persistent endometritis.
BMC Vet Res [Internet]. 2012;8(1):41.  Available  from:
http://www.biomedcentral.com/1746-6148/8/41

Fioratti EG, Villaverde AISB, Melo CM, Tsunemi MH, Papa FO, Alvarenga
MA. Influence of Steroidal Anti-Inflammatory Drugs on Viability and Fertility
of Equine Semen. J Equine Vet Sci. 2012;32(12):771-5.

Johnson PJ, Slight SH, Ganjam VK, Kreeger JM. Glucocorticoids and
laminitis in the horse. Vet Clin North Am Equine Pract [Internet]. 2002 Aug
1 [cited 2019 Mar 11];18(2):219-36. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0749073902000159?vi
a%253Dihub

Tiley HA, Geor RJ, McCutcheon LJ. Effects of dexamethasone on glucose
dynamics and insulin sensitivity in healthy horses. Am J Vet Res.
2007;68(7):753-9.

Scoggin CF. Endometritis. Vet Clin North Am Equine Pract [Internet].
2016;32(3):499-511. Available from:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0749073916300414
Segabinazzi LG, Friso AM, Correal SB, Crespilhno AM, Dell’Aqua JA, Mir6
J, et al. Uterine clinical findings, fertility rate, leucocyte migration, and COX-
2 protein levels in the endometrial tissue of susceptible mares treated with
platelet-rich plasma before and after Al. Theriogenology [Internet].
2017;104:120-6. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2017.08.007

Ferris RA, Frisbie DD, McCue PM. Use of mesenchymal stem cells or

autologous conditioned serum to modulate the inflammatory response to



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

27

spermatozoa in mares. Theriogenology [Internet]. 2014;82(1):36—-42.
Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2014.02.015
Fumuso EA, Aguilar J, Giguére S, Rivulgo M, Wade J, Rogan D. Immune
parameters in mares resistant and susceptible to persistent post-breeding
endometritis: Effects of immunomodulation. Vet Immunol Immunopathol
[Internet]. 2007 Jul 15 [cited 2019 Mar 10];118(1-2):30-9. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242707001304
Ahmadi M, Rahbarghazi R, Aslani MR, Shahbazfar A-A, Kazemi M,
Keyhanmanesh R. Bone marrow mesenchymal stem cells and their
conditioned media could potentially ameliorate ovalbumin-induced
asthmatic changes. Biomed Pharmacother [Internet]. 2017;85:28—40.
Available from:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0753332216315517

Reghini FM, Ramires C, Segabinazzi LG, Manoela M, Chaves BC, Paula
C De, et al. Inflammatory response in chronic degenerative endometritis
mares treated with platelet-rich plasma. Theriogenology [Internet].
2016;86(2):516—22. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2016.01.029

Maia L, Dias MC, Moraes CN De, Aqua CDPF, Silveira LSL. Conditioned
medium : a new alternative for cryopreservation of equine umbilical cord
mesenchymal stem cells. 2017;41:239-48.

Shen C, Lie P, Miao T, Yu M, Lu Q, Feng T, et al. Conditioned medium
from umbilical cord mesenchymal stem cells induces migration and
angiogenesis. Mol Med Rep. 2015;12(1):20-30.

Troedsson MHT. Breeding-Induced Endometritis in Mares. Vet Clin North
Am - Equine Pract. 2006;22(3):705-12.

Fiala SM, Pimentel CA, Mattos ALG, Gregory RM, Mattos RC. Effect of
sperm numbers and concentration on sperm transport and uterine
inflammatory response in the mare. Theriogenology. 2007;67(3):556—-62.
Troedsson MHT. Problems After Breeding. J Equine Vet Sci [Internet].
2008;28(11):635-9. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jevs.2008.10.011

LeBlanc MM. When to refer an infertile mare to a theriogenologist.
Theriogenology. 2008;70(3):421-9.



20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

28

Troedsson MHT, Loset K, Alghamdi AM, Dahms B, Crabo BG. Interaction
between equine semen and the endometrium : the inflammatory response
to semen. 2001;68:273-8.

Watson ED. Post-breeding endometritis in the mare. Anim Reprod Sci.
2000;60-61:221-32.

Troedsson MHT, Woodward EM. Our current understanding of the
pathophysiology of equine endometritis with an emphasis on breeding-
induced endometritis. Reprod Biol [Internet]. 2016;16(1):8—12. Available
from: http://dx.doi.org/10.1016/j.repbio.2016.01.003

Kenney R, Doig P. Equine endometrial biopsy. In: Current Therapy in
Theriogenology. Philadelphia: Saunders Elsevier; 1986. p. 723-9.
Leblanc MM, Johnson R, Maron B, Calderwood Mays M, Valderrama C.
Lymphatic Clearance of India Ink in Reproductively Normal Mares and
Mares Susceptible to Endometritis [Internet]. Vol. 1, BIOL REPROD
MONO. 1995 [cited 2019 Mar  11]. Available  from:
https://academic.oup.com/biolreprod/article-
abstract/52/monograph_series1/501/5050298

Skarzynski D, Reborddo M, Mateus L, Galvao A, Ferreira-Dias G, Szdstek
A, et al. Physiopathologic Mechanisms Involved in Mare Endometrosis.
Reprod Domest Anim. 2014;49:82—7.

Reborddo MR, Amaral A, Lukasik K, Széstek-Mioduchowska A, Pinto-
Bravo P, Galvdo A, et al. Constituents of neutrophil extracellular traps
induce in vitro collagen formation in mare endometrium. Theriogenology
[Internet]. 2018 Jun 1 [cited 2019 Mar 10];113:8-18. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X18300438
Pinto-Bravo P, Amaral A, Szostek-Mioduchowska A, Ferreira-Dias G,
Galvao A, Rebordao MR, et al. Impairment of the antifibrotic prostaglandin
E2 pathway may influence neutrophil extracellular traps—induced fibrosis in
the mare endometrium. Domest Anim Endocrinol [Internet]. 2018;67:1-10.
Available from: https://doi.org/10.1016/j.domaniend.2018.10.004

Nagy A, Dyson SJ, Murray JK. A veterinary review of endurance riding as
an international competitive sport. Vet J [Internet]. 2012 Dec [cited 2016
Sep 1];194(3):288-93. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22819800



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

29

Christoffersen M, Troedsson MHT. Inflammation and fertility in the mare.
Reprod Domest Anim. 2017;52:14-20.

Alghamdi AS, Foster DN, Carlson CS, Troedsson MHT. Nitric Oxide Levels
and Nitric Oxide Synthase Expression in Uterine Samples from Mares
Susceptible and Resistant to Persistent Breeding-induced Endometritis.
Am J Reprod Immunol. 2005;53(5):230-7.

Rigby SL, Barhoumi R, Burghardt RC, Colleran P, Thompson JA, Varner
DD, et al. Mares with Delayed Uterine Clearance Have an Intrinsic Defect
in Myometrial Functionl. Biol Reprod [Internet]. 2001 Sep 1 [cited 2019 Mar
11];65(3):740-7. Available from:
https://academic.oup.com/biolreprod/article-
lookup/doi/10.1095/biolreprod65.3.740

Khan FA, Chenier TS, Murrant CL, Foster RA, Hewson J, Scholtz EL.
Dose-dependent inhibition of uterine contractility by nitric oxide: A potential
mechanism underlying persistent breeding-induced endometritis in the
mare. Theriogenology [Internet]. 2017;90:59-64. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2016.11.026

Woodward E, Christoffersen M, Campos J, Horohov D, Scoggin K, Squires
E, et al. An investigation of uterine nitric oxide production in mares
susceptible and resistant to persistent breeding-induced endometritis and
the effects of immunomodulation. Reprod Domest Anim. 2013;48(4):554—
61.

