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Fioratti, E.G. Estudo das catelicidinas no plasma seminal de garanhées e das
interleucinas na resposta inflamatoria pdés-inseminacdo artificial em éguas.
Botucatu, 2013. 117p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterindria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A expressdo das interleucinas no utero e das catelicidinas no plasma seminal podem ser
responsaveis pela magnitude e persisténcia da resposta inflamatéria uterina. Os
objetivos desse estudo foram verificar a presenca das catelicidinas no plasma seminal e
caracterizar a resposta imune uterina pela expressao de interleucinas inflamatérias. O
plasma seminal foi obtido por coleta de sémen de 15 garanhdes e submetido ao SDS-
PAGE e DOT-blotting. As éguas foram submetidas a um ciclo estral sem desafio
uterino (T1), com infusdo de plasma seminal (T2) e inseminagao artificial (T3). Exame
ultrassonografico, citologia exfoliativa uterina e colheita de células para a expressdao do
RNAm das interleucinas por qPCR foram realizados durante 3 ciclos consecutivos
aleatoriamente, 24 (M1), 48 (M2) e 72 horas (M3) apos a inducdo da ovulagdo. A
expressao do RNAm no endométrio das éguas resistentes e susceptiveis foi verificada
para as interleucinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a. A concentragdao total de
proteinas no plasma seminal dos garanhdes variou de 6,3 a 25,6 mg/mL. O SDS-PAGE
revelou a existéncia de 3 bandas protéicas dentro do intervalo de peso molecular
previamente citado na literatura para as catelicidinas equinas. Os garanhdes avaliados
mostraram quantidades de eCATHI1 < 339,6ng, eCATH2 < 141,3ng ¢ eCATH3 <
283,4ng. No momento M2 nao foi possivel diferenciar as éguas resistentes das
susceptiveis pela citologia ou ultrassonografia independente da infusdo com plasma
seminal, inseminagdo artificial ou da ovulacdo, mas quando ha presenga de
espermatozoides no utero a resposta inflamatoria ¢ mais intensa. Durante 0 momento
M3, as éguas susceptiveis apresentaram maior volume de fluido uterino acumulado em
todos os tratamentos com menor capacidade de limpeza uterina. Foi verificada maior
expressio do RNAm das interleucinas pro-inflamatérias nas éguas susceptiveis e a
expressado do RNAm da interleucina-10 ¢ semelhante entre as éguas resistentes e
susceptiveis.

Palavras-chave: Equino, endometrite, peptideo antimicrobiano, interleucinas
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Fioratti, E.G. Role of seminal plasma cathelicidins and interleukins on the post-
breeding inflammatory reaction. Botucatu, 2013. 117p. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.

ABSTRACT

In the equine species, uterine interleukin expression and seminal plasma cathelicidins
can modulate the magnitude and persistence of the post-breeding inflammatory reaction.
The objectives were to verify the presence of cathelicidins in the stallion seminal
plasma and characterize the uterine immune response by pro and anti-inflammatory
interleukins. Seminal plasma was obtained by semen collection of 15 stallions and
submitted to SDS-PAGE and DOT-blotting tests. Three experiments were designed to
study interleukin expression during baseline (T1), after seminal plasma infusion (T2)
and artificial insemination (T3). Endometrial cytology and cell collection as well as
ultrassonographic evaluations were performed to access interleukin mRNA through
gPCR during three randomly assigned consecutive estrous cycles, 24 (M1), 48 (M2) and
72 hours (M3) after an ovulation was induced. Endometrial mRNA expression in mares
resistant and susceptible to persistent post-breeding endometritis was identified for the
following pro-inflammatory cytokines: IL-1f, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a. Total seminal
plasma protein concentrations ranged from 6.3 to 25.6 mg/mL. SDS-PAGE analysis
identified the existence of three proteic bands with molecular weight similar to what
was previously reported for equine cathelicidins. Evaluated stallions showed values <
339.6 ng for eCATHI, < 141.3 ng for eCATH2 and < 283.4 for eCATH3. At M2,
resistant and susceptible mares could not be separated through cytology or
ultrassonography, even though the presence of sperm strongly stimulates uterine
inflammatory reaction. At M3, susceptible mares showed higher uterine fluid
accumulation and lower uterine clearance. Pré-inflammatory mRNA expression was
higher in susceptible mares and interleukin-10 mRNA expression was similar between

resistant and susceptible mares.

Key-words: Equine, endometritis, antimicrobial peptide, interleukin



1. INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva dos equinos se baseia nas colheitas de s€émen e na
obtencdo do maior numero de prenhezes, tanto tradicionais quanto de embrides
transferidos. Porém, essa rotina oferece desafios cada vez maiores a capacidade desses
animais se reproduzirem. Assim sendo, um dos grandes obstaculos a serem transpostos
sdo as desordens de origem uterina que, consequentemente, trazem grandes prejuizos a
fertilidade das éguas, pois a maioria delas tém efeito deletério sobre todas as fases
iniciais de estabelecimento e manutencao da gestagdo, além de aumentar os custos com
tratamentos insatisfatorios.

Apo6s a cobertura de uma égua ocorre uma inflamacao fisiologica e transitoria
que serve para a retirada do excesso de espermatozoides mortos e de outros
contaminantes uterinos advindos da deposicdo do s€émen. Essa inflamagdo ¢ causada
principalmente pela presenga das células espermadticas no utero e se caracteriza pela
rapida infusdo de neutrofilos uma hora apos a deteccio da presenga dos
espermatozoides e pela formagdo de um exsudato intrauterino levando a endometrite
(CARD, 2005; TROEDSSON et al., 1998; TROEDSSON, 1999).

A endometrite ¢ uma condi¢do uterina que envolve inflamag¢do e muitas vezes,
por consequéncia, infec¢do do endométrio, sendo uma das causas mais importantes e
frequentes de sub-fertilidade e de baixa eficiéncia reprodutiva em éguas (CARD, 1997;
NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1999; TROEDSSON, 1999). Além da inflamac¢ao
fisioldgica normal que sempre ocorrerd na fémea equina ap6s o contato do tero com os
espermatozoides surge, para um grupo especifico de éguas, uma inflamac¢do de forma

persistente. As fémeas com persisténcia da inflamagdo uterina além das 48 horas apos a



cobertura apresentam importante falha no processo de limpeza uterina associada a
reacdo inflamatoria exacerbada e persistente no utero, acimulo de liquido no lumen
uterino e queda nas taxas de fertilidade pela incompatibilidade ao desenvolvimento
embrionario devido a lutedlise prematura e ao efeito deletério desse conteudo ao
embrido (TROEDSSON, 1999).

A lutedlise prematura pela liberacao de prostaglandina e o efeito deletério desse
conteudo uterino sobre o embrido sdo responsaveis pela baixa fertilidade nas éguas
susceptiveis a endometrite persistente pos cobertura (EPPC), que representam
aproximadamente 15% dos animais em atividade reprodutiva (ZENT et al., 1998). Os
tratamentos da EPPC sdo paliativos focados em combater as consequéncias da reagao
inflamatéria e dar a minima condi¢ao ao utero de manter um embrido viavel, porém o
ideal seria o controle da intensidade da inflamacdo e a diminui¢cdo de sua persisténcia,
tornando-a mais efetiva em um intervalo de tempo menor impedindo lesdes uterinas
subsequentes e favorecendo a fertilizagdo e a sobrevivéncia embrionaria.

O ambiente uterino sadio oferece as condigdes ideais para que ocorra
inicialmente o transporte espermatico ao sitio de fecundagdo e, posteriormente, o
desenvolvimento embrionario. Os tratamentos comumente utilizados nao alcangam
eficiéncia no controle da resposta inflamatoria descompensada que as éguas
susceptiveis apresentam apds o contato com o sémen do garanhdo. Dessa forma, se faz
necessario um melhor entendimento do inicio desse processo inflamatoério para que se
possa controlar essa resposta celular ndo permitindo que se torne um ato continuo e
persistente de agressdo ao utero. Uma das opcdes € unir ao tratamento sintomatico a
intervengdo, em nivel molecular, sobre a liberacdo e producdo dos marcadores
inflamatorios envolvidos nesse processo que irdo, por sua vez, controlar a intensidade e

duracdo da resposta imune celular uterina.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Etiopatogenia da endometrite persistente pés-cobertura

A mucosa do trato reprodutivo possui um sistema imune pelo qual bactérias,
fungos, s€men, fezes e urina sao retirados do Utero por uma combinacao entre os fatores
celulares, humorais ¢ mecanicos de drenagem para a limpeza uterina. Quando existe
incompeténcia de qualquer um desses mecanismos naturais de defesa a endometrite se
instala de forma persistente (ASBURY, 1986; ASBURY, 1987; LeBLANC, 2003).

Tanto a monta natural como a inseminagdo artificial (IA) sdo consideradas
causas principais de endometrite persistente pos cobertura (EPPC), uma vez que a
presenca do espermatozoide ¢ o principal fator para a inducao da resposta inflamatéria
local (KOTILAINEN et al., 1994).

A inflamacao fisiologica e transitdria apOs a cobertura € necessaria para a
limpeza do excesso de espermatozoides mortos e de outros contaminantes que por
ventura acompanham o sémen. A inflamagdo ¢ causada principalmente pela presenca
dos espermatozoides no utero e se caracteriza por uma rapida infusdo de neutrofilos
logo apos esse contato (CARD, 2005; TROEDSSON et al., 1998; TROEDSSON,
1999).

Nas éguas, tanto as células espermaticas quanto o plasma seminal no interior do
utero sdao capazes de ativar o mecanismo inflamatério. Pela quimiotaxia, os
espermatozoides promovem massiva invasao de neutr6filos polimorfonucleares (PMNs)
no limen uterino responsaveis pela fagocitose dessas células. Essa inflamacgdo leva a

liberagdo de prostagladina (PGF2a) causando contracdes miometriais, que sao



essenciais para a limpeza uterina. Dessa forma, a presenga do espermatozoide pode ser
considerada como a principal causa da inflamacao, contudo podera causar infertilidade
nas éguas susceptiveis (TROEDSSON, 1997, TROEDSSON et al., 2002).

Apo6s o s€men ser depositado no utero ¢ transportado rapidamente por contragdes
miometriais até a tuba uterina, processo que leva quatro horas e apenas uma pequena
parte dos espermatozoides alcanga esse sitio de fertilizacao, sendo o restante eliminado
do ambiente uterino (CAMPBELL e ENGLAND, 2006). Contudo, nas éguas
susceptiveis, devido a uma diminui¢do da contratilidade uterina, hd& um maior acimulo
de liquido no interior do ttero quando comparadas as éguas resistentes a essa alteragao.
A secre¢ao acumulada pode atuar como meio de cultura para agentes oportunistas
agravando o quadro patoldgico. Normalmente, as éguas controlam a inflamacao dentro
de 24 a 36 horas, contudo quando isso nao ocorre ha um acumulo de fluido inflamatério
no limen uterino resultando em um ambiente desfavordvel para o futuro
desenvolvimento embrionario (LeBLANC, 2003).

A persisténcia da inflamagao geralmente ¢ causada por alteracdes degenerativas
que ocorrem continuamente no utero equino em resposta ao nimero de partos e a idade;
a perda do suporte estrutural do trato reprodutivo pelo estiramento dos ligamentos
largos em decorréncia de prenhezes repetidas resultam no deslocamento cranial e
ventral do utero para o abdomen, desta forma dificultando a drenagem do seu contetido
pela cérvix. Portanto, os animais mais comumente afetados sdo fémeas multiparas
acima de 14 anos de idade que apresentam utero insinuado na cavidade abdominal,
cistos endometriais, cérvix com aderéncias e fibrose que leva a perda da integridade e
funcionalidade, e pobre conformacdo perineal (LeBLANC, 2003). Além disso, ha
reducdo na frequéncia, intensidade e duracdo da atividade miometrial por mudangas na

liberacdo de prostaglandinas e ocitocinas, nos receptores neuromusculares ou mudangas



intrinsecas na musculatura uterina promovendo uma incapacidade de responder aos
estimulos de contracao (RIGBY et al., 2001).

A presenca de mais de 2 centimetros de fluido uterino, durante a fase de estro,
tem sido considerada como o fator principal para a detec¢ao precoce das éguas que sao
susceptiveis a EPPC (BUCCA et al., 2008), uma vez que essas ¢guas com fluido retido
o apresentam também durante o diestro (BRINSKO et al., 2003). O liquido uterino pode
estar livre no limen uterino ou encapsulado por um tecido cicatricial fibrotico, esse
ponto de acimulo de liquido torna o titero mais susceptivel as infecgdes e impossibilita
a implantacdo embriondria ou a sobrevivéncia do embrido (LEFRANC & ALLEN,
2008), ja que éguas com cultura uterina positiva anteriormente a cobertura t€ém menores
taxas de prenhez do que aquelas que sao negativas (RIDDLE et al., 2007).

A qualidade endometrial deve ser considerada como um marcador da satde do
utero (LUDWIG et al., 2001, SCHLAFER, 2007) estando correlacionada a
susceptibilidade a endometrite infecciosa e persistente pds cobertura (WOODWARD et
al., 2012). A baixa qualidade endometrial esta associada a idade e diminui¢cdo da
fertilidade, uma vez que o endométrio sadio apresenta glandulas ativas e bem
distribuidas com poucas ou nenhuma célula inflamatéria ¢ um endométrio
comprometido mostra as glandulas inativas rodeadas por camadas de células fibréticas
com grande infiltracdo inflamatéria (KENNEY & DOIG, 1982), quanto maior o
comprometimento estrutural do utero maior o potencial & EPPC (ALGHAMDI et al.,

2005; WOODWARD et al., 2012).

2.2. Mecanismos de defesa uterina



2.2.1. Contracoes uterinas

O papel das contracdes uterinas ¢ o de remover os produtos inflamatérios, que
muitas vezes tornam-se nocivos para o endométrio, e expulsar debris resultantes da
lesdo tecidual e da morte celular (GALINDO et al., 2003; TROEDSSON, 1999).

A atividade contratil uterina ¢ consequéncia da despolarizagdo e repolarizagao
da membrana plasmatica das células do musculo liso uterino. H4 uma regido do
miométrio do corno uterino que inicia o pulso contratil em dire¢do a cérvix; essa regiao
nas éguas susceptiveis aparece mais frequentemente no corpo uterino. Essa localizacao
pode ser advinda de uma hipertrofia por seguidas prenhezes ou por um fator intrinseco
das éguas acometidas. Em um estudo in vitro foi observado que o utero de éguas
susceptiveis exibe uma disfungao contratil do miométrio e que pode ocorrer um defeito
na sinalizagdo neuronal resultando em mau funcionamento do miométrio
(REITZENSTEIN et al., 2002).

Nikolakopoulos et al. (2000) relataram que a cobertura, o estimulo mecanico da
vagina ¢ da cérvix e a distensdo uterina volume-dependente geralmente causam
aumento na concentragao plasmatica de ocitocina e, portanto, um aumento nas
contragdes miometriais, sem necessariamente afetar as concentragdes plasmaticas dos
metabolitos da prostaglandina. Constatou-se que o niimero total, a amplitude média e a
duracdo média das contragdes dos cornos uterinos ndo dependem do lado onde ocorre a
ovulagdo, no entanto, a monta natural pode aumenta-los significativamente em todas as
regides do utero sem alterar sua direcdo, com aproximadamente metade sendo no
sentido cervico-tubdrico e a outra metade no sentido contrario (CAMPBELL &

ENGLAND, 2006).



O ¢6xido nitrico (ON), um subproduto do processo inflamatério produzido por
macrofagos, neutrofilos, células epiteliais e endoteliais, ¢ encontrado no fluido uterino
apoés a cobertura causando relaxamento do miométrio. O ON controla o tonus vascular,
a neurotransmissao, producao de hormonios, diferenciagao celular, expressao génica e a
ativacdo de células do sistema imune (MOIRA, 1998). A concentragdo de ON ndo
difere com a utilizagdo de sémen fresco ou congelado, porém, 13 horas apos a cobertura
foi verificada menor concentragdo no utero das éguas resistentes quando comparadas as
susceptiveis a EPPC (ALGHAMDI & TROEDSSON, 2002).

Alghamdi et al. (2005) propdem que o 6xido nitrico ¢ um mediador do
relaxamento da musculatura lisa responsavel por manter a atividade mioelétrica abaixo
da linha basal entre 7 e 19 horas do inicio do processo inflamatorio nas éguas
susceptiveis a EPPC. Porém, em um estudo realizado por Fioratti (2010) ficou
demonstrado que a concentracdo de ON no fluido uterino ¢ maior para as éguas
susceptiveis 8 horas apos a inseminagao artificial, mas passadas 24 horas a concentragao
de ON no liquido acumulado no limen uterino ¢ semelhante entre as éguas resistentes e

susceptiveis.

2.2.2. Inflamacio local

O ttero ¢ capaz de responder aos antigenos com a liberacdo de fatores
quimiotaticos que levam a uma rapida migracdo de PMNs para o interior do lumen
uterino (ASBURY et al., 1982; WATSON et al., 1987; TROEDSSON et al., 1993). Este
processo ¢ caracterizado pela presenca da resposta imune celular e ¢ mediado pela
ativacdo do sistema complemento (KOTILAINEN et al., 1994; TROEDSSON, 1997;

KATILA, 1995), portanto o contato do sémen com o endométrio causa uma reagao



inflamatéria em €guas devido a presenca das células espermaticas no interior do utero
(KOTILAINEN et al., 1994; TROEDSSON, 1995).

Kotilainen et al. (1994) demonstraram que a leucodiapedese ¢ induzida pelos
espermatozoides no utero e que a intensidade do influxo de PMNs esta diretamente
relacionada a concentragdo espermatica. A quimiotaxia para os PMNs estd associada
com a habilidade do espermatozoide ativar o sistema complemento, resultando na
formacdo de C5a, C5b e C3b; o C3b ¢ uma opsonina ¢ C5a ¢ quimiotaxico para o
espermatozoide (TROEDSSON et al., 2005). Hakansson et al (1993) concluiram que o
complemento com atividade de opsonizagdo esta presente no Utero das éguas mesmo
antes da resposta inflamatoria e que esta atividade faz parte da resposta imune local.

ApOs uma agressdo ocorre um aumento da permeabilidade vascular no local
afetado, fazendo com que um exsudato extravase para o tecido agredido, sendo esse o
primeiro mecanismo de defesa. Com o inicio das alteragdes vasculares as células de
defesa como neutréfilos, eosinofilos e mondcitos se aderem ao endotélio dos vasos para
migrarem ao tecido agredido; os neutréfilos sdo as primeiras células a transpor a parede
vascular por sua maior mobilidade (COLLINS et al., 1999).

Uma reagdo inflatoria intensa ocorre entre 4 € 24 horas apds o contato do sémen
com o utero (CARD, 2005; RIGBY et al., 2001). Em fémeas com um sistema
imunolégico funcional, a maioria dos produtos inflamatoérios ¢ removida do utero dentro
de 24 a 36 horas apds a contaminacdo (AABURY, 1986; LeBLANC, 2003;
TROEDSSON, 1999). Nas éguas susceptiveis, ocorre uma resposta inflamatoria
exacerbada e persistente com continua migracdo de neutrofilos atraidos pela
quimiotaxia pelos espermatozoides, tornando o Utero incompativel com o

desenvolvimento embrionario (TROEDSSON, 1999; CARD, 2005).



O mecanismo celular ¢ representado na fase aguda principalmente pelos
neutréfilos, os quais constituem a primeira linha de defesa do organismo e sdo atraidos
por quimiotaxia por varios mediadores inflamatérios, atuando na eliminacao de
antigenos pela fagocitose (ASBURY, 1986; GALINDO et al., 2003). Esses neutrofilos
dispersos no fluido acumulado no limen uterino compdem o sistema de defesa celular
durante as primeiras 24 horas apds a cobertura e apesar de apresentarem maior
concentragdo no liquido acumulado no utero das éguas susceptiveis em comparagdo as
resistentes a EPPC, para o mecanismo de defesa celular ndo foi verificada diferenga
entre a capacidade fagocitica dos neutrofilos uterinos entre essas duas classes de éguas
(FIORATTTI, 2010), apesar de estudos iniciais hipotetizarem que as éguas susceptiveis
teriam neutr6filos com habilidade fagocitica reduzida (CHEUNG et al., 1985;
WATSON et al., 1987; LIU et al., 1985), porém foi verificado que as secregdes uterinas
das ¢éguas susceptiveis diminuem a capacidade de opsonizagdo (TROEDSSON et al.,
1993b).

O utero responde rapidamente a presenga de um antigeno com liberacdo de
mediadores  quimiotdxicos, produtos inflamatorios = complementares como
prostaglandina E, prostaglandina F,a, leucotrieno (LTB4) e interleucinas (IL-6 e IL-8)
que sao responsaveis pelo rapido influxo de PMNs para o limen uterino. O sistema
complemento ¢ mediador de reagdes de defesa uterina atuando no aumento da
permeabilidade vascular, quimiotaxia, opsonizagdo pré-fagocitose, ativagdo de lipases
de membrana e lise do organismo alvo (TROEDSSON et al., 2008).

