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RESUMO

COSTA, Lorraine Marcele Lopes da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, novembro de
2022. Avaliacido da resposta inflamatodria uterina em jumentas e éguas inseminadas com
sémen criopreservado de asininos. Orientadora: Yamé Fabres Robaina Sancler da Silva.

Existe um grande interesse no fomento da criacdo e reprodugdo asininos e seus hibridos na
equideocultura mundial. No entanto, essa espécie vem sendo ameacgada de extin¢ao em diversos
paises, devido a atividade crescente de abate clandestino que tem por objetivo a comercializagdao
de subprodutos, como a pele. Estudos voltados para criopreservacdo do s€émen de jumentos
mostraram bons resultados quanto a viabilidade espermdtica, no entanto, a capacidade de
concepcdo das jumentas com esse s€men € baixa, alcancando indices que variam de 0% a 11%.
Em contrapartida, em estudos com éguas, o uso do sémen asinino criopreservado mostrou
resultados superiores na taxa de fertilidade (33-53%). Diversos estudos buscaram elucidar os
resultados negativos desta biotécnica na espécie asinina, como o efeito toxico dos crioprotetores
e a congelabilidade do sémen asinino. O processo de congelamento do sémen, que submete os
espermatozoides a grandes variacdes de temperatura, associado a remocdo de componentes
imunomodulatérios do plasma seminal e a incorporagdo de crioprotetores, como o glicerol, sao
fatores que podem contribuir para o insucesso dessa biotécnica na espécie asinina, mas nao
explicam as diferencas no indice de concep¢do em comparacio as fémeas equinas. A resposta
inflamatdria do utero ao entrar em contato com o s€émen congelado pode diferir entre éguas e
jumentas e pode ser causa da reducdo da taxa de prenhez na espécie asinina. Assim, é necessdrio
compreender melhor os mecanismos envolvidos no processo inflamatério nas duas espécies
apods inseminacgao, a fim de estabelecer as diferencas que podem explicar as diferencas nas taxas
de concepcao. Nesse sentido, o presente estudo tem como objetivo avaliar e comparar o
processo inflamatdrio uterino nas jumentas e éguas inseminadas com sémen asinino

criopreservado.

Palavra-chave: Endometrite. Citologia endometrial. Eosinéfilos. Polimorfonucleares. Fluxo

sanguineo. Proteinas de fase aguda.



ABSTRACT

COSTA, Lorraine Marcele Lopes da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November 2022.
Evaluation of uterine inflammatory response in jennies and mares inseminated with
cryopreserved donkey sémen. Adviser: Yamé Fabres Robaina Sancler da Silva.

There is great interest in fostering the breeding and reproduction of donkeys and their hybrids
in equine breeding worldwide. However, this species has been threatened with extinction in
several countries, due to the growing activity of clandestine slaughter to commercialization of
by-products, such as the skin. Studies about cryopreservation of donkey semen have shown
good results regarding sperm viability, however, the ability of jennies to conceive with this
semen is low, reaching rates ranging from 0% to 11%. In comparission, in studies with mares,
the use of cryopreserved donkey semen showed superior results in the fertility rate (33-53%).
Several studies have sought to elucidate the negative results of this biotechnique in the donkey
species, such as the toxic effect of cryoprotectants and the freezability of donkey semen. The
semen freezing process, which subjects the spermatozoa to large temperature variations,
associated with the removal of immunomodulatory components from the seminal plasma and
the incorporation of cryoprotectants, such as glycerol, are factors that may contribute to the
failure of this biotechnique in the asinine species, but they do not explain the differences in
conception rate compared to equine females. The inflammatory response of the uterus once it
contacts to frozen semen may differ between mares and jennies and may be the cause of reduced
pregnancy rates in asinine species. Thus, it is necessary to better understand the mechanisms
involved in the inflammatory process in both species after insemination, in order to establish
the differences that may explain the divergence in conception rates. In this sense, the present
study aims to evaluate and compare the uterine inflammatory process in jennies and mares

inseminated with cryopreserved donkey semen.

Keywords: Endometritis. Endometrial cytology. Eosinophils. Polymorphonuclear. Blood flow.
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1. INTRODUCAO

A equideocultura ocupa papel relevante dentro do complexo do agronegdcio brasileiro.
Nesse cendrio, hd um crescente interesse pelos asininos e seus hibridos, principalmente no
fomento da criacdo e reproducdo desses animais. No entanto, nos ultimos anos o nimero de
individuos diminuiu substancialmente devido principalmente ao avanco dos meios tecnolégicos
e substituicdo desses animais pela mecanizacdo rural (SALLES ef al., 2013). A atividade
crescente de abate, motivada principalmente pelo interesse da inddstria farmacé€utica chinesa
na produgdo do Ejiao feito a partir da pele de jumento (GAMEIRO et al., 2021), coloca em
risco a espécie em todo o mundo, uma vez que a taxa de reproducdo desses animais em larga
escala ainda apresenta entraves.

Estudos sobre a diversidade genética sdo desenvolvidos, no intuito de preservar e
conservar as ragas asininas ameagadas de extin¢gdo no Brasil (ALMEIDA, 2009). Por isso, nos
ultimos anos, a incorporagdo das biotecnologias dentro da reproducdo da espécie asinina, por
meio de técnicas consagradas aplicadas a espécie equina, possibilitou acelerar o ganho e a
dispersdo genética dos asininos, a fim de abrir portas para o mercado de producdo e
comercializacdo de asininos e muares de alto valor genético. Dentre elas estd a criopreservagao
do sémen, que tem como finalidade a preservacdo de material genético por longo periodo de
tempo, possibilitando a criacdo de um banco de recursos genéticos. Os estudos voltados para
criopreservacdo do s€émen de jumento mostraram bons resultados para a congelabilidade, uma
vez que obtiveram boa viabilidade e motilidade espermdtica nos pds descongelamento (ROTA
et al., 2008; SABATINI et al., 2014).

No entanto, a capacidade de concep¢ao das jumentas com s€men congelado de jumentos
foi baixa, em comparacdo com as éguas (VIDAMENT et al., 2009; CANISSO et al., 2011).
Oliveira et al. (2006) e Vidament et al. (2009) obtiveram resultados insatisfatérios de 0% (0/53)
e 11% (4/38), respectivamente, na taxa de prenhez de jumentas inseminadas com s€émen asinino
criopreservado. No entanto, em estudos com éguas, o uso do sémen asinino criopreservado
mostrou resultados superiores na taxa de fertilidade (33-53%) (OLIVEIRA et al., 2016).

Existem muitas linhas de pesquisa que almejam elucidar os resultados negativos desta
biotécnica na espécie asinina. Um dos fatores que podem contribuir para tais resultados pode
ser o proprio processo de congelamento que submete os espermatozoides a grandes variagdes
de temperatura, além da remoc¢do de componentes imunomodulatérios do plasma seminal, que
inferem na viabilidade do sémen, sobretudo o de jumentos (VIDAMENT et al., 2009). Os

crioprotetores que sao incorporados no congelamento do s€men podem induzir uma reacao de
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hipersensibilidade uterina, principalmente o glicerol (PALMER, 1984). Vidament et al. (2002),
Ball e Vo (2001), Montavani et al. (2002), Squires et al. (2004), Alvarenga et al. (2005) e
Vidament et al. (2009) propuseram a substitui¢ao do glicerol por outros crioprotetores, como a
dimetilformamida (DMF) e o etilenoglicol, obtendo resultados varidveis.

Além de todos esses fatores, a resposta uterina ao s€men congelado pode diferir entre
éguas e jumentas, tornando-se uma hipétese a ser considerada (MIRO et al., 2017). Fatores
inerentes a resposta inflamatdria uterina em jumentas, pode ser causa da reducdo da taxa de
prenhez com o uso do sémen criopreservado, sendo necessiario compreender melhor os
mecanismos do processo inflamatério nas duas espécies. Nesse sentido, o presente estudo tem
como objetivo avaliar e comparar o processo inflamatério uterino, entre jumentas e éguas

inseminadas com sémen criopreservado de asininos.

2. Revisao de Literatura

2.1 Sistema Reprodutor da Egua x Jumenta

De forma geral, a anatomia dos 6rgdos reprodutores das fémeas equideas € similar,
divergindo sobretudo no tamanho e dimensdes dos Orgdos e estruturas, os quais sao
proporcionais ao tamanho de cada espécie (RENNER-MARTIN et al., 2009). Ele dispde de
barreiras naturais, com mecanismos de defesa fisicos, mecanicos e celulares, cuja funcao é
proteger o ambiente uterino. As barreiras fisicas envolvem as estruturas mais caudais do sistema
reprodutivo, dentre elas a vulva, o esfincter vestibulo-vaginal e a cérvix (HAFEZ e HAFEZ,
2004).

A vulva € a primeira barreira de protecdo e é a porcdo terminal do aparelho genital,
formada pelos labios vulvares que se unem nos cantos dorsal e ventral; a boa coaptacdo dos
labios vulvares impede a entrada de sujidades e contaminantes, prevenindo as infec¢des
uterinas. Cranialmente a comissura ventral da vulva localiza-se o clit6ris, o qual € o 6rgao
homologo rudimentar a glande do pénis (LEISER, 1999; HAFEZ e HAFEZ, 2004).

O vestibulo € o assoalho da vagina na sua porcao mais caudal e nela se encontra o
orificio uretral externo, seu comprimento varia de 10-12 cm nas éguas e nas jumentas
(BLANCHARD et al., 2003; RENNER-MARTIN et al., 2009) com inclinacao ventralmente a
abertura da vulva. Também € responsavel pela produgdo glandular (Glandulas de Garter e
vestibulares) do trato reprodutor posterior. A delimitacao entre o vestibulo e a vagina se d4 pela
presenca da prega vestibulo-vaginal, que protege a vagina cranial a entrada de microrganismos

(BLANCHARD et al., 2003).
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A vagina € o 6rgdo copulatério tendo um papel importante também como o canal do
parto. E uma estrutura tubular, fibromuscular que se estende da cérvix a vulva, com cerca de
15 a 20 cm de comprimento na égua (LEISER, 1999) e 9,5 cm nas jumentas (RENNER-
MARTIN et al., 2009). Em ambas espécies, a parte cranial da vagina, que circunda a
proeminéncia do colo do udtero, forma um espaco anular, denominado férnix (BLANCHARD
et al., 2003; HAFEZ e HAFEZ, 2004; RENNER-MARTIN et al., 2009).

A cérvix ou colo uterino é um esfincter tubular que se projeta na vagina e separa o ttero
da vagina. O limen da cérvix é denominado canal cervical, formada longitudinalmente por
camada muscular circular bem desenvolvida que contém fibras eldsticas. Nas éguas, seu
comprimento varia entre 5 e 7,5 cm (BARONE, 1978; GINTHER, 1992; LEISER, 1999) e nas
jumentas 4,5 a 8,0 cm (MOREAU, 1958; VENDRAMINI et al., 1998; RENNER-MARTIN et
al., 2009), a mucosa possui pregas longitudinais continuas com as pregas uterinas e seu epitélio
¢ formado por células produtoras de muco (BLANCHARD et al., 2003). A estrutura anatdmica
da cérvix da jumenta se diferencia pelo canal cervical ser um seguimento longitudinal tortuoso,
mais flexivel e de menor didmetro (GUINTARD et al., 1996; VENDRAMINI et al., 1998).