Liu IKM, Cheung ATW, Walsh EM, Ayin S. The Functional Competence of
Uterine-Derived Polymorphonuclear Neutrophils (PMN) from Mares
Resistant and Susceptible to Chronic Uterine Infection: A Sequential
Migration Analysisl. Biol Reprod [Internet]. 1986 Dec 1 [cited 2019 Mar
11];35(5):1168-74. Available from:
https://academic.oup.com/biolreprod/article-
lookup/doi/10.1095/biolreprod35.5.1168

Troedsson MHT, Liu IKM, Thurmond M. Function of Uterine and Blood-
Derived Polymorphonuclear Neutrophils in Mares Susceptible and
Resistant to Chronic Uterine Infection: Phagocytosis and Chemotaxisl.
Biol Reprod [Internet]. 1993 Sep 1 [cited 2019 Mar 11];49(3):507-14.

Available from: https://academic.oup.com/biolreprod/article-



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

30

lookup/doi/10.1095/biolreprod49.3.507

Katila T. Uterine defence mechanisms in the mare. Anim Reprod Sci
[Internet]. 1996 Apr 1 [cited 2019 Mar 11];42(1-4):197-204. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0378432096015072
Asbury AC, Schultz KT, Klesius PH, Foster GW, Washburn SM. Factors
affecting phagocytosis of bacteria by neutrophils in the mare’s uterus. J
Reprod Fertil Suppl [Internet]. 1982 |[cited 2019 Mar 11];32:151-9.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6962849

Asbury AC, Hansen PJ. Effects of susceptibility of mares to endometritis
and stage of cycle on phagocytic activity of uterine-derived neutrophils. J
Reprod Fertil Suppl [Internet]. 1987 |[cited 2019 Mar 11];35:311-6.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3479586

Woodward EM, Christoffersen M, Campos J, Betancourt A, Horohov D,
Scoggin KE, et al. Endometrial inflammatory markers of the early immune
response in mares susceptible or resistant to persistent breeding-induced
endometritis. Reproduction. 2013;145(3):289-96.

Fumuso EA, Rivulgo M, Aguilar J, Gigue S, Rogan D. Immune parameters
in mares resistant and susceptible to persistent post-breeding
endometritis : Effects of immunomodulation. Vet Immunol Immunopathol.
2007;118:30-9.

Zayed MN, Schumacher J, Misk N, Dhar MS. Effects of pro-inflammatory
cytokines on chondrogenesis of equine mesenchymal stromal cells derived
from bone marrow or synovial fluid. Vet J [Internet]. 2016;217:26-32.
Available from:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1090023316300685

Nash DM, Sheldon IM, Herath S, Lane EA. Markers of the uterine innate
immune response of the mare. Anim Reprod Sci [Internet]. 2010 May 1
[cited 2019 Mar 10];119(1-2):31-9. Available from:
https://lwww.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432009002814?vi
a%253Dihub

Katila T. What do we know about susceptibility of mares to endometritis?
Pferdeheilkd Equine Med. 2016;24(1):61-5.

Christoffersen M, Campos J, Betancourt A, Horohov D, Scoggin KE,

Squires EL, et al. Endometrial inflammatory markers of the early immune



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

31

response in mares susceptible or resistant to persistent breeding-induced
endometritis. REPRODUCTION [Internet]. 2013 Mar [cited 2019 Mar
9];145(3):289-96. Available from:
https://rep.bioscientifica.com/view/journals/rep/145/3/289.xml
Christoffersen M, Woodward EM, Bojesen AM, Petersen MR, Squires EL,
Lehn-Jensen H, et al. Effect of immunomodulatory therapy on the
endometrial inflammatory response to induced infectious endometritis in
susceptible mares. Theriogenology [Internet]. 2012;78(5):991-1004.
Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2012.04.016
Dascanio JJCSWBL. Equine fungal endometritis. Equine Vet Educ.
2001;13:324-9.

Dellaqua JA, Papa FO, Alvarenga MA, Zahn FS. Effects of warming rate
on sperm parameters and of insemination site and dose on the fertility of
equine frozen semen. Anim Reprod Sci [Internet]. 2001;68(2001):344—6.
Available from:
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03784320/68/3-4

Gomes GM, Crespilho AM, Ledo KM, Jacob JCF, Gomes LPM,
Segabinazzi LG, et al. Can Sperm Selection, Inseminating Dose, and
Artificial Insemination Technique Influence Endometrial Inflammatory
Response in Mares? J Equine Vet Sci [Internet]. 2019;73:43—7. Available
from: https://doi.org/10.1016/j.jevs.2018.09.010

Kawai T, Akira S. The role of pattern-recognition receptors in innate
immunity: update on Toll-like receptors. Nat Publ Gr [Internet].
2010;11(5):373—84. Available from: http://dx.doi.org/10.1038/ni.1863
Marth CD, Young ND, Glenton LY, Noden DM, Browning GF, Krekeler N.
Deep sequencing of the uterine immune response to bacteria during the
equine oestrous cycle. BMC Genomics [Internet]. 2015;16(1):1-19.
Available from: http://dx.doi.org/10.1186/s12864-015-2139-3

Girling JE, Hedger MP. Toll-like receptors in the gonads and reproductive
tract: Emerging roles in reproductive physiology and pathology. Immunol
Cell Biol. 2007;85(6):481-9.

Liotta F, Angeli R, Cosmi L, Fili L, Manuelli C, Frosali F, et al. Toll-Like
Receptors 3 and 4 Are Expressed by Human Bone Marrow-Derived

Mesenchymal Stem Cells and Can Inhibit Their T-Cell Modulatory Activity



53.

54.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

32

by Impairing Notch Signaling. Stem Cells [Internet]. 2008 Jan 1 [cited 2019
Mar 10];26(1):279-89. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1634/stemcells.2007-0454

Wright TM. Cytokines in acute and chronic inflammation. Front Biosci.
2016;2(4):d12-26.

Cuneo AA, Autieri M V. Expression and function of anti-inflammatory
interleukins: the other side of the vascular response to injury. Curr Vasc
Pharmacol [Internet]. 2009 Jul [cited 2019 Mar 3];7(3):267—76. Available
from: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/19601851

Feghali CA, Wright TM. Cytokines in acute and chronic inflammation. Front
Biosci [Internet]. 1997 Jan 1 [cited 2019 Mar 10];2:d12-26. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9159205

Mette C, Camilla Dooleweerdt B, Stine J, Anders Miki B, Morten Roenn P,
Henrik LJ. Evaluation of the systemic acute phase response and
endometrial gene expression of serum amyloid A and pro- and anti-
inflammatory cytokines in mares with experimentally induced endometritis.
Vet Immunol Immunopathol [Internet]. 2010 Nov 15 [cited 2019 Mar
10];138(1-2):95-105. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242710002485?vi
a%253Dihub

Bradley JR. TNF-mediated inflammatory disease. J Pathol J Pathol
[Internet]. 2008 [cited 2019 Mar 10];214:149-60. Available from:
www.interscience.wiley.com

Fumuso E, Rogan D, Gigue S, Videla-dorna |. Endometrial IL-1 b, IL-6 and
TNF- a , mRNA expression in mares resistant or susceptible to post-
breeding endometritis Effects of estrous cycle , artificial insemination and
immunomodulation. Vet Immunol Immunopathol. 2003;96:31-41.