As citocinas sdo proteinas primariamente secretadas pelos leucocitos e sdo
responsaveis pelo estimulo das defesas humoral e celular e pela ativagdo de células que
realizam a fagocitose. Dentre as citocinas, as secretadas pelos mondcitos sdo chamadas

de monocinas, enquanto aquelas que sdo secretadas pelos linfocitos sdo denominadas de
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linfocinas. Entretanto, no grupo das linfocinas algumas sao denominadas interleucinas,
que podem ser secretadas por outros tipos celulares que ndo fazem parte do sistema
imune, mas possuem a capacidade de afetar a resposta celular principalmente ligada a
funcionalidade dos leucdcitos (TIZARD, 1998).

As principais fontes de citocinas sdo os tecidos adiposos subcutaneo e visceral
(adipocinas), assim sendo, o aumento da massa de tecido adiposo corporeo esta
associado com alteragdes da producao de adipocina com aumento da expressao do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da interleucina 6 (IL-6), uma vez que as células
gordurosas contribuem com 1/3 da concentragdo circulante de IL-6, motivo pelo qual as
éguas mais velhas e com menor musculatura e acumulo de gordura apresentem maior
expressao da IL-6 (CARVALHO et al., 2006).

Apesar do acimulo de gordura corporea estar relacionado a maior produgao de
TNF-a e IL-6, foi verificado em cavalos de corrida jovens (+ 2 anos de idade) que 2
horas apos o treinamento a expressao IL-1p e TNF-a se apresentaram aumentadas. Estas
mudangas na expressao das interleucinas sdo dependentes do tempo e da intensidade do
exercicio, dessa forma, foram observados sinais de adaptagdo ao treinamento com uma
redugdo na expressao destas interleucinas, muito mais precoce para o TNF-a.
Entretanto, a expressao de IL-6 aumentou com o condicionamento ao exercicio,
portanto a expressdo do mRNA de IL-1B e TNF-a, nesse caso, ¢ inversamente
correlacionada a expressdo de mRNA de IL-6 (HOROHOV, 2012).

Foi constatado em vacas com endometrite pds-parto que quanto mais severo for
o processo inflamatorio, maior serd a lesdo ao tecido agredido e maior serd a expressao
das interleucinas do tipo 1B, 6, 8, TNF-a. A IL-8 coordena o recrutamento de PMNs e
outras células da imunidade inata para o sitio inflamado; a IL-6 regula a sintese das

proteinas inflamatorias da fase aguda (CHAPWANYA et al., 2009).



11

A IL-1 ¢ uma das mais importantes do sistema immune, sua fungao
predominante ¢ a de aumentar a ativagao das células T em resposta a um antigeno. Ha
duas proteinas distintas para IL-1, denominadas IL-la e -1B, as quais sdo 26%
homologas. As IL-1 sdo secretadas primariamente pelos macroéfagos, mas também pelos
neutrofilos, células endoteliais, células da musculatura lisa, células da glia, astrocitos,
células B e T, fibroblastos e queratinocitos. A produgdo de IL-1 por esses diferentes
tipos de células ocorre somente em resposta a estimulagao celular (TIZARD, 1998).

A IL-6 ¢ produzida pelos macrofagos, fibroblastos, células endoteliais e células
T-helper ativadas atuando em sinergismo com a IL-1 ¢ TNF-a. A IL-6 ¢ a primeira
indutora da resposta inflamatoria da fase aguda aumentando a diferenciacao de células
B e a consequente producdo de imunoglobulinas (TIZARD, 1998). A IL-6 tem
propriedades pré e anti-inflamatorias, com papel protetor no inicio da inflamacao aguda
e do choque através da modulacao de outras citocinas pré inflamatorias (XING et al.,
1998) e atua na transicao da fase aguda para a fase de inflamagdo cronica (JONES,
2005).

A IL-8 ¢ uma interleucina que pertence a familia das quimiocinas, ¢ produzida
por monocitos, neutrdfilos e células natural killer (NK) e € quimiotaxica para
neutrofilos, basofilos e células T, e ainda ativa os neutrofilos para degranulacao (LIU et
al., 1997; TIZARD, 1998). Em adicdo a atividade quimiotéxica, a IL-8 regula a
expressdo de moléculas de adesdo na superficie celular para ajudar na aderéncia das
células endoteliais e na diapedese dos PMNs (TIZARD, 1998).

A IL-10 tem como principais fontes as células T-helper, células T e B e
macrofagos. Exercem a fungdo bioldgica de inibir complexo de histocompatibilidade

maior classe II (MHC II) e a produgdo das citocinas IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a e da
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quimiocina IL-8, promover a proliferacdo das células do sitio agredido e producao de
anticorpo, e suprimir a imunidade celular (MOSSER & ZANG, 2008).

Tanto o TNF-a como a IL-1 sdo os maiores modificadores da resposta immune
sendo primariamente produzido por macréfagos ativados. Assim como a IL-1, o TNF-a
induz a expressdo de outras citocinas, aumenta a resposta celular aos fatores de
crescimento e induz as vias de sinalizagdo que levam a sua proliferacdo, pode ainda
induzir a apoptose em cé€lulas infectadas ou tumorais e aumentar a sintese de PGE,
direta ou indiretamente induzindo a liberagdo de IL-1, induz a producdo das proteinas
de fase aguda e a producao de IL-6 (TIZARD, 1998).

As citocinas sdo proteinas sinalizadoras intercelulares liberadas por células do
sistema imune ou por células endometriais. As IL-1B, IL-6 ¢ TNF-a sao conhecidos
como citocinas pré inflamatorias, pois modulam a resposta inflamatéria na fase aguda
(FUMUSO et al., 2003). A IL-8 desenvolve fun¢do quimiotdxica como mediador pro
inflamatério, em contraste a IL-10 tem um pronunciado efeito anti inflamatério pela
inibicao da producao das citocinas pro inflamatérias (FUMUSO et al., 2006). Nas éguas
susceptiveis, a expressao endometrial aumentada das citocinas pré inflamatorias durante
o estro (IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-8) e diestro (IL-1B, TNF-a e IL-8), e expressao
diminuida da anti inflamatoria IL-10 durante o estro contribuem para a susceptibilidade
a endometrite (FUMUSO et al., 2003; FUMUSO et al., 2007).

Foi verificado que em um ciclo estral sem infusdo uterina o utero das éguas
susceptiveis apresenta uma maior expressdo durante o estro de IL1-f, IL-6, TNF-q, IL-
8, MHC II, PMN e linfocito T e menor de IL-10, ja no diestro uma maior expressdo de
IL1-B, TNF-a, IL-8, IL-10, linfécito T e PMN quando comparadas as éguas resistentes a
EPPC. Para as éguas resistentes, a expressao das IL-1f, IL-6 e TNF-a ndo difere entre o

estro e o diestro, porém para as éguas susceptiveis ha uma menor expressdao de IL-6 e
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TNF-o durante o diestro (FUMUSO et al., 2003, FUMUSO et al., 2006, FUMUSO et
al., 2007).

Em contraste, 24 h apds a IA - mas ainda durante o estro, ndo se verificou
diferencas para IL-1pB, IL-6 e TNF-a entre susceptiveis e resistentes, entretanto as éguas
susceptiveis tiveram maior expressao de IL-8 e menor de IL-10. Contudo, nesse mesmo
periodo, as éguas resistentes apresentaram maior expressao de IL-1B, IL-6 ¢ TNF-a
comparado ao estro em que as €guas ndo foram inseminadas, fato esse que nao ocorre
nas éguas susceptiveis, que apesar de apresentarem um nivel sempre mais elevado de
expressdo dessas interleucinas ndo demonstraram diferenca quando se compara os
niveis verificados no estro com ou sem a presenca de espermatozoides (FUMUSO et al.,
2003).

No diestro ocorreu um aumento significativo apenas para a IL-1B nas duas
categorias de éguas, sendo que a expressao de IL-1B, IL-8, IL-10, TNF-a, MHC II,
linfécito T e PMN foram maiores nas éguas susceptiveis. Apds imunomodulagao,
usando extrato de parede bacteriana, ndo se verificou diferenca na expressao de IL-1J,
IL-6, IL-8, TNF-a, MHC II, linfocito T e PMN entre as éguas resistentes e susceptiveis
tanto no estro como no diestro, mas as €guas susceptiveis apresentaram maior expressao
de IL-10 somente durante o estro. Porém, a administracdo do extrato bacteriano nas
éguas susceptiveis na hora da IA resultou em diminuicdo da expressao de IL-1B e IL-6
durante o estro quando comparadas a elas mesmas sem o tratamento no mesmo periodo
(FUMUSO et al., 2006, FUMUSO et al., 2007).

A expressdo génica endometrial aumentada das citocinas pr6 inflamatorias foi
demonstrada em éguas com endometrite induzida por cobertura em resposta a infusao

uterina de plasma seminal, diluidor a base de leite e com gema de ovo e PBS (PALM et
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al., 2008), e em éguas com endometrite induzida por inoculacdo de Escherichia coli
(CHRISTOFFERSEN et al., 2010, CHRISTOFFERSEN et al., 2012b).

Nehuma diferenca no volume, pH, densidade especifica ou contagem celular no
fluido recuperado do tutero das éguas foi verifcado ao se comparar infusdes uterinas
feitas com PBS, plasma seminal, diluidor a base de leite ou diluidor contendo gema de
ovo. Entretanto, menor numero de leucdcitos (68 + 5 leucocitos/ campo) no endométrio
foi identificado em bidpsias pré experimento comparado ao PBS (154 £ 32), plasma
seminal (175 £ 22), diluente a base de leite (193 £ 29) e diluente com gema de ovo (113
+ 17). Adicionalmente, todos os tratamentos aumentaram a expressao de IL-1f3, IL-6 e
TNF-a no endométrio (PALM et al., 2008).

Christoffersen et al. (2010) verificaram em éguas resistentes 3 h apds inoculagao
de E. coli um aumento na expressao endometrial de IL-1B, TNF-a e IL-8, porém os
niveis se igualaram aos pré inoculagdao decorridas 12 horas. Igualmente as interleucinas
pro6 inflamatorias, a IL-10 também apresentou um aumento 3 horas apos a inoculagao,
porém muito inferior quando comparado as previamente citadas.

Em um trabalho realizado por Christoffersen et al. (2012a) foi inoculado E. coli
em éguas, nao contaminadas e com condicao uterina verificada por bidpsia (grau IIb e
IIT de acordo com Kenney e Doig, 1982), e essas foram tratadas com dexametasona
(0,1mg/kg) ou com extrato de parede bacteriana (10° CFU) em ciclos randomizados
num sistema crossover. Dessa forma, foi verificado um aumento significativo na
expressdo génica de IL-1pf e IL-6 apds 3 horas da inoculacdo da E. coli quando
comparado ao estro sem influéncia dos tratamentos. Porém, a expressdo diminui
significativamente (5 vezes para IL-1 e 10 vezes para IL-6) 72 h ap6s o animal ter sido
tratado com dexametasona, apesar da expressdo génica endometrial de IL-1fB e IL-6 se

manter aumentada 72 horas ap6s a inoculagdo, quando comparada ao nivel basal



15

verificado durante o estro, indicando uma resposta inflamatoria ainda ativa nesse
momento. O tratamento com extrato bacteriano ndo mudou a expressao de IL-1P e IL-6
comparado ao grupo tratado com dexametasona ou ao grupo ndo tratado. A
dexametasona induziu uma diminuic¢ao da expressdo de IL-8 72 horas ap6s o tratamento
(7 e 23 vezes, respectivamente para o grupo nao tratado e tratado com extrato
bacteriano), no entanto nenhuma diferenca significativa entre os tratamentos foi
observada 3 ou 24 horas apds a inoculacao de E. coli. Uma maior expressao de IL-10
foi observada 3 horas apds o tratamento com dexametasona quando comparada ao
grupo nao tratado (8 vezes) e as 3 horas (5 vezes) e 24 horas (4 vezes) comparado ao
grupo tratado com extrato bacteriano. Nenhuma diferenga foi observada na expressao
génica de TNF-a apds a inoculagdo de E. coli independente do tratamento empregado
(CHRISTOFFERSEN et al., 2012a).

Nash et al (2010a) contrariamente verificaram em um s#7ip uterino, retirado
durante o estro e mantido em cultura, que nao ha diferenca na expressao de IL-8 apos 24
horas do contato com sémen congelado, refrigerado, com espermatozoides lavados ou
com plasma seminal; provavelmente porque foram colhidas amostras de uteros
previamente selecionados como livres de inflamacdo aguda ou persistente, enquanto
outros estudos utilizaram éguas susceptiveis a EPPC, garantindo assim maiores niveis
de IL-8 comparadas as resistentes.

Em outro trabalho de Nash et al (2010b), desafiando o titero com 4 mL de sémen
congelado contendo 600x10° de espermatozoides/mL ou com 4 mL do mesmo diluente
pode se verificar que a contagem de neutrofilos aumenta em ambos tratamentos até 24
horas ap6s a IA, sendo a concentragdo neutrofilica maior no limen uterino (citologia
por lavado de 50 mL) quando havia espermatozoides. Entretanto, a infiltragdo de PMNs

no estrato compacto (biopsia) permaneceu até 72 horas apds a IA. Apesar disto, os
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espermatozoides nao influenciaram na expressao de IL-8 24 horas apos a IA,
contrariando novamente os dados da literatura que afirmam o aumento dos niveis dessa
quimiocina em experimentos realizados com espermatozoides mortos para indu¢ao da
resposta inflamatoria.

A expressao do RNAm dessas interleucinas aumenta apds a inseminagao
artificial e para as éguas susceptiveis continua aumentada por periodo de até 8 dias,
caracterizando a inflamagdo uterina persistente. Outra explicagdo para que as éguas
mantenham a persisténcia da reacao inflamatéria foi proposta por Fumuso et al. (2007)
que verificaram diferenga na expressao das interleucinas pro-inflamatoéria (IL-8) e anti-
inflamatoéria (IL-10) entre as éguas resistentes e susceptiveis a EPPC. Nesse estudo foi
constatado que as éguas susceptiveis apresentaram menor expressao de IL-10, atrasando
a resolugdo da inflamacgao, ¢ maior expressao de IL-8, prorrogando e exacerbando a
reacdo inflamatoria pela constante chegada de neutréfilos. As diferentes quantidades
endometriais de IL-8 e IL-10 observadas entre as éguas normais e susceptiveis foram
mantidas apés a IA num ciclo estral sem interferéncia no 1tero, mas
surpreendentemente desapareceram apds o tratamento com o extrato bacteriano durante
o diestro, indicando que esse tratamento em éguas susceptiveis pode ajudar a restaurar
a homeostase uterina e minimizar os efeitos da endometrite p6s cobertura (FUMUSO et
al., 2006).

Uma uma nova opg¢ao de imunomodular a resposta inflamatdria anteriormente a
quimiotaxia produzida pelos PMNs ou a expressdo dos mediadores inflamatorios pelo
controle da expressdo dos peptideos de defesa do hospedeiro, também conhecidos como
peptideos antimicrobianos (AMPs). Além da fungdo antimicrobiana tornou-se evidente
que esses peptideos atuam além, uma vez que eles podem interagir com as células do

sistema imune inato, tais como neutrdfilos, mondcitos, macréfagos e células epiteliais
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aumentando a produ¢do de quimiocinas € citocinas que promovem o recrutamento de
leucocitos para o local da infeccdo ou inflamacao. Além disso, esta imunomodulagdo
resulta em respostas imunes inatas que promovem a cicatrizagdo de feridas, iniciam a
resposta imune adaptativa, limitam os efeitos potencialmente nocivos da inflamacgao e
promovem o término da infec¢do (HANCOCK & DIAMOND, 2000, BROWN &
HANCOCK, 2006, MOOKHERJEE & HANCOCK, 2007, LAI & GALLO, 2009)

Os AMPs sdo geralmente definidos como proteinas com menos de 100
aminoacidos que tém atividade antimicrobiana (antibacteriana, antifingica e antiviral)
de largo espectro (MOR, 2009). A maioria deles sdo cationicos, ou seja, t€m uma carga
positiva, geralmente entre +2 ¢ +9 em pH fisiologico, devido a um excesso de residuos
de aminoacidos carregados positivamente (arginina e lisina e sob condi¢des &cidas,
também histidina). Geralmente, 50% dos aminodcidos sdo hidrofébicos e muitas vezes
adotam uma estrutura anfipatica quando em contato com superficies lipidicas resultando
em uma parte polar (hidrofilica) e outra apolar (hidrofobica) na sua estrutura (PARK et
al., 2004).

As catelicidinas, um dos peptideos antimicrobianos, foram identificadas no
inicio dos anos 90 na espécie bovina, porém proteinas com apresentacdes similares
acabaram sendo descobertas também em humanos, macacos, camundongos, ratos,
coelhos, suinos, ovinos, caprinos, equinos e caes. Os granulos citoplasmaticos dos
neutrdfilos circulantes sdo a principal fonte de catelicidinas em mamiferos, mas elas
também sao expressadas em células da pele, superficies mucosas, epitélio das vias
aéreas (BALS et al., 1998), boca, lingua, es6fago, vagina e cévix (FROHM et al., 1999),
epididimo (MALM et al., 2000) e plasma seminal (ANDERSON et al., 2002).

As catelicidinas sdo constituidas por um dominio N-terminal, um dominio

altamente conservado “cathelin-like’na por¢cdo mediana da estrutura ¢ um dominio
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menos conservado C-terminal que corresponde ao peptideo na sua forma ativa
(NIYONSABA et al., 2002). A regido “cathelin-like” tem similaridade de 75 a 97%
intra espécie (ZANETTI et al., 1995). A espécie equina possui 3 membros na familia
catelicidina denominados eCATH 1, 2 ¢ 3 (TOMASINSIG & ZANETTI, 2005). O
dominio antimicrobiano, o qual ¢ o peptideo “cathelicidin’ maduro ou ativo, se torna
ativo apos clivagem do C-terminal; as catelicidinas s3o armazenadas como
holoproteinas, ou seja, precursores sem atividade antimicrobiana (BRUHN et al., 2011).

A acdo antibacteriana dos AMPs ocorre ou por mecanismo membrana ativo ou
por translocagdo através da membrana celular bacteriana. Todos os peptideos tém que
interagir com a membrana celular, independentemente se ocorre a permeabilizagdo ou
translocacdo através da membrana para atingirem o citoplasma e o seu alvo intracelular.
A interagdo inicial entre o peptideo e as bactérias alvo € pela ligagao eletrostatica entre
o peptideo carregado positivamente e as moléculas carregadas negativamente na
superficie externa da membrana celular bacteriana (tais como os acidos lipoteicoico de
bactérias gram-positivas e os lipopolissacarideos das bactérias gram-negativas). Dessa
forma, os peptideos penetram a membrana celular bacteriana e se fixam na interface
entre as porcdes hidrofobicas e hidrofilicas formando poros que quebram a sua
integridade fisica. A outra agdo bactericida se da através da translocacdo para o meio
intracelular agindo na inibi¢do da sintese da parede celular, proteica, do 4cido nucleico e
da atividade enzimatica (BROGDEN, 2005).

A acdo fungicida dos AMPs pode ocorrer por permeabilizagdo da membrana
celular, ataque direto as mitocondrias (KAVANAGH & DOWD, 2004) ou pela
despolimerizagdo do citoesqueleto (KOO et al., 2004).

A atividade antiviral dos AMPs ocorre principalmente sobre os virus do tipo

RNA envelopado e DNA virus impedindo sua entrada na célula hospedeira por
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diferentes mecanismos ou interagindo diretamente com o envelope (JENSSEN et al.,
2006).

Investigacdes da expressdo de RNAm das 3 catelicidinas equinas em células
mieldides revelaram uma abundante expressao de eCATH 2 e 3 e uma significativa
menor expressao relacionada a eCATH 1 (BRUHN et al., 2011). Andlises genéticas
com mais de 70 cavalos revelaram que 50% deles carregam alelos nulos para eCATH 1.
Anticorpos policlonais foram criados contra as 3 catelicidinas usando peptideos
sintéticos e testes realizados provaram a existéncia dos tipos 2 € 3 em todos os cavalos
analisados, porém os anticorpos contra eCATH 1 falharam no seu reconhecimento,
deixando suspeitas de que essa forma nao possui atividade funcional (SCOCCHI et al.,
1999).

Skerlavaj et al. (2001) identificaram a presenca de eCATH-3 em secregdes
inflamatérias indicando que esse peptideo pode também ser liberado em fluido
extracelular evidenciando sua atividade sinérgica com outras moléculas de defesa do
organismo hospedeiro.

Os tipos eCATH-2 e eCATH-3 sdao funcionais e podem ser armazenados em
granulos secretorios dentro de PMNs na forma nao processada e podendo ser liberados
na ativacdo neutrofilica, mas também sado estocados e liberados de outros tecidos a
partir de uma agressdo, dessa forma, sdo efetivamente a primeira defesa do tecido
agredido e a ferramenta iniciadora da resposta imune celular. Para o peptideo assumir
uma forma ativa de defesa hd a necessidade de uma clivagem em sua estrutura
(SCOCCHI et al., 1999; ANDERSON et al., 2002), essa clivagem ocorre em fungdo de
uma agdo enzimatica entre os dominios “cathelin-like” e C-terminal em um ambiente

inflamado (SKERLAVAJ et al., 2001).
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Esses peptideos de defesa tém o potencial de eliminar ou neutralizar bactérias,
tanto as gram-positivas como as gram-negativas, fungos, virus e parasitas, porém as
células hospedeiras sdao relativamente resistentes a sua atuagao pela composi¢ao e
topologia lipidica da membrana citoplasmatica (GRUBOR et al., 2006). Além das
catelicidinas atuarem diretamente sobre o organismo estranho apresentam habilidade de
regular a expressao de interleucinas pro-inflamatorias contribuindo indiretamente para o
recrutamento de células inflamatorias e imunes (TOMASINSIG & ZANETTI, 2005).