As jumentas, assim como as éguas, possuem utero do tipo bicorno, com fusdo
intercornual alta, no qual os cornos sdo mais curtos € o corpo uterino bem desenvolvido,
apresentando-se em formato de “T” (DYCE, 1996). Os cornos se encontram dentro da cavidade
abdominal e divergem lateralmente sendo suspensos pelos ligamentos largos na parede dorsal
do abdomen; o comprimento dos cornos na espécie asinina e equina variam de 6,5 a 13 cme
cerca de 25 cm, respectivamente (LEISER, 1999). Comparado a égua, o corpo do ttero das
jumentas € em média 13 cm mais curto, situando-se parte em regido de pelve e parte dentro do
abdomen (RENNER-MARTIN ez al., 2009); na égua o comprimento do corpo uterino varia
entre 18 a 20 cm, enquanto na jumenta varia de 4,5 a 7,5 cm. Em ambas as espécies, o utero
apresenta formato quase cilindrico, ligeiramente aplainado dorso-ventralmente, comunicando-
se caudalmente com a vagina por intermédio da cérvix. Sua principal fungdo € ser local para o
desenvolvimento gestacional, mas também realiza o transporte de espermatozoides até o
oviduto e participa da producdo hormonal na regulacdo do sistema reprodutivo (GUINTARD
et al., 1996).

Histologicamente o ttero € constituido pelas camadas serosa, muscular e endométrio. A
camada muscular é formada por duas camadas de musculo liso (interna circular e externa
longitudinal) importantes para a contracdo uterina. O endométrio possui epitélio colunar

simples parcialmente ciliado e uma lamina prépria contendo glandulas secretoras, responsaveis
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pela producdo de conteddo que funciona como barreira a agentes contaminantes € como
reservatorio de espermatozoides durante o transporte espermatico (BLANCHARD et al., 2003).

As tubas uterinas ou ovidutos sdo estruturas tubulares, pequenas, responsaveis pela
captacdo do ovdécito no momento da ovulagdo, é o local de fertilizagdo, além de ser um
reservatério espermatico (DYCE, 1996; HAFEZ e HAFEZ, 2004). E composta pelas regides
de infundibulo (regido mais préxima do ovdrio, que possui fimbrias para captacdo do ovdcito),
ampola (porcao intermedidria, no qual ocorre a fecundacdo, na sua ligacdo com o istimo) e o
istmo (porcdo mais préxima do corno uterino, que se liga a ele pela juncdo tubdrica). As
camadas que constituem as tubas uterinas sdo a serosa, a muscular e a mucosa, essa dltima, por
sua vez possui uma camada de lamina prépria e uma epitelial constituida por epitélio cilindrico
pseudoestratificado ciliado, com células secretoras ndo ciliadas, células intercalares e basais
(BLANCHARD et al., 2003; HAFEZ e HAFEZ, 2004). Elas variam em sua propor¢cao e
tamanho de um segmento para outro do oviduto e de acordo com fase do ciclo estral (SILVA,
2020).

Os ovdérios sdo estruturas circulares, pares, suspensos pelo ligamento suspensorio e
localizados caudolateral ao rim, sendo o ovério esquerdo mais caudal que o direito. Eles sdo
responsaveis pela fung¢do exdcrina (producdo de gametas) e enddcrina (producdo de
hormonios). Possuem uma divisao estrutural no qual a regido medular € constituida por vasos
sanguineos, linfiticos e nervos e o cdrtex, que contém foliculos em diferentes estdgios de
desenvolvimento, corpos liteos, hemorragicos, foliculos atrésicos e corpos albicans (HAFEZ
e HAFEZ, 2004; SILVA, 2020). O ovario das fémeas equideas caracteriza-se pela inversao
entre essas duas regides, que ocorre a partir do sétimo més de desenvolvimento fetal, o que
configura a regido de cortex estar no centro do 6rgdo e a regidao medular, em sua periferia
(LEISER, 1999; RENNER-MARTIN et al., 2009). Essa inversao resulta na formag¢do de uma
estrutura denominada fossa de ovulagdo, o qual € o local especifico de ruptura do foliculo pré-
ovulatorio (BLANCHARD et al., 2003).

Tanto na égua quanto na jumenta, as estruturas foliculares sdo palpaveis a partir de 15
mm de didmetro. No entanto, nas éguas esses foliculos poder alcancar 40 a 60 mm nos
momentos antecedentes a ovulacdo (LEISER, 1999). J4 nas jumentas, os foliculos podem
apresentar diametros variaveis, considerados grandes aqueles que apresentam 25 mm ou mais,
médios de 20 a 24 mm e pequenos menores que 20 mm e o foliculo pré-ovulatdrio alcanga seu
didmetro maximo um dia antes da ovulagdo (RENNER-MARTIN et al., 2009).

A vascularizagdo do trato reprodutor se assemelha entre éguas e jumentas (KONIG E

RIES, 1987; KONIG E LIEBICH, 2007; RENNER-MARTIN e? al., 2009). No entanto, o
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ligamento mesossalpinge nas jumentas € mais amplo, cobrindo a face lateral do ovério, além da
estrutura apéndice cranial do ligamento redondo do ttero ser bem mais proeminente (RENNER-
MARTIN et al., 2009). Os 6rgaos genitais internos sao sustentados por ligamentos, mesovério,
mesossalpinge e mesométrio, os quais formam um conjunto denominado de ligamento largo do

utero (GETTY et al. 1981).

2.2 Mecanismos de Defesa Uterina

2.2.1 Barreiras Fisicas

As barreiras fisicas envolvem as estruturas mais caudais do sistema reprodutor, dentre
elas a vulva, o esfincter vestibulo-vaginal e a cérvix. A vulva € a primeira barreira de protecao
e a boa coaptacdo dos ldbios vulvares impede a entrada de fezes e outros contaminantes para
dentro da vagina, assim como o funcionamento adequado da prega vestibulo-vaginal atua como
importante barreira contra a ascensao bacteriana e fingica, prevenindo infec¢des. A cérvix
também constitui uma barreira fisica, por sua caracteristica anatdmica tubular, composta por
musculatura lisa e com capacidade secretora de muco, que conferem eficiente protecao ao utero
(HAFEZ e HAFEZ, 2004).

No entanto, qualquer transposi¢do destas barreiras naturais do trato reprodutor ird
predispor a égua a uma infec¢do uterina (FERRIS, 2016). Alteragdes morfolégicas ou nos
mecanismos fisicos de protecdo estdo relacionados a incidéncia de subfertilidade, que ocorre
principalmente em fémeas senis, multiparas e com baixo escore de condi¢cdo corporal
(BRINSKO et al., 2012). Se ndo ha a funcionalidade de coaptagdo dos ldbios vulvares, do
esfincter vestibulo vaginal e da cérvix, a fémea se torna susceptivel a desenvolver afec¢coes
como pneumovagina e/ou urovagina (acumulo de ar e urina na vagina) predispondo a
contaminacao ascendente do ttero (CANISSO et al., 2016).

O acumlo de ar na vagina (pneumovagina) decorre da alteracdo da conformacao perineal
com a comissura dorsal da vulva, no qual o anus fica retraido e os 1dbios vulvares se apresentam
inclinados horizontalmente (BRINSKO ef al., 2012), resultando na falha do esfincter que
auxilia na prevencdo da aspira¢do do ar e dilatagdo da vagina, além de haver contaminacio
fecal. Nesses casos, devido ao maior relaxamento do perineo, a fase de estro pode predispor a
ocorréncia dessa afeccdo. Além disso, sua ocorréncia pode ser secunddria a traumatismos
durante o parto (WOODIE, 2012). J4 o acimulo de urina (urovagina) ocorre pelo desvio cranio

ventral da vagina responsével por tracionar o orificio da uretra cranialmente. As alteracdes de
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conformagdo modificam o posicionamento do orificio da uretra, levando ao acimulo de urina

no fundo de saco vaginal (BRINSKO et al., 2012).

2.2.2 Sistema imune inato e adaptivo

A inflamacgdo € uma resposta de protecdo ao organismo frente a patdégenos invasores,
que promove a neutralizagdo de estimulos nocivos, visando o reparo tecidual. Essa resposta,
inicia-se com a deteccdo de PAMPs (padrdes moleculares associados a patégenos) e DAMPs
(padrdes moleculares associados a danos) por receptores de reconhecimento de padrdes
codificados por linhafem germinativa (PRRs) (SLAATS et al., 2016).

A resposta imune inata local é a primeira linha defesa do endométrio, ativada
imediatamente apds reconhecimento de determinado antigeno. Sua principal funcdo € atrair
localmente as células do sistema imune por meio da sinalizagdo de quimiocinas, promover a
ativacdo do Sistema Complemento e do sistema imunolégico adaptativo, por meio da

apresentacdo de antigenos, além de atuar como barreira fisica aos organismos invasores
(CANISSO et al., 2020).
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Figura 1. Ativacdo das vias canOnicas e alternativas, iniciando o processo inflamatério no
endométrio das éguas, apds reconhecimento de antigeno. (CANISSO, 2020)
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O reconhecimento da presenca de antigenos pelo sistema imune inato, influi na liberacao
de prostaglandinas e citocinas pro-inflamat6rias, principalmente as interleucinas (IL) IL-1, IL-
6 e fator de necrose tumoral (TNF), culminando na ativacdo do endotélio vascular. A
vasodilatacdo aumenta a permeabilidade vascular local, gerando edema, para que se inicie as
respostas celulares (CONTRAN, 1999). Por meio desse estimulo inflamatério, moléculas de
adesdo presentes nas células endoteliais, sdo capazes de recrutar neutréfilos da corrente
sanguinea, por meio da ligacdo dessas moléculas de adesdo com as integrinas expressas na
superficie dos neutréfilos (DORE e SIROIS, 1996; TIZARD, 2009). Esse mecanismo permite
a migracao dessas células imunes para o endométrio, que chegam ao limen uterino cerca de 30
minutos ap6s estimulo (KATILA, 1995). Em 6 a 12 horas ap6s a migragdo dessas células para

o limen uterino, se estabelece o pico inflamatério (TROEDSSON et al., 1999).
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Figura 2. Resposta inflamatéria aguda mediada pela liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, a partir da sinalizacdo dos PAMPs e DAMPs. (SLAATS et al., 2016)

O Sistema complemento, € um complexo proteico existente no plasma sanguineo, sob a
forma inativa. Esse sistema tem como funcdo promover eventos vasculares que recrutam
fagdcitos ao local da atividade inflamatéria e eliminar agentes estranhos por fagocitose.
Algumas proteinas ativadas do complemento unem-se a bactérias, opsonizando-as para ingestao

pelos fagocitos. Outra fungdo do sistema complemento € a promogao da lise de microrganismos,
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j& que, uma vez desencadeada a cascata, os componentes terminais do complemento lesam
microorganismos e outras células formando poros na membrana celular (MOLINARO et al.,
2013). As vias do Sistema Complemento ativam cascatas de enzimas, prostaglandinas,
leucotrienos e outras moléculas ativas que resultam em maior atividade quimiotdtica para
aumentar, de forma inespecifica, as fung¢des de depuracdo, pelas células fagociticas

(KOTILAINEN et al., 1994; TROEDSSON et al., 1997 e 2001).
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Figura 3. Vias Classica e Alternativa de ativacao do Sistema Complemento que ocorre
no limen uterino de éguas pds-cobertura (CANISSO et al., 2020).