Nash DM, Paddison J, Davies Morel MCG, Barnea ER. Preimplantation
factor modulates acute inflammatory responses of equine endometrium.
Vet Med Sci [Internet]. 2018 Nov 1 [cited 2019 Mar 10];4(4):351-6.
Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/vms3.126

Brinkmann V, Zychlinsky A. Neutrophil extracellular traps: Is immunity the
second function of chromatin? J Cell Biol. 2012;198(5):773-83.

Reborddo MR, Carneiro C, Alexandre-Pires G, Brito P, Pereira C, Nunes



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

33

T, et al. Neutrophil extracellular traps formation by bacteria causing
endometritis in the mare. J Reprod Immunol [Internet]. 2014 Dec 1 [cited
2019 Mar 10];106:41-9. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S01650378140006807?vi
a%253Dihub

Mosser DM, Zhang X. Interleukin-10: new perspectives on an old cytokine.
Immunol Rev [Internet]. 2008 Dec [cited 2019 Mar 11];226(1):205-18.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19161426

Couper KN, Blount DG, Riley EM. Infection IL-10: The Master Regulator of
Immunity to infection. J Immunol Ref [Internet]. 2008 [cited 2019 Mar
11];180:5771-7. Available from:
http://www.jimmunol.org/content/180/9/577 1http://www.jimmunol.org/cont
ent/180/9/5771.full#ref-list-1

Woodward EM, Troedsson MHT. Inflammatory mechanisms of
endometritis. Equine Vet J. 2015;47(4):384-9.

DellAqua JA, Papa FO, Lopes MD, Alvarenga MA. Modulation of acute
uterine inflammatory response after artificial insemination with equine
frozen semen. Anim Reprod Sci [Internet]. 2006 Aug [cited 2019 Mar
10];94(1-4):270-3. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378432006001382
Troedsson MHT, Liu IKM, Thurmond M. Immunoglobulin (IgG and IgA) and
complement (C3) concentrations in uterine secretion following an
intrauterine challenge of Streptococcus Zooepidemicus in mares
susceptible to versus resistant to chronic uterine infectionl. Biol Reprod
[Internet]. 1993 Sep 1 [cited 2019 Mar 10];49(3):502—6. Available from:
https://academic.oup.com/biolreprod/article-
lookup/doi/10.1095/biolreprod49.3.502

Asbury AC, Halliwell REW, Foster GW, Longino SJ. Immunoglobulins in
uterine secretions of mares with differing resistance to endometritis.
Theriogenology [Internet]. 1980 Oct 1 [cited 2019 Mar 10];14(4):299-308.
Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0093691X80900795
Watson ED, Stokes CR, Bourne FJ. Cellular and humoral defence

mechanisms in mares susceptible and resistant to persistent endometritis.



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

34

Vet Immunol Immunopathol [Internet]. 1987 Sep [cited 2019 Mar 10];16(1—
2):107-21. Available from: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/3314110
Brown AE, Hansen PJ, Asbury AC. Opsonization of bacteria by uterine
secretions of cyclic mares. Am J Reprod Immunol Microbiol [Internet]. 1985
Dec [cited 2019 Mar 10];9(4):119-23. Available  from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4091170

Tunodn A-M, Katila T, Magnusson U, Nummijarvi A, Rodriguez-Martinez H.
T-cell distribution in two different segments of the equine endometrium 6
and 48 hours after insemination. Theriogenology [Internet]. 2000 Oct 1
[cited 2019 Mar 10];54(6):835-41. Available from:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/11097038

Watson ED, Thomson SR. Lymphocyte subsets in the endometrium of
genitally normal mares and mares susceptible to endometritis. Equine Vet
J [Internet]. 1996 Mar [cited 2019 Mar 10];28(2):106—10. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8706640

Samper JC, Stanford MS, French HM, Chapwanya A. Post-breeding
inflammation in mares after insemination with large and low doses of fresh
or frozen semen. Pferdeheilkd Equine Med. 2016;32(1):24—6.

Katila T. Update on endometritis therapy. Pferdeheilkd Equine Med.
2016;32(1):39-45.

Canisso IF, Stewart J, Coutinho da Silva MA. Endometritis. Vet Clin North
Am Equine Pract [Internet]. 2016;32(3):465-80. Available from:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0749073916300438

Alvarenga MA, Coutinho da Silva MA. Fungal Endometritis. In: McKinnon
AO, Squires EL, Varner DD, editors. Equine Reproduction. Second ed..
Wiley; 2011. p. 2821-9.

Veronesi MC, Carluccio A, Kindahl H, Faustini M, Battocchio M, Cairoli F.
Oxytocin-induced PGF2a release in mares with and without post-breeding
delayed uterine clearance. J Vet Med Ser A Physiol Pathol Clin Med.
2006;53(5):259-62.

Cadario ME, Thatcher M-JD, LeBlanc MM. Relationship between
Prostaglandin and Uterine Clearance of Radiocolloid in the Marel. Biol
Reprod [Internet]. 1995 Jan 1 [cited 2019 Mar
9];52(monograph_series1):495-500. Available from:



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

35

https://academic.oup.com/biolreprod/article/52/monograph_series1/495/5
050283

Steckler D, Naidoo V, Gerber D, Kahn W. Ex vivo influence of carbetocin
on equine myometrial muscles and comparison with oxytocin.
Theriogenology  [Internet]. 2012;78(3):502—-9.  Available  from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2012.02.030

Risco AM, Reilas T, Muilu L, Kareskoski M, Katila T. Effect of oxytocin and
flunixin meglumine on uterine response to insemination in mares.
Theriogenology [Internet]. 2009 Dec [cited 2019 Mar 9];72(9):1195-201.
Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0093691X09003574

Gutjahr S, Paccamont DL, Pycock JF, Taverne MAM, Dieleman SJ, Van
Der Weijden GC. Effect of dose and day of treatment on uterine response
to oxytocin in mare. Theriogenology. 2000;54(00):3.

Schramme AR, Pinto CRF, Davis J, Whisnant CS, Whitacre MD.
Pharmacokinetics of carbetocin, a long-acting oxytocin analogue, following
intravenous administration in horses. Equine Vet J. 2008;40(7):658-61.
Nie GJ, Johnson KE, Wenzel JGW, Braden TD. Luteal function in mares
following administration of oxytocin, cloprostenol or saline on Day 0, 1 or 2
post-ovulation. Theriogenology. 2003;60(6):1119-25.

Combs GB, LeBlanc MM, Neuwirth L, Tran TQ. Effects of prostaglandin
F(2a), cloprostenol and fenprostalene on uterine clearance of radiocolloid
in the mare. Theriogenology. 1996;45(8):1449-55.

Troedsson MHT, Liu IKM, Ing M, Pascoe J. Smooth Muscle Electrical
Activity in the Oviduct, and the Effect of Oxytocin, Prostaglandin F2a, and
Prostaglandin E2 on the Myometrium and the Oviduct of the Cycling Marel.
Biol Reprod [Internet]. 1995 Jan 1 [cited 2019 Mar
9];52(monograph_series1):475-88. Available from:
https://academic.oup.com/biolreprod/article/52/monograph_series1/475/5
050346

LeBlanc MM. Effects of oxytocin, prostaglandin and phenylbutazone on
uterine clearance of radiocolloid. Pferdeheilkd Equine Med.
1997;13(5):483-5.