Os AMPs podem também influenciar pocessos intracelulares pelas interagdes
com receptores ou sinalizadores moleculares e mediar os efeitos quimiotdxicos e pro
inflamatérios (BRUHN et al., 2011). Dentro do grupo desses peptideos, a familia das
catelicidinas ¢ que apresentam maior interesse nesse caso, porque além de efetivamente
atacar as c¢lulas estranhas ao individuo e apresentar fungcdo quimiotaxica para as células
do sistema imune inato, ¢ também responsavel pela primeira liberacdo de fatores de
quimiotaxia, expressdao das interleucinas pr6 inflamatérias (IL-6 e IL-8) e pela
expressao de receptores nas células do sistema de defesa inata do organismo hospedeiro.
Em vacas com endometrite pos parto foi verificado um aumento na expressao das
interleucinas tipo 6 ¢ 8 e das catelicidinas durante a fase aguda do processo inflamatério
(CHAPWANYA et al., 2009).

Viérios fatores quimiotdxicos tém sido detectados durante a inflamacdo em
muitos tecidos e orgdos e os AMPs tém sido detectados nestes sitios de inflamagdo em
alta concentragdo. Dessa forma, esses peptideos apresentam funcdo reguladora durante a
inflamacdo no controle da expressdo das interleucinas pr6 inflamatorias e podem ainda
atuar de maneira direta e especifica como um fator quimiotaxico na atracdo das células
do sistema imune (NIYONSABA et al., 2002). Além de participarem no sistema de

defesa inata, esses peptideos também atuam provocando um aumento na producdo de
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IgG, linfocitos T e CD4", aumentando, dessa forma, a producao de interleucinas do tipo
5, 6 e 10, ou seja, funcionando como adjuvantes na resposta imune adaptativa e
regulando a inflamacao a longo prazo (BOWDISH et al., 2005).

Quanto mais severo for o processo inflamatério, maior sera a lesdo ao tecido
agredido e maior serd a expressdo das interleucinas tipo 6 ¢ 8 e das catelicidinas. A IL-8
coordena o recrutamento de PMNs e outras células da imunidade inata para o sitio
inflamado, a IL-6 regula a sintese das proteinas inflamatorias da fase aguda e as
catelicidinas sdo as responsaveis diretas pela regulacdo da expressdao dessas citocinas e
sdo o primeiro fator quimiotaxico que surge apds a agressaio (CHAPWANYA et al.,

2009).

2.3. Influéncia do plasma seminal

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

Enquanto o plasma seminal induz uma inflamag¢do endometrial transitoria
(PALM et al., 2008, FIALA et al., 2007) também modifica a duragao da intensidade da

resposta imune celular ao espermatozoide. Alguns estudos apontam o plasma seminal
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como modulador da resposta inflamatéria pds cobertura em éguas, Palm et al. (2006) e
Card (2005) observaram uma menor reacao inflamatoria quando utilizaram sémen
acrescido de plasma seminal, com uma diferenga visivel apenas 24 horas apds a 1A
enquanto outros mostram que sua adi¢do no momento da insemina¢ao ndo reduz o
numero de leucocitos e a fagocitose espermatica (TROEDSSON, 1999). Porém, Portus
et al. (2005) verificaram que a presenca do plasma seminal, apesar de provocar maior
reacdo inflamatoria, leva a uma reducdo na duracao do processo inflamatorio e maior
freqiiéncia de contragdes uterinas.

O plasma seminal contém um grande nimero de proteinas que recobrem a
membrana do espermatozoide durante a maturacdo celular. Diferentes fungdes destas
proteinas e interacdes complexas entre estas e as subpopulagdes de proteinas de
membrana podem explicar os resultados aparentemente diferentes dos efeitos
imunologicos do plasma seminal obtidos nos diversos estudos (TROEDSSON et al.,
2000).

Observagcdes sugerem que enquanto o sémen de determinados garanhdes
provoca uma reacdo inflamatoria exacerbada, o de outros ¢ responsavel por uma
resposta inflamatoria mais branda independente da égua ser ou nao susceptivel a EPPC
(TROEDDSON et al., 2000, TROEDSSON et al., 2002).

O plasma seminal tem sido considerado como agente supressor da atividade do
sistema complemento, e por sua vez da quimiotaxia pelos PMNs e fagocitose atuando
como inibidor ou modulador da inflamagdo uterina (TROEDSSON et al., 2000), uma
vez que a opsonizagdo do espermatozoide ¢ dependente do sistema complemento e essa
foi reduzida na presenca do plasma seminal em estudos in vitro (ALAGHAMDI et al.,
2004, TROEDSSON et al., 2005). Discordando dessa informagdo, Palm et al. (2008)

verificaram que além de provocar grande infiltracdo neutrofilica no endométrio, o



23

plasma seminal ainda ¢ responsavel por aumentar a expressao das interleucinas pro
inflamatoérias (IL-1B e IL-6).

A duragao dessa inflamacao ¢ mais curta quando o plasma seminal esta presente
na dose inseminante do que quando ele ¢ removido ou substituido por diluente
(TROEDSSON et al., 2002). O numero de PMNs encontrado no utero 24 horas apos a
IA foi significativamente menor quando o plasma seminal foi mantido na inseminagao.
Ao se realizar uma IA somente com plasma seminal foi detectada uma grande
infiltracdo de PMNSs no estrato compacto do endométrio, porém a limpeza uterina foi
superior quando o plasma seminal estava presente (TROEDSSON et al., 2008).

O conhecimento dos fatores ou substancias que parecem desestabilizar ou
proteger a membrana dos espermatozoides ¢ de extrema importancia, uma vez que a
integridade da mesma ¢ fundamental para o funcionamento adequado do gameta
masculino (PARKS & GRAHAM, 1992). Diante disso, os elementos bioquimicos e
proteicos do plasma seminal e da membrana espermatica tém sido correlacionados a
fertilidade, as proteinas e polipeptidios constituem os componentes de mais alto peso
molecular do plasma seminal, mas as informacdes sobre a sua origem, estrutura e
fungdes ainda sao limitadas (McDOWELL et al., 1996).

Outra aparente fungao do plasma seminal seria proteger o espermatozoide de ser
fagocitado e destruido pelos PMNs. Quando as éguas sdo cobertas pela segunda vez
dentro de 24 horas, o sémen da segunda IA ¢ introduzido em um ambiente inflamado
que se torna deletério a sua motilidade. Dados sugerem que o plasma seminal protege
seletivamente os espermatozoides vidveis, mas ndo os mortos, de se ligarem e serem
fagocitados pelo PMNs (TROEDSSON et al., 2000, TROEDSSON et al., 2005).
Recentemente, Doty et al. (2011) relataram que a CRISP 3 ¢ a responsavel pela

protecdo dos espermatozoides viaveis do ataque dos PMNs.
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Em humanos, foi verificado que a catelicidina presente no plasma seminal ¢
importante para protecdo das células espermaticas em um ambiente nao favoravel e na
manuten¢cdo de um ambiente estéril durante o transporte espermatico e a fertilizacao
(ANDERSON et al., 2002).

No caso de humanos, as catelicidinas do plasma seminal reduzem o crescimento
bacteriano por até 24 horas quando estdo em alta concentragdo e intensificam a resposta
inflamatoéria pela atragdo das células de sistema imune inato (SORENSEN et al., 2003).
Foi estabelecido, para humanos, que a concentragao desse peptideo no plasma seminal ¢
cerca de 40 a 140 vezes maior do que a verificada na corrente sanguinea, sendo um fator
externo altamente influente na resposta inflamatoria a presenca dos espermatozoides
(ZANETTI, 2004). Dessa forma, sua concentragdo no plasma seminal pode ser
responsavel pela variacdo individual entre os machos na intensidade da resposta
inflamatoéria independente da condi¢do uterina da fémea.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos referentes a presenca de
catelicidinas no plasma seminal de equinos. Os mecanismos de expressao das
interleucinas nos casos de endometrite em éguas sao pouco explorados e o
entendimento dos fatores uterinos responsaveis pelo inicio e término da resposta
inflamatéria apds a cobertura sdo fundamentais para imunomodular a inflamacdo e
otimizar a atividade reprodutiva das éguas susceptiveis a EPPC.

Trabalhou-se com a hipotese de que com a identificagcdo e a quantificagdo das
catelicidinas no plasma seminal dos garanhdes serd possivel em experimentos futuros
identificar os animais que provocam uma maior rea¢ao inflamatdria no utero das éguas,
caracterizar a fragdo proteica do plasma seminal que induz a reagao inflamatéria quando
em contato com a mucosa uterina e identificar um outro agente também responsavel

pela prote¢do conferida aos espermatozoides viaveis possibilitando que a fertilizacao



25

ocorra, mesmo que seja em um ambiente desfavoravel. Disturbios na expressdao das
interleucinas no utero das éguas e das catelicidinas no plasma seminal dos garanhdes
podem ser responsaveis pela magnitude e persisténcia da resposta inflamatdria uterina
decorrente do contato dos espermatozoides com o tutero; a partir de seu controle seria
possivel minimizar o estimulo inflamatorio inicial e possibilitar ao ttero das éguas
susceptiveis a EPPC uma maneira de minimizar a intensidade e a persisténcia da

inflamag¢ao e com isso aumentar as taxas de fertilidade.
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3. OBJETIVOS

e Verificar a presenga das catelicidinas no plasma seminal de garanhdes.

e C(Caracterizar a resposta imune uterina apds infusdo de plasma seminal e

inseminacgao artificial pela expressao de interleucinas pro e anti-inflamatorias.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Garanhoes

4.1.1. Selecao de garanhdes e colheita e processamento do plasma seminal

Para se confirmar a presenga das catelicidinas no plasma seminal foram
realizadas duas colheitas de sémen de 15 garanhdes adultos da raga quarto de milha de
fertilidade conhecida por meio de vagina artificial modelo Botucatu (n=30) e
imediatamente apds a colheita a fracdo gel do ejaculado foi separada por filtragao.
Assim sendo, sem adicdo de diluente, uma aliquota de cada ejaculado foi entdo
centrifugada a 600 x g por 10 minutos em temperatura ambiente para formacdo e
separacao do pelete de espermatozodides o qual foi descartado.

Apos a centrifugacio o sobrenadante foi retirado e filtrado (0,22pm Durapore®
PVDF membrane, millipore) para eliminagdo de contaminacdes. Ao volume final foi
acrescido uma solucio de inibidores de proteases (Protease Inhibitor Cocktail®, sigma-
aldrich) conforme especificacdes do fabricante na concentragdo de 0,5uL/mL. O plasma
seminal foi envasado em criotubos (Corning® 2mL) livres de RNAse ¢ DNAse ¢
transportado em botijdo criogénico tipo dry-shipper até o laboratério onde foram

armazenados até o processamento congelados a -20°C.

4.1.2. Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)
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As amostras de plasma seminal de todos os garanhdes (n=15) foram submetidas
a técnica de eletroforese unidimensional desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). A analise SDS-PAGE foi feita em duplicata para todas as amostras. Quando
nao especificado, os reagentes mencionados foram adquiridos da empresa GE
Healthcare (PlusOne e USB).

Visando o ajuste da quantidade de proteina nas amostras destinadas a corrida de
eletroforese, a quantidade de proteina total foi previamente determinada pelo método de
BCA (4cido bicinconinico) (BCA Protein Assay Kit, Pierce), seguindo as instrugdes do
fabricante, e¢ usando espectrofotdmetro (Ultrospec 200, Pharmacia Biotech).
Posteriormente, a quantidade total de proteina foi ajustada por dilui¢do diferencial
utilizando agua MilliQ, resultando em uma concentracao final de 6 mg/mL em todas as
amostras.

As amostras de plasma seminal ajustadas foram entdo diluidas em tampao da
amostra (60 mM Tris-HCI pH 6,8; 50% glicerol, 2% SDS, 23 mM 2-mercaptoetanol,
0,1% bromofenol azul) utilizando a proporcao de 1:4 (tampado:amostra) e aquecidas a
temperatura de aproximadamente 100°C durante 7 minutos. Apos resfriamento a
temperatura ambiente, uma aliquota de 5 uL (24 pg de proteina total) de cada amostra
foi aplicada lentamente em canaletas formadas pelo gel de empilhamento (5% de
poliacrilamida). O padrdo de peso molecular (Kaleidoscope Polypeptide Standards, 3,6
a 31.7 kDa, Cat. 161-0325, Bio-Rad) foi aplicado em duas canaletas de cada gel. A
corrida eletroforética foi realizada em gel separador de 15% de poliacrilamida em
tampao de corrida (25 mM Tris, 192 mM glicina e 0,1% SDS) e utilizando sistema
vertical (mini-cuba vertical, MiniVE®, Amersham Biosciences). Uma corrente elétrica

constante de 15 mA/ gel e voltagem mdaxima de 260-290 V foi aplicada por
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aproximadamente 90 minutos utilizando fonte elétrica bipolar (EPS 300 Power Supply,
Amersham Biosciences).

Os géis foram corados em solucdo de 45% de metanol, 10% de acido acético
glacial e 0,1% de Coomassie Azul (Coomassie” Brilliant Blue R-250) durante 30
minutos. Posteriormente, as imagens dos géis foram digitalizadas e analisadas
utilizando o software ImageMaster™ 1D (Amersham Biosciences) para determinacio do
peso molecular e da densidade 6ptica integrada (IOD) de cada banda proteica presente

no gel.
4.1.3. Dot-blotting

Para realizacdo do teste foram sintetizados 3 peptideos cujas sequéncias de
aminoacidos estao apresentadas na Tabela 1 e contra cada um desses peptideos foram
produzidos antisoros policlonais em coelho dos quais foi purificado a fragao IgG

fornecido a 2mg/mL pela empresa Rheabiotech (Campinas, Sao Paulo, Brasil).

Tabela 1. Sequéncia de aminoacidos dos peptideos sintéticos das catelicidinas equinas.

Antigeno Sequéncia Numero de acesso

eCATH 1 KRFGRLAKSFLRMRILLPRRKILLAS GenBank: AJ224927.1

eCATH2  KRRHWFPLSFQEFLEQLRRFRDQLPFP  GenBank: AJ224928.1

eCATH 3 KRFHSVGSLIQRHQQMIRDKSEATRH GenBank: AJ224929.1

Foi realizado o método de Dot blot direto utilizando o “Immun-Blot® Assay

Kit”. Para a realizacdo da técnica, as membranas de nitrocelulose de 0,2um de poro com



30

dimensao de 0,5 x 6,0 centimetros foram mergulhadas em “Tris Buffered Saline” (TBS
- 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7.5) e colocadas por 10 minutos sob agitacao e, apos
retirada desse tampao, foram colocadas a 37°C por 30 minutos para secagem. A seguir,
foram aplicadas sobre a mesma 1pL de concentragdes variadas do antigeno sintético (1,
50, 100, 200ng) e 1uL de cada amostra para ser adsorvida na membrana, que por sua
vez foi entdo incubada por 30 minutos a 37°C. Em seguida, a membrana com os
antigenos foi submersa em solucdo de bloqueio (5% gelatina-TBS) e incubada por 16
horas a 37°C para impedir que os anticorpos da proxima etapa se ligassem diretamente a
membrana. ApoOs a incubagdo, a membrana foi lavada 3x com TTBS (20 mM Tris, 500
mM NaCl, 0.05% Tween-20, pH 7.5) em agitacdo suave a temperatura ambiente
durante 5 minutos € o anticorpo anti-catelicidinas previamente diluido (¢CATHI1 =
1/100, eCATH2 = 1/250 e eCATH3 = 1/300) em 1% gelatina-TBS foi aplicado sobre o
conjunto membrana-antigeno, e incubados durante 1 hora a temperatura ambiente sob
agitacao.

Terminada a incubagdo, a membrana foi lavada 2x com solu¢ao salina de citrato
acrescida de tween 20 (Tween Citrate Buffered Saline, TCBS - 20 mM citrate, 500 mM
NaCl, 0.05% Tween-20, pH 5.5) em agitacdo suave a temperatura ambiente durante 5
minutos. Apds esse periodo, o conjugado (proteina G marcada com peroxidase), diluido
1:3.000 no tampao TCBS contendo 1% de gelatina, foi aplicado e mantido sob agitagado
em temperatura ambiente por 1 hora. Ao final a membrana foi lavada novamente com
TBS, 5x em agitacdo suave a temperatura ambiente, durante 5 minutos, seguida da
aplicagdo do cromoégeno-substrato (4-chloro-1-naphthol e peroxido de hidrogénio,
respectivamente), o qual ficou sob agitacdo suave a temperatura ambiente durante 30
minutos, e seu bloqueio com agua milliQ durante 10 minutos para finalizagao do teste,

obsevagao das manchas (dots) e leitura dos resultados. A membrana com os dots foi
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escaneada e as imagens foram lidas pelo programa PDQuest™ Basic 2D Gel Analysis
SW (2005, version 8.0.1, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA).

Os resultados obtidos com o antigeno sintético, com quantidades conhecidas,
foram usados para a construcao de uma curva padrao pela plotagem dos dados em um
grafico de dispersdo, no qual X representou o valor de leitura do teste e Y a quantidade
de antigeno utilizada. Foi obtida uma fun¢do ndo linear logaritmica para os Ag 2 (R*=
0,9987) e 3 (R*=0,9984) e exponencial para 0 Ag 1 (R*=0,9960). Para a realizacio da
regressao linear, ambas as fungdes logaritmica e exponencial foram linearizadas. A
funcdo logaritmica Y = a + b.In x foi transformada na funcdo linear y = a + b.ln x,
transformagdo de x; em In x;. Por sua vez a func¢do exponencial Y = a.e™ foi
transformada na funcao linear In y = In a + bx, pela transformac¢ao de yi em In yi. Desta
forma, os resultados obtidos na leitura foram utilizados para a determinacao da
quantidade de proteina presente em cada amostra. A curva de quantificacdo foi
construida individualmente baseada em concentracdes pré-determinadas do antigeno

sintético para cada alvo desejado (1; 50; 100 e 200ug) conforme a Figura 1.
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Figura 1a. curva exponencial gerada a partir dos resultados obtidos para o antigeno sintético
eCATH 1.
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Figura 1b. Curva logaritmica gerada a partir dos resultados obtidos para os antigenos sintéticos
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Figura 1c. Curva logaritmica gerada a partir dos resultados obtidos para os antigenos sintéticos

eCATH 3.

4.2. Eguas

4.2.1. Selecao dos animais
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Foram utilizadas 10 éguas sem raga definida e sem qualquer tipo de alteracao
anatomica no aparelho reprodutivo, com idade inferior a 10 anos, citologia negativa
para inflamagdo ativa (< 3% de neutrofilos) durante o estro, sem historico de baixa
fertilidade e sem acumulo de liquido pdés IA que persista além de 48 horas; e 10 éguas
susceptiveis a EPPC, selecionadas pelo historico de baixa fertilidade e com idade acima
de 14 anos, citologia negativa para inflamagdo ativa (< 3% de neutro6filos) durante o
estro, utero projetado na cavidade abdominal, acimulo de liquido intra-uterino e
citologia de inflamagao ativa pds IA persistente por mais de 48 horas apos a cobertura.

As éguas pertencentes a FMVZ UNESP Botucatu permaneceram alojadas no
posto de monta na fazenda lageado. Durante o experimento foi utilizado um unico
cavalo, garanhdo pertencente ¢ alojado nas dependéncias da FMVZ UNESP Botucatu,
altamente utilizado em diversos experimentos e sabidamente de qualidade espermatica e
fertilidade altas.

Foram colhidos embrides de todas as éguas 8 dias apos a ovulacdo via lavado
uterino transcervical com sonda usando ringer lactato, sendo portanto considerado
positivo para fertilidade quando ocorrida a recuperagdo embrionaria. Apds o lavado
uterino foi realizada a aplicagdo intramuscular de 0,250 mg de cloprostenol sédico para

se iniciar novo ciclo estral.

4.2.2. Colheita de sémen e preparo das doses

Foi realizada colheita de sémen com auxilio de uma vagina artificial (modelo
Botucatu), regulada individualmente para esse garanhdo no momento da colheita.
Imediatamente apo6s a obten¢do do sémen e a retirada da fragdo gel por filtragdo foram

utilizadas 2 metodologias de preparo dependente do ciclo estral das éguas.
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No ciclos estrais que foram realizadas inseminagdes artificiais, imediatamente
ap6s a remogao da fragdo gel foi realizada uma diluicao desse s€émen na proporcao de
1:1 com diluente a base de leite desnatado (Botu-semen®, Botupharma, Brasil) sempre
foi utilizado o mesmo diluente para todas as amostras de sémen coletadas. ApoOs essa
diluicao prévia, a concentragao foi mensurada com uso da camara de Neubauer e foi
separada uma dose contendo 1 x 10° espermatozoides totais. A motilidade espermatica
foi mensurada com uma gota de 10 pL de s€émen diluido colocada em camara de Makler
pré-aquecida (100 pm de profundidade) a 38°C e avaliada por anélise computadorizada
(CASA, HTM - IVOS 12; Hamilton Thorne Research, Beverly, MA) no modo ajustado
para eqiiinos. Apds as analises laboratoriais a dose inseminante foi rediluida para o
volume final de 20 mL no intervalo de concentragdo espermatica para transporte de 25 a
50 milhdes de espermatozoides/ mL (VARNER et al., 1987).