Se a resposta inata for suficiente para solucionar a inflamag¢ao, nao ocorrera a ativagao
da resposta imune adaptativa e, portanto, ndo serd formada uma memoria imunolégica.
Diferente da imunidade inata, a resposta imune adaptativa do trato reprodutor ocorre de forma
gradual, seletiva e especifica a deteccdo dos antigenos, sendo mediado principalmente pelas
células T, que induzem a necrose e apoptose de células infectadas (LIEBERMAN, 2003).
Quando necessario, hd ativagdo da resposta imune adaptativa, de forma que a resposta humoral
participa do processo destruindo os microrganismos extracelulares e seus produtos, como as
toxinas, além de prevenir ou diminuir as infec¢des intracelulares, mediante neutralizacdo desses
agentes, por meio da producgdo de anticorpos, liberados na secrecdo uterina (MOLINARO et
al., 2013)

As respostas imunes sdo mediadas por uma variedade de células e moléculas que elas
produzem. Os macréfagos sdao as células fagociticas mais relevantes, apresentando-se em

ambiente uterino em sua forma diferenciada como mondcito, porém pouco presente. Em éguas,



21

os eosindfilos participam da resposta inflamatéria frente a presenca de fungos ou ar
(pneumometra). No entanto, em jumentas os eosinéfilos parecem ser importantes, pois estao
comumente presentes em fase de estro e em maior propor¢ao no inicio do processo inflamatério
uterino, apds inseminagdo (MIRO et al., 2020). Neste contexto, os baséfilos e mastdcitos sao
células dificilmente encontradas. Os neutréfilos possuem fungado fagocitica e sdo as células mais
numerosos e importantes da resposta inata uterina, além de serem as primeiras células a
chegarem na linha de defesa do utero, em resposta a um antigeno. Também sdo capazes de
produzir citocinas e mediadores quimiotdticos adicionais, para induzir maior inflamacao
(TIZARD, 2009). Ja os linfécitos (T e B), participam do processo em uma fase mais tardia da
inflamacdo (MOLINARO et al., 2013)

Depois de estabelecida uma resposta inflamatéria pelos mecanismos pré inflamatérios
citados, também sdo necessdrios mecanismos para a resolu¢do desse processo. As interleucinas,
IL-10 e IL-6, sdo sintetizadas em uma fase mais tardia da inflamac¢ao, atuando como efetores
anti-inflamatérios, desempenhando papel de mitigar as transcricdes de moléculas pré-
inflamatérias e consequentemente reduzindo as respostas celulares (LOGTERS et al., 2009).
Ap6s 6 horas do inicio do processo inflamatério, ocorre um aumento da expressao de I1L-6 e
IL-10 principalmente pelos linfocitos, mastdcitos e mondcitos, a fim de promover o equilibrio
e cessar a resposta inflamatéria (KATILA, 2012). A IL-6 é uma citocina pleiotrépica atuando
como um dos maiores mediadores da fase aguda da inflamacdo, enquanto o efeito principal da
IL-10 € inibir a sintese de outras citocinas (VARELLA et al., 2011).

Existem outros componentes do plasma que participam de forma inespecifica na
resposta imune inata, denominadas proteinas de fase aguda (PFA) (MURATA et al., 2004).
Essas proteinas sdo sintetizadas pelos hepatdcitos e sdo liberadas na corrente sanguinea, por
meio da sinalizacdo de mediadores inflamatérios (TNF-o, IL-1 e IL-6), devido a um
desequilibrio na homeostase do organismo (MEDZHITOV, 2010; CRISMAN et al., 2008). A
concentragdo dessas proteinas varia entre as espécies e ao longo do processo inflamatorio. Elas
sdo categorizadas em positivas ou negativas, quanto a sua concentracdo, aumentando ou
diminuindo, respectivamente, no plasma sanguineo ao longo da inflamacdo (CONTIN et al,
2015).

As PFA’s positivas podem apresentar uma resposta exacerbada, alcangcando seu pico em
24 a 48 horas pela elevagdo da concentragdo até 1000 vezes mais; ou moderada, aumentando
sua concentragdo em até 10 vezes, atingindo a concentracdo méxima em 48 a 72 horas. Outras
PFA’s, apresentam apenas um discreto aumento na concentragdo sanguinea. Sao proteinas de

fase aguda positivas: Amiléide Sérica A (ASA), Proteina C reativa (PCR), al-Glicoproteina
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acida (GPA), Haptoglobina (Hp), a1-Antitripsina (a1-antitrip), a2-Macroglobulina (¢2-macro),
Ceruloplasmina (Cp) e fibrinogénio (Fb) (CRAY, 2012; ECKERSALL, 2008). No entanto, ha
também PFA’s negativas no soro ou plasma, que podem apresentar um decréscimo de
concentracdo em 25% em um periodo de 24 horas, em um processo rapido, ou diminuir de
forma gradual, ao longo dos dias. Dentre elas estdo a albumina (alb) e transferrina (Trf)
(ECKERSALL, 2008).

De forma geral, segundo Cywinska et al. (2012) a amildide sérica A (ASA), proteina C
reativa (PCR) e haptoglobina (Hp) sao as PFAs com maior sensibilidade em animais. Como
funcdo, a ASA possui atividade imunomoduladora, com efeito quimiostatico em mondcitos e
PMN’s, inibe a resposta oxidativa por macréfagos e participa da opsonizacdo. Ja a PCR realiza
a opsonizacao das bactérias, induzindo a producdo de citocinas inflamatérias, inferindo no
infiltrado neutrofilico no local da inflamag¢ao (ECKERSALL, 2008; PETERSEN et al., 2004).
A GPA também participa da atividade imunomoduladora, se ligando e transportando
principalmente substincias como heparina, histamina e catecolaminas (FOURNIER et al.;
MEDIJOUBI et al., 2000), enquanto a principal fun¢do da Hp é evitar o dano oxidativo dos
tecidos, por se ligar a fracdo de hemoglobina livre no plasma sanguineo (ECKERSALL, 2008;
JAIN, et al., 2011). A proteina Hp possui atividade antibacteriana por indisponibilizar o ferro
do grupo heme para os microrganismos, além de atuar como receptor na superficie dos
macréfagos (ECKERSALL, 2008).

As PFA’s al-antitripsina e a2—macroglobulina possuem atividade antiproteases, por
neutralizarem a atividade de enzimas proteoliticas liberadas por células do sistema imunolégico
durante o processo inflamatério, minimizando os danos aos tecidos sadios. A Cp apresenta
atividade enzimadtica e antioxidante e possui uma importante funcdo no processo de cicatrizacao
de feridas e produgdo de colageno (JAIN et al., 2011). Por meio da ligacdo nas integrinas
presentes na superficie celular dos macrofagos, o Fb desencadeia uma série de respostas
intracelular, capazes de aumentar a degranulacao, fagocitose e retardo na apoptose (RUBEL et
al., 2001). J& a Trf € responsavel pelo transporte de ferro circulante e quando sua sintese €
estimulada, o ferro livre acaba sendo indisponibilizado para os microorganismos invasores, o

que confere a essa PFA caracteristicas antibacteriana e antiviral (CONTIN et al., 2015).

2.2.3 Limpeza uterina

A resolucdo da inflamagdo uterina depende das a¢gdes coordenadas das vias de resposta

mecanica e imunolégica e a contratilidade miometrial € um fator importante nos mecanismos
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de limpeza do tutero. Apds inseminacdo ou acasalamento, hd a liberagdo de ocitocina decorrente
da estimulac@o da vagina e colo do utero. A ocitocina promove as contragdes ritmicas, que
atuam sobre o sistema linfatico, proporcionando o retorno dos fluidos presentes nos espagos
intersticiais para o sangue, retirando os componentes nocivos. Da mesma forma, torna-se
fundamental a liberacdo de PGF-2a a partir da inflamagdo uterina para auxilio na depuracdo
uterina, realizada pela cérvix 6 a 12 horas apds IA, para remocdo de liquido, componentes
celulares e células (PMN’s, espermatozoides) (LEBLANC et al., 1995; TROEDSSON 1997).

No entanto, a capacidade de depurac@o uterina por meio da contracdo do tutero difere
entre fémeas jovens e pluriparas de idade avangada. Os defeitos anatdmicos adquiridos ao longo
da vida e mudangas fisicas decorrentes do avango da idade e niimero de partos (ma conformacao
perineal, dtero pendular, deformidade da cérvix e fibrose endometrial), podem tornar ineficiente
esse mecanismo de depuracdo, caracterizando essas éguas como susceptiveis a endometrite. Em
associagdo a essas caracteristicas do trato reprodutor, existe o comprometimento da atividade
contratil do endométrio. A reducdo da atividade miolétrica do miométrio, devido a fatores
enddcrinos, imunoldégicos e quimicos da reacdo inflamat6ria, implica em comprometimento da
acao contratil miometrial, permitindo o acimulo de LIU (WOODWARD et al. 2013; KHAN et
al. 2017). Em estudos, Troedsson et al. (1999) e LeBlanc ef al. (1994) concluiram que déficits
na contratilidade uterina, como mudanga na frequéncia, duracdo e intensidade das contracdes,
podem ser o principio de uma condic¢ao patoldgica.

A sinalizagdo imunolégica também estd associada as funcdes contréteis do ttero,
principalmente na inducao de sintese citocinas inflamatdrias, pela presenca do 6xido nitrico. O
6xido nitrico € uma molécula de sinalizagdo da inflamacdo, que induz o relaxamento da
musculatura lisa, no qual a sua ac@o independe de célcio (LIU et al., 1997). Portanto, se tratanto
de éguas susceptiveis a endometrite, 0 aumento prolongado e indeterminado de citocinas pro-
inflamatorias, induz a expressdo e atividade do 6xido nitrico no miométrio, levando ao
relaxamento e diminui¢do da atividade miometrial, contribuido para a fisiopatologia da
endometrite persistente pds-cobertura (ALGHAMDI et al., 2007; WOODWARD et al., 2013;
KHAN et al., 2016).

2.3 Endometrite pos cobertura e endometrite persistente pos-cobertura

A resposta inflamatoria uterina das fémeas equideas inseminadas ou cobertas na monta

natural, € um processo fisioldgico em resposta a presenca de espermatozoides, substancias do

plasma seminal e agentes contaminantes que entram em contato com o endométrio
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(TROEDSSON et al., 1999) e por isso € denominada como endometrite pds cobertura. Os
espermatozoides e componentes do plasma seminal atuam como corpos estranhos ao
endométrio, promovendo uma sinalizacdo a presenca de antigenos. Essa resposta induz a
liberacio de mediadores inflamatérios quimiotdticos, responsdveis pelo aumento da
permeabilidade vascular e migracdo de neutréfilos, macréfagos e demais células de defesa para
o limen uterino. Essas células realizam a fagocitose e opsonizacdo de espermatozoides mortos
ou defeituosos, em um processo de reacdo inflamatdria fisioldgica transitéria (TROEDSSON
et al., 1995; PYCOCK E ALLEN, 1998; TROEDSSON et al., 2001). De forma geral, o pico
inflamatério ocorre cerca de 6 a 12 horas apds o estimulo e a resolu¢do da inflamacao se inicia
apds 12 horas, com a sintese de citocinas anti-inflamatdrias, reestabelecendo a homeostase
uterina em 24 horas (TROEDSSON et al., 1999; WOODWARD et al. 2013; TROEDSSON,
2013).