Rojer H, Aurich C. Treatment of Persistent Mating-Induced Endometritis in



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

36

Mares with the Non-Steroid Anti-Inflammatory Drug Vedaprofen. Reprod
Domest Anim [Internet]. 2010 Dec [cited 2019 Mar 9];45(6):e458—60.
Available from: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1439-0531.2009.01572.x
Vilés K, Rabanal R, Rodriguez-Prado M, Mir6 J. Effect of ketoprofen
treatment on the uterine inflammatory response after Al of jennies with
frozen semen. Theriogenology [Internet]. 2013;79(7):1019-26. Available
from: http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2013.01.006

Woodward EM, Christoffersen M, Horohov D, Squires EL, Troedsson MHT.
The effect of treatment with immune modulators on endometrial cytokine
expression in mares susceptible to persistent breeding-induced
endometritis. Equine Vet J. 2015;47(2):235-9.

Papa FO, DellAqua JA, Alvarenga MA, Melo CM, Zahn FS. Use of
corticosteroid therapy on the modulation of uterine inflammatory response
in mare after artificial insemination with frozen semen. Pferdeheilkunde.
2008;24(January):79-82.

Barbacini S, Zavaglia G, Gulden P, Marchi V, Necchi D. Retrospective
study on the efficacy of hCG in an equine artificial insemination programme
using frozen semen. Equine Vet Educ [Internet]. 2010 Jan 5 [cited 2018
Jun 23];12(6):312—7. Available from: http://doi.wiley.com/10.1111/}.2042-
3292.2000.tb00067.x

Metcalf ES. The effect of Platelet-Rich Plasma (PRP) on intraluminal fluid
and pregnancy rates in mares susceptible to Persistent Mating-Induced
Endometritis (PMIE). J Equine Vet Sci [Internet]. 2014;34(1):128. Available
from: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0737080613007211
Coutinho da Silva MA, Darr CR, Moraes LE, Forshey BS. Lactoferrin
Modulates Uterine Inflammation Postbreeding in the Mare. J Equine Vet
Sci [Internet]. 2017;56:63-7. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jevs.2017.05.007

Rohrbach B, Sheerin P, Steiner J, Matthews P. Use of Propionibacterium
acnes as adjunct therapy in treatment of persistent endometritis in the
broodmare. Anim Reprod Sci. 2006;94(1-4):259-60.

Léwenberg M, Stahn C, Hommes DW, Buttgereit F. Novel insights into
mechanisms of glucocorticoid action and the development of new
glucocorticoid receptor ligands. Steroids. 2008;73(9-10):1025-9.



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

37

Suzuki YA, Lopez V, Lonnerdal B. Lactoferrin. Cell Mol Life Sci [Internet].
2005 Nov 2 [cited 2019 Mar 10];62(22):2560-75. Available from:
http://link.springer.com/10.1007/s00018-005-5371-1

Bellamy W, Takase M, Yamauchi K, Wakabayashi H, Kawase K, Tomita
M. Identification of the bactericidal domain of lactoferrin. Biochim Biophys
Acta - Protein Struct Mol Enzymol [Internet]. 1992 May 22 [cited 2019 Mar
10];1121(1-2):130-6. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/016748389290346F
Legrand D, Elass E, Carpentier M, Mazurier J. Lactoferrin. Cell Mol Life Sci
[Internet]. 2005 Nov 2 [cited 2019 Mar 10];62(22):2549-59. Available from:
http://link.springer.com/10.1007/s00018-005-5370-2

Brock JH. The physiology of lactoferrin. Biochem Cell Biol. 2002;80(1):1—
6.

Kolm G, Klein D, Knapp E, Watanabe K, Walter I. Lactoferrin expression in
the horse endometrium: Relevance in persisting mating-induced
endometritis. Vet Immunol Immunopathol. 2006;114(1-2):159-67.

Textor JA, Norris JW, Tablin F. Effects of preparation method, shear force,
and exposure to collagen on release of growth factors from equine platelet-
rich plasma. Am J Vet Res [Internet]. 2011 Feb [cited 2019 Mar
11];72(2):271-8. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21281204

Mazzocca AD, McCarthy MBR, Intravia J, Beitzel K, Apostolakos J, Cote
MP, et al. An In Vitro Evaluation of the Anti-Inflammatory Effects of Platelet-
Rich Plasma, Ketorolac, and Methylprednisolone. Arthrosc J Arthrosc Relat
Surg [Internet]. 2013 Apr [cited 2019 Mar 11];29(4):675-83. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23395471

Gonshor A. Technique for producing platelet-rich plasma and platelet
concentrate: background and process. Int J Periodontics Restorative Dent
[Internet]. 2002 Dec [cited 2019 Mar 11];22(6):547-57. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12516826

Timmers L, Lim SK, Hoefer IE, Arslan F, Lai RC, van Oorschot AAM, et al.
Human mesenchymal stem cell-conditioned medium improves cardiac
function following myocardial infarction. Stem Cell Res [Internet]. 2011 May
1 [cited 2019 Mar 10];6(3):206-14. Available from:



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

38

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187350611100002X?vi
a%253Dihub

Barrachina L, Remacha A, Romero A, Vazquez F, Albareda J, Prades M,
et al. Effect of inflammatory environment on equine bone marrow derived
mesenchymal stem cells immunogenicity and immunomodulatory
properties. Vet Immunol Immunopathol [Internet]. 2016 [cited 2019 Mar
10];171:57-65. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetimm.2016.02.007

Alvarenga MA, Carmo MT, Segabinazzi LG, Guastali MD, Maia L, Landim-
Alvarenga FC. Feasibility and Safety of Endometrial Injection of Autologous
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells in Mares. J Equine Vet Sci
[Internet]. 2016;42:12-8. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jevs.2016.03.002

Rink BE, Beyer T, French HM, Watson E, Aurich C, Donadeu FX. The Fate
of Autologous Endometrial Mesenchymal Stromal Cells After Application in
the Healthy Equine Uterus. Stem Cells Dev [Internet]. 2018 Aug 1 [cited
2019 Mar 10];27(15):1046-52. Available from:
https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/scd.2018.0056

Lange-Consiglio A, Rossi D, Tassan S, Perego R, Cremonesi F, Parolini
O. Conditioned Medium from Horse Amniotic Membrane-Derived
Multipotent Progenitor Cells: Immunomodulatory Activity In Vitro and First
Clinical Application in Tendon and Ligament Injuries In Vivo. Stem Cells
Dev [Internet]. 2013;22(22):3015-24. Available from:
http://online.liebertpub.com/doi/abs/10.1089/scd.2013.0214

Pawitan JA. Prospect of Stem Cell Conditioned Medium in Regenerative
Medicine. Biomed Res Int. 2014;2014:1-14.

Chen L, Tredget EE, Wu PYG, Wu YYG. Paracrine Factors of
Mesenchymal Stem Cells Recruit Macrophages and Endothelial Lineage
Cells and Enhance Wound Healing. PLoS One [Internet]. 2008 [cited 2019
Mar 10];3(4):1886. Available from: www.plosone.org

Pawitan JA. Prospect of stem cell conditioned medium in regenerative
medicine. Biomed Res Int [Internet]. 2014 Aug 28 [cited 2019 Mar
10];2014:965849. Available from:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/25530971



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.
1109.