Nos ciclos estrais que foram realizadas infusdes uterinas de plasma seminal uma
aliquota do ejaculado sem acréscimo de diluente foi submetida a centrifugagao a 600 x
g por 10 minutos em temperatura ambiente para formacao e separacdo do pelete de
espermatozdides o qual foi descartado. Apds essa primeira centrifugagdo o sobrenadante
foi retirado e passado por uma filtracio de 0,22um (Durapore® PVDF membrane,
millipore) para eliminagdo de espermatozoides restantes até obtengdao do volume final

de 20 mL, equiparando dose de infusdo e dose inseminante.

4.2.3. Controle estral, inducido de ovulacao, ciclo controle ou infusées uterinas ou

IA

Todas as éguas tiveram seus ciclos estrais acompanhados por palpacdes retais e

ultrassonografia e randomicamente passaram pelos 3 tratamentos propostos a seguir.
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Um ciclo estral fisiologico, ou seja, acompanhamento da ovulacdo sem infusdo uterina
de plasma seminal ou IA, sendo por isso considerado como ciclo controle (T1); um
ciclo com infusdao uterina de 20 mL de plasma seminal (T2) e um ciclo no qual foi
realizada a inseminacao artificial com 20 mL de sémen fresco diluido (T3).

Para isso, ao se detectar um foliculo de 35mm e um edema uterino de grau 2
(escala de 1 a 3) as éguas tiveram as ovulagdes induzidas com 1Img de acetato de
deslorelina por via intramuscular e as éguas foram entdo inseminadas ou infundidas
com plasma seminal apenas uma vez por ciclo com o volume total previamente
estabelecido e nos ciclos em que a ovulagdo ndo ocorria dentro do periodo desejado

(entre M1 e M2) as colheitas eram descartadas e o ciclo estral desconsiderado.

4.2.4. Colheita e processamento do material uterino

4.2.4.1. Momentos de coleta de material

Momento 1 (M1): vinte e quatro horas ap6és a inducao da ovulagdo, ou seja,
imediatamente anterior a infusdo de plasma seminal ou da IA, dependendo de qual
tratamento seria usado no ciclo estral. Nesse momento o utero das éguas nao sofreu
agressao pela presenca de qualquer componente do ejaculado e portanto nao deveriam
apresentar nenhum tipo de alteragdo decorrente de um processo inflamatorio, ¢
importante esclarecer que mesmo quando sdo utilizados vérios ciclos estrais
consecutivos a condi¢do uterina das éguas retorna ao normal no transcorrer do estro
subsequente, podendo ser considerado como um momento fisiologico de normalidade
relacionado as imagens ultrassonograficas e achados de citologia.

Momento 2 (M2): Vinte e quatro horas ap6s o momento 1, momento que muitos

autores consideram como o ponto de divergéncia da classificacdo das éguas como



36

susceptiveis a EPPC, ou seja, momento onde nas éguas resistentes 0 processo
inflamatoério fisioldgico esta prestes a se resolver e nas éguas que demonstram qualquer
tipo de falha no “clearance” uterino ha a persisténcia da resposta imune celular de
forma continua e ativa com altas concentra¢des no limen uterino de células de defesa e
com expressao prolongada de mediadores inflamatérios e fatores quimiotaticos.

Momento 3 (M3): quarenta e oito horas apés o momento 1, momento
considerado por diversos autores como maximo para verificagdo de um processo
inflamatério ativo. Passadas 48 horas da cobertura a resposta inflamatoria nas éguas
resistentes a EPPC esté finalizada e nas éguas susceptiveis ainda € um processo ativo e
portanto ainda ocorre a produgdo e liberagao dos fatores de quimiotaxia.

Em todos os ciclos estrais colhidos as éguas apresentaram ovulacdes entre os
momentos M1 e M2. Quando foi necessaria a infusdo uterina de plasma seminal ou a
inseminacao artificial essas foram realizadas no momento 1 imediatamente apos a
colheita dos dados referentes a condi¢do uterina (imagem ultrassonografica) e do
material (células para qPCR e citologia uterina). As imagens ultrassonograficas
analisadas, as amostras para citologia uterina e para qPCR foram colhidas nos mesmos

momentos acima descritos como M1, M2 e M3 conforme o esquema.

Foliculo>35mm N Controle .
T Infusdo de plasma seminal
Edema uterino Inseminagdo artificial
Ml M2 M3
24 horas | 24 horas 24 horas
ovulagdo
Indugdo Ultrassom Ultrassom Ultrassom
da Citologia Citologia Citologia

ovulagdo qPCR qPCR qPCR
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4.2.4.2. Ultrassonografia uterina

O exame ultrassonografico foi realizado com transdutor linear de freqiiéncia de
SMHz (Pie Medical, Aquila, Esaote). Todo o tutero foi pesquisado para presenga de
acumulo de liquido nos trés momentos previamente estabelecidos e sera levado em
consideragdo o status uterino no momento da inseminacgao artificial, e assim sendo, as
éguas nao devem apresentar nenhum trago de acimulo de liquido ou achados de
citologia que indiquem um processo inflamatério instalado para que se tenha garantia de
que os animais selecionados apresentem caracteristicas fisiolégicas normais, uma vez
que a inflamagdo em questdo somente se estabelece apds a presenga dos
espermatozoides no utero e nao em decorréncia de algum possivel processo infeccioso.
As medigdes foram realizadas na area da bifurcagdo entre o corpo € 0s cornos uterinos e

a coluna de liquido mensurada de acordo com a altura que essa apresentou.

4.2.4.3. Citologia uterina

Seguidas as palpacdes retais e apds a higienizagdo da regido perineal foi
realizada a colheita da citologia uterina exfoliativa, as quais foram feitas com auxilio de
um aparelho para coleta de citologia uterina equina que tinha a fungdo de proteger a
escova ginecologica do contato com o ambiente vaginal e cervical da fémea e facilitar
sua entrada no utero. Esse procedimento foi realizado 2x, sendo que uma escova foi
mergulhada em 1 mL de RNAlater” (sigma-aldrich) em um microtubo e armazenado de
acordo com as especificagdes do fabricante a -20°C para a realizagdo do qPCR. A
segunda escova ginecoldgica foi utilizada para confec¢do das laminas e posterior analise
citolégica. As laminas foram secas ao ar e coradas em Pandtico Répido (Laborclin,
Brasil). A leitura das amostras foi feita em microscopia Optica em aumento de 1000x

(imersdo) considerando a relagdo entre o numero de neutréfilos e as células
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endometriais, sendo examinadas um total de 200 células por lamina de forma aleatoria e

o resultado expresso em porcentagem de neutrofilos.

4.2.5. qPCR

Ap6s remogao do RNAlater o RNA foi extraido das amostras com “fotal RNA
purification kit®” (Norgen Biotek Corp.) de acordo com as especificacdes do fabricante,
e posteriormente tratado com DNAse livre de RNAse “amplification grade AMPDI-
ki®” (Sigma-Aldrich) conforme instrugdes do fabricante. Para a obtencio de cDNA foi
utilizada a enzima Superscript III® (Invitrogen) de acordo com as especificacdes do
fabricante. Resumidamente, 5 uL. do RNA tratado com DNAse foi misturado a 1 uL de
“Random Primer” (250ng), 0,5 uL de dNTP (10mM) e 6,5 pL dgua nuclease free e
aquecidos a 65 °C por 5 minutos. Imediatamente ap6s os seguintes reagentes foram
adicionados: 4 uL de “Buffer first-strand 5X”, 1 uL de DTT (0,1M), 1 uL de RNAse
out (40U/mL) e 1 uL de superscript (200U/mL); a mistura foi incubada em 25 °C/5 min,
50°C/60 seg e 70°C/15 seg, o volume final de 20 uL foi estocado a - 20 °C até ser usado
para a qPCR.

A amplificagdo por qPCR dos RNAm codificantes de algumas citocinas foi
realizada com os oligonucleotideos iniciadores — primers (Sigma-Aldrich) cujas
sequencias encontram-se na Tabela 2 e previamente descritos por Garton et al. (2002).
A mistura para gPCR consistiu de 2 pL de cDNA, 10 uL de GoTaq"” qPCR Master Mix,
2X (Promega), 900 nM de cada primer para o alvo escolhido, 0,2pL de CXR Reference
Dye® (30 uM) (Promega) e dgua nuclease free para um volume final de 20 pL. B-actina,
GaPDH e G3PDH foram testados como genes enddgenos, porém, somente o mais

estavel foi utilizado (GaPDH). Cada amostra foi analisada em duplicata e o controle
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negativo foi agua nuclease free substituindo o cDNA das amostras testadas na
formulacao acima descrita. Para a realizacao da analise foi utilizado SDS 7300 (Applied
Biosystems, EUA) e as condigdes da reagdo foram as seguintes para todos alvos: 95
°C/2 min para a desnaturagdo inicial, amplificagdo em 40 ciclos de 95 °C/15 seg
(desnaturacao), 60 °C / 1 min (anelamento e extensdo), ¢ a curva de dissociacao nas
seguintes condigdes: 95 °C/15 seg, 60 °C/30 seg e 95 °C/15 seg. Os resultados da
amplificacdo foram avaliados através da curva de dissociacdo e relacionados a uma
curva-padrio (R%:0,99 e Slope: 3,52) de uma amostra previamente escolhida; dessa
forma, obteve-se a quantificacao relativa das amostras testadas (Figura 2). Para a menor
diluicao de cDNA padrao foi determinado o valor relativo de 0,1 e, seguindo a mesma
razao de dilui¢do, os outros trés pontos foram de 1, 10 e 100. O valor relativo corrigido
foi determinado pelo método da curva padrao ap6s normalizagdo com GaPDH conforme
descrito por Larionov et al. (2005) usando o software SDS version 1.2.3 (“Sequence
Detection Systems” 1.2.3 — 7300 Real Time PCR System — Applied Biosystems).

Todas as amostras que apresentaram cTs acima de 34 foram consideradas como

ndo detectadas e excluidas das analises estatisticas.
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Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacdo dos fragmentos que

codificam as proteinas alvo. Primer forward e reverse das proteinas alvo.

Primer Sequéncia 5> - 3’
IL-1B equi-F TGAAGGGCAGCTTCCAAGAC
IL-1B equi-R GGGAGAATTGAAGCTGGATGC
IL-6 equi-F CCCCTGACCCAACTGCAA
IL-6 equi-R TGTTGTGTTCTTCAGCCACTCA
IL-8 equi-F CGGTGCCAGTGCATCAAG
IL-8 equi-R TGGCCCACTCTCAATCACTCT
IL-10 equi-F GTCGGAGATGATCCAGTTTTACCT
IL-10 equi-R AGTTCACGTGCTCCTTGATGTCT
TNF-a equi-F GCTCCAGACGGTGCTTGTG
TNF-a equi-R GCCGATCACCCCAAAGTG
G3PDH equi-F GGTGGAGCCAAAAGGGTCAT
G3PDH equi-R TTCACGCCCATCACAAACAT

GaPDH equi-F
GaPDH equi-R
B-ACT equi-F
B-ACT equi-R

GGCAAGTTCCATGGCACAGT
CACAACATATTCAGCACCAGCAT
CCGGGACCTGACGGACTA
CCTTGATGTCACGCACGATT

IL= interleucinas; G3PDH, GaPDH, BACT = genes enddgenos.
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Figura 2a. Representacdo grafica da curva de amplificagdodo gene GaPDH e as dilui¢des
relativas (100;10;1 e 0,1) da amostra de referéncia.

Dissociation Curve
120

Data Type:

Derivative hd
1.00 A Detector
/m Sybr qPCR supermi: ¥
0.80 \' Tm=01°C
060 / // \
040 T

020 W E\

0.00 =
60 65 70 75 80 85 90 95

Derivative

Temperature (C)

Figura 2b. Representacdo grafica da curva de dissociagdo das amostras da curva relativa padrdo
do gene GaPDH da amostra de referéncia.
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Figura 2c. Representagdo grafica da curva padrdo da amostra de referéncia onde no eixo x
encontra-se o log da concentragio relativa e eixo y o valor de c¢T (threshold cycle), r*:0,99 ¢
Slope: 3,52 demonstrando eficiéncia de 92,3%.
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4.3. Analise Estatistica

Para os parametros medicdo da coluna de liquido acumulado na area da
bifurcagdo uterina foi realizada analise de covariancia para as respostas nos tempos 24 ¢
48 horas para estudar o efeito do plasma seminal e da inseminagao artificial no utero das
éguas, ¢ da classe das éguas (resistentes e susceptiveis), considerando a resposta no
momento 1 como varidvel auxiliar.

Para se analisar os dados obtidos a partir do exame citologico foi usado ANOVA
e depois Tukey quando houve diferenca estatitica, utilizando as medidas do momento 1
como variavel auxiliar.

Os dados da qPCR foram apresentados como medianas e variancia da expressao
de mRNA relativo dentro de cada grupo (n = 10). Diferencas entre grupos pareados
(controle versus plasma seminal e plasma seminal versus inseminagdo artificial e
controle versus inseminacao artificial) foram analisados com o teste de Wilcoxon.
Diferencas entre os grupos ndo pareados (éguas susceptiveis versus éguas resistentes a
EPPC) foram analisados com o teste de Mann-Whitney U-test. O teste de correlagao
nao paramétrico de Spearman foi utilizado para analises de correlagdo entre a expressao
do mRNA das citocinas.

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

5.1. Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)

A concentracao total de proteina presente no plasma seminal dos garanhdes
variou de 6,27 a 28,66 mg/mL, apresentando uma média de 14,24 £ 7,68 mg/mL
(Tabela 3). Considerando os resultados obtidos para todos os animais, foram detectadas
24 bandas proteicas diferentes, com peso molecular variando de 5,2 a 51,7 kDa.
Contudo, levando em conta a quantidade de banda proteica detectada por animal, houve
uma variacdo de 15 a 20 bandas por garanhao. No total, 12 bandas proteicas foram
visualizadas em todas as amostras de plasma seminal avaliadas. E importante ressaltar
que, com excecdo das bandas proteicas de 20,8 + 0,46 kDa e 16,2 + 0,30 kDa que
apresentaram uma média de 0,74 £ 0,29 pg e 0,54 += 0,01 pg de proteina,
respectivamente, as bandas proteicas ndo detectadas em todos os animais apresentaram
concentracdo proteica média abaixo de 0,5 pg. Desta forma, a nao detec¢ao de algumas
bandas proteicas pode ser atribuida ao fato de que em alguns animais essas bandas
apresentarem quantidades inferiores ao limiar de sensibilidade da técnica de coloragdo
utilizada, e ndo especificamente a auséncia completa da mesma.

Na andlise da Figura 3, ¢ possivel notar que as bandas de menor peso molecular
apresentam maior quantidade de proteina. Aproximadamente 83% da quantidade de
proteina foi detectada entre 5,2 e 23,7 kDa. A banda com maior quantidade de proteina
foi a 17,5 + 0,22 kDa com média de 4,53 £ 0,95 pg, estando presente em todos os
animais. Por sua vez, a banda com menor quantidade de proteina foi a 31,2 £+ 0,57 kDa

com 0,15 + 0,13 pg de proteina, detectada em apenas nove animais.
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Tabela 3. Concentragdo total de proteina nas amostras de plasma seminal de garanhdes

(n=15) e quantidade de proteina nas bandas proteicas de interesse (bandas 1, 2 e 3).

1 24,08 5,81 ND 1,37

2 11,03 5,02 ND 0,97

3 28,66 6,69 ND 1,75

4 6,98 4,71 ND 1,20

5 6,27 4,82 ND 1,81

6 10,42 5,70 ND 2,45

7 22,02 4,64 ND 1,78

8 8,07 3,80 0,54 2,15

9 7,12 4,38 ND 1,43

10 8,21 4,10 ND 1,13

11 20,21 3,54 ND 2,04

12 9,41 3,83 ND 1,70

13 13,30 3,91 ND 1,85

14 25,65 3,49 ND 1,57

15 12,17 3,55 ND 1,58
Média + DP 14,24 + 7,68 4,53 +£0,95 0,54 1,65 + 0,40

ND = banda proteica ndo detectada, * calculo feito com base em apenas 1 animal

As analises de SDS-PAGE revelaram a existéncia de 3 bandas proteicas dentro
do intervalo de peso molecular previamente citado na literatura para as catelicidinas

(14,9 a 19,3 kDa). Essas bandas de interesse foram nomeadas didaticamente como:
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banda 1 (17,5 £ 0,22 kDa), banda 2 (16,2 + 0,30 kDa) e banda 3 (14,8 = 0,09 kDa)
(Figura 4). A quantidade de proteina dessas bandas para cada animal esta apresentado
na Tabela 3. De forma interessante, enquanto as bandas proteicas 1 e 3 foram
localizadas em todas as amostras de plasma seminal, a banda proteica 2 foi visualizada

somente em um animal.

Peso

M‘(’:(“‘;'“ Bandas proteicas / amostra Quantidade média de proteina / banda (ug)
Da

R
e
WEER

9' i+l = 1 ot

i ]

o

51,7
50,1
48,3
47,3
45,2
41,8
40,0
37,4
32,7
31,2
285
25,9
26,0
23,7
22,0
20,8
17,5
16,2
14,8
13,8
11,4

2,1

6,3

5,2

Figura 3. Gel de eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) de amostras de plasma seminal de
garanhdes corado com Coomassie Azul 0,1% (a esquerda). Representacdo grafica da quantidade
média de proteina por banda detectada em todas as amostras de plasma seminal (2 direita).

Peso

Molecular
(kDa) Bandas proteicas / amostra |

Banda 1-17,5 kDa

Banda 2 - 16,2 kDa

Banda 3 — 14,8 kDa
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Figura 4. Localizacdo das bandas proteicas de interesse (peso molecular similar as
catelicidinas) no gel de eletroforese (SDS-PAGE) de plasma seminal equino corado com
Coomassie Azul 0,1%.

5.2. Dot-blotting — concentracio das catelicidinas no plasma seminal de garanhdées

Os resultados da quantificagdo de catelicidinas estdo apresentados na Tabela 4 e
na Figura 5. As amostras de plasma seminal dos garanhdes que apresentaram
quantidades dos peptideos alvo menores do que 10ng ou maiores do que 200ng nao
puderam ser corretamente dosadas, pois estavam fora do intervalo de confianca da curva
previamente estabelecida. Os “dots” gerados pelo controle positivo - antigeno sintético

- foram visualizados como exposto na Figura 5.
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Figura 5. Foto representativa dos “dots” gerados a partir do teste dot-blotting e seu respectivo
modo de leitura. A coluna 1 (esquerda) apresenta o antigeno sintético eCATH 3 nas
concentragdes de 10; 50; 100 e 200ng. As colunas restantes sdo os “dots” gerados a partir de
amostras de plasma seminal de 15 garanhdes selecionados.



47

Tabela 4. Concentragdo (ng/mL) das catelicidinas equinas no plasma seminal de

garanhdes obtida pelo teste de Dot-blotting.

1 25,96 69,43 283,43
2 245,58 106,27 248,47
3 9,70 <10%* <10%*
4 22,14 98,58 55,24
5 >200% 124,42 141,18
6 >200% 107,89 324,08
7 9,14 11,62 <10*
8 >200% 53,48 <10%*
9 339,60 100,55 60,12
10 51,01 67,15 236,27
11 11,11 69,14 159,07
12 >200%* 141,32 144,46
13 >200%* 20,12 252,41
14 109,74 <10* 219,31
15 >200% 48,03 240,01

* Amostras com resultados com quantidade < 10ng ou > de 200ng.
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5.3. Ultrassonografia uterina

Na avaliacdo do contetido uterino por ultrassonografia ndo foi verificada
presenca de liquido no Iimen uterino de nenhuma égua no momento 1 de avaliagao em
todos tratamentos aplicados. Além disso, foi constatado que no momento 2 nao ocorreu
diferenca estatistica (p>0,05) entre as éguas resistentes e susceptiveis. Porém, no
momento 3 as éguas resistentes apresentaram, quando comparadas as susceptiveis
(p<0,003), menor quantidade de liquido acumulado na regido da bifurcagao dos cornos
uterinos. Adicionalmente, ao se efetuar as andlises dentro de cada momento e grupo de

éguas nao foi verificada diferenga estatistica (p>0,05) (Figura 6).
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= 8,00 w73
= 6007 b b
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0,00 T T T T
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Figura 6. Média dos valores da coluna de fluido visualizado na éarea da bifurcagdo
uterina (mm) nos momentos M2 e M3 em éguas resistentes e susceptiveis a EPPC. T1,
ciclo controle; T2, ciclo com infusdo uterina de plasma seminal; T3, ciclo onde foi
realizada a inseminagdo artificial com sémen fresco diluido. M2, 24 horas apds a
infusdo de plasma seminal ou a inseminagao artificial; M3, 48 horas ap6s a infusdo de
plasma seminal ou inseminagao artificial; S, éguas susceptiveis ; R, éguas resistentes.