Em condic@o sauddvel, o ttero possui um sistema imune eficiente e bom padriao de
contratilidade e essas acdes em conjunto solucionam a resposta inflamatoéria no periodo de 36
a 48 horas apds inseminacgao artificial (IA) ou monta natural e propiciam até o 5° dia pds
ovulacdo, um ambiente adequado para o reconhecimento embriondrio e sua implanta¢do
(KATILA, 1995). A sintese de PGF-2a pelo ttero também & essencial nesse processo para que
ocorra as contracdes miometriais necessarias para que haja uma depuracdo uterina eficiente
pelos vasos linféticos e através da cérvix (TROEDSSON et al., 2001).

No entanto, na endometrite persistente pds-cobertura, a resposta inflamatéria é
prolongada devido as falhas nos mecanismos de defesa. A liberacdo de prostaglandinas
inflamatérias, somada a neutrofilia persistente e frequentemente a presenca de liquido
intraluminal, contribuem para a perda embriondria (NEEYLE et al., 1979). Portanto, éguas
diagnosticadas com essa condi¢do patologica, em que a inflamacao do endométrio pds cobetura
persiste, sdo denominadas susceptiveis a endometrite.

A categorizagdo de éguas susceptiveis a endometrite, se deu quando, pesquisadores
induziram a endometrite, de forma experimental, com a bactéria S. equi ssp. Zooepidemicus em
éguas jovens e férteis, e éguas mais velhas e subférteis, e observaram que as jovens e férteis
eram mais propensas a debelar a inflamagao (HUGHES E LOY, 1969). Em outros testes de
susceptibilidade, éguas que foram incapazes de eliminar a endometrite bacteriana induzida
dentro de 72 horas e incapazes de conceber no ciclo estral subsequente, foram diagnosticadas
com endometrite persistente (FUMOSO et al., 2003 e 2006).

Diversos fatorem implicam nessa susceptibilidade, dentre elas a md conformacio da

area perineal, que inferem na anatomia vulvar e na fungcdo da barreira fisica exercida pelos
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labios vulvares (HEMBERG et al., 2005). Da mesma forma, animais que apresentam utero
pendular estdo propensos ao actimulo de liquido intrauterino, bem como a agentes
contaminantes, e possuem dificuldade de elimind-los pela disposi¢cdo anatdomica desfavordvel
do 6rgdo (LEBLANC et al., 1998). Além disso, um fator importante a ser considerado € a
qualidade endometrial, usado como bom marcador de satde uterina (LUDWIG et al., 2001;
SCHLAFER, 2007). Estudos que avaliaram os aspectos endometriais na histopatologia de
bidpsias uterinas, sugerem que ha correlacdo de fémeas com histdrico de susceptibilidade a
endometrite, com os escores de lesdes uterinas IIb (presencga de inflamacao e fibrose moderadas
com formagdo de aglomeracdes glandulares, presenga moderada de PMN’s e hiperplasia ou
cistos glandulares) e III (presenca de inflamacao e fibrose graves com grande presenca de PMN's
e aglomeragdes, cistos e hiperplasias glandulares) (WOODWARD et al., 2012), com base no
sistema de classifica¢do proposta por Kenney e Doig (1986). Esses fatores mencionados, podem
estar mais associados a animais de idade avancada e que podem apresentar tal patologia
(RICKETTS E ALONSO, 1991; CARNEVALE E GUINTER, 1992). No entanto, deve-se
ressaltar que animais jovens também podem se apresentar susceptiveis, devido a defeitos
cervicais, por exemplo (KATILA, 1996).

Nessas condi¢des, infecdes por microrganismos oportunistas que acessam o Utero no
momento da cobri¢do ou inseminagdo, podem ser levadas adiante, pelas falhas na resposta
imune inata. Alguns trabalhos demonstraram que fémeas com maior susceptibilidade a
endometrite possuem inicialmente maior expressdo endometrial de interleucinas pro-
inflamatorias, como a IL1B e TNFa, a exposi¢ao a patdgenos e até mesmo aos espermatozoides,
quando comparado as éguas consideradas ndo susceptiveis (FUMOSO et al., 2006 e 2007;
PALM et al., 2008). Somado a isso, essa resposta inflamatoéria difere nas primeiras 12 horas,
por apresentar uma crescente no infiltrado neutrofilico (WOODWARD et al., 2013) e produgao
inadequada de interleucinas anti-inflamatdrias.

Na endometrite infecciosa, a presenca de bactérias e fungos patogénicos ou oportunistas
€ que determina o processo inflamatorio uterino. Segundo Riddle et al. (2007), os principais
patogenos envolvidos nesse processo sdo as bactérias anaerdbicas, sendo as mais comumente
isoladas: Streptococcus (S. equi subspécie zooepidermicus), Escherichia Coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus (CANISSO et al., 2016; LEBLANC et al., 2007 e 2009;
WALTER et al., 2012). Os fungos, representam 1 a 5% das endometrites, € quase sempre estao
associados a outras bactérias (DASCANIO et al., 2010). A endometrite fingica geralmente
ocorre como uma infec¢do oportunista, sendo os principais isolados a Candida € o Aspergillus

(COUTINHO et al., 2011; STOUT, 2008; DASCANIO et al., 2010).
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Alguns agentes patogénicos, dentre as bactéria e fungos, sdo capazes de produzir uma
substancia composta por matriz extracelular e de se unir a ela, formando um complexo
denominado biofilme. Esse agregado funciona como uma barreira fisica de protecio contra o
sistema imunolégico, impossibilitando o combate a infec¢do, conferindo cronicidade ao
processo inflamatério (JENSEN et al., 1990; STOODLEY et al., 2002; THURLOW et al.,

2004; SHAH et al., 2006).

2.4 Uso do sémen congelado

A maximiza¢do do uso dos garanhdes com grande potencial genético permite a
formacdo de um importante banco de dados (SQUIRES et al, 1999; MARIANTE e
CAVALCANTE, 2000). A criopreservacao do s€émen na espécie equina e asinina é uma potente
ferramenta para os avangos do melhoramento genético. Durante o processo de congelamento,
o plasma seminal (PS) é retirado e as células espermaticas sdo submetidas a baixas temperaturas
e por isso se faz necessdrio a adi¢do de crioprotetores, que conferem protecdo fisica e quimica
a essas células (ARRUDA, 2000).

A transferéncia de técnicas reprodutivas desenvolvidas para uma espécie e aplicadas em
outras, podem implicar em resultados insatisfatérios, pois as espécies se diferem quanto a
anatomia e fisiologia do aparelho reprodutor (WILDT et al., 1995). Portanto, a variacdo nas
taxas de fertilidade entre as espécies ocorre. Muitos estudos acerca das biotecnologias da
reproducdo equina, sobretudo no uso do sémen congelado, estdo consolidados obtendo-se
resultados positivos na fertilidade. No entanto, o uso de s€men asinino criopreservado em éguas
e jumentas apresentam insatisfatorios resultados de fertilidade, apesar de satisfatdrios
parametros seminais de viabilidade e motilidade pds congelamento (OLIVEIRA, 2005;
CANISSO et al., 2008; VIDAMENT et al., 2008).

Para as taxas de prenhez de jumentas inseminadas com s€men asinino criopreservado,
Oliveira et al. (2006) e Vidament et al. (2009), obtiveram resultados de 0% e 11%,
respectivamente; ja a taxa de fertilidade com uso do s€men asinino criopreservado em éguas
variou de 33-53% (OLIVEIRA et al., 2016). Apenas Rota et al., (2012), obtiveram um indice
notdvel de 61,5%, ressuspendendo o s€men congelado com o plasma seminal previamente as
IA’s em jumentas e realizando a lavagem uterina 4 ou 6 horas apés IA. Esse resultado foi
justificado devido as propriedades do PS de prote¢ao dos espermatozoides a ligacdo dos PMN’s,
reduzindo a liberacdo de citocinas inflamatdrias, por meio da supressdo da cicloxigenase 2

(COX-2) (VILES et al., 2013).
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Diversos fatores inerentes ao processo de criopreservacao, que provocam alteracdes das
células espermdticas, sejam elas fisico-quimicas ou estruturais, devem ser considerados como
causas importantes na queda da fertilidade do s€émen de jumento. Sendo assim, deve-se ressaltar
a sensibilidade dos espermatozoides a refrigeracdo, ao estresse osmdtico e a adicdo de
crioprotetores como pontos criticos (WATSON et al., 2000). Inicialmente a toxicidade
promovida pelos crioprotetores aos espermatozoides (TRIMECHE ef al, 1998) ou ao
endométrio, que poderia exercer um efeito negativo na fertilidade da jumenta (VIDAMENT,
2005), foi a principal hipétese levantada para justificar a baixa fertilidade com o uso dessa
biotecnologia. O efeito negativo do glicerol sobre a fertilidade das éguas foi observado por Pace
Sullivan (1975), Pickett et al. (1975) e Palmer (1984), sendo proposto entao a sua substituicao
por Dimetilformamida (VIDAMENT et al, 2002; SQUIRES et al.,2004; ALVARENGA et al.,
2005) por Etilenoglicol (BALL e VO, 2001; MONTAVANI et al., 2002; SQUIRES et al.,
2004). A adigdo do glicerol a 2,2% ao sémen resfriado reduziu a taxa de prenhez nas jumentas
de 63% a 0% (VIDAMENT et al., 2009). A substitui¢cdo do glicerol por outros crioprotetores
foi proposto neste mesmo estudo, mas o uso de ambos crioprotetores, foi negativo para a
fertilidade nas jumentas.

A resposta uterina frente a esses fatores deve ser considerada. A adicao de diluentes ao
s€émen € fundamental para a criopreservacdo (AMANN e PICKETT, 1987). Porém, o leite,
principal componente dos diluentes de s€men, quando infundidos no tdtero gera uma reacio
inflamatdria, assim como o glicerol e outros crioprotetores (FIALA, 2017). Associado a isso, a
resposta uterina pode ser alterada, considerando a auséncia do plasma seminal (PS), o qual é
removido durante o processo de criopreservacao do semen (PORTUS et al., 2005).

O plasma seminal possui funcdes de modulagdo nos tecidos femininos, durante a
capacitacdo espermdtica e na interacdo entre gametas, e papel fundamental na resposta
inflamatéria uterina (GUTSCHE et al., 2003; TOPFER-PETERSEN et al., 2005;). Ele possui
propriedades protetoras para os espermatozoides vidveis e de sinalizacdo para as células
imunes. Embora o plasma seminal induza uma inflama¢do endometrial transitéria, ele altera a
duracdo e a intensidade desta resposta (WOODWARD et al. 2013; TROEDSSON, 2013;
MORELLI et al., 2021). Nesse contexto, € evidente que ha um equilibrio nas respostas pro e
anti-inflamatdrias, por meio das citocinas presentes no plasma seminal, na tentativa de regular
e preservar o endométrio (TROEDSSON et al., 2005).

Segundo Troedsson et al. (2000; 2001), o plasma seminal contém proteinas com
caracteristicas imunomoduladoras, que agem suprimindo a quimiotaxia e reduzindo o infiltrado

neutrofilico e a fagocitose. A caracterizacdo, fracionamento por peso molecular e identificacado
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dos componentes do plasma seminal, permitiram isolar aqueles responsaveis pelos efeitos
imunossupressores a quimiotaxia de polimorfonucleares (PMN’s). Troedsson et al., (1999)
identificaram que esses componentes possuem peso molecular variando de 50-100 kDa.