39

Cho K-A, Park M, Kim Y-H, Woo S-Y, Ryu K-H. Conditioned media from
human palatine tonsil mesenchymal stem cells regulates the interaction
between myotubes and fibroblasts by IL-1Ra activity. J Cell Mol Med
[Internet]. 2017 Jan 1 [cited 2019 Mar 10];21(1):130—-41. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1111/jcmm.12947

Al-sharabi N, Mustafa M, Ueda M, Xue Y, Mustafa K, Fristad I. Conditioned
medium from human bone marrow stromal cells attenuates initial
inflammatory reactions in dental pulp tissue. Dent Traumatol. 2016;

Hao P, Liang Z, Piao H, Ji X, Wang Y, Liu Y, et al. Conditioned medium of
human adipose-derived mesenchymal stem cells mediates protection in
neurons following glutamate excitotoxicity by regulating energy metabolism
and GAP-43 expression. Metab Brain Dis. 2014;29(1):193-205.

Ho CH, Lan CW, Liao CY, Hung SC, Li HY, Sung YJ. Mesenchymal stem
cells and their conditioned medium can enhance the repair of uterine
defects in a rat model. J Chinese Med Assoc [Internet]. 2017;1-9. Available
from: http://dx.doi.org/10.1016/j.jcma.2017.03.013

Corradetti B, Correani A, Romaldini A, Marini MG, Bizzaro D, Perrini C, et
al. Amniotic Membrane-Derived Mesenchymal Cells and Their Conditioned
Media: Potential Candidates for Uterine Regenerative Therapy in the
Horse. Asselin E, editor. PLoS One [Internet]. 2014 Oct 31 [cited 2019 Mar
10];9(10):e111324. Available from:
http://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0111324

Nugroho WS, Kusindarta DL, Susetya H, Fitriana I, Mulyani GT, Fibrianto
YH, et al. The structural and functional recovery of pancreatic B-cells in
type 1 diabetes mellitus induced mesenchymal stem cell-conditioned
medium. Vet World. 2016;9(5):535-9.

Rajan TS, Giacoppo S, Trubiani O, Diomede F, Piattelli A, Bramanti P, et
al. Conditioned medium of periodontal ligament mesenchymal stem cells
exert anti-inflammatory effects in lipopolysaccharide-activated mouse
motoneurons. Exp Cell Res [Internet]. 2016;349(1):152—-61. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.yexcr.2016.10.008

Julie Audet. Fetal Stem Cells in Regenerative Medicine. 2009;482:440.
Nash DM, Sheldon IM, Herath S, Lane EA. Markers of the uterine innate

immune response of the mare. 2010;119:31-9.



120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

40

Carrade DD, Lame MW, Kent MS, Clark KC, Walker NJ, Borjesson DL.
Comparative Analysis of the Immunomodulatory Properties of Equine
Adult-Derived Mesenchymal Stem Cells 1. Cell Med [Internet]. 2012 [cited
2019 Aug 21];4:1-11. Available from: www.cognizantcommunication.com
Le Blanc K, Davies LC. Mesenchymal stromal cells and the innate immune
response. Immunol Lett. 2015;168(2):140—6.

Gugjoo MB, Amarpal, Makhdoomi DM, Sharma GT. Equine Mesenchymal
Stem Cells: Properties, Sources, Characterization, and Potential
Therapeutic Applications. J Equine Vet Sci [Internet]. 2019 Jan 1 [cited
2019 Aug 21);72:16-27. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0737080618300704
Alvarenga MA, Matos |. Utilizacdo da escova ginecoldgica cytobrush na
coleta de material endometrial de éguas. Arq Bras Med Vet e Zootec.
1990;42:67-8.

Foster ML, Love CC, Varner DD, Brinsko SP, Hinrichs K, Teague S, et al.
Comparison of methods for assessing integrity of equine sperm
membranes. Theriogenology [Internet]. 2011 Jul 15 [cited 2019 May
23];76(2):334-41. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X11000926
Colenbrander B, Gadella B, Stout T. The Predictive Value of Semen
Analysis in the Evaluation of Stallion Fertility. Reprod Domest Anim
[Internet]. 2003 Aug 1 [cited 2019 May 23];38(4):305-11. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1046/j.1439-0531.2003.00451.x

Peroni JF, Borjesson DL. Anti-Inflammatory and Immunomodulatory
Activities of Stem Cells. Vet Clin North Am Equine Pract [Internet]. 2011
Aug [cited 2019 Aug 21];27(2):351-62. Available  from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0749073911000290

Fontaine MJ, Shih H, Schafer R, Pittenger MF. Unraveling the
Mesenchymal Stromal Cells’ Paracrine Immunomodulatory Effects.
Transfus Med Rev. 2016;30(1):37-43.

Colbath AC, Dow SW, Phillips JN, Mcllwraith CW, Goodrich LR.
Autologous and Allogeneic Equine Mesenchymal Stem Cells Exhibit
Equivalent Immunomodulatory Properties In Vitro. Stem Cells Dev.
2017;26(7):503-11.



129.

130.

41

Gatti S, Bruno S, Deregibus MC, Sordi A, Cantaluppi V, Tetta C, et al.
Microvesicles derived from human adult mesenchymal stem cells protect
against ischaemia-reperfusion-induced acute and chronic kidney injury.
Nephrol Dial Transplant. 2011;26(5):1474-83.

Kupcova Skalnikova H. Proteomic techniques for characterisation of
mesenchymal stem cell secretome. Biochimie [Internet]. 2013 Dec 1 [cited
2019 Mar 10];95(12):2196-211. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030090841300237X?vi
a%253Dihub



CAPITULO 2

42



© 00 N O 0o~ W N P

W W W W W N N N DN DN DN N DN DNMNDN P P PP PP P PP PP
A W N P O ©O 0 N O OO A W N P O O O N O OFh b O MM P O

40

ARTIGO
Effect of addition of conditioned medium of mesenchemical stem cells on
spematic feasibility and uterine inflammatory response post bredding in

equine

Eriky Akio de Oliveira Tongu?, Marco Antdnio Alvarenga?

aDepartment of Animal Reproduction and Veterinary Radiology, Faculty of

Veterinary Medicine and Animal Science, FMVZ, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Botucatu, Brazil

*Corresponding author. Tel.: (+55) 11 94744-0058

E-mail address: marco.alvarenga@unesp.br

L Artigo redigido segundo as normas da Theriogenology, ISSN 0093-691X,
ranqueada como A2 pelo QUALIS — CAPES de 2016

https://www.elsevier.com/journals/theriogenology/0093-691X/quide-for-authors



https://www.elsevier.com/journals/theriogenology/0093-691X/guide-for-authors

41

1. INTRODUCAO

Uma resposta inflamatéria transitéria no Gtero equino apds a inseminacao
artificial(IA) ou cobertura é esperada devido ao excesso de espermatozoides e
plasma seminal depositados no endométrio promovendo estimulacéo antigénica
[1]. A maioria das éguas sdo competentes na eliminacdo dessa inflamacao,
sendo consideradas como resistentes [2]. Entretanto algumas éguas possuem
falhas nos mecanismos de limpeza uterina em tempo habil, portanto séo
consideradas susceptiveis a endometrite persistente pos cobertura (EPPC) [3].
Acredita-se que isso ocorra em 10 a 15% das éguas, o0 que gera um grande 6nus
econdmico para a industria de criacao de equino [4].