P etras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (p<0.05).
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Por outro lado, no ciclo controle (T1) das éguas susceptiveis foi verificado que
com o passar do tempo a redu¢do do liquido acumulado no Iimen uterino foi maior
quando comparado ao ciclo em que foi realizado a infusdo uterina de plasma seminal
(p<0,05) e ao ciclo da inseminacdo artificial (p<0,002) no qual foi verificado um leve
aumento. Entretanto, para as éguas resistentes foi verificado que a capacidade de
remog¢ao do liquido acumulado no momento 2 foi estatisticamente a mesma (p>0,05)
independentemente se foi realizada a infusdo de plasma seminal ou a inseminagdo
artificial ou ainda se o utero ndo sofreu nenhum desafio (controle). Os dados estdao

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Valores médios (mm) e porcentagem de reducdo (%) da altura da coluna de
liquido acumulado na regido da bifurcacdo uterina de éguas resistentes e susceptiveis a

EPPC do momento M2 para o M3.

Resistentes Reducao Susceptiveis Reducao

M2 M3 % M2 M3 %

T1  10,5£1,9*  0,9+0,4° 91,1 14,4+10,7  10,246,0° 26,08
T2  12,7+7.3*  1,120,5° 91,28 15,345,0°  12,7+6,5 17,0¢
T3 13,543,5°  0,9+0,4° 93,54 18,1£5,0°  18,5+6,9* -2,5°

b etras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05). P

Letras maitsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica significativa (p<0,05). T1,
ciclo controle; T2, ciclo com infusdo uterina de plasma seminal; T3, ciclo onde foi realizada a
inseminagdo artificial com sémen fresco diluido. M2, 24 horas ap6s a infusdo de plasma seminal ou a

inseminagdo artificial; M3, 48 horas apos a infusdo de plasma seminal ou inseminac¢ao artificial.
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5.4. Citologia exfoliativa uterina

A porcentagem de neutréfilos em relagdo as células endometriais nas amostras
de citologia exfoliativa uterina indica uma diferenca estatistica entre as éguas resistentes
e susceptiveis a EPPC (p<0,05) no que diz respeito a resposta neutrofilica dentro do
periodo estudado. Além disso, as interagdes do Utero com plasma seminal e do utero
com os espermatozoides seguem o mesmo padrdo para as éguas resistentes e
susceptiveis.

Vinte e quatro horas apods a indugdo da ovulagdo (M1) as €guas resistentes nao
apresentaram diferenca entre si (p=0,1246). No momento 2, o plasma seminal (T2) ndo
induziu uma migragao neutrofilica maior do que aquela observada num ciclo estral sem
cobertura (controle) (p=0,1190). Porém, quando foi realizada a inseminagdo artificial
(T3) observou-se uma maior migracao neutrofilica no utero (p<0,01) ao ser comparado
com os tratamentos 1 ¢ 2. Adicionalmente, no momento 3 nao foi observada diferenca
entre os tratamentos (p>0,05) (Figura 7A).

Para as éguas susceptiveis, no momento M1 ndo ocorreu diferenca entre os
tratamentos propostos (p=0,3498). No momento 2 a infusdo de plasma seminal ndo foi
suficiente para induzir a migracao neutrofilica, pois nao ha diferenca quando comparada
ao ciclo controle (p=0,1246), entretanto a presengca dos espermatozoides induz
realmente uma migracao de neutrofilos superior aquela vista no ciclo controle (p<0,01)
ou no ciclo onde foi realizada a infusdo uterina de plasma seminal (p<0,01). Além disso,
os resultados visualizados no momento 3 ndo mostraram diferenca entre os tratamentos
1 e 2 (p=0,0872), mas os espermatozoides induziram maior migra¢ao de neutréfilos no

utero (T1 vs T3 e T2 vs T3, p<0,01) (Figura 7B).
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Figura 7. Porcentagem de neutréfilos observados em exame citolégico ao longo do tempo
analisado para as éguas resistentes (A) e susceptiveis (B) a EPPC. T1, ciclo controle; T2, ciclo
com infusdo uterina de plasma seminal; T3, ciclo onde foi realizada a inseminagao artificial com
sémen fresco diluido. M1, 24 horas apés a inducdo da ovulagdo, M2, 24 horas apés a infusdo de
plasma seminal ou a inseminacao artificial; M3, 48 horas ap6s a infusdo de plasma seminal ou

inseminacao artificial.

A fertilidade foi aferida pela taxa de recuperacdo embrionaria no oitavo dia apds
a ovulagdo, somente foram utilizados para o experimento os ciclos estrais com uma
inseminacio artificial com um total de 1x10° de espermatozoides totais em torno de
89+4 % de motilidade total. A taxa de recuperagdo embriondria para as éguas resistentes
foi de 70% (n=10) e para as suceptiveis foi de 40% (n=10), dados utilizados para

comprovar a eficiéncia reprodutiva do Unico garanhao utilizado no experimento.

5.5. qPCR

Os genes endogenos B-actina (R* = 0,997, eficiéncia = 0,92) ¢ G3PDH (R =
0,997, eficiéncia = 0,94) foram excluidos por se apresentarem menos estaveis do que o

GaPDH na reagdo de amplificagdo. As amostras analisadas geraram curvas de

——T1
=12
T3
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amplificacio e dissociagio para o gene endégeno GaPDH (R*= 0,997, eficiéncia =
0,94) nas éguas resistentes e susceptiveis. Para todos os alvos analisados, interleucina
1B (R*= 0,999, eficiéncia = 0,93), interleucina 6 (R*= 0,999, eficiéncia = 0,94),
interleucina 8 (R2 = 0,998, eficiéncia = 0,91), interleucina 10 (R2 = 0,998, eficiéncia =
0,92) e fator de necrose tumoral alfa (R*= 0,999, eficiéncia = 1,08) foram geradas
curvas de amplificacdo e de dissociagdo seguindo a metodologia anteriormente citada.

Tanto as éguas resistentes como as susceptiveis a EPPC passaram pelos mesmos
tratamentos onde a primeira colheita (M1) foi realizada ainda durante o estro e as duas
coletas consecutivas (M2 e M3) foram realizadas apds a ovulagdo. Além do ciclo
controle (T1) foram realizadas a infusao uterina de plasma seminal (T2) e a inseminagdo
artificial (T3).

Na quantificacdo relativa da IL-1p nas éguas susceptiveis foi verificado que a
mudancga de estro (M1) para diestro (M2) ndo alterou a expressao do RNAm. Porém,
ap6s a infusdo uterina de plasma seminal foi possivel verificar um aumento na sua
expressao em M2 (p=0,0195) e M3 (p=0,0059) quando comparado ao MI.
Adicionalmente, os mesmos resultados foram visualizados quando da inseminagao
artificial, ou seja, a IL-1P teve sua expressdo aumentada ao longo do tempo quando
comparado ao M1 para o0 momento M2 (p=0,023) e para o M3 (p=0,0412). Para as
éguas resistentes, a expressdo de IL-1p diminuiu quando foi realizada a inseminagdo
artificial (M2, p=0,0087 e M3, p=0,0092) comparada ao momento 1 (Tabela 6).

Na comparagdo entre os tratamentos foi constatada uma diferenca estatistica na
expressao dessa interleucina para as éguas susceptiveis apenas no momento M2, onde a
infusdo de plasma seminal induziu um aumento (p=0,0492) e a inseminagdo artificial
um aumento ainda maior (p=0,024), contrariamente as éguas resistentes nao tiveram a

expressdo alterada devido aos tratamentos empregados (p>0,05). As éguas susceptiveis
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nao apresentam diferenga estatistica na expressao do RNAm da IL-1f no ciclo controle.
Verificou-se que as éguas susceptiveis apresentam a expressao dessa interleucina
aumentada em comparacgao as resistentes no M2 (p=0,0091) e M3 (p=0,0102) tanto para
o desafio com plasma seminal quanto para o com sémen (M2, p=0,0101 e M3,

p=0,0178).

Tabela 6. Medianas e variancia da expressdo relativa do RNAm da IL-1f nas células
endometriais de éguas susceptiveis e resistentes e os efeitos do plasma seminal e da

inseminacao artificial.

Susceptiveis Resistentes
M1 M2 M3 M1 M2 M3

1 32,5% 59,9%A 96,9°A 10,7°A 50,6°* 60,3%*

(17,4-4321) (29,7-909) (37,4-3294) (4,5-247) (1,7-86,7) (1,9-48749)
2 40* 1098 1417 11,6°4 53,44 38,7°A

(13,2-145) (18,1-37879) (15-7193) (1,3-1462) (9,7-2681) (8,3-167)
3 56,84 196¢ 157,34 13,1°%4 38,7°A 24,6°4

(24,8-449) (24,3-4544) (16,6-1943) (4,9-512) (3,1-1075) (6,14-24435)

b€ | etras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (p<0,05). ABC | etras diferentes na
mesma coluna indicam diferenga estatistica (p<0,05). T1: ciclo controle; T2: infusdo uterina de plasma
seminal; T3: inseminag@o artificial.

Nao foi verificada diferenca estatistica (p>0,05) na expressao do RNAm da IL-6
independente do contato do utero com o plasma seminal ou com sémen fresco diluido
tanto nas éguas susceptiveis como nas resistentes, com exce¢cdo de um aumento no

momento M2 para o tratamento com inseminacdo artificial nas éguas susceptiveis
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(p=0,0024). Entretanto, ao se comparar as €guas susceptiveis com as resistentes as
primeiras sempre apresentam maior expressao independente do momento avaliado tanto
para o ciclo controle (T1) (M1, p=0,0371; M2, p=0,0137; M3, p=0,0148) como para o
ciclo com infusdo de plasma seminal (T2) (M1, p=0,0136; M2, p=0,0059; M3,
p=0,0195) e para o ciclo com inseminacao artificial (T3) (M1, p=0,0279; M2, p=0,002;

M3, p=0,0098). Esses dados estdo expostos na Figura 8.
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Figura 8. Quantificagdo da expressdo relativa da IL-6 em relagdo ao GaPDH. T1, ciclo controle; T2, ciclo
com infusdo uterina de plasma seminal; T3, ciclo onde foi realizada a inseminagao artificial com sémen
fresco diluido. M1, momento 1; M2, momento 2; M3, momento 3. * Diferenga estatistica para o grupo de
égua e tratamento utilizado. A e B, letras diferentes no mesmo tratamento indicam diferenca estatistica
entre as éguas resistentes e susceptiveis.

No ciclo controle (T1) ndo foi observada diferencga significativa entre as éguas
resistentes e susceptiveis ao longo dos 3 momentos de coleta, mas ao se comparar os
dois grupos de éguas foi possivel visualizar que as éguas susceptiveis sempre tem maior

expressao do RNAm da IL-8 nos momentos M1 (p=0,003), M2 (p=0,0101) e M3

(p=0,0057) do que as resistentes.
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A infusdo uterina de plasma seminal (T2) ndo provocou alteragdo na expressao
dessa interleucina para as éguas resistentes, o contrario ocorre com as susceptiveis, onde
a presenca desse agente induz um aumento 24 horas (M2) apos a infusao (p=0,0056)
seguida por uma diminui¢ao ap6s 48 horas (M3) (p=0,026), porém ainda se mantendo
superior aquela vista no primeiro momento (p=0,0156). Além disso, comparativamente
as ¢éguas susceptiveis apresentam maior expressdo de RNAm da IL-8 quando
comparadas as resistentes em todos os momentos avaliados, M1 (p=0,039), M2
(p=0,0084) e M3 (p=0,0137).

Apo6s a inseminacdo artificial (T3) as €éguas susceptiveis tiveram uma aumento
na expressao do RNAm da IL-8 no momento M2 (p=0,0192) quando comparado ao M1,
porém no momento M3 essa expressao estava menor (p=0,0133) do que aquela vista em
M2, mas ainda maior do que em M1 (p=0,0249). Ainda para a interleucina 8, as éguas
resistentes tiveram um aumento na expressao no momento 2 (p=0,0133), o qual se
manteve praticamente constante até o momento M3. A expressao para essa interleucina
também foi maior para as €guas susceptiveis quando comparados cada momento
individualmente (M1, p=0,0057; M2, p=0,002; M3, p=0,0076).

Ao se comparar a diferenga entre os tratamentos individualmente para cada
momento de coleta ndo foi verificada a influéncia do plasma seminal ou da inseminagao
artificial na expressio do RNAm da IL-8 (p>0,05) exceto nas éguas resistentes

momento M2 quando foi feita a inseminagao artificial (p=0,0279) (Tabela 7).

Tabela 7. Medianas e variancias da expressdo relativa do RNAm da IL-8 nas células
endometriais de éguas susceptiveis e resistentes e os efeitos do plasma seminal e da

inseminagao artificial.
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Susceptiveis Resistentes
M1 M2 M3 M1 M2 M3

1 67,224 12934 28434 52,5%A 44,9°A 67,8

(7,9-668) (78,5-1169) (102-2685) (1,6-178) (7,5-366) (13,2-1208)
- 11724 229%A 1534 68,79 70,79 90,39

(9,2-283) (40,3-63659)  (28,8-14076) (41-667) (27,1-204) (25,6-223)
T3 90 257% 1524 50,894 1368 126%4

(38,2-581) (89,9-15533) (11-2176) (1,2-320) (1,7-209) (31,1-4008)

abede | otras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (p<0,05). AB Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferenga estatistica (p<0,05). T1: ciclo controle; T2: infusdo uterina de plasma
seminal; T3: inseminacgdo artificial.

Na quantificagdo relativa da expressao do RNAm da IL-10 (Figura 9) nao foi
verificada diferenga estatistica para o tratamento 1 (Controle) em nenhum momento
avaliado independente se as éguas eram susceptiveis ou resistentes. No tratamento 2,
infusdo de plasma seminal, as éguas susceptiveis ndo demonstram diferenga na
expressao de IL-10 entre os momentos avaliados, fato esse que também ocorre para as
resistentes, ainda foi verificado que o plasma seminal ndo induziu uma expressao
diferenciada entre as éguas resistentes e susceptiveis. No tratamento 3, inseminagdo
artificial, as éguas susceptiveis ndo apresentam diferenca estatistica entre os diversos
momentos, entretanto as resistentes mostram um aumento na expressao de IL-10
somente no momento M3 (p=0,019) comparado ao M1. Ao se comparar as éguas
resistentes com as susceptiveis apds a inseminagao artificial foi verificada no momento

M2 uma menor expressao nas resistentes (p=0,021).
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Figura 9. Quantificacdo da expressdo relativa da IL-10 em relacdo ao GaPDH. T1, ciclo
controle; T2, ciclo com infusdo uterina de plasma seminal; T3, ciclo onde foi realizada a
inseminacdo artificial com sémen fresco diluido. M1, momento 1; M2, momento 2; M3,
momento 3. * Diferenga estatistica para 0 mesmo tratamento em um momento especifico. A ¢
B, letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os momentos para um tratamento
especifico.

As éguas resistentes ndo apresentaram diferenca estatistica na expressao relativa
de TNF-a entre os tratamentos propostos, momentos avaliados e grupos de éguas. As
éguas susceptiveis ndo apresentaram diferenga na expressao dessa interleucina no ciclo
controle (T1) ou quando foi feita a infusdo uterina de plasma seminal (T2). Entretanto,
ainda para as éguas susceptiveis, apenas no momento M3, foi verificado um aumento
significativo na expressao de TNF-a ao se comparar o ciclo controle com o de infusao
de plasma seminal (p=0,0408) e uma diminui¢ao na comparacao do ciclo controle com
o de inseminacao artificial (p=0,0488) e do ciclo de infusdao de plasma seminal com o de
inseminacao artificial (p=0,015) (Figura 10).

Os resultados gerais da expressao relativa do RNAm das interleucinas estudadas

em relagdo aos niveis basais estdo expostas na Tabela 8.
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Figura 10. Quantificacdo da expressdo relativa do TNF-o em relagdo ao GaPDH. T1, ciclo
controle; T2, ciclo com infusdo uterina de plasma seminal; T3, ciclo onde foi realizada a
inseminacdo artificial com sémen fresco diluido. M1, momento 1; M2, momento 2; M3,
momento 3. * Diferenca estatistica entre tratamentos em um momento especifico.

Tabela 8. Comparagdo da expressao relativa do RNAm das interleucinas 1, IL-6, IL-8,

IL-10 e TNF-a as 24 (M2) e 48 (M3) horas ap6s o desafio uterino.

IL-1p IL-6 IL-8 1IL-10 TNF-a IL-1p IL-6 IL-8 IL-10 TNF-o

ST1 vs ST2 J ¢ $ ¢ ¢ ¢ $ ¢ $ ¢
ST1 vs ST3 J J U J A i l | 2 *
ST2 vs ST3 J J i i i i A A A A *
RT1 vs RT2 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
RT1 vs RT3 ¢ ¢ J‘ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
RT2 vs RT3 ¢ ¢ J ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢

* Indica diferenca significativa (p<0,05) entre as comparagdes. S: Susceptiveis e R: resistentes.
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Para conferir se a expressio do RNAm das citocinas avaliadas variam
mutuamente uma analise de correlagao foi feita entre todas elas de forma pareada em
cada momento e tratamento. Assim sendo, no tratamento 1 para o momento M1 foi
verificado uma alta correlagdo entre o aumento da expressdao IL-6 e IL-8 (r=0,82;
p=0,002) nas éguas susceptiveis e IL-8 e TNF-a (=0,88; p=0,001) e IL-10 ¢ TNF-a
(r=0,88; p=0,001) nas ¢€guas resistentes. Ainda no tratamento 1, mas dessa vez no
momento M3, para as éguas susceptiveis foi constatada uma forte correlagcdo entre I1L-6
e IL-8 (r=0,9; p<0,0001).

Quando foi aplicado o tratamento 2 somente as éguas susceptiveis mostraram
correlagdes fortes no momento M2 entre as IL-6 e IL-8 (r=0,94; p<0,0001) e IL-6 e IL-
10 (r=0,72; p=0,009) e IL-8 e IL-10 (r=0,73; p=0,008) e no momento M3 entre as IL-6 ¢
IL-8 (r=0,85; p=0,001) e IL-8 e IL-10 (r=0,77; p=0,005).

As €éguas susceptiveis que passaram por inseminagao artificial apresentaram uma
forte correlacao entre IL-6 e IL-8 (r=0,83; p=0,001) apenas no momento M1. Ja as
éguas resistentes mostraram correlagdes fortes nos 3 momentos avaliados sendo que no
momento M1 a correlagdo entre IL-6 e IL-8 (r=0,82; p=0,004) e IL-6 ¢ IL-10 (r=0,85;
p=0,002), para o momento M2 se verificou correlacdes entre IL-6 e IL-8 (r=0,72;
p=0,009) e IL-6 e IL-10 (r=0,80; p=0,002) e IL-8 e IL-10 (r=0,83; p=0,001) e ainda para

o momento M3 a correlagdo entre IL-8 e IL-10 (r=0,76; p=0,006).
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6. DISCUSSAO

6.1. Catelicidinas equinas no plasma seminal de garanhdes

Os AMPs podem influenciar processos intracelulares por interagdes com
receptores ou sinalizadores moleculares ¢ mediar os efeitos quimiotaxicos e pro-
inflamatérios (BRUHN et al., 2011). As catelicidinas atacam as células estranhas ao
individuo apresentando uma fun¢do antibacteriana (BROGDEN, 2005), fungicida
(KAVANAGH & DOWD, 2004; KOO et al., 2004) e antiviral (JENSSEN et al., 2006)
e ainda apresentam uma funcdo quimiotéxica para as cé¢lulas do sistema imune inato
além de ser responsavel pela primeira liberagao de fatores de quimiotaxia, expressao das
interleucinas pro inflamatoérias (IL-6 e IL-8) e de receptores nas células do sistema de
defesa inata do organismo hospedeiro (CHAPWANYA et al., 2009).

Viérios fatores quimiotaxicos € AMPs tém sido detectados durante a inflamagao
em muitos tecidos e 6rgaos. Dessa forma, esses peptideos apresentam func¢ao reguladora
durante a inflamag¢dao no controle da expressao das interleucinas pré inflamatorias e
podem ainda atuar de maneira direta e especifica como um fator quimiotatico na atragao
das células do sistema imune (NIYONSABA et al., 2002).

Skerlavaj et al. (2001) identificaram a presenca de eCATH-3 em secrecdes
inflamatorias indicando que esse peptideo pode também ser liberado em fluido
extracelular evidenciando sua atividade sinérgica com outras moléculas de defesa do
organismo hospedeiro. Foi verificada a presenca de catelicidinas em diversas partes do
sistema reprodutivo humano, no epididimo, associadas aos espermatozédides e no

plasma seminal, sugerindo que elas sdo importantes para a protecdo espermatica por
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contribuirem para um ambiente estéril durante a fertilizacio (MALM et al., 2000;
ANDERSON et al., 2002) e prevenirem a infec¢do apds o ato sexual (SORENSEN et
al., 2003) além de inibir a producao de biofilme do S. aureus e demonstrar baixa
citotoxicidade contra células hospedeiras apesar de nao influir na sua ligagdo com a
bactéria, podendo ainda atuar como agente antimicrobiano e no tratamento de infecgdes
cronicas (DEAN et al., 2011).