Estudos em éguas demostraram que hd reducdo significativa de PMN’s em 24 horas
apods inseminagdo artificial de sémen congelado com adi¢ao do PS, resultando em diminuicao
do periodo inflamatério uterino. Contraposto a isso, foi observado que apds IA com sémen
congelado, sem adicdo do plasma seminal, ndo hd diferenca significativa no nimero de
polimorfonucleares entre os tempos 6, 12 e 24 horas pés IA (TROEDSSON et al. 2000; 2001).
Esses resultados sugerem uma predisposicdo a um quadro de endometrite persistente pos
cobertura em éguas inseminadas com s€émen criopreservado, devido a remog¢ao de grande parte
do plasma seminal em seu processamento e elevada concentracido de espermatozoides na dose
inseminante, resultando em mudangas no padrao da resposta inflamatéria (TROEDSSON et al.,
2008). Uma reacao inflamatéria exacerbada e actimulo de liquido no interior do ttero em éguas
inseminadas com sémen congelado foi observada quando comparado com o uso sémen fresco
(KOTILAINEN et al., 1994; TROEDSSON et al., 2001).

Rota et al. (2008) utilizando sémen resfriado e Mir6 et al. (2013) avaliando resposta ao
s€men congelado, observaram maior infiltrado de polimorfonucleares e eosinéfilos no imen
uterino de jumentas 6 horas apds a IA confirmando a hipétese de que a fisiologia da reagao
inflamatdria endometrial das fémeas asininas difere das equinas. Alguns estudos mostraram que
as jumentas possuem uma resposta inflamatéria mais intensa com grande actimulo de PMN’s
no limen uterino, semelhante as éguas com endometrite persistente pds cobertura. Além disso,
¢ considerado fisiolégico a presenga de um infiltrado eosinofilico no ttero da espécie asinina,
pois essas células sdo encontradas em baixa quantidade em periodo de estro e em quantidades
moderadas ap6s IA, como resposta 2 presenca do sémen (VILES et al. 2013; MIRO et al.,
2017). Essas células contribuem para a regulacdo da homeostase e remodelacdo tecidual nas
reacoes inflamatodrias. Estimulado pela IL-33, o infiltrado eosinofilico se estabelece, atraindo
de forma autdcrina e pardcrina, macréfagos, linfécitos, TGF-p1 e IL-13 (ROTHENBERG et
al., 2006).

Deve-se ressaltar que a resposta inflamatoria difere ndo s6 entre uso de s€men fresco ou
refrigerado e semén congelado (KOTILAINEN et al., 1994), mas também quanto ao nimero
de espermatozoides na dose inseminante e local de deposicdo do s€émen no tutero (corpo ou
corno uterino) (GOMES et al., 2004; 2018). Cazales et al., (2020) avaliou o nimero de
espermatozoides recurerados na tuba uterina ipslateral e contralateral ao foliculo dominante e a

resposta inflamatéria no endométrio apds IA com semén congelado, utilizando diferentes
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concentracdes e depositados em locais distintos do udtero. Em suma, referente a resposta
inflamatodria, as doses inseminantes com maior concentracao espermdtica levou a um efeito
quimiostatico substancial de PMN’s, em um processo inflamatério intenso e que perdurou por
um periodo curto de tempo. Contraposto a isso, utilizando dose inseminante com concentragao
espermatica baixa, observaram baixo estimulo inflamatério no endométrio, performando uma
resposta inflamatdria leve e prolongada. Esses resultados corroboram com os trabalhos de
Kotilainen et al. (1994), Troedsson et al. (1998) e Katila (2011), que apontam relacdo direta

entre a concentragdo espermatica na dose inseminante e a intensidade da resposta inflamatoria.

3. Objetivos e Hipoteses

3.1. Objetivo Geral

Avaliar e comparar o padrdo de resposta inflamatéria uterina e sistémico entre jumentas
e éguas inseminadas com sémen congelado de jumento, buscando elucidar os fatores inerentes
ao processo inflamatério no endométrio das jumentas, a fim de auxiliar no entendimento das

baixas taxas de fertilidade apds o uso desta biotecnologia para esta espécie

3.2. Objetivos Especificos

v/ Avaliar e comparar a resposta inflamatéria celular no tdtero em diferentes
momentos apds a IA utilizando s€émen asinino criopreservado no ttero de
jumentas e éguas.

v' Avaliar e comparar a resposta inflamatéria sistémica pela mensuragdo das
proteinas de fase aguda em diferentes momentos apds a IA utilizando s€émen
asinino criopreservado de jumentas e éguas.

v’ Avaliar e comparar a perfusdo sanguinea uterina em diferentes momentos apGs
a A utilizando s€men asinino criopreservado de jumentas e éguas.

v Avaliar e comparar o indice de fertilidade de jumentas e éguas inseminadas com

s€men asinino criopreservado.

4. Hipotese
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A resposta inflamatdria uterina e sist€émica difere entre jumentas e éguas inseminadas
com s€émen asinino criopreservado, quanto ao tempo-resposta pos IA e quanto ao perfil celular

e intensidade do processo.
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Artigo 1 — O presente artigo sera publicado no periédico Theriogenology (ISSN 0093-
691X).

Titulo > AVALIACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA UTERINA ENTRE EGUAS E
JUMENTAS INSEMINADAS COM SEMEN ASININO CRIOPRESERVADO

RESUMO

O uso de s€émen asinino criopreservado ainda consiste em um entrave a conservacdo dessa
espécie, uma vez que o uso desta biotécnica produz indices insatisfatérios de fertilidade nas
jumentas. Apesar disso, o uso desta mesma biotécnica produz indices satisfatérios de fertilidade
nas éguas. A interacdo do sémen criopreservado com o ambiente uterino pode explicar as
diferencas nos indices de fertilidade entre as duas espécies. Assim, o presente estudo tem como
principal objetivo avaliar o processo inflamatério no endométrio entre jumentas e éguas
inseminadas com sémen asinino criopreservado. Foram utilizadas 12 jumentas da raca Péga e
12 éguas de ragas distintas (Bretds e Mangalarga), com idade entre 3 e 14 anos e historico
reprodutivo conhecido. Uma vez detectada a ovulacdo, as fémeas eram inseminadas na
extremidade do corno uterino, ipsilateral a ovulagdo, com sémen asinino descongelado na dose
de 1 x 10° espermatozoides. Foram avaliados os seguintes parimetros em ambas as espécies
imediatamente antes da IA (tempo Oh) e apds a IA (tempos 6h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h e 120h):
edema endometrial; liquido intrauterino; vascularizacdo, citologia e histopatologia uterina;
niveis séricos de proteinas de fase aguda (PFA’s) e de progesterona (P4) e taxa de concepgao.
As éguas apresentaram maior grau de edema endometrial nos tempos 0, 6, 24 e 48 horas apds
IA e também exibiram valores maiores na classificacdo dos escores de liquido intra-uterino
(LIU) em relacdo as jumentas em quase todos os tempos avaliados. Houve uma tendéncia de
diferenca na area de pixels totais do corno inseminado, retratando na égua maior nimero pixels
(em todos os tempos avaliados) e tendéncia de diferenga estatistica entre as espécies, na
porcentagem de pixels coloridos do corpo uterino, sendo maior no tempo 6 nas jumentas. A
area de pixels totais do corno ndo inseminado também foi maior na espécie equina em relacao
a asinina em todos os tempos avaliados. Para a drea de pixels totais do corpo uterino, houve
diferenga estatistica entre as espécies nos tempos 6, 72 e 120, sendo maior para a espécie equina.
Na citologia, a porcentagem de células inflamatdrias foi superior na espécie asinina no T12 e
T48 em comparacio a espécie equina. O pico inflamatorio nas jumentas se manteve de 6 a 12

horas apds a TA demonstrando que a resposta inflamatdria celular é mais duradoura nas
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jumentas do que nas éguas, apesar de haver resolucdo da resposta celular do processo
inflamatério nas 48 horas pds IA. Apesar disso, a porcentagem de células inflamatdrias se
manteve superior em relacio as éguas nesse momento. O infiltrado eosinofilico esteve presente
na resposta de defesa uterina nas jumentas, enquanto nao foi observado na espécie equina. Além
disso, nas jumentas houve um aumento significativo de mondcitos no tempo 12, comparado aos
demais tempos. O escore total de inflamagdo aguda, observado por histopatologia da bidpsia
uterina, foi superior na espécie asinina 12 horas pds IA. No T48, observou-se elevac¢io no escore
de inflamagdo uterina cronica para as éguas em relacdo ao seu T12 e também quando essa
espécie foi comparada a espécie asinina. Quando os parametros de inflamacdo aguda e cronica
foram somados (Escore Total), observou-se diferenca entre as espécies no T12, onde as
jumentas apresentaram maior escore de inflamagdo uterina em comparacao as éguas. A espécie
asinina apresentou maior valor médio de P4 (13 ng/ml), em comparac¢do com a espécie equina
(6 ng/ml), porém ambas as espécies apresentaram valores de P4 compativeis com a manutengao
da gestacdo. A taxa de concepg¢ao foi maior nas éguas do que nas jumentas, atingindo taxa de
54,55% (6/11) versus taxa nula de concepg¢ao nas jumentas (0/12), aos 14 dias apds IA. Dessa
forma, o presente estudo demonstrou que a resposta inflamatéria a presenca do sémen
congelado de asininino nas jumentas difere da espécie equina em diversos aspectos. Apesar das
jumentas apresentarem, comparado as éguas, menor grau de alteragdes vasculares, como edema
e acumulo de liquido no ttero, elas denotam maiores caracteristicas inflamatdrias referentes a
resposta celular. O padrdo inflamatério uterino agudo da espécie asinina foi marcado pela
presenca de um grande infiltrado de células polimorfonucleares (neutréfilos e eosinéfilos),
performando uma resolu¢do inflamatéria mais tardia. O grande infiltrado eosinofilico é a
principal diferenca relacionado a fisiologia da resposta inflamatdria uterina da jumenta e pode

ser um grande fator que leva as baixissimas taxas de prenhez nessa espécie.
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ABSTRACT