Estudos demonstram que 6 horas apdés IA encontramos as maiores
concentracdo de polimorfonucleares (PMN) e aumento de expressdo de
citocinas tanto em éguas resistente como susceptiveis [5—-7]. Porém em éguas
resistentes ocorre um aumento na expressao de citocinas anti-inflamatorias(IL-
1ra, IL-10 e IL-6), e diminuicdo na expressdo de citocinas proé-inflamatorias,
sugerindo o comeco da resolucdo do processo inflamatério, enquanto éguas
susceptiveis apresentaram uma menor expressao dessas citocinas anti-
inflamatdrias no mesmo momento, com uma maior expressao de IL-1 e IL-8 que
séo proé-inflamatérias [5—7].

Diante da etiologia e patogenia associada a EPPC, tratamentos voltados a
diminuicdo da resposta inflamatéria, como a utilizacdo de anti-inflamatorios
esteroidais, tem sido preconizados para a modulacéo da inflamacao, na tentativa
de otimizacdo dos indices de concepcdo de éguas com EPPC [8-10]. No
entanto, como 0 uso exacerbado de anti-inflamatérios esterdides pode resultar
em importantes efeitos colaterais sistémicos como laminite[11] e resisténcia a
insulina [12].

Dentre as terapias celulares imunomoduladoras utilizadas para o tratamento
de EPPC destacam-se 0 uso de células tronco mesenquimais (CTMs) e o plasma
rico em plaguetas (PRP), terapias que em pesquisas recentes demonstram ser
eficientes na modulacdo da resposta inflamatéria uterina em éguas, com
incremento na fertilidade [5,13-15].

O meio condicionado por células tronco (MC) tem apresentado caracteristicas
muito similares a utilizacdo de CTMs, com resultados satisfatérios na utilizacéo

de doencas promovidas por inflamagfes agudas e crbnicas, por possuirem uma
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ampla capacidade de imunorregulacao, capazes de influenciar respostas imunes
tanto adaptativas como inatas e sendo considerados hipoimunogénico [16].

Essa imunoregulacdo e modificacdo do ambiente é realizada atraves de
comunicacdo autécrina e paracrina [17,18]. Dentre as acdes paracrinas
podemos destacar a liberagcdo de proteinas hidrosoluveis como; citocinas,
fatores de crescimento e quimiocinas [19]. Esses fatores hidrosoluveis sao
liberados durante o cultivo celular das MSCs, dando ao MC uma fungao simalar
a utilizacdo de MSCs [16,20]. Entretanto as MSCs possuem um maior tempo de
acao devido a continuidade de fatores produzidos pelas células no tecido, agindo
por um periodo prolongado. Por outro lado o MC agrega beneficios quando
comparado a utilizacdo de CTMs, ja que por ndo ser uma suspensao celular
podem ser fabricadas, liofilizadas, embaladas e transportadas mais facilmente,
nao havendo necessidade de se conduzir testes de compatibilidade com um
possivel receptor, evitando-se possiveis rejei¢cdes [16,21,22].

Sendo assim o objetivo desse trabalho foi avaliar de forma pioneira o efeito
da adicdo de diferentes concentracbes de MC equino sobre a cinética
espermatica equina e modulacéo da resposta inflamatoria uterina pds cobertura

em éguas resistentes e susceptiveis a EPPC e assim como sua fertilidade.

2. MATERIAL DE METODOS

2.1. Desenho experimental

Para uma melhor compreensdo das analises o projeto foi divido em 2
experimentos conforme a seguir: O Experimento 1 foi conduzido no Centro de
Diagnostico e Biotecnologia em Reproducdo Animal (CERAN — FMVZ UNESP -
Botucatu), com o objetivo de avaliar o efeito da adicdo de diferentes
concentracbes de MC equino sobre a cinética e integridade de membrana
esperméatica equina. No Experimento 2 foi avaliado in vivo a capacidade
moduladora do MC sobre o processo inflamatério endometrial de éguas
resistentes e susceptiveis a EPPC. Foi também avaliada a fertilidade de éguas
submetidas a inseminacéo artificial com meio diluente a base de leite acrescido
de MC. Este trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) — Campus de Botucatu, Sdo Paulo,
sob protocolo CEUA 0159/2018.
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2.2. Obtencao do meio condicionado

Para a obtencdo do MC as células tronco mesenquimais foram
descongeladas de um banco celular e recultivadas numa concentracdo de
15x108 células/cm? durante 3 dias a 37°C em atmosfera saturada com 5% de
CO2, sendo realizado tripsinizagdo para a obtencdo de subculturas. O
sobrenadante € centrifugado a 700gq e filtrado (filtro de 0,2mm) para retirada de
detritos celulares [21,23]. O MC foi proveniente de um banco de células tronco
de equinas, do laboratério OMICS Biotecnologia Animal (Botucatu/ S&o Paulo,
Brasil), armazenados a -80° C.

2.3. Experimento 1 — Efeito do MC sobre a viabilidade espermatica

2.3.1. Selecao dos animais e colheita de sémen

Foi utilizado um ejaculado de 10 garanhfes. Para a colheita de sémen foi
utilizada vagina artificial modelo Botupharma (Botupharma Ltda.-Botucatu-
Brasil). A concentracdo espermatica foi realizada utilizando camara de Neubauer
e 0 sémen foi diluido (Botu-sémen Special®, Botupharma) numa concentracdo

de 50 x 10° espermatozoides/mL.

2.3.2. Manipulagdo do sémen com meio condicionado

Apos a diluicdo do sémen, diferentes concentragdes de MC foram acrescentadas
baseadas no volume(ml) da amostra: Controle (CT) — meio diluidor sem o
acréscimo de MC; G25— meio diluidor acrescido de 25% de MC equino; G50 —
meio diluidor acrescido de 50% de MC equino; G75 — meio diluidor acrescido de
75% de MC equino; G100 — meio diluidor acrescido de 100% de MC equino.

2.3.3. Teste de Termo Resisténcia (TTR)
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Para o TTR, logo apoés a diluicao, todas as amostras foram incubadas em banho
maria seco a 37C° por 2 horas, sendo conduzidas avaliagbes cinéticas nos
momentos 0 (TO) e 2 (T2) horas de incubacéao.

2.3.4. Andlise de cinética espermatica

A andlise de cinética espermatica foi realizada através do método
computadorizado (CASA) (Hamilton Thorne Research- HTM IVOS 10, Beverly,
MA, USA) quanto aos seguintes parametros: porcentagem de espermatozoides
com Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), espermatozoides com
movimento rapido (RAP), Velocidade média da trajetéria (VAP), Velocidade

curvilinea (VCL) e Velocidade linear progressiva (VSL).

2.3.5. Integridade de membrana plasmatica (IMP)

As amostras foram avaliadas logo apds a diluicdo (TO) e apos 2 horas de
incubacdo (T2). A analise integridade de membrana plasmética (IMP, %) foi
realizada através de microscopia de epi-flurescéncia, utilizando-se as sondas
fluorescentes iodeto de propidio (IP) e diacetato 6-carboxifluoresceina (DCA), de

acordo com a técnica descrita por [24].