A concentragdo total da catelicidina no plasma seminal de humanos varia de 40 a
140 pg/mL (MALM et al., 2000; ANDERSON et al., 2002) e Malm et al. (2000)
constataram que esse peptideo estd presente no plasma seminal em uma concentragdo
70 vezes maior do que aquela vista no plasma e essa alta concentracao esta relacionada
com a atividade anti bacteriana observada. Uma quantidade significativa desse peptideo
esta associado aos espermatozdides humanos, enquanto os neutrofilos contém 0,627
ng/10° células (SORENSEN et al., 1997) a célula espermatica carrega consigo 0,196
ng/10° espermatozéides que oferecem prote¢do contra micro organismos durante a
fertilizagao (MALM et al., 2000).

Ao contrario do visto em humanos, no plasma seminal de garanhoes as
concentragdes das 3 catelicidinas variam em um intervalo maior, porém numa
quantidade menor. Entretanto, outra diferenca verificada em equinos € que eles possuem
3 tipos diferentes do peptideo ndo estando claro as interagdes entre eles e nem suas
fungdes individuais, talvez uma acdo em conjunto seja equivalente aquela vista em
humanos, onde a catelicidina € responsavel por aumentar a expressao de IL-8 e proteger
o utero de infecgoes.

Observacdes sugerem que enquanto o sémen de determinados garanhdes
provoca uma reacdo inflamatoria exacerbada, o de outros ¢ responsdvel por uma

resposta inflamatdria mais branda independente da égua ser ou ndo susceptivel 8 EPPC
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(TROEDSSON et al., 2000, TROEDSSON et al., 2002). Foi constatado em mulheres
que apresentaram reacdo alérgica aos espermatozoides do marido, gerando casos de
infertilidade semelhante ao que ocorre nas éguas susceptiveis, que o plasma seminal
desses homens continha concentragao 40 vezes maior da catelicidina (MALM et al.,
2000). Tracando um paralelo de equivaléncia com os humanos, apesar dos equinos
possuirem 3 tipos de catelicidinas com diferentes quantidades delas no plasma seminal,
esse peptideo pode estar diretamente envolvido na indugdo de uma inflamagdo mais

intensa e longa no tutero das éguas induzindo casos de sub fertilidade.

6.2. Expressao uterina de interleucinas

Assim como Fumuso et al. (2003) constatou-se que a expressao do RNAm da
IL-1B durante o estro foi maior para as éguas suceptiveis do que para as resistentes,
contrariamente ao que foi constatado por Woodward et al. (2013). Essa situacao se
repete durante o diestro em nesse estudo e no de Fumuso et. (2003), porém constatou-se
resultados que mostram que tanto para as €éguas resistentes como para as susceptiveis a
expressao de IL-1P aumenta no diestro contrariamente ao observado por outros autores,
fato que pode estar relacionado ao periodo distinto de colheita, posto que as colheitas
foram realizadas no inicio do diestro.

Resultados diferentes foram observados dependendo do tipo de desafio uterino,
Palm et al. (2008) ndo verificaram diferenca na expressdo da IL-1f 12 horas apos a
infusdo uterina de plasma seminal ou diluentes de sémen, concordando com
Christoffersen et al. (2010) que constatou diferenca apenas as 3 horas apds infusdo de E.
coli. Quando o desafio foi feito com espermatzoides mortos, Woodward et al. (2013)

verificou diferenca 2 e 6 horas e Fumuso et al. (2003) ndo constatou diferenga 24 horas
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apods a inseminagao tanto para as €guas resistentes como para as susceptiveis. Porém, 24
e 48 horas apés a infusao de plasma seminal as éguas susceptiveis apresentaram
aumento na expressao da IL-1p, a mesma situacao se repetiu quando o desafio foi feito
com sémen fresco diluido. Entretanto a expressdo torna-se ainda maior, embora os
resultados de Fumuso et al. (2003) indicarem que éguas susceptiveis tém maior
expressao do que as resistentes quando as amostras sao tomadas em fase mais tardia do
diestro. Ao que parece, a expressao da IL-1B ¢ diferente quando ¢ usado
espermatozdides vidveis na inseminacao artificial porque, apesar dos resultados muitas
vezes conflitantes principalmente pelas diferencas na metodologia, baseado em nossos
resultados éguas susceptiveis mantém a expressao dessa interleucina ativada por mais
tempo.

Concordando com Woodward et al. (2013) ndo foi constatada diferenca na
expressao do RNAm da IL-6 previamente ao desafio uterino tanto para as éguas
resistentes como para as susceptiveis, contrariando achados prévios uma vez que essa
expressao foi maior para as éguas suceptiveis (FUMUSO et al., 2003). Verificou-se que
a expressao de IL-6 se manteve estatisticamente inalterada nos periodos avaliados apos
a ovulagdo para os dois grupos de €guas e no diestro as éguas susceptiveis apresentaram
maior expressao do que as resistentes, fato também constatado por Fumuso et al. (2003)
com a ressalva que nesse estudo as susceptiveis tiveram menor expressdo dessa
interleucina no diestro.

Em outra situacdo, o desafio uterino com plasma seminal ou sémen fresco
diluido ndo foi capaz de induzir alteragdes na expressao da I[L-6 em ambos os grupos de
éguas com excecao feita a um aumento em sua expressao para as éguas susceptiveis 24
horas apds a inseminagdo artificial. Além disso, as éguas susceptiveis expressam mais

RNAm para IL-6 do que as resistentes sob quaisquer circunstancias. Outros trabalhos
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apresentam resultados divergentes, Palm et al. (2008) nao verificaram diferenga 12
horas apos a infusao de plasma seminal, ainda ndo se verifica diferenga ap6s 24 horas
da inseminagdo com espermatozoides mortos entre resistentes e susceptiveis e a
presenca dos espermatozoides induziu um aumento na expressao dessa interleucina nos
2 grupos de éguas (FUMUSO et al., 2003); Woodward et al. (2013) verificaram que a
expressao de RNAm para IL-6 estava aumentada as 2 e 6 horas ap6s inseminagdao com
espermatozdides mortos em éguas resistentes e susceptiveis € que ainda tinha uma
diferenca significativa entre os dois grupos, com as éguas resistentes expressando mais
RNAm do que as susceptiveis as 6 horas, mas 24 horas apds a inseminagdo esse estudo
encontrou maior expressdao do que aquela prévia ao desafio, em desacordo como os
resultados anteriormente apresentados, sendo consenso que apo6s 24 horas do desafio
nao ha diferenca entre éguas susceptiveis e resistentes.

Enquanto a IL6 ¢ considerada uma citocina pro-inflamatoria, ela também tem
fungdes de protecdo no inicio inflamacdo aguda por meio da modulacdo de outras
citocinas também pr6 inflamatorias (BARTON & JACKSON, 1993; XING et al, 1998;
DIAO & KOHANAWA, 2005). Dessa forma, na resolu¢ao da inflamacgdo aguda a IL-6
esta envolvida na transicdo da imunidade inata para a adquirida atuando sobre a
persisténcia da inflamagdo crénica (JONES, 2005). E possivel que o aumento da
expressdo do RNAm da IL-6 verificada as 24 horas apds a inseminacdo em éguas
susceptiveis reflita uma resposta pro-inflamatoria retardada, ndo assumindo seu papel
modulatério.

Na quantificagdo relativa da expressio do RNAm da IL-10 ndo foi verificada
diferenca estatistica para as éguas susceptiveis ou resistentes no estro ou no diestro,
resultado em parte semelhante ao visto por Woodward et al. (2013) anteriormente ao

desafio uterino e contrario ao que foi relatado por Fumuso et al. (2007) que verificaram
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que além das éguas susceptiveis apresentarem menor expressao dessa interleucina do
que as resistentes no estro elas também apresentaram maior expressao no diestro em
comparagao ao estro.

Apo6s a infusdo de plasma seminal as éguas susceptiveis ndo demonstraram
diferenca na expressao de IL-10 entre os momentos avaliados, o que também ocorreu
para as resistentes. Foi verificado que o plasma seminal ndo induziu uma expressao
diferenciada entre as éguas resistentes e susceptiveis. Por outro lado, a inseminagao
artificial ndo foi capaz de alterar a expressdao da IL-10 nas éguas susceptiveis e nas
resistentes, mas 24 horas apds a inseminagdo as éguas susceptiveis tinham uma
expressao maior dessa interleucina. Diferentemente do que foi verificado nesse estudo,
24 horas apoOs a inseminacdo artificial com espermatozoides mortos as éguas
susceptiveis tiveram menor expressdao de IL-10 do que as resistentes (FUMUSO et al.,
2007), resultado ndo condizente com os encontrados por Woodward et al. (2013) que
ndo encontraram diferenca nesse mesmo tempo, mas somente 3 horas apds a
inseminacao, mesmos achados mencionados por Christoffersen et al. (2010) apds a
infusdo de E. coli.

O equilibrio na resposta inflamatodria ¢ feito pelas citocinas pro-inflamatoérias
que atuam iniciando e aumentando essa resposta enquanto as anti-inflamatérias as
modulando, por isso que a IL-10 ¢é essencial na modulagdo da resposta imune e sua
deficiéncia pode levar a danos ao tecido (CYKTOR & TURNER, 2011). Neste estudo,
as éguas susceptiveis tiveram uma modulagdo da resposta imune menos definida do que
as éguas resistentes, sugerindo que estas éguas foram menos capazes de modular a
inflamacao.

As éguas resistentes e as susceptiveis ndo apresentaram diferenga estatistica na

expressdo relativa de TNF-o0, somente em 48 horas apds a infusdo de plasma seminal
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que foi constatada maior expressdao dessa interleucina para as éguas susceptiveis.
Diversos outros trabalhos apresentaram resultados semelhantes, para as éguas
resistentes Palm et al. (2008) ndo verificaram diferencas na expressao 12 horas apos a
infusdo de plasma seminal, j& Woodward et al. (2013) constataram uma expressao
aumentada 2 e 6 horas e mais baixa do que a inicial as 24 horas apos a inseminagao e
nas €guas susceptiveis nao houve diferenca. Fumuso et al. (2003) ndo verificaram
diferencas entre éguas susceptiveis e resistentes 24 horas apds a inseminac¢ao, mas no
diestro as éguas susceptiveis tinham maior expressao dessa interleucina e Christoffersen
et al. (2010) somente encontraram maior expressao de TNF-a 3 horas apds a inoculagdo
de E. coli, sendo que nos outros momentos a expressao era semelhante.

Ainda, diferente dos resultados desse estudo, Fumuso et al. (2003) constataram
que sem desafio uterino as éguas susceptiveis apresentam maior expressao do que as
resistentes no estro € no diestro e que as €guas resistentes ndo apresentaram diferenca
entre estro e diestro e que as susceptiveis tinham menor expressdao durante o diestro.
Aparentemente o TNF-a exerce sua funcdo em duas fases distantes da inflamacgao
uterina, uma mais precoce, provavelmente induzindo a liberagdo de IL-1B e a producao
das proteinas de fase aguda e de IL-6, e numa fase mais tardia modificando a resposta
imune com a parada da produgdo dessas interleucinas pré-inflamatorias.

Nossos resultados indicam que os 2 grupos de éguas ndo apresentaram diferenca
entre estro e diestro quando ndo ha desafio ao utero, mas as éguas resistentes
apresentam menor expressdo de IL-8 concordando com Woodward et al. (2013) e
parcialmente com Fumuso et al. (2007) que no estro verificaram a mesma situagdo, mas

no diestro constataram um aumento da expressdo do RNAm da IL-8 para todas as

éguas.
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A infusdo de plasma seminal ndo altera a expressdo da IL-8 para as éguas
resistentes, mas nas susceptiveis ocorre uma aumento as 24 com diminui¢do as 48
horas, mas ainda mantendo niveis mais altos do que os iniciais. Na presenca de
espermatozoides o utero responde da mesma forma, aumentando a expressao as 24 e
diminuindo as 48 horas, mas se mantendo acima dos niveis iniciais para as éguas
susceptiveis. Porém as éguas resistentes mantém a expressao aumentada as 24 e 48
horas apos a agressao, mesmo sendo inferior a observada nas susceptiveis.

Fumuso et al. (2007) constataram que na presen¢a de espermatozoides mortos
ocorre maior expressdo de IL-8 nas éguas susceptiveis no estro e no diestro e
Woodward et al. (2013) que a expressdio do RNAm da IL-8 em éguas resistentes e
susceptiveis estava aumentada logo ap6s a inseminagao retornando aos niveis basais em
24 horas e que ainda ndo houve diferencas na expressao entre as éguas susceptiveis e
resistentes, divergindo de Christoffersen et al. (2010) que verificaram aumento na
expressdo dessa interleucina apenas 3 horas da inoculacdo bacteriana e Nash et al.
(2010b) que nao verificaram diferenca na expressao de IL-8 24 horas apos a
inseminacao com sémen congelado.

Os resultados observados na citologia uterina para os PMNs no presente estudo
apontam que apOs a cobertura as éguas susceptiveis tem mais neutréfilos no limen
uterino do que as resistentes. Interessantemente, tanto as éguas susceptiveis como as
resistentes apresentaram um aumento na expressao do RNAm da IL-8 24 e 48 horas
apods a cobertura. No entanto, as éguas resistentes apresentaram um aumento menor em
relacdo as susceptiveis que ndo se traduz em aumento de neutrdfilos na citologia
uterina, ndo ficando claro o porqué dessa expressdo de RNAm da IL-8 ndo se
correlacionar diretamente com os PMNs; uma possivel explicagdo seria que as éguas

susceptiveis possuem uma regulacdo de IL-8 diferente e uma migracdo neutrofilica
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prejudicada pelas alteragdes degenerativas do tecido endometrial. Além disso, as
contragdes uterinas menos responsivas a inflamagao podem minimizar a passagem de
PMNs para o lumen uterino resultando em uma migra¢cdo mais lenta a medida que a
atividade miometrial ¢ reduzida nas éguas susceptiveis (TROEDSSON et al., 1993c;
LeBLANC et al., 1994).

A maior persisténcia de PMNs, principalmente os degenerados, pode ndo ser
uma diferenca na resposta celular, mas um resultado da inflamagao prolongada advinda
também da maior expressao das IL-8 nas éguas susceptiveis e as diferencas na
expressao das citocinas observadas entre os dois grupos de éguas ilustram as diferengas
moleculares durante a resolucdo da inflamagdo. Esses dados corroboram os achados
anteriores sobre a resposta imune local a um desafio intra uterino com espermatozoides
mortos (FUMUSO et al., 2007) e vivos (FIORATTI, 2010) e a conclusao que as éguas
susceptiveis sdo menos capazes de debelar o processo inflamatorio uterino do que as
éguas resistentes (TROEDSSON et al. 1993a; FUMUSO et al., 2006; WOODWARD et
al., 2012). No entanto, os resultados sdo conflitantes entre diversos estudos nos quais as
citocinas diferem e os momentos avaliados também.

A imunidade da mucosa pode ser caracterizada por alteragdes moleculares da
expressado de RNAm de genes relevantes para a inflamacdo melhorando nossa
compreensdo da resposta imune inata. As diferencas observadas nos perfis de expressao
de RNAm das citocinas pro-inflamatorias sugerem que as €éguas susceptiveis tém um
retorno mais lento aos niveis pré-inseminagdo, possivelmente contribuindo para os
sinais clinicos prolongados observados (ZENT et al., 1998).

As descobertas de que as éguas susceptiveis tém uma expressao génica alterada
apoiam outros dados que diferem entre éguas resistentes e susceptiveis na capacidade

para eliminar a inflamacdo apds um desafio bacteriano (TROEDSSON & LIU, 1991;
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TROEDSSON et al., 1993c; LeBLANC et al., 1994). Embora os sinais clinicos de
diferenciacdo entre as €éguas resistentes e susceptiveis ser observados por varios dias
apés a inseminacdo ¢ necessario elucidar a diferenga no tempo da resposta imune
uterina molecular entre as éguas resistentes e susceptiveis. Aparentemente a maior
expressao das intelucinas ocorreu anteriormente aos momentos observados. No entanto,
quando considerados os pontos de tempo estudados os dados sugerem que possa ser um
momento que a susceptibilidade ja tenha se desenvolvido, uma vez que ha pequenas
diferencas observadas entre as éguas susceptiveis e resistentes na expressao do RNAm
das interleucinas pro-inflamatoérias (IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a) e ndo foi verificada
diferenca na expressao da anti-inflamatéria (IL-10). Dessa forma, 24 e 48 horas apos a
inseminacdo podem ser periodos tardios para identificar a diferenga na resposta
inflamatéria, mas evidenciaram que o processo inflamatério continua ativo nas éguas
susceptiveis. Além disso, a ndo resolugdo da inflamacao induzida pela cobertura em
tempo habil pode ser devido a uma falha em mobilizar essas interleucinas inflamatorias
durante um periodo mais precoce da inflamagao resultando na sua persisténcia em éguas
susceptiveis.

Os espermatozoides sao realmente o componente do ejaculado que induz maior
inflamac¢ao, com plasma seminal modulando a resposta inflamatéria (TROEDSSON et
al., 2005; , FIALA et al., 2007), ndo por induzir uma resposta celular, mas sim por
coordenar a expressdo de algumas interleucinas pro-inflamatorias. Estudos que
utilizaram espermatozoides mortos sem plasma seminal para induzir a reagdo
inflamatoria indicaram que a presenga das células mortas induz uma resposta mais
intensa, talvez mais precoce, mas certamente mais rapida em sua resolugdo e por isso
verificaram grandes diferengas na expressdo das interleucinas. Contrariamente,

espermatozoides viaveis com plasma seminal induzem uma resposta menos diferenciada
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entre as éguas resistentes e susceptiveis e aparentemente mais branda e talvez por isso
mais duradoura, exemplificando a fungdo do plasma seminal em controlar a expressao
das interleucinas de modo a ndo deixar a inflamagdo descontroladamente agressiva
danificando o tecido uterino.

E importante determinar que as éguas sdo livres de inflamagdo antes da
cobertura porque a cronicidade pode deslocar os perfis de expressio de RNAm das
interleucinas antes da inseminagdo artificial alterando os resultados da quantificagao
relativa. Possivelmente ha um efeito residual do ciclo estral anterior pois a expressao
das interleucinas sdo numericamente diferentes, mesmo ndo sendo estatisticamente
diferente, comprovando que o status uterino varia de acordo com a agressao anterior e
uma inflamacdo molecular ainda pode estar ativa. Além disso, os dados demonstram
que 24 e 48 horas podem ser tardios para ver a resposta inflamatéria explicando as
inconsisténcias deste estudo com os trabalhos publicados anteriormente uma vez que as
éguas normais sao destinadas a resolver a inflamagao em 48 horas ¢ plausivel que as 24
horas apos o desafio os neutrofilos ndo estejam sendo ativamente recrutados e embora

ainda estejam presentes no utero (NASH et al., 2010b).

6.3. Citologia exfoliativa uterina

A IL-8 coordena o recrutamento de PMNs e outras células da imunidade inata
para o sitio inflamado (CHAPWANYA et al., 2009). A cascata das citocinas inicia o
recrutamento de células inflamatorias e € possivel que um aumento da expressao
precoce da IL-8 possa estar relacionado com o aumento dos PMNs observado neste
estudo, uma vez que a IL-8 ¢ pertencente a familia das quimiocinas (LIU et al., 1997,

TIZARD, 1998).
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O processo inflamatdrio resultante do contato dos espermatozoides com o utero
provoca alteracdes de permeabilidade dos vasos sanguineos e liberagao de fatores
quimiotaxicos que resultam em migracao de neutréfilos para o local agredido (PALM et
al, 2006), adicionalmente foi constatado nesse estudo que a ovulagdo ¢ a mudanca no
status hormonal sdo suficientes para permitir um pequeno influxo neutrofilico no utero.
Outras possiveis causas para uma migragdo neutrofilica aguda além da presenca dos
espermatozoides sdo peneumovagina, refluxo de urina para dentro do utero e produgao
excessiva de muco (LeBLANC, 2010).

A presenca de um agente agressor no utero provoca um continuo recrutamento
de neutréfilos para seu interior (LIU et al.,, 1986; TROEDSSON, 1999). Mas, no
presente estudo foi verificado que anteriormente a cobertura havia pequena presenca de
neutrdéfilos no limen uterino e apo6s a introducdo do s€émen ocorreu intensa migragao,
concordando com Troedsson et al. (2001) que sugeriram que os espermatozoides
funcionam como agentes quimiotaxicos para os PMNss.