The use of cryopreserved donkey semen is still an obstacle to the conservation of this species,
since the use of this biotechnique produces unsatisfactory fertility rates in jennies. Despite this,
the use of this same biotechnique produces satisfactory fertility rates in mares. The interaction
of cryopreserved semen with the uterine environment may explain the differences in fertility
rates between the two species. Thus, the present study has as main objective to evaluate and
compare the inflammatory process in the endometrium between jannies and mares inseminated
with cryopreserved donkey semen. Twelve Péga female donkeys and 12 mares of different
breeds (Bretas and Mangalarga), with ages between 3 and 14 years, with known reproductive
history, were used. Once ovulation was detected, the females were inseminated at the end of
the uterine horn, ipsilateral to ovulation, with thawed donkey semen at a dose of 1 x 10°
spermatozoa. The following parameters were evaluated in both species immediately before
artificial insemination (Al) (time Oh) and after Al (times 6h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h and 120h):
endometrial edema; intrauterine fluid; uterine vascularization, cytology and histopathologys;
serum levels of acute phase proteins (APP's); progesterone (P4) and conception rate. The mares
had a higher degree of endometrial edema at times 0, 6, 24 and 48 hours after Al and also
showed higher values in the classification of intrauterine fluid scores in relation to the jannies
at almost all times evaluated. There was a trend of difference in the total pixel area of the
inseminated horn, portraying a greater number of pixels in the mare (at all times evaluated) and
a trend of statistical difference between the species, in the percentage of colored pixels of the
uterine body, being greater in T6 in the jennies. The total pixel area of the non-inseminated
horn was also greater in the equine species compared to the asinine at all times evaluated. For
the total pixel area of the uterine body, there was a statistical difference between the species at
times 6, 72 and 120, being higher for the equine species. In cytology, the percentage of
inflammatory cells was higher in the donkey species at T12 and T48 compared to the equine
species. The inflammatory peak in jennies remained from 6 to 12 hours after Al, demonstrating
that the cellular inflammatory response is longer lasting in jennies than in mares, despite the
complete resolution of the process within 48 hours after Al. Although this, the percentage of
inflammatory cells remained higher compared to the mares at that time. The eosinophilic
infiltrate was present in the uterine defense response in donkeys, while it was not observed in
the equine species. In addition, in jennies there was a significant increase in monocytes at time
12, compared to the other times. The total score of acute inflammation, observed by

histopathology of the uterine biopsy, was higher in the asinine species 12 hours after Al. At
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T48, there was an increase in the chronic uterine inflammation score for the mares in relation
to their T12 and also when this species was compared to the asinine species. When the
parameters of acute and chronic inflammation were added together (Total Score), there was a
difference between species at T12, where jennies had a higher uterine inflammation score
compared to mares. The donkey species had a higher mean P4 value (13 ng/ml), compared to
the equine species (6 ng/ml), but both of them had P4 values compatible with the maintenance
of pregnancy. The conception rate was higher in mares than in jennies, reaching a rate of
54.55% (6/11) versus zero conception rate in donkeys (0/12), at 14 days after Al. Thus, the
present study demonstrated that the inflammatory response to the presence of frozen donkey
semen in jennies differs from the equine species in several aspects. Despite the fact that jennies
present, compared to mares, a lower degree of vascular alterations, such as edema and
accumulation of fluid in the uterus, they denote greater inflammatory characteristics related to
the cellular response. The acute uterine inflammatory pattern of the donkey species was marked
by the presence of a large infiltrate of polymorphonuclear cells (neutrophils and eosinophils),
performing a later inflammatory resolution. The large eosinophilic infiltrate is the main
difference related to the physiology of the uterine inflammatory response in the donkey and

may be a major factor that leads to the very low pregnancy rates in this species.
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1. INTRODUCAO

Embora as espécies equina e asinina possuam um ancestral comum, as fémeas destas
duas espécies diferem em aspectos reprodutivos, por exemplo, quanto a caracteristicas
morfoldgicas do aparelho reprodutor, a influéncia do fotoperiodo, as caracteristicas do ciclo
estral, ao comportamento sexual e até mesmo quanto as taxas de concepcdo, ao serem
inseminadas com s€émen criopreservado. Estas diferencas podem explicar o motivo de se obter
resultados insatisfatérios quando técnicas reprodutivas desenvolvidas para uma espécie sdo
aplicadas em outras (WILDT et al., 1995).

Muitos estudos acerca das biotecnologias da reproducdo equina, sobretudo quanto ao
uso do sémen congelado, estdo consolidados obtendo-se resultados positivos na fertilidade
desta espécie. No entanto, o uso de s€men asinino criopreservado em jumentas apresentam
resultados insatisfatorios de fertilidade, apesar de satisfatérios parametros seminais de
viabilidade e motilidade pés congelamento (OLIVEIRA, 2005; CANISSO, 2008; VIDAMENT
et al., 2008). Oliveira et al. (2006) e Vidament et al. (2009), obtiveram resultados de taxas de
prenhez variando de 0% a 11% em jumentas inseminadas com s€émen asinino criopreservado,
no entanto, a fertilidade de éguas utilizando esta mesma biotecnologia variou entre 33-53%
(OLIVEIRA et al., 2016).

Diversas sdo as hipoteses levantadas para estes resultados, como a toxicidade do
glicerol, utilizado como crioprotetor no processo de congelamento do s€men, sobre as células
espermaticas e o endométrio (TRIMECHE et al., 1998; VIDAMENT et al., 2009). O efeito
negativo do glicerol sobre a fertilidade das éguas foi observado por Pace e Sullivan (1975) e
Palmer (1984), sendo proposto a sua substituicdo por dimetilformamida (VIDAMENT et al,
2002; SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA et al., 2005) e etilenoglicol (BALL e VO, 2001;
MONTAVANI et al., 2002; SQUIRES et al., 2004). Em um estudo, foi observado que houve
reducdo na taxa de prenhez nas jumentas de 63% a 0%, apds adi¢do do glicerol a 2,2% ao s€men
resfriado (VIDAMENT et al., 2009), sendo demontarda a toxicidade deste crioprotetor também
para a espécie asinina.

Outra hipétese em questdo € a possivel interferéncia desta biotécnica na resposta
inflamatéria do endométrio, podendo exercer efeito negativo na fertilidade das fémeas
equideas, sobretudo nas jumentas (TROEDSSON, 1999; VIDAMENT, 2005), devido a
auséncia do plasma seminal (FIALA, 2017). O plasma seminal possui papel fundamental na
imuno-modulacdo da resposta inflamatdria uterina, conferindo prote¢do aos espermatozoides

vidveis e influenciando na sinaliza¢do das células imunes (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).
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Embora o PS induza uma inflamacdo endometrial transitdria, ele altera a duracdo e a intensidade
da resposta (WOODWARD e TROEDSSON, 2013; MORELLI et al., 2021), demonstrando
que hd um equilibrio nas respostas pro e anti-inflamatdrias, por meio das citocinas presentes no
PS, para regular e preservar o endométrio (TROEDSSON et al., 2005). Vilés et al. (2013)
observaram, que a IA com sémen congelado promoveu uma intensa expressao do COX-2, cerca
de 6 horas apds a IA; no entanto, também testaram a adicdo de PS imediatamente pos IA e
observaram que houve redu¢do na expressao da COX-2. Sémen congelado ressuspendido pds
descongelamento em meio diluidor (10% de gema de ovo de codorna + 80 mM de glutamina),
para retirada do glicerol, diminuiu o nimero de PMN’s no influxo endometrial (KOTILAINEN
et al., 1994) e aumentou as taxas de prenhez em jumentas (TRIMECHE et al., 1998).

Ha evidéncias de uma resposta inflamatdria mais intensa em éguas inseminadas com
sémen equino congelado, comparado ao sé€men fresco (KOTILAINEN er al., 1994;
TROEDSSON et al., 1995; CARD, 2005). Nesse contexto, a variacdo existente nas taxas de
fertilidade entre éguas e jumentas quando se utiliza s€men congelado de asinino (OLIVEIRA,
2005; CANISSO, 2008; VIDAMENT et al., 2008), podem estar relacionadas a diferencas nas
reagoes inflamatérias do endométrio.

A resposta uterina ao s€émen congelado pode diferir entre éguas e jumentas, tornando-
se uma hipdtese a ser considerada (MIRO er al., 2017). Mir6 et al. (2011) e Rota et al. (2012)
observaram um grande nimero de PMNs, 6 horas apds a inseminac¢do de jumentas com sémen
descongelado asinino. Em adi¢@o, Vilés et al. (2013) relataram influxo intenso de PMNs no
endométrio das jumentas, realizando ou nao a adicdo do PS. Mir6 et al. (2011) também
observou a presenca dos eosindfilos e relatou que essas células sdo um achado fisiol6gico no
endométrio das jumentas durante a fase de estro e se elevam na reacdo inflamatoria pés IA. No
entanto, essa reacdo eosinofilica pode contribuir para o ambiente uterino inadequado,
justificando a baixa fertilidade das jumentas com sémen congelado. Alguns estudos mostraram
que as jumentas possuem uma resposta inflamatoria intensa com grande acimulo de PMNs no
limen uterino semelhante as éguas com endometrite persistente pds cobertura (Mir6 et al.,
2013; 2017).

Fatores inerentes a resposta inflamatdria uterina em jumentas frente ao uso do s€émen
congelado, podem ser causa da reducdo da taxa de prenhez, sendo necessdrio compreender
melhor os mecanismos do processo inflamatério nas duas espécies. Nesse sentido, o presente
estudo tem como objetivo avaliar e comparar o processo inflamatério no endométrio entre

jumentas e éguas inseminadas com s€émen asinino criopreservado.
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2. MATERIAL E METODOS

Os animais selecionados para o experimento foram utilizados de acordo com as normas
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA) e
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais de Produgdo da Universidade Federal de

Vigosa (CEUAP-UFV), conforme o protocolo N° 028/2021.

2.1 Animais e local de pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em
Equideocultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa (UFV)
Campus Vigosa (Latitude 20° 44° 58” S e Longitude 42° 51’ 10” O) durante duas estacdes
reprodutivas consecutivas no hemisfério sul.

Durante o experimento, 3 jumentos da raca Péga com fertilidade conhecida e idade entre
5 e 9 anos (mediana 7), foram coletados para obtencdo do sémen. Foram selecionadas 12
jumentas da mesma raga e 12 éguas (Bretds e Mangalarga), com idade entre 3 e 14 anos
(mediana 8,5), com histérico reprodutivo conhecido e citologia uterina negativa em fase de
estro (<1% de polimorfonucleares por contagem de 100 células), conforme descrito por Ley et
al. (2002). Uma égua ndo se enquadrou nos pardmetros de triagem e foi excluida do
experimento. As fémeas eram mantidas no pasto (capim Paspalum notatum), enquanto os
machos eram mantidos em baias individuais durante a noite e em piquetes no periodo do dia.
Foi ofertado para todos os animais: capim picado (Pennisetum purpureum, cultivar Cameron),

racdo balanceada, agua e sal mineral ad libitum.

2.2 Delineamento experimental

Durante o exame, as fémeas equinas e asininas foram alocadas em tronco de contengao,
facilitando o manejo e limitando a movimentacao dos animais durante o exame. No ciclo 1, a
avaliagdo citoldgica ocorreu no TO (apds detectada a ovulacdo, imediatamente antes da
inseminacao artificial), T6 (seis horas pds IA) e T12 (doze horas pds IA). A coleta de bidpsia

uterina foi realizada no T12.

e CICLOI:
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No ciclo 2, a avaliacdo citolégica ocorreu no TO (apds detectada a ovulagdo,
imediatamente antes da inseminacdo artificial), T6 (seis horas pds 1A), T12 (doze horas pos
IA), T24 (vinte e quatro horas p6s IA) e T48 (quarenta e oito horas pds IA). A coleta de biopsia

uterina foi realizada no T48.

e CICLO2:
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No ciclo 3, foi avaliado os parametros de vascularizacdo uterina, edema endometrial e
liquido intrauterino nos tempos 0 (imediatamente antes da IA) e 6, 12 ,24 ,48 ,72 e 120 horas
apos TA, além da coleta de sangue em todos os tempos, para dosagem de progesterona e

mensuragao de proteinas de fase aguda.

e CICLO 3:
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As bidpsias endometriais foram realizadas em ciclos distintos de forma que, apenas uma
bidpsia foi coletada em cada ciclo, para evitar que o procedimento interferisse na resposta
inflamatodria uterina. Para todos os ciclos, a dindmica folicular das fémeas foi acompanhada por
palpacdo transretal e ultrassonografia, para avaliacdo ovariana, uterina e cervical. Apos 24 horas
de inducdo da ovulacdo nas jumentas (Oliveira et al., 2016) e 30 horas de indugdo nas éguas
(Rota et al., 2012), iniciavam-se as palpacOes de 6 em 6 horas até detec¢do da ovulacio, para

posteriormente iniciar as demais avaliacdes.