2.4. Experimento 2 — Efeito da adicdo do MC na modulacéao da inflamacéao

e fertilidade

2.4.1. Animais e controle do ciclo estral

Foram selecionadas 20 éguas com historico reprodutivo conhecido,
classificadas como resistentes (n=13) e susceptiveis (n=7) a EPPC como
descrito por SEGABINAZZI et al., [13]. Foi realizado acompanhamento diario por
palpacdo retal e ultrassonografia (Sono Scape A5V —Hong Kong-China). A
inducéo da ovulagéao foi realizada a partir da detec¢gao de um foliculo 235 mm e
edema uterino grau 3, com a utilizagdo de 250 pg de acetato de histrelina
(Strelin®, Botupharma, Brasil) pela via intramuscular.
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2.4.2. Colheita de sémen, preparo das doses e inseminacéo artificial

As doses inseminantes foram preparadas com um total de 1000 x 106
espermatozoides e o sémen diluido (Botu-sémen® Special, Botupharma) até a
concentragdo de 50 x 10° espermatozoides/mL. As inseminacgdes artificiais foram
realizadas 24 horas apés a inducdo da ovulagédo, com a utilizacdo de sémen
fresco de um Unico garanhdo de fertilidade conhecida e a deposi¢cdo do sémen

feita no corpo do utero.

2.4.3. Grupo experimental

As éguas foram inseminadas de maneira aleatoria para cada momento sorteado
previamente, em cross-over design.
- Grupo controle — Foram inseminadas com um total de 1000 x 106
espermatozoides diluidos em diluente a base de leite desnatado na
concentragdo de 50 x 108 espermatozoides/mL.
- Grupo Pré-MC — A infusé@o uterina com volume de 30 mL de MC equino no
momento da inducdo da ovulacdo, ap6s 24 horas foram inseminadas com um
total de 1000 x 10° espermatozoides diluidos em diluente a base de leite
desnatado na concentracdo de 50 x 10® espermatozoides/mL.
- Grupo IA+MC - Foram inseminadas com um total de 1000 x 106
espermatozoides diluidos na concentracdo de 50 x 10° espermatozoides/mL em
diluente a base de leite desnatado e posteriormente acrescido 75% (vol/vol) de
MC equino conforme o experimento 1.

Paras as éguas resistentes foram utilizados dois ciclos, controle e MC-
IA. Para as éguas susceptiveis, foram utilizados os trés ciclos: controle, MC-Pré
e MC+IA.

2.4.4. Coleta de amostras

2.4.4.1. Avaliagdes ultrassonograficas
Foram realizados exames ultrassonograficos no momento da IA(Oh) e 24h apés
a |IA a fim de se detectar a presenca de fluido uterino acumulado na regido de

bifurcacdo dos cornos uterinos, o qual foi mensurado altura em milimetros (mm?).
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2.4.4.2. Citologia uterina

Foram realizadas citologias esfoliativas no momento da IA (Oh), 6 e 24 horas
apos a IA com o auxilio de um aparelho descartavel para coleta de citologia
uterina equina (Provar®, SP - Brasil), como descrito por Alvarenga & Matos
(1990). As escovas foram utilizadas para confeccéo de laminas para avaliacéo
citolégica, que foram secas em temperatura ambiente e coradas pelo método
Panotico Rapido. A leitura das laminas foi feita através de microscopia 6ptica
utiizando o6leo de imersdo (1000x), considerando a porcentagem de
neutr6filos/100 células de forma aleatéria [24].

2.4.4.3. Teste de fertilidade

O diagnoéstico de gestacéao foi realizado apds 14 dias a partir da deteccao da
ovulacéo por palpacéo retal e ultrassonografia (Sono Scape A5V Hong Kong -
China). As éguas que ndo ovularem apdés 24h depois da IA foram descartadas e
foi utilizado o proximo ciclo. Apds a realizacdo do exame foi aplicado 5mg de

dinoprost (Lutalyse®, Zoetis, SP, Brasil) para a interrupcao da gestacéo.

2.5. Analise estatistica

As distribuicBes das variaveis continuas foram avaliadas com testes de
normalidade (Shapiro-WIlk) e andlises graficas (histograma, QQ Plot). A ANOVA
para Medidas Repetidas seguida de Tukey foi utilizada para confrontar as médias
das variaveis continuas em cada tratamento e momento, testando-se diferentes
estruturas de covariancia. Para a variavel categérica DG, o teste de fisher foi
utilizado para confrontar a proporcdo de diagndsticos positivos em cada
tratamento. Foram consideradas diferencas estatisticas quando p<0,05. As
analises foram realizadas com auxilio do Statistical Analysis Software — SAS
(SAS Institute, 2011).

3. RESULTADOS
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Os resultados EXP1 estdo apresentados na tabela 1. Foram observadas
diferencas na cinética espermética somente no VCL (P<0,05) no T2. A
integridade de membrana plasmatica entre os tratamentos nao houve diferencéo
(P>0,05).

No experimento 2 (EXP2), nas éguas resistentes o tratamento IA+MC
diminuiu a porcentagem de PMN (Figura 1) no limen uterino 6h pos IA quando
comparado com o ciclo controle (P<0,05), ndo observando diferencas no
momento 24h (P>0,05). Foi possivel observar que o ciclo controle diferiu entre
todos os momentos (P<0,05), ja no ciclo IA+MC o momento Oh e 24h né&o
diferiram (P>0,05). Nao foi observada diferenca na fertilidade entre o ciclo
controle (76,92%) e IA+MC (69,28%) (P>0,05).

As éguas susceptiveis mantiveram altas concentrac6es de PMN 6 e 24h
pos IA no ciclo controle (P>0,05). Foi observado em ambos os tratamentos
utilizando MC equino reducéo da porcentagem de PMN 6 e 24h pos 1A (P<0,05),
nao diferindo entre os tratamentos (P>0,05) (Figura 2). A utilizagdo MC equino
também diminuiu o acumulo de fluido intrauterino nas éguas susceptiveis 24h
pos IA (p<0,05) (Figura 3). Nao foi observada diferenca na fertilidade entre os
ciclos, controle (42,86%), IA+MC (57,14%) e Pré-MC (85,71%) (P>0,05).

4. DISCUSSAO

O teste de termo resisténcia juntamente com a avaliacdo do método
computadorizado CASA e permeabilidade de membrana plasméatica oferecem
uma maior confiabilidade na mensuracéo dos diversos parametros espermaticos
e indicadores de fertilidade dos espermatozoides in vitro [25,26]. Em nosso
estudo a adicdo do MC ndo alterou de forma importante a cinética espermética
nos diversos grupos testados, diferente do que foi encontrado na adicdo de
inflamatorios esteréidais no sémen equino, que tiveram decréscimo
principalmente da motilidade total e progressiva [10]. Além disso o MC nao
alterou sua fertilidade das éguas resistentes inseminadas, o que demonstra sua
seguranca na utilizacdo em éguas.

O pico do processo inflamatoério uterino ocorreu 6h apds a inseminagao
em éguas resistentes e susceptiveis a EPPC. Christoffersen et al., [6],

demonstrou que 6h apds a inseminacdo € o momento critico associado a
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susceptibilidade, onde podemos encontrar as maiores concentracdes de
interleucinas e PMN tanto em éguas resistentes como susceptiveis. Entretanto,
em éguas resistentes ocorre uma expressao aumentada de citocinas anti-
inflamatorias(lL-1ra, IL-10 e IL-6), e diminuicdo na expressao de citocinas proé-
inflamatorias, sugerem o inicio da resolucao do processo inflamatério, enquanto
éguas susceptiveis apresentam menor expressado dessas citocinas no mesmo
momento, com uma maior expressao IL-1 e IL-8 [5-7]. Esse fato colabora com
os resultados encontrados em nosso estudo, tendo em vista que as éguas
resistentes tiveram um descrécimo na porcentagem de PMN até 24h e as
susceptiveis se mantiveram altas, como relatado em estudos anteriores,
produzindo uma reacgéo inflamatoria exacerbada [2,27-29].