Por outro lado, o plasma seminal ¢ um agente supressor da atividade do sistema
complemento, e por sua vez, da quimiotaxia pelos PMNs (TROEDSSON et al., 2000),
porém a limpeza uterina foi superior quando o plasma seminal estava presente na
inseminacao artificial (TROEDSSON et al., 2008). Ao ser feita a infusdo de plasma
seminal constatou-se uma migracdo menos expressiva, concordando com Palm et al.,
(2008) que mostraram que o diluente a base de leite ¢ mais quimiotaxico ao neutrofilo
que o plasma seminal. Assim sendo, pode-se confirmar uma maior migra¢ao quando da
inseminagdo artificial realizada juntamente com diluente a base de leite desnatado, ou
seja, enquanto o plasma seminal induz uma inflamag¢ao endometrial transitoéria (PALM
et al., 2008, FIALA et al., 2007) ¢ amena ele também modifica a duragdo da intensidade

da resposta imune celular ao espermatozoide, pois a duragdo da inflamagdo é mais curta
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quando o plasma seminal esta presente na dose inseminante do que quando ele ¢
removido ou substituido por diluente (TROEDSSON et al., 2002). Dessa forma, nossos
dados mostraram que o plasma seminal apresenta pouca quimiotaxia aos neutrofilos
concordando com outros estudos onde o plasma seminal demonstrou funcao anti-
inflamatéria prevenindo a fagocitose e a ligacdo com os espermatozoides vivos,
inibindo a quimiotaxia dos neutrofilos, a atividade do sistema complemento e
desvencilhando os espermatozoides das extrusdes de captura dos neutrofilos
(TROEDSSON et al., 2000; TROEDSSON et al., 2001; TROEDSSON et al., 2006;
ALAGHAMDI et al., 2004; ALGHAMDI & FOSTER, 2005) e com o avangar do ciclo
estral a presenca de neutrofilos na citologia exfoliativa diminuiu, mais rapido nas
resistentes, mas também nas susceptiveis.

Os resultados citologicos mostraram o mesmo perfil da resposta neutrofilica
entre as éguas resistentes e susceptiveis quando foi realizada uma inseminagao artificial,
concordando com relatos anteriores que também nado constataram essa diferenga (LIU et
al., 1986; WILLIAMSON et al., 1987) ou com espermatozoides mortos (Woodward et
al. 2013), em ambos estudos as éguas susceptiveis apresentarem maior quantidade de
neutréfilos em comparagao as resistentes.

Existem varios modos de interpretacdo das amostras citologicas colhidas do
utero e métodos para sua colheita. No presente trabalho foi realizada a citologia
exfoliativa e a classificacdo do processo inflamatorio foi obtida pela relagdo entre
células endometriais e neutrofilos conforme a classificagdo apresentada por Brook
(1993). Kotilainen et al. (1994) relataram que em ¢éguas resistentes ndao haviam
neutrofilos presentes na citologia obtida pela técnica de lavado uterino com pequeno
volume, mas outros autores relataram um baixo percentual de neutréfilos no mesmo tipo

de animal (NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 2000; CARD et al., 2004; FIORATTI,
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2010), indicando desacordos na competéncia da técnica. Exatamente por isso, Walter et
al. (2012) desenvolveram um estudo e demonstraram que a citologia exfoliativa ¢ o
método diagndtico mais sensivel e especifico para o exame citologico do utero da égua.
Dessa forma, no presente estudo, por citologia endometrial exfoliativa, foi constatada a
presenca de neutrofilos anteriormente a inseminagdo artificial tanto para as éguas
resistentes como para as susceptiveis. Porém, todas as €guas resistentes apresentaram
citologia compativel com o aceitavel para o estro enquanto apenas algumas das éguas
susceptiveis apresentavam, nesse mesmo periodo, mais do que 5% de neutrofilos,
indicando inflamacgao ativa, segundo Card (2005).

As éguas resistentes e as susceptiveis, mostraram um pequeno aumento de
neutrdfilos no limen uterino ap6s a ovulagdo e apds a infusao de plasma seminal, sendo
esta resposta totalmente diferente daquela apresentada apds a inseminagdo artificial.
Para éguas cobertas, o pico inflamatério apos a cobertura foi alcangado anterior a 24
horas. Nesse periodo a citologia apresentou resultado semelhante a inflamagdo ativa,
fato observado utilizando-se a técnica de lavado uterino com pequeno volume (CARD
et al., 2004) e por citologia exfoliativa (FIORATTI, 2010).

No presente experimento foi verificada alta porcentagem de neutrofilos 24 horas
apés a inseminacao artificial com diminui¢do as 48 horas nas éguas resistentes e
susceptiveis, sendo que as susceptiveis sempre mantém maior nimero de neutréfilos no
limen uterino por mais tempo. Porém, Woodward et al. (2013) verificaram que éguas
susceptiveis tiveram um aumento no nimero de PMNs no tecido endometrial 2, 6, 12 ¢
24 horas ap0ds inseminacdo artificial e que para as éguas resistentes nao houve diferenca
na infiltracdo neutrofilica, apenas uma tendéncia 2 e 6 horas apds a cobertura com

espermatozoides mortos. Além disso, foi verificada diferenca entre as éguas
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susceptiveis e resistentes as 2 e 12 horas ap6s a cobertura, fato que denota diferenca na
resposta no inicio e no final do pico inflamatério.

Eguas com evidéncia de inflamacgdo na avaliagdo citolégica e contaminagio
bacteriana apresentaram menores taxas de prenhez, apesar da pequena correlagdo entre
os testes. Ambas, citologia endometrial e cultura bacteriana sdo métodos diagndsticos
utilizados para identificar as éguas com endometrite, pois as taxas de prenhez diminuem
quanto maior a inflamacao e a infeccao. Entretanto, a citologia endometrial identificou
duas vezes mais éguas com endometrite do que a cultura bacteriana, fato similar ao
observado por Digby & Ricketts (1982), que relataram que 91% das éguas com
evidéncia clinica de endometrite persistente apresentaram citologia compativel, mas
somente 45% das amostras foi positiva na cultura (RIDDLE et al., 2007). Assim sendo,
o presente trabalho focou com maior atengcdo os achados citoldgicos nos momentos
avaliados, pois o perfil da resposta inflamatdria tracado pela citologia endometrial
exfoliativa foi semelhante para as éguas resistentes e susceptiveis a EPPC, uma vez que
a relagdo neutrofilos/células endometriais apresentou semelhante reducao ao longo do
tempo para as duas classes de éguas. Porém, ¢ importante ressaltar que o perfil
semelhante na resposta neutrofilica do ttero entre as éguas susceptiveis e resistentes,
também verificado por Woodward et al. (2013), ndo exclui o fato de que as éguas
susceptiveis sempre apresentaram essa resposta de forma exacerbada. Dessa forma, fica
explicito que a resposta imune celular no utero, relacionada aos neutréfilos, ¢ a mesma
para ambos os grupos de éguas, mas que a solu¢do desse processo difere entre os
grupos, sendo mais tardia para as éguas susceptiveis.

A analise citoldgica realizada apds inseminagdo artificial com sémen congelado
e com apenas seu diluente mostra um aumento da presenca de neutrdfilos apenas na fase

inicial do processo inflamatorio, porém a presenga de espermatozoides torna essa
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migracao para o utero mais intensa (NASH et al., 2010b), mesmo perfil de resposta
visualizado no presente estudo comparando sémen diluido com plasma seminal e com
ovulacao sem desafio uterino.

O plasma seminal ¢ considerado um modulador da inflamagdo. Os estudos in
vivo relataram um papel pro-inflamatorio do plasma seminal em comparacao ao
diluente, pois estimulou o influxo de neutrofilos para o lamen uterino (PORTUS et al.,
2005; PALM et al., 2008) e aumentou a expressao das interleucinas pré-inflamatorias
(IL-1B e IL-6). A duragdo da inflamacdo ¢ mais curta quando o plasma seminal esta
presente na dose inseminante do que quando ¢ removido ou substituido por diluente
(TROEDSSON et al., 2002). Assim, os resultados do presente estudo demonstraram que
o plasma seminal foi incapaz atuar como quimiotaxico aos neutréfilos ndo aumentando
de maneira expressiva a migracdo dessas células ao utero. O numero de PMNs
encontrado no tutero 24 horas apos a IA foi significativamente menor quando o plasma
seminal foi mantido na inseminag¢do ¢ ao se realizar uma IA somente com plasma
seminal foi detectada uma grande infiltragdio de PMNs no estrato compacto do
endométrio, porém a limpeza uterina foi superior quando o plasma seminal estava
presente (TROEDSSON et al., 2008).

Outra aparente fungao do plasma seminal seria proteger o espermatozoide de ser
fagocitado pelos PMNs. Quando as éguas sdo cobertas pela segunda vez dentro de 24
horas, o sémen da segunda IA ¢ introduzido em um ambiente inflamado que se torna
deletério a sua motilidade. Dados sugerem que o plasma seminal protege seletivamente
os espermatozoides vidveis, mas ndo os mortos, de se ligarem e serem fagocitados pelo
PMNs (TROEDSSON et al., 2000, TROEDSSON et al., 2005) e que algumas proteinas
do plasma seminal sdo ativas na protecdo e eliminacdo dos espermatozoides do tutero

porque favorecem a ligagdo dos neutrofilos aos espermatozoodides em apoptose
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(TROEDSSON et al., 2006). Dessa forma, foi comprovado por Doty et al. (2011) que o
componente proteico do plasma seminal responsavel por inibir a ligagdo neutréfilo
espermatozoide viavel favorencendo o transporte das células integras ao sitio de

fertilizagdo ¢ uma proteina chamada CRISP-3.

6.4. Ultrassonografia uterina

As éguas susceptiveis e resistentes ndo apresentaram acimulo de liquido no
limen uterino durante o estro e antes de qualquer tipo de desafio ao utero, corroborando
os achados de Bucca et al. (2008) que verificaram que algumas €guas susceptiveis nao
apresentaram essa caracteristica. Entretanto, a ovulagdo e a mudanga no status hormonal
¢ capaz, assim como o desafio do ttero com plasma seminal ou com sémen fresco
diluido, de provocar uma exsudagdo uterina em todas as éguas. Ainda, extendendo o
exame até 48 horas apos o desafio fica marcante a diferenca na limpeza do conteudo,
sendo que as éguas susceptiveis o mantém e as resistentes praticamente eliminaram todo
o liquido visivel no limen uterino.

A limpeza uterina atrasada ¢ de origem multifatorial sendo a reduzida atividade
contratil do miométrio o principal fator desencadeante (TROEDSSON & LIU, 1991).
Diversos autores constataram diferenga entre as éguas susceptiveis e resistentes quanto
a remoc¢do mecanica do conteudo uterino devido a variagdes contrateis do miométrio
(REITZENSTEIN et al., 2002; RIGBY et al., 2001; NIKOLAKOPOULOS et al.,
2000b; TROEDSSON et al., 1993c). No presente estudo foi observado no exame
ultrassonografico que as éguas susceptiveis acumulam maior quantidade de liquido no
interior do utero quando comparadas as éguas resistentes, as 24 e principalmente 48

horas apds a infusdo com plasma seminal ou inseminacao artificial.



77

O exame ultrassonografico para avaliagdo da retencao de fluido uterino ¢ uma
ferramenta muito util para o diagnéstico da endometrite podendo graduar essa
inflamagao baseada no volume e ecogenicidade (McKINNON et al., 1988). Porém,
cuidados devem ser tomados na tentativa de quantificar o acimulo do fluido uterino,
pois a manipulacdao do trato reprodutivo pode alterar os resultados (WOODWARD &
TROEDSSON, 2012; FIORATTI, 2010). Entretanto, a combinacdo do exame
ultrassonografico com o citolégico pode ser uma uma forma mais pratica e acurada de

avaliar o endométrio (CARD, 2005)
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7. CONCLUSOES

e As catelicidinas estdo presentes em diversas quantidades no plasma seminal de

garanhdes.

e As éguas resistentes demonstraram maior capacidade de remog¢do do liquido
intra uterino do que as classificadas como susceptiveis, independente se foi
realizada infusdao de plasma seminal, inseminacao artificial com sémen fresco

diluido ou se o utero nao foi desafiado.

e As ¢éguas susceptiveis mostraram que a presenga de espermatozoides no limen

uterino induz um atraso na remoc¢ao de liquido ali presente.

e A expressao relativa do RNAm da IL-1B nas células endometriais estava
aumentada nas éguas susceptiveis e ¢ induzida pelo plasma seminal e pelos

espermatozoides.

e A expressao relativa do RNAm da IL-6 nas células endometriais ¢ maior nas
éguas susceptiveis e o plasma seminal aumenta sua expressao 24 horas apos sua

infusdo.

e As éguas resistentes ndo demonstraram diferenca na expressdo relativa do
RNAm da IL-6 nas células endometriais independente de tempo ou desafio ao

utero.

e A expressao relativa do RNAm da IL-8 nas células endometriais ¢ maior nas

éguas susceptiveis.
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A presenca de espermatozoides no utero apenas aumenta a expressao relativa do
RNAm da IL-8 nas células endometriais das éguas resistentes 24 horas apds a

inseminagao artificial com sémen fresco diluido.

A expressao relativa do RNAm da IL-10 nas células endometriais ¢ semelhante

entre as éguas resistentes e susceptiveis.

O plasma seminal induz maior expressao relativa do RNAm da IL-10 nas células

endometriais das éguas suceptiveis 24 horas ap6s sua infusao.

Espermatozoides foram capazes de induzir maior expressao relativa do RNAm
da IL-10 nas células endometriais das éguas resistentes 48 horas apos a

inseminacao artificial.

O plasma seminal induz maior expressdo relativa do RNAm do TNF-a e os
espermatozoides induzem uma diminuicao as 48 horas apos o desafio em éguas

susceptiveis.

Ha uma forte correlacdo entre as interleucinas 6 e 8 nas éguas susceptiveis e 6, 8

e 10 nas éguas resistentes.
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Estudo da resposta inflamatoria pos-inseminacao artificial em éguas resistentes e
susceptiveis a endometrite persistentes pos-cobertura

Eduardo Gorzoni Fioratti', Marco Antonio Alvarenga'

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Algumas éguas apresentam uma reagdo inflamatoria apds a cobertura de modo
exacerbado e continuo agredindo o tecido uterino e diminuindo a fertilidade. O objetivo
desse estudo foi verificar e caracterizar a resposta imune uterina. O plasma seminal e o
sémen fresco diluido foram obtidos por coleta de sémen de 15 garanhdes. As éguas
foram submetidas a um ciclo estral sem desafio uterino (T1), com infusdo de plasma
seminal (T2) e inseminacdo artificial (T3). Exame ultrassonografico e citologia
exfoliativa uterina foram realizados durante 3 ciclos consecutivos aleatoriamente, 24
(M1), 48 (M2) e 72 horas (M3) apos a inducao da ovulagcdo. No momento M2 ndo foi
possivel diferenciar as éguas resistentes das susceptiveis pela citologia ou
ultrassonografia independente da infusdo com plasma seminal, inseminacgao artificial ou
da ovulacdo, mas quando héd presenca de espermatozoides no Utero a resposta
inflamatéria ¢ mais intensa. Durante o momento M3, as éguas susceptiveis
apresentaram maior volume de fluido uterino acumulado em todos os tratamentos com
menor capacidade de limpeza uterina.

Palavras-chave: Equino, endometrite, ultrassonografia uterina, citologia exfoliativa

ABSTRACT

In the equine species occurs a persistant post-breeding endometritis wich is harmfull to
the uterus and minimizes the fertility. The objective was to verify the uterine immune
response. Seminal plasma and diluted semen were obtained by semen collection of 15
stallions. Three experiments were designed to mares, during baseline (T1), after seminal
plasma infusion (T2) and artificial insemination (T3). Endometrial cytology and as well
as ultrassonographic evaluations were performed to access data during three randomly
assigned consecutive estrous cycles, 24 (M1), 48 (M2) and 72 hours (M3) after an
ovulation was induced. At M2, resistant and susceptible mares could not be separated
through cytology or ultrassonography, even though the presence of sperm strongly
stimulates uterine inflammatory reaction. At M3, susceptible mares showed higher
uterine fluid accumulation and lower uterine clearance.

Key-words: Equine, endometritis, uterine ultrassonografy, exfoliative cytology
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1. INTRODUCAO

ApOs a cobertura de uma égua ocorre uma inflamacao fisiologica e transitoria
que serve para limpeza do excesso de espermatozoides mortos e de outros
contaminantes uterinos advindos da deposicdo do s€émen. Essa inflamagdo ¢ causada
principalmente pela presenca das células espermaticas no utero e se caracteriza pela
rapida infusdo de neutrofilos uma hora apos a deteccio da presenga dos
espermatozodides e pela formac¢do de um exsudato intrauterino (Card, 2005; Troedsson
et al., 1998; Troedsson, 1999).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Colheita de sémen e preparo das doses

Foram utilizadas 10 éguas sem qualquer tipo de alteracdo anatomica no aparelho
reprodutivo, com idade inferior a 10 anos, citologia negativa para inflamagdo ativa
durante o estro, sem histérico de baixa fertilidade e sem acumulo de liquido pds TA que
persista além de 48 horas; e 10 éguas susceptiveis a endometrite persistente pods
cobertura, selecionadas pelo histérico de baixa fertilidade e com idade acima de 14
anos, citologia negativa para inflamacdo ativa durante o estro, pobre conformagado
perineal e tutero projetado na cavidade abdominal, acimulo de liquido intra-uterino e
citologia de inflamacao ativa pos IA persistente por mais de 48 horas apds a cobertura.
Imediatamente apds a remocgao da fragao gel foi realizada uma diluicdo desse s€émen na
propor¢do de 1:1 com diluidor a base de leite desnatado (Botusemen®™, Botupharma,
Brasil).

Apos essa diluicao prévia, a concentracao foi mensurada com uso da camara de
Neubauer e foi separada uma dose contendo 1 x 10° espermatozoides totais. A
motilidade espermatica foi mensurada com uma gota de 10 pL de sémen diluido
colocada em cadmara de Makler pré aquecida (100 um de profundidade) a 38°C e
avaliada por analise computadorizada (CASA, HTM — IVOS 12; Hamilton Thorne
Research, Beverly, MA) no modo ajustado para eqiiinos. Apos as analises laboratoriais
a dose inseminante foi rediluida para o volume final de 20 mL, sempre respeitando o
intervalo de concentragdo espermatica para transporte de 25 a 50 milhdes de
espermatozodides/ mL (Varner et al., 1987).

Todas as éguas tiveram seus ciclos estrais acompanhados por palpacdes retais e
ultrassonografia e randomicamente passaram pelos 3 tratamentos propostos. Um ciclo
estral fisiologico, ou seja, acompanhamento da ovulagdo sem infusdo uterina de plasma
seminal ou IA, sendo por isso considerado como ciclo controle (T1); outro ciclo com
infusdo uterina de 20 mL de plasma seminal (T2) e mais um ciclo onde foi realizada a
inseminacao artificial com 20 mL de sémen fresco diluido (T3).

Para isso, ao se detectar um foliculo de 35mm e um edema uterino de grau 2 as
éguas tiveram as ovulacdes induzidas com Img de acetato de deslorelina (I.M.) e cada
animal foi entdo inseminado ou infundido de plasma seminal apenas uma vez por ciclo
com o volume total previamente estabelecido, nos ciclos em que a ovula¢dao ndo ocorria
dentro do periodo desejado (entre M1 e M2) as colheitas eram descartadas e o ciclo
estral desconsiderado.

2.2. Momentos de coleta de material

Momento 1 (M1): 24 horas apés a indugdo da ovulagdo, ou seja, imediatamente
anterior a infusao de plasma seminal ou da IA, dependendo de qual tratamento seria
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usado no ciclo estral. Momento 2 (M2): Vinte e quatro horas apdés o momento 1.
Momento 3 (M3): quarenta e oito horas apds o momento 1.

2.3. Ultrassonografia uterina

O exame ultrassonografico foi realizado com transdutor linear de freqiiéncia de
5Mhz (Pie Medical, Aquila, Esaote). Todo o utero foi pesquisado para presenca de
acumulo de liquido nos trés momentos previamente estabelecidos e sera levado em
considera¢do o status uterino no momento da inseminagao artificial. As medi¢des foram
realizadas na area da bifurcacdo entre o corpo € 0s cornos uterinos nos momentos
propostos e os achados ultrassonograficos classificados de acordo com a altura da
coluna de liquido acumulado.

2.4. Citologia uterina

Seguidas as palpagdes retais e apds a higienizacdo da regido perineal foi
realizada a coleta da citologia uterina exfoliativa, essas foram feitas com auxilio de um
aparelho para coleta de citologia uterina equina que tinha a funcdo de proteger a escova
ginecologica do contato com o ambiente vaginal e cervical da fémea e facilitar sua
entrada no utero conforme descrito por Alvarenga e Iwana de Matos (1990). Esse
procedimento foi realizado e a escova ginecoldgica foi utilizada para confeccao das
laminas as quais secaram em temperatura ambiente e posteriormente foram coradas em
Panotico Rapido (Laborclin, Brasil). A leitura das amostras foi feita em microscopia
optica em aumento de 1000x (imersdo) considerando o numero de neutrdfilos/ células
endometriais, foram examinadas um total de 200 células por lamina de forma aleatdria
sendo essas classificadas de acordo com exposto por Nielsen (2005).

2.5. Analise Estatistica

Para os parametros medi¢do da coluna de liquido acumulado na 4rea da
bifurcagdo uterina foi realizada analise de covariancia para as respostas nos tempos 24 ¢
48 horas para estudar o efeito do plasma seminal e da inseminacao artificial no utero das
éguas, ¢ da classe das éguas (resistentes e susceptiveis), considerando a resposta no
momento 1 como varidvel auxiliar. Para se analisar os dados obtidos a partir do exame
citologico foi usado ANOVA e depois Tukey quando houve diferenga estatitica,
utilizando as medidas do momento 1 como variavel auxiliar.