2.3 Coleta, preparacio e congelamento do sémen
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Para estabilizacdo das reservas extragonadais, todos os jumentos foram coletados por 6
dias consecutivos, anterior a fase experimental. Apds a esgota, trés ejaculados foram obtidos de
cada jumento, a cada 48 horas, apds estimulacao dos machos pela presenca de fémeas em estro.
Para isso, utilizou-se vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma®, Botucatu/SP, Brasil).
Posteriormente, o sémen foi filtrado e removida a fracdo gel do ejaculado. Somente ejaculados
que alcancaram motilidade padrao de qualidade classificado como satisfatério pelo CBRA
(2013) foram armazenados para o uso no experimento (motilidade espermatica de > 60% e
vigor > 3). A determina¢@o da concentracio espermdtica foi realizada por meio de contagem
em camara de Neubauer (PRECISION, CRLA®, Sio Paulo/Brasil).

Ap6s avaliacdo, o sémen foi diluido em diluente comercial a base de leite desnatado
Botusémen (Botupharma®, Botucatu, Brasil) na propor¢do de 1:1 e centrifugado a 600 x g por
10 minutos, na temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” ressuspendido
com o diluente comercial a base de gema de ovo BotuCrio® (Botupharma®, Botucatu, Brasil),
na concentracio de 200 x 10° espermatozéides/mL, e posteriormente foram envasados em
palhetas de 0,5 mL. Ap6s o envase, as palhetas foram estabilizadas em geladeira automatica
digital (Minitub®, Porto Alegre, Brasil), por 20 minutos a 5°C. Em seguida as palhetas foram
acondicionadas em caixa isotérmica, preenchida com nitrogénio liquido (N2) na marca de 3,5
cm de altura. Elas foram dispostas horizontalmente a 6,0 cm do nivel do nitrogénio liquido por
20 minutos e posteriormente, as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido e finalmente
estocadas em botijao criogénico (PAPA er al., 2008). Foram utilizados para inseminac¢do o
sémen que pés descongelamento apresentou motilidade progressiva > 30% e vigor > 3 (CBRA,

2013).

2.4 Controle do ciclo estral

Os ciclos reprodutivos das jumentas e éguas foram acompanhados diariamente, a partir
da presenca de foliculos ovarianos de 20 mm de didmetro. A avaliacdo ginecoldgica contava
com avaliacdo do crescimento folicular, edema uterino, tonus uterino e cervical por meio de
palpagdo trasnretal e exame ultrassonogrifico (ZSVET®, Mindray Medical International
Limited, China). Nas jumentas, quando o maior foliculo atingia didmetro > 30 mm, associado
a edema uterino grau 3 e demonstragdo de cio (miccao frequente, movimentos mastigatorios e
imobilizac¢ao na presenca do macho), a ovulagdo era induzida com 1000 pg e 1500 pg (jumentas

e éguas, respectivamente) do andlogo do GnRH, histrelina (Hormoénio Liberador de
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Gonadotrofina, Botupharma®, Botucatu, Brasil), por via intramuscular. Nas éguas, quando o
maior foliculo atingia > 35 mm, associado a edema uterino grau 3, combinado a sinais de cio
(como miccao frequente, reflexo clitoriano, cauda levantada e imobilizacdo na presenca do

macho), era induzida a ovulacdo da mesma maneira descrita para as jumentas.

2.5 Inseminacao Artificial (IA) com sémen congelado

Ap6s 24 horas de inducdo da ovulacdo nas jumentas (Oliveira et al., 2016) e 36 horas
de inducdo nas éguas (Rota et al., 2012), iniciavam-se as palpacdes de 6 em 6 horas até detec¢ao
da ovulagdo. As fémeas que ndo ovularam em até 48 horas, tiveram o ciclo estral descartado da
avaliacdo. Uma vez observado a ovulagdo, 10 palhetas de s€men de 0,5 mL eram descongeladas
a temperatura de 37°C por 30 segundos (3 de cada garanhdo e 1 escolhida aleatoriamente), cada
uma contendo 200 x 10° espermatozoides/ml, totalizando 1 x 10° espermatozoides na dose
inseminante.

A higienizacdo do perineo era realizada com sabao neutro e dgua (por 3 vezes consecutivas)
e posteriormente secado com papel toalha. Posteriormente, o sémen era depositado no 4pice do
corno uterino ipsilateral a ovulagdo, utilizando pipetas de haste flexivel e ponta romba

(Minitube®, Porto Alegre/RS, Brasil).

2.6 Avaliacoes do aparelho reprodutor

2.6.1 Avaliaciao por ultrassonografia modo B

Inicialmente, as estruturas que compdem o aparelho reprodutor (ovarios, corpo e cornos
uterinos e cérvix) foram identificadas por meio da palpagao transretal. Posteriormente, imagens
ultrassonogréficas foram feitas por todo o aparelho reprodutor com ultrassom modelo ZSVET®
(Mindray Medical International Limited, China) equipado com uma sonda linear (6 - 8 MHz) e
Doppler (modos colorido e espectral). As imagens foram produzidas em uma frequéncia de
7,5MHz e ganho de 94% (escala de cinza).

Por meio da ultrassonografia modo B, foi realizada a avaliagdo da aparéncia
endometrial, avaliando-se presenca de edema endometrial e de liquido intra-uterino. O escore
utilizado para a classificagdo do edema uterino variou de O a 4, considerando a extensdo do

edema das pregas uterinas (areas anecoicas): grau 0, sem edema; grau 1, edema discreto; grau
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2, edema moderado; grau 3, edema abundante e grau 4, edema exacerbado (GINTHER, 1992;
GASTAL e GINTHER, 1998).

A presenca de fluido no limen uterino foi avaliado, de forma subjetiva, quanto a
quantidade de liquido e sua extensao ao longo do corpo e dos cornos uterinos (GINTHER, 1992;
GASTAL e GINTHER, 1998), sendo classificado em: grau 1, ausente; grau 2, discreto; grau 3,

moderado e grau 4, abundante.

2.6.2 Avaliacao por ultrassonografia modo Doppler

Para avaliagdo da vascularizacdo uterina foi utilizado equipamento ultrassonografico
modelo ZSVET® (Mindray Medical International Limited, China) equipado com modos B e
Doppler colorido e sonda linear (6-8 MHz). As imagens ultrassonogréficas foram produzidas
em uma frequéncia de 7,5 MHz com ganho de 94% (escala de cinza) e de 5,7 MHz com ganho
de 60% (modo colorido), com frequéncia de repeticao de pulso de 1,7 kHz.

A perfusdao vascular do endométrio foi avaliada de forma objetiva, através da
mensuragdo dos ndmeros de pixels coloridos, como indicador da vascularizacdo uterina
(SILVA e GUINTHER, 2005). Para cada tempo de avaliacdo, o modo Doppler colorido era
acionado e cada regido uterina era inteiramente escaneado em um movimento lento e continuo.
Trés videos de aproximadamente trinta segundos foram realizados em cada segmento do tdtero
(corte longitudinal do corpo uterino e transversal dos cornos uterinos, direito e esquerdo), sendo
armazenados para posterior avaliagdo.

Com o auxilio do programa Adobe Premier Pro CC 2019 (Adobe Systems®, San Jose,
CA), foi extraida uma imagem de maior vascularizacdo, de cada video, totalizando trés imagens
de cada um dos segmentos avaliados. Essas imagens foram, entdo, processadas no Adobe
Photoshop CC 2019 (Adobe Systems®, San Jose, CA) para obtengdo da drea total da regido
uterina, drea de pixels coloridos e porcentagem de pixels em relacdo a drea total. Sendo assim,
foi realizada uma média dos parametros avaliados nas trés imagens de cada seccdo
ultrassonogréfica examinada. Todas as andlises e captura das imagens foram realizadas pelo

mesmo operador.

2.7 Citologia endometrial

Foram realizadas citologias esfoliativas do tutero para obtencdo de amostras que

representassem o ambiente uterino, para verificagdo do perfil células endometriais em
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comparacdo a células inflamatorias apos IA. As coletas foram realizadas com o auxilio da
escova ginecolégica (ABSORVE, CRLA®, Sdo Paulo/Brasil) a qual era envolta por uma bainha
descartédvel e estéril no momento da coleta, como foi descrito por Alvarenga e Matos (1990).
Ap6s a coleta, foram realizados esfregacos da escova citoldgica em laminas de vidro
para microscopia, que foram secas em temperatura ambiente, coradas com kit Panético Répido
(Laborclin®, Rio de Janeiro, Brasil) e avaliadas em microscopia 6ptica de luz, em aumento de
1000x, sob 6leo de imersdo. A porcentagem de glébulos brancos (neutréfilos, macréfagos,
eosindfilos, linfécitos e basofilos) em relagdo as células endometriais foi determinada a partir

da contagem de 200 células, gerando uma porcentagem de cada tipo celular (REGHINI, 2013).

2.8 Biopsias endometriais e histopatologia

Um pequeno fragmento do endométrio foi coletado com o auxilio de uma pinca de
bidpsia (Botupharma®, Botucatu, Brasil), esterilizada, coberta com uma camisinha sanitaria
estéril (TNB Brasil®, Sao Paulo, Brasil). A pinca foi introduzida através da vagina e posicionada
na parte caudal do canal cervical. A ponta da pinca de bidpsia foi inserida através da camisinha
sanitdria, no limen do utero para retirada do fragmento na parte anterior do corpo uterino. Esse
fragmento foi fixado em formalina tamponada a 10% por 24 horas e posteriormente imerso em
dlcool 70%, para posterior processamento histopatolégico.

Os fragmentos de bidpsias foram processados e emblocados em parafina pelos métodos
histolégicos convencionais e coradas com hematoxilina e eosina. Os cortes histolégicos de 5
um de espessura foram avaliados em microscopia Optica de luz quanto ao aspecto do
endométrio, presenca de fibrose e de células inflamatdrias por um avaliador experiente, sem o
prévio conhecimento das espécies e tempos de avaliacdo.

A avaliacdo histopatoldgica considerou parametros de inflamacdo aguda e crénica,
gerando escores de gravidade, de acordo com a intensidade de lesdes no endométrio e quanto
ao numero e tipos de células inflamatorias. Os escores de classificacdo da inflamac¢do aguda
foram ausente (0), leve (1 a 2), moderado (3 a 4) e intenso (5 a 6), avaliados de acordo com a
presenca ou auséncia das seguintes caracteristicas: infiltrado de PMNs no estrato compacto
(PMN ISC), infiltrado de PMNs no estrato esponjoso (PMN ISS), PMNs no limen das
glandulas (PMN G), PMNs em vénulas do estrato compacto (PMN V ISC), PMNs em vénulas
do estrato esponjoso (PMN V ISS), eosindfilos (E) e neutréfilos. J4 os escores de classificacao
da inflamacao cronica foram ausentes (0), leve (1 a 4), moderado (5 a 8), e intenso (9 a 12),

avaliando as caracteristicas de infiltrado de linfocitos (MI), fibrose periglandular (PGF), ninhos
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fibréticos (FN), dilatacdo glandular (GD), hiperplasia glandular (HD), lacunas linféticas (LL),
edema, congestdo, hemorragia no estrato compacto (Hem ISC) e hemorragia no estrato
esponjoso (Hem ISS). O somatério das pontuacdes obtidas para classificacdo aguda e cronica,
geraram um escore de inflamacao total de ausente (0), leve (1 a 4), moderado (5 a 8) e intenso

(9 a 13) (Adaptado de De Holanda et al., 2019).