A utilizacdo do MC foi capaz de modular a resposta inflamatoria inata
diminuindo as porcentagens de PMN em tanto em éguas resistentes como
susceptiveis, sendo de forma inédita sua utilizagéo “in vivo” para o tratamento de
EPPC. O MC age por mecanismo paracrino, atraves de proteinas hidrosoluveis
e microvesiculas liberadas no meio durante o cultivo celular, com funcéo
reguladora da resposta imune inata e adaptativa simalar a utilizacdo de CTMs.
Sendo assim o MC reduz a expressao do fator de necrose tumoral e interferon-
d e aumentam secrecdo de IL-6, IL-lra e PGE:2 [17,19]. Além disso, as
microvesiculas secretadas ricas em fatores de crescimento produzidas tém o
potencial de reduzir a taxa de apoptose endometrial equina, aumentando a
proliferacdo celular, diminuindo a expressdo génica pro-inflamatoria [30,31].
Todas essas ac¢Oes de forma conjunta, fazem com que diminua a quimiotaxia, e
expressao endotelial de integrinas e selectinas, consequentemente diminuicdo
do influxo de leucdcitos para o tecido inflamado, além de diminuir o estresse
oxidativo e inativacao do fator nuclear Kappa, que é a chave de ativacdo para a
codificacdo de genes pro inflamatérios, quimiocinas e cicloxigenase-2 (COX-2)
[30,32,33]. Em nosso estudo mesmo em éguas resistentes o MC reduziu a
porcentagem de PMN mesmo em éguas resistentes o ciclo IA+MC 24h apoés IA
ndo diferindo do momento Oh, demonstrando uma resolucdo mais rapida do
processo inflamatorio.

Nas éguas susceptiveis apesar de ambos os grupos IA+MC e PRE-MC
diminuiram a porcentagem de PMN. Resultado similar ao encontrado em éguas

tratadas com infusdo de CTMs 24 horas antes da IA demostrando redugéo da
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porcentagem de PMN 6 horas pés IA, devido a um aumento da IL-1Ra e uma
menor concentracdo de IL-1 24h apds IA [5]. Acredita-se que essa melhor
eficiencia se deve ao ambiente uterino dessas éguas ja estar muito responsivo
ao estimulo antigenico jA antes de IA, devido a um desbalanco nas
concentracdes de interleucinas e nos fatores ligados a susceptibilidade [6,27,34].
Devido a isso outras terapias aplicadas a EPPC como: Corticoesteréides[8,35],
AINES [36]; PRP[13], soro autbélogo[5], lactoferrina [37] e EPMB [38] possuem
melhores resultados quando utilizados antes da IA ou até o pico inflamatoério 6h
apos a lA.

SEGABINAZZI et al., (13) evidenciou um aumento na expressao de COX-
2 em éguas susceptiveis, com diminuicdo na expressao da mesma e diminuicdo
do influxo de PMN para o limen uterino em éguas tratadas com PRP. A utilizacao
de firocoxib que é um anti-inflamatério COX2 seletivo também foi eficaz na
reducdo de PMN no limen uterino e no extrato compacto do endométrio [36]. A
inibicdo de COX2 e consequentemente das prostaglandinas desempenham um
papel fundamental na diminui¢do da inflamacéo, devido a indugéo da producao
de fatores quimiotaticos que estimulam a migracdo de células imunes para o
local inflamatdrio, que juntamente com as citocinas inflamatdrias promovem
alteracdes vasculares, que auxiliam na passagem de células inflamatérias
através dos vasos sanguineos [1,13,39]. As CTMs assim como seu MC, além de
possuirem a capacidade de suprimir metabolitos do acido araquidbénico e
leucocitos, ainda s@o capazes de diminuir o estimulo antigénico realizado pelos
complexos de histopatibilidade, e reducédo na transcricdo de mRNA de moléculas
adesao intercelular e vascular, consequentemente ocorrendo uma diminuicdo no
recrutamento de células inflamatérias [14,40,41].

A susceptibilidade possui diversos fatores pré disponentes, incluindo
principalmente a senilidade e/ou fibrose endometrial, fazendo com que o padréo
de contracéo, intensidade e duracdo das contracfes e conseguentemente sua
drenagem cervical e linfatica seja difcultada [42,43]. O MC demonstrou reducao
no acumulo de liquido intra-uterino pos cobertura em éguas susceptiveis, como
encontrado em outras terapias imunomoduladoras como PRP e
dexametasona[8,15]. Uma possivel explicacdo para essa reducdo do fluido
intrauterino € que consequentemente a reducdo dos PMN e subprodutos

inflamatorios, ocorreu uma reducao nas concentragdes de oxido nitrico que é um
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subproduto inflamatério presente em grandes quantidade em éguas
susceptiveis, causando relaxamento da musculatura lisa e consequentemente
reducdo na contracdo miometrial e eliminacdo do radiocoldide [44,45].
Tratamentos imunomodulares para EPPC tem demostrado aumento nos
indices de fertilidade devido a reducdo do processo inflamatério como:
glicocorticoides [8], extrato de parede de mycobacterium [7], PRP [13] e
Propionibacterium acnes [46]. Esses resultados corroboram com o encotrado em
nosso trabalho, Que apezar dos grupos ndo terem demosntrado diferenca
significativa nos indices de fertilidade, o MC aumentou numericamente as taxas
de prenhes positivas nos grupos testados em éguas susceptiveis; controle
(42,86%), IA+MC (57,14%) e Pré-MC (85,71%). A despeito da expressiva
diferenca numeérica, o numero reduzido de animais deve ter interferido na
avaliacdo estatistica onde ndo se observou diferenca significativa entre os

grupos.

CONCLUSAOQ:

Conclui-se que o MC equino pode ser utilizado com seguranga tanto antes como
no momento da inseminagdo artificial juntamente com o sémen. Além disso
nosso experimento mostrou de forma inédita que o meio condicionado por
células tronco mesenquimais sao eficientes na modulacdo da resposta

inflamatdria uterina por IA.
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Tabela 1. Analise de cinética espermatica realizada pela analise computadoriza

CASA nos diferentes grupos e momentos.

Variavel Tempo (1) 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)° 1359(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)®  220,3(8,1)*® 219,5(14,2)® 221,4(4,6)® 2383 (7,5)°
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)

Letras minusculas (a, b) indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos dentro de um mesmo

momento; *indica diferenca estatistica para o tratamento entre os dois momentos.
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Figura 1 — Porcentagem de PMN no limen uterino por citologia endometrial em
éguas resistentes no grupos IA+MC e controle. Letras diferentes (a,b,c) indicam
diferenca estatistica (P<0,05) entre os momentos dentro de um mesmo
tratamento. * indica diferenca estatistica entre os tratamentos em um mesmo

momento.
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Figura 2 — Porcentagem de PMN no limen uterino por citologia endometrial em
éguas susceptiveis nos grupos; IA+MC, PRE MC e controle. Letras diferente (a,

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

para os 3 tratamentos.
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Figura 3. Coluna de fluido uterino mensurado por ultrassonografia transretal
(mm?2) antes e apos 24 horas da IA em éguas susceptiveis. Letras diferentes (a,
b) indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos dentro de um

mesmo momento.