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

3. Resultados
3.1. Ultrassonografia uterina

Na avaliacdo do contetido uterino por ultrassonografia ndo foi verificada
presenca de liquido no limen uterino de nenhuma égua no momento 1 de avaliagdao em
todos tratamentos aplicados. Além disso, foi constatado que no momento 2 ndo ocorreu
diferenca estatistica (p>0,05) entre as éguas resistentes e susceptiveis. Porém, no
momento 3 as éguas resistentes apresentavam, quando comparadas as susceptiveis
(p<0,003), menor quantidade de liquido acumulado na regido da bifurcagao dos cornos
uterinos. Adicionalmente, ao se efetuar as andalises dentro de cada momento e grupo de
¢guas nao foi verificada diferenga estatistica (p>0,05) (Figura 1).

Por outro lado, no ciclo controle (T1) das éguas susceptiveis foi verificado que
com o passar do tempo a redu¢do do liquido acumulado no limen uterino foi maior
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quando comparado ao ciclo em que foi realizado a infusdo uterina de plasma seminal
(p<0,05) e ao ciclo da inseminagdo artificial (p<0,002) no qual foi verificado um leve
aumento. Entretanto, para as éguas resistentes foi verificado que a capacidade de
remocdo do liquido acumulado no momento 2 foi estatisticamente a mesma (p>0,05)
independentemente se foi realizada a infusdo de plasma seminal ou a inseminagdo
artificial ou ainda se o utero ndo sofreu nenhum desafio (controle). Os dados estdao
apresentados na tabela 1.

3.2. Citologia exfoliativa uterina

A porcentagem de neutréfilos em relagdo as células endometriais nas amostras
de citologia exfoliativa uterina ndo indica uma diferenca estatistica entre as éguas
resistentes e susceptiveis a EPPC (p>0,05) no que diz respeito a resposta neutrofilica
dentro do periodo estudado. Além disso, as interagdes do utero com plasma seminal e
do utero com os espermatozdides seguem o mesmo padrdo para as éguas resistentes e
susceptiveis (p>0,05).

Isoladamente, para as éguas resistentes foi constatado que no momento 1 os
diversos tratamentos ndo apresentaram diferenca entre si (p=0,1246) e ao considerarmos
0 momento 2 também nao se pode verificar diferenga estatistica entre os tratamentos 1 e
2 (p=0,119), ou seja, o plasma seminal ndo induziu uma migra¢ao neutrofilica maior do
que aquela que aconteceria num ciclo estral sem cobertura (controle). Porém, quando
foi realizada a inseminagdo artificial (T3) o tutero tornou-se permissivo & migragdo
neutrofilica, uma vez que foi detectada diferenga estatistica (p<0,01) ao ser comparado
com os tratamentos 1 e 2. Adicionalmente, ao ser analisado o momento 3 foi verificada
a mesma situagdo do momento 2, ou seja, ndo ha diferenca entre os tratamentos 1 e 2
(p=0,1285), mas ao ser comparado ciclo controle com inseminagdo artificial (T1 vs T3,
p<0,01) ou infusdo de plasma seminal com inseminagao artificial (T2 vs T3, p<0,01) foi
detectada diferenga na migracdo neutrofilica (Figura 2A).

Conforme mencionado anteriormente, a resposta imune celular uterina a
presenca do plasma seminal ou ao sémen diluido em diluidor a base de leite desnatado
das éguas susceptiveis ¢ semelhante aquela observada nas éguas resistentes nos tres
momentos estudados, uma vez que para o0 momento 1 também ndo ocorreu diferenca
entre os tratamentos propostos (p=0,3498); para o momento 2 a infusdo de plasma
seminal ndo foi suficiente em induzir a migragdo neutrofilica, pois ndo hé diferenca
quando comparada ao ciclo controle (p=0,1246), entretanto a presenga dos
espermatozodides induz realmente uma migragdo de neutréfilos superior aquela vista no
ciclo controle (p<0,01) ou no ciclo onde foi realizada a infusdo uterina de plasma
seminal (p<0,01). Além disso, os resultados visualizados no momento 3 nao mostraram
diferenga entre os tratamentos 1 e 2 (p=0,0872), mas entre os tratamentos 1 e 3 (p<0,01)
e entre os tratamentos 2 ¢ 3 (p<0,01) foi constatada a maior presenga de neutrofilos no
limen uterino (Figura 2B).

4. DISCUSSAO

4.1 Citologia exfoliativa uterina

O processo inflamatorio resultante do contato dos espermatozoides com o Utero
provoca alteracdes de permeabilidade dos vasos sanguineos e liberagao de fatores
quimiotaticos que resultam em migragdo de neutréfilos para o local agredido (Palm et
al, 2006), adicionalmente foi constatado nesse estudo que a ovulagdo ¢ a mudanca no
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status hormonal sdo suficientes para permitir certo influxo neutrofilico para o utero.
Outras possiveis causas para uma migra¢do neutrofilica aguda além da presenca dos
espermatozdides sao peneumovagina, refluxo de urina para dentro do utero e produgao
excessiva de muco (LeBlanc, 2010).

A presenca de um agente agressor no utero provoca um continuo recrutamento
de neutrdfilos para seu interior (Liu et al., 1986; Troedsson, 1999). Mas, no presente
estudo foi verificado que anteriormente a cobertura havia pequena presenca de
neutr6filos no limen uterino e apds a introducdo do sémen ocorreu intensa migragao
deles, concordando com Troedsson et al. (2001) que sugeriram que os espermatozoides
funcionam como agentes quimiotaticos para os PMNs.

Por outro lado, o plasma seminal ¢ um agente supressor da atividade do sistema
complemento, e por sua vez, da quimiotaxia pelos PMNs (Troedsson et al., 2000),
porém a limpeza uterina foi superior quando o plasma seminal estava presente na
inseminacao artificial (Troedsson et al., 2008). Ao ser feita a infusdo de plasma seminal
constatamos uma migracdo menos expressiva, concordando com Palm et al., (2008) que
mostraram que o diluidor a base de leite ¢ mais quimiotaxico ao neutr6filo que o plasma
seminal, assim sendo, podemos confirmar uma maior migragao quando da inseminagao
artificial realizada juntamente com diluidor a base de leite desnatado, ou seja, enquanto
o plasma seminal induz uma inflamagao endometrial transitoria (Palm et al., 2008, Fiala
et al., 2007) e amena ele também modifica a duracdo da intensidade da resposta imune
celular ao espermatozoide, pois a duracao da inflamagao ¢ mais curta quando o plasma
seminal esta presente na dose inseminante do que quando ele ¢ removido ou substituido
por diluente (Troedsson et al., 2002). Dessa forma, nossos dados mostram que o plasma
seminal apresenta pouca quimiotaxia aos neutrofilos concordando com outros estudos
onde o plasma seminal demonstrou funcao anti inflamatdria prevenindo a fagocitose e a
ligagdo com os espermatozodides vivos, inibindo a quimiotaxia dos neutrdfilos, a
atividade do sistema complemento e desvencilhando os expermatozoides das extrusdes
de captura dos neutrofilos (Troedsson et al., 2000; Troedsson et al., 2001; Troesdsson et
al., 2006; Alghamdi et al., 2004; Alghamdi & Foster, 2005) e com o passar do tempo a
presenca de neutréfilos visualizados por citologia exfoliativa diminui, mais rapido nas
resistentes, mas também ocorre esse processo nas susceptiveis.

Os resultados citologicos mostram o mesmo perfil de resposta neutrofilica entre
as éguas resistentes e susceptiveis quando foi realizada uma inseminacao artificial,
concordando com relatos anteriores onde também nao foi constatada essa diferenca (Liu
et al., 1986; Williamson et al., 1987) ou com espermatozoides mortos conforme feito
por Woodward et al. (2013), sendo que em ambos estudos as €guas susceptiveis
apresentarem maior quantidade de neutr6filos em comparagda as reistentes.

Existem varios modos de interpretacdo das amostras citologicas coletadas do
utero e métodos para sua coleta. No presente trabalho foi realizada a citologia
exfoliativa e a classificacdo do processo inflamatorio foi obtida pela relagdo entre
células endometriais e neutrofilos conforme a classificagdo apresentada por Brook
(1993). Kotilainen et al. (1994) relataram que em éguas resistentes nao haviam
neutrofilos presentes na citologia obtida pela técnica de lavado uterino com pequeno
volume, mas outros autores relataram um baixo percentual de neutr6filos no mesmo tipo
de animal (Card et al., 2004; Nikolakopoulos & Watson, 2000; Fioratti, 2010),
indicando desacordos na competéncia da técnica. Exatamente por isso, Walter et al.
(2012) desenvolveram um estudo e demonstraram que a citologia exfoliativa ¢ o método
diagnotico mais sensivel e especifico para o exame citologico do ttero da égua. Dessa
forma, no presente estudo, por citologia endometrial exfoliativa, foi constatada a
presenca de neutrofilos anteriormente a inseminagdo artificial tanto para as éguas



108

resistentes como para as susceptiveis. Porém, todas as €guas resistentes apresentaram
citologia compativel com o aceitavel para o estro enquanto apenas algumas das éguas
susceptiveis apresentavam, nesse mesmo periodo, mais do que 5% de neutrofilos,
indicando inflamagao ativa, segundo Card (2005).

As éguas resistentes e as susceptiveis, mostram um pequeno aumento de
neutr6filos no lumen uterino apos a ovulagdo e apods a infusdo de plasma seminal, sendo
esta resposta totalmente diferente daquela apresentada apds a inseminagdo artificial.
Para éguas cobertas, o pico inflamatdrio apds a cobertura ¢ alcancado anteriormente a
24 horas, nesse periodo a citologia apresenta resultado semelhante a inflamacao ativa,
fato observado utilizando-se a técnica de lavado uterino com pequeno volume (Card et
al., 2004) e por citologia exfoliativa (Fioratti, 2010), nesse experimento foi verificada
alta porcentagem de neutrofilos 24 horas apos a inseminacao artificial com diminuig@o
as 48 horas nas éguas resistentes e susceptiveis, sendo que as susceptiveis sempre
tendem a manter maior nimero de neutr6filos no limen uterino por mais tempo. Porém,
Woodward et al. (2013) verificaram que éguas susceptiveis tiveram um aumento no
nimero de PMNs no tecido endometrial 2, 6, 12 e 24 horas apo6s inseminagao artificial e
que para as €guas resistentes ndo houve diferencga na infiltragao neutrofilica, apenas uma
tendéncia 2 e 6 horas apos a cobertura com espermatozoides mortos. Além disso, apenas
foi vista diferenga entre as éguas susceptiveis e resistentes as 2 e 12 horas apds a
cobertura.

Eguas com evidéncia de inflamacgdo na avaliagdo citoldgica e contaminagio
bacteriana apresentaram menores taxas de prenhez, apesar da pequena correlagdo entre
esses testes. Ambas, citologia endometrial e cultura bacteriana sdao métodos
diagnosticos utilizados para identificar as éguas com endometrite, pois as taxas de
prenhez diminuem quanto maior a inflamag¢do e a infeccdo (Riddle et al., 2007).
Entretanto, a citologia endometrial identificou duas vezes mais éguas com endometrite
do que a cultura bacteriana, fato similar ao observado por Digby & Ricketts (1982), que
relataram que 91% das éguas com evidéncia clinica de endometrite persistente
apresentaram citologia compativel, mas somente 45% das amostras foi positiva na
cultura. Assim sendo, o presente trabalho focou com maior atengdo os achados
citologicos nos momentos avaliados, pois o perfil da resposta inflamatoria tragado
através da citologia endometrial exfoliativa foi semelhante para as éguas resistentes e
susceptiveis a EPPC, uma vez que a relacao neutréfilos/células endometriais apresentou
semelhante reducdo ao longo do tempo para as duas classes de éguas. Porém, devemos
deixar claro que o perfil parecido da resposta neutrofilica do utero entre as éguas
susceptiveis e resistentes, também verificado por Woodward et al. (2013), nao exclui o
fato de que as éguas susceptiveis sempre apresentam essa resposta de forma exacerbada,
dessa forma fica explicito que a resposta imune celular no ttero, relacionada aos
neutrofilos, ¢ a mesma para ambos os grupos de éguas, mas que a solucdo desse
processo que difere entre elas, sendo mais tardia para as éguas susceptiveis.

Nash et al. (2010b) verificaram que na citologia as 8, 16 e 24 hs apds a IA com
semen congelado ou com diluidor com gema de ovo os neutrofilos aumentam e somente
apos 24 hs que tem sua presenga no lumen uterino dimiuida ndo importando o tipo de
material inoculado no utero, mas na presenga de espermatozoides essa migragcdo ¢
sempre em maior quantidade, mesmo perfil de resposta visualizado em nosso estudo
comparando sémen com plasma seminal e com ovulagdo controle.

Plasma seminal ¢ considerado como modulador da inflamagdo. Os estudos in
vivo relatam um papel pro-inflamatério do plasma seminal em comparagdo com
diluidor de s€émen porque o plasma seminal estimulou o influxo de neutréfilos para o
limen uterino (Portus et al., 2005). Por outro lado, ensaios in vitro demonstraram que o
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plasma seminal tem funcao anti inflamatoria prevenindo a fagocitose e a ligagdao com os
espermatozdides vivos, inibindo a quimiotaxia dos neutrofilos, a atividade do sistema
complemento e desatando os expermatozoides das extrusdes de captura dos neutrofilos
(Troedsson et al., 2000; Troedsson et al., 2001; Troesdsson et al., 2006; Alghamdi et al.,
2004; Alghamdi & Foster, 2005). O cultivo de explantes ndo ajudou a explicar as
caracteristicas pro-ou anti-inflamatdrio contrastantes do plasma seminal observados
pelo método in vitro ou em estudos in vivo. No modelo de explante, o equilibrio dos
efeitos pro e anti inflamatérias do plasma seminal podem favorecer as vias pro-
inflamatérias porque uma circulagdo periférica ndo estava presente e por isso os efeitos
anti-inflamatorios sobre neutr6filos e do complemento ndo estavam ativados. RNAm da
IL-8 foi expresso pelo grupo controle e tratado 24 h apds o desafio com o esperma, no
entanto, a expressao ndo se alterou apds o desafio (Nash et al., 2010a)

Discordando dessa informacdo, Palm et al. (2008) verificaram que além de
provocar grande infiltracdo neutrofilica no endométrio, o plasma seminal ainda ¢
responsavel por aumentar a expressao das interleucinas pro-inflamatorias (IL-18 e IL-
6). A duragdo dessa inflamagdo ¢ mais curta quando o plasma seminal estd presente na
dose inseminante do que quando ele ¢ removido ou substituido por diluente (Troedsson
et al., 2002), nossos resultados demonstram que o plasma seminal foi incapaz de ser
quimiotaxico aos neutrofilos. O nimero de PMNs encontrado no utero 24 horas apods a
IA foi significativamente menor quando o plasma seminal foi mantido na inseminagao.
Ao se realizar uma IA somente com plasma seminal foi detectada uma grande
infiltracdo de PMNs no estrato compacto do endométrio, porém a limpeza uterina foi
superior quando o plasma seminal estava presente (Troedsson et al., 2008).

Outra aparente funcdo do plasma seminal seria proteger o espermatozoide de ser
fagocitado pelos PMNs. Quando as éguas sdo cobertas pela segunda vez dentro de 24
horas, o sémen da segunda IA ¢ introduzido em um ambiente inflamado que se torna
deletério a sua motilidade. Dados sugerem que o plasma seminal protege seletivamente
os espermatozdides vidveis, mas ndo os mortos, de se ligarem e serem fagocitados pelo
PMNs (Troedsson et al., 2000, Troedsson et al., 2005) e que algumas proteinas do
plasma seminal sdo ativas na protecdo e eliminacdo dos espermatozoides do utero por
que favorecem a ligacao dos neutrofilos aos espermatozdides em apoptose (Troedsson
et al., 2006).

Observacdes sugerem que enquanto o sémen de determinados garanhdes
provoca uma reagdo inflamatoria exacerbada, o de outros ¢ responsdvel por uma
resposta inflamatdria mais branda independente da égua ser ou nao susceptivel a EPPC
(Troedsson et al., 2000, Troedsson et al., 2002).

4.2 Ultrassonografia uterina

As éguas susceptiveis e resistentes ndo apresentaram acumulo de liquido no
limen uterino durante o estro e antes de qualquer tipo de desafio ao utero, corroborando
os achados de Bucca et al. (2008) que vislumbrou que um sub grupo de éguas
susceptiveis realmente ndo apresenta essa caracteristica. Entretanto, a ovulagdo e a
mudan¢a no status hormonal é capaz, assim como o desafio do utero com plasma
seminal ou com sémen fresco diluido, de provocar uma exsudacdo uterina em todas as
¢guas. Ainda, extendendo o exame até 48 hs apds o desafio fica marcante a diferenga na
limpeza desse conteudo, onde as ¢€guas susceptiveis o mantém e as resistentes
praticamente eliminaram todo o liquido visivel no lumen uterino.

A limpeza uterina atrasada ¢ de origem multifatorial sendo a reduzida atividade
contratil do miométrio o principal fator desencadeante (Troedsson & Liu, 1991).
Diversos autores constataram diferenga entre as éguas susceptiveis e resistentes quanto
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a remog¢ao mecanica do contetido uterino devido a variagdes contrateis do miométrio
(Reitzenstein et al., 2002; Rigby et al., 2001; Nikolakopoulos et al., 2000b; Troedsson et
al., 1993c). No presente estudo foi observado no exame ultrassonografico que as éguas
susceptiveis acumulam maior quantidade de liquido no interior do utero quando
comparadas as éguas resistentes, as 24 e principalmente 48horas apds a infusdo com
plasma seminal ou inseminagao artificial.

O exame ultrassonografico para avaliagdo da retencao de fluido uterino ¢ uma
ferramenta muito util para o diagnostico da endometrite podendo graduar essa
inflamacao baseada no volume e ecogenicidade (McKinnon et al., 1988). Porém,
cuidados devem ser tomados na tentativa de quantificar o acimulo do fluido uterino,
pois a manipulagdo do trato reprodutivo pode alterar os resultados (Woodward &
Troedsson, 2012; Fioratti, 2010). Entretanto, combinando o exame ultrassonografico
com a o citologico podemos ter uma via mais pratica e acurada do estado do endométrio
(Card, 2005).

Em conclusao, as éguas resitentes e susceptiveis exibem o mesmo acumulo de
liquido no limen uterino 24 horas independente se foi realizada infusdo de plasma
seminal, inseminagao artificial com sémen fresco diluido ou se o utero nao foi desafiado
e demonstraram maior capacidade de remog¢dao do liquido intra uterino 48 horas o
desafio. As éguas susceptiveis mostraram que a presenca de espermatozéides no limen
uterino induz um atraso na remocdo de liquido ali presente. A citologia exfoliativa
uterina das éguas resistentes e susceptiveis tem o mesmo perfil de resposta neutrofilica.
As éguas susceptiveis apresentaram maior expressdo de interleucinas pré inflamatorias,
mas a expressao da anti inflamatoria ¢ semelhante ao das resistentes. Dessa forma,
deve-se realizar um estudo para investigar uma fase mais precoce da resposta
inflamatoria uterina.

Tabela 1: Valores médios (mm) e porcentagem de reducdo (%) da altura da coluna de
liquido acumulado na regido da bifurcagdo uterina de éguas resistentes e susceptiveis a
EPPC nos momentos 2 e 3.

Resistentes Redugao Susceptiveis Redugao

M2 M3 % M2 M3 %

Tl 10,5£1,9°  0,940,4° 91,1% 14,4+10,7*  10,2+6,0* 26°
T2 12,747,3*  1,140,5° 91,24 15,3£5,0°  12,746,5* 17¢

T3 13,5£3,5*  0,940,4° 93,54 18,1£5,0°  18,5+6,9* 2,5

" 1 etras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa (p<0.05). ABCDT etras
diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05). T1, ciclo controle; T2,
ciclo com infusdo uterina de plasma seminal; T3, ciclo onde foi realizada a inseminagdo artificial com
sémen fresco diluido. M2, momento 2; M3, momento 3.
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Figura 1: Média dos valores da coluna de fluido visualizado na area da bifurcacdo uterina (mm) nos
momentos M2 e M3 em éguas resistentes e susceptiveis a EPPC. T1, ciclo controle; T2, ciclo com infusdo
uterina de plasma seminal; T3, ciclo onde foi realizada a inseminac@o artificial com sémen fresco diluido.
RM2, éguas resistentes no momento 2; SM2, éguas usceptiveis no momento 2; RM3, éguas resistentes no
momento 3; SM3, éguas susceptiveis no momento 3. b [ etras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa (p<0.05).
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Figura 2: Porcentagem de neutréfilos observados em exame citolégico ao longo do tempo
analisado para as éguas resistentes e susceptiveis a EPPC. T1, ciclo controle; T2, ciclo com
infusdo uterina de plasma seminal; T3, ciclo onde foi realizada a inseminacgéo artificial com
sémen fresco diluido. M1, momento 1; M2, momento 2; M3, momento 3.