2.9 Avaliac¢oes séricas

O sangue foi coletado por venopunc¢do da veia jugular externa em tubos ndo
heparinizados, com a utiliza¢do de agulha Vacutainer®, ligada ao acoplador. Obteve-se o soro
pela centrifugacdo do sangue em rotacao de 2.200 x g por 10 minutos. Posteriormente, o soro
foi pipetado em eppendorfs de 2 ml e posteriormente as amostras foram congeladas a -20°C até

o momento de dosagem da progesterona e de proteinas de fase aguda.

2.9.1 Proteinas de fase aguda

Para determinagdo das proteinas de fase aguda no soro sanguineo, foi utilizado o método
de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecilsulfato de s6dio (SDS-PAGE). Para
o fracionamento dos diferentes constituintes proteicos do soro, foi realizada a eletroforese das
respectivas amostras em gel de poliacrilamida contendo dodecilsulfato de s6dio (SDS-PAGE),
conforme técnica descrita por Laemmli (1970) modificada. A corrida foi realizada no sistema
vertical de eletroforese (PROTEAN II XI- VERTICAL ELETROPHORESIS CELLS ® BIO-
RAD, EUA). Foi utilizado o gel de empilhamento a 4% e o gel de separacdo a 10%. Para o
preparo das amostras e fracionamento das proteinas, foi adicionado 10uL de soro sanguineo
diluidos em 30uL de tampao-fosfato (PBS) e 20uL de tampdo de amostra posteriormente
aquecidos em dgua em ebulicdo por 10 minutos. Para o preparo do marcador de peso molecular,
foram adicionados 3uL do marcador de peso molecular (Broad Range, Bio-Rad ® 6,5 — 200
kD) juntamente com 27uL de tampao de amostra. O preparado foi centrifugado em rotagdo de
2000rpm. Uma aliquota de 10uL de cada preparado foi depositado em uma determinada
cavidade do gel, além da amostra de soro controle e o padrdo de peso molecular como
referéncia, colocada em cavidades pré-estabelecidas em cada gel.

Depois de colocadas as amostras, o conjunto da cuba foi submetido a corrente elétrica
inicial de 100V, fornecido por uma fonte de energia apropriada. Apds 1 hora (as amostras do

gel ja migram para o gel de separagdo), a corrente elétrica foi aumentada em 50% do valor
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inicial (150V), e apds mais 1 hora foi aumentada para 200 V, permanecendo assim até o término
da corrida. Terminada a corrida, o gel foi retirado da placa e corado durante 30 min em solucao
de azul de Coomassie ® R-250 0,2% sob agitacdo horizontal constante, para uma coloracao
uniforme e em seguida, submerso em solu¢do descorante a base de metanol e 4cido acético para
retirar excesso de corante até obtencdo da nitidez das bandas proteicas no gel.

Os pesos moleculares e as concentracdes das fragdes proteicas forma determinados por
densitometria computadorizada (Lablmage 1D, Loccus ®), a partir do escaneamento das
bandas nos géis. Para o célculo do peso molecular, foram utilizados marcadores de pesos
moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29, 24 e 20 kDa, além de um soro controle espécie
especifico cujas proteinas presentes foram previamente identificadas por meio de
espectrometria de massa (MALDI-TOF). Para a avaliagcao densitométrica das bandas proteicas

foram usadas curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padrao.

2.9.2 Dosagem de Progesterona

A concentragdo de P4 na amostra sérica foi mensurada por meio da técnica de
eletroquimioluminescéncia (Cobas 8000®, Roche Diagndstica Brasil Ltda.; Sao Paulo, SP,
Brasil) utilizando-se kit comercial para dosagem de progesterona (kit de progesterona €602/

Cobas 8000 e801 Reagente, Roche Diagndstica Brasil Ltda.; Sdo Paulo, SP, Brasil).

2.10 Diagnéstico de gestacao (DG)

O diagnéstico de gestacdo foi realizado aos 14 dias pos-ovulacio, por meio de exame
ultrassonogréfico uterino, sendo considerado positivo quando visualizado a vesicula
embriondria. Em caso de diagndstico negativo, o exame foi repetido apds 2 dias, para

confirmagao.

2.11 Analises Estatisticas

O modelo estatistico de base foi: Yij = u+ E;+ T;+ (E*T);; + ejjp;emque Y € a
varidvel avaliada; p € a constante; E € o efeito fixo de espécie, T € o efeito fixo de tempo de
coleta e (E*T) € o efeito fixo da interacio espécie e tempo e e € o erro aleatério. A remogdo dos
outliers foi baseada no residuo estudentizado fora do intervalo de *+ 1,5 de acordo com

Shwertman et al. (2004). Os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos pelo
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teste de Shapiro-Wilk e Bartllet para verificar a homocedasticidade. Para as varidveis que nao
apresentaram normalidade foram realizadas transformacdes (logaritmicas e BoxCox)
previamente a andlise de varidncia (ANOVA).

Os parametros foram analisados como medida repetida no tempo, considerando efeito
aleatério de animal no tempo. Foram testadas as estruturas de covariancia autorregressivo,
simetria composta, geral e autorregressao de primeira ordem, sendo o modelo escolhido através
do critério de informacdo de Akaike. Apds escolha do modelo, os efeitos de tratamento, tempo
e interacdo tratamento tempo foram analisados pelo teste F. Quando pertinente, as médias foram
avaliadas pelo teste Tukey. As varidveis que ndo atenderam os pressupostos apds a
transformacdo foram analisadas por teste ndo-paramétrico de Kruskal- Wallis e comparadas
pelo teste Wilcox. As andlises de correlagdo foram realizadas considerando a correlagido de
Pearson. Para todas as andlises valores de P &lt; 0,05 foram considerados para indicar
diferencas significativas e valores P&lt; 0,10 foram considerados tendéncia estatistica. Todos

os procedimentos foram realizados no software R.

3. Resultados

Edema endometrial e liquido intrauterino

As classificacdes do escore de edema uterino diferiram entre éguas e jumentas,
sobretudo nos tempos 0, 6, 24 e 48 horas apds A, quando as éguas apresentaram maior grau de
edema endometrial. Nos tempos O e 6, as éguas apresentaram edema moderado (escore 2),
enquanto as jumentas apresentaram edema de discreto a moderado (escore 1,5). A classificagao
dos escores também diferiu entre as espécies no tempo 24 e 48, quando as éguas exibiram
edema de discreto a moderado (escore 1,5) e as jumentas apenas edema discreto (escore 1). Nao
houve diferenca estatistica entre as espécies nos tempos 12, 72 e 120. Para as éguas, o edema
foi maior nos tempos 0 e 6 (edema moderado), apresentando diferenca estatistica, comparado
ao T48 e T72 (edema discreto a moderado). Ja na espécie asinina, o edema foi maior nos tempos
0, 6 e 12 (edema discreto a moderado), reduzindo nos tempos 24, 48 e 72 horas apds a IA,
quando o edema diminuiu a discreto. Nas jumentas o edema voltou a se elevar no T120,

retornando ao escore de discreto a moderado.
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Tabela 1. Medianas e intervalos interquartis dos escores de edema uterino das éguas e
jumentas, avaliadas imediatamente antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24, 48, 72 e 120 horas da
inseminacdo com sémen asinino congelado.

Escore de edema uterino

Espécie
Tempo (h) Egua Jumenta p-valor
0 244 (1,5-3) 1,5°4(1-2) 0,001
6 244 (1,5-3) 1,5°4(1-2) 0,008
12 1,58 (1,5-2) 1,5%(1-2) 0,1557
24 1,58 (1,5-2) 18 (0,5-1,5) 0,005
48 1,5%8 (1-2) 1°8(0,37-1,5) 0,006
72 1,58 (1-,1,5) 18(0,375-1,625) 0,1832
120 1,758 (1) 1,54 (1-2,25) 0,59
p-valor Tempo >0,001 0,0055

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na mesma linha (p<0,05); Letras
maidsculas diferentes indicam diferenca estatistica na mesma coluna (p<0,05).

As éguas também exibiram valores maiores na classificagao dos escores de liquido intra-
uterino (LIU) em relagcdo as jumentas em todos os tempos avaliados, exceto no T120, no qual
ndo houve diferenca entre as espécies. Nas éguas, o LIU foi maior do tempo 6 até 72 horas apos
IA, em comparagao ao T120. Nesse intervalo, o liquido escasso reduziu até se tornar ausente
no ultimo tempo de avaliacdo. No T12 as éguas apresentaram maior presenca de liquido
intrauterino do que no tempo controle (T0), quando o liquido era ausente. No T120 as éguas
apresentaram escore de liquido intrauterino similar ao grupo controle, denotando a
normalizacdo deste parametro neste tempo de avaliagdo. A espécie asinina apresentou LIU
classificado em escore 1 em todo o periodo avaliado, caracterizando auséncia do acimulo de

liquido no utero.

Tabela 2. Medianas e intervalos interquartis dos escores de liquido intra-uterino das éguas e
jumentas, avaliadas imediatamente antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24, 48, 72 e 120 horas da
inseminacao com sémen asinino congelado.

Escore de liquido intra-uterino

Espécie
Tempo (h) Egua Jumenta p-valor
0 19BC (1-2) 1° (1) 0,0001
6 2848 (1-3) 1° (1) <0,001
12 284 (1-3) 1° (1) <0,001

24 234B (1.2) 1° (1) <0,001
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48 1348 (1-2) 1° (1) <0,001

72 1,548 (1-2) 1° (1) 0,1109

120 1€ (1) 1(1-2,25) 0,2876
p-valor Tempo >0,001 0,7769

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na mesma linha (p<0,05); Letras
maitsculas diferentes indicam diferencga estatistica na mesma coluna (p<0,05).

Area de pixels totais (mm?) e Porcentagem de pixels coloridos no ttero

Nao foram observadas diferengas estatisticas quando comparadas as dreas de pixels
totais (escala de cinza) entre o corpo uterino, corno inseminado e corno nao inseminado dentro
da mesma espécie; também nao diferiram as porcentagens de pixels coloridos entre os locais
avaliados (corpo uterino, corno inseminado e corno ndo inseminado), bem como ao longo do
tempo dentro cada mesma espécie.

Quando comparado a drea de pixels totais no corno inseminado entre éguas e jumentas,
houve uma tendéncia de diferenca estatistica nos resultados, retratando na égua maior nimero
pixels em relacdo as jumentas em todos os tempos avaliados. Além disso, essa varidvel foi
maior no tempo 6 em relacdo aos demais tempos avaliados para a espécie equina. Este

parametro nao diferiu ao longo do tempo de avaliacdo na espécie asinina.
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Figura 4. Médias e erros-padrdo da area de pixels totais do corno inseminado das éguas e
jumentas, avaliadas imediatamente antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24, 48, 72 e 120 horas da
inseminacdo com sémen asinino congelado. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca
estatistica entre as espécies, no mesmo tempo de avaliagdo (p<0,05); Letras maitsculas
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diferentes indicam diferenca estatistica dentro da mesma espécie, ao longo do tempo avaliado
(p<0,05).

O mesmo comportamento foi observado para o corno ndo inseminado. A drea de pixels
totais do corno nao inseminado também foi maior na espécie equina em relacdo a espécie
asinina ao longo do periodo de avaliagdo. Além disso, também houve maior drea de pixels totais
no corno nao inseminado na espécie equina 6 horas apds IA em relagdao aos demais tempos
avaliados para esta espécie. Na espécie asinina esse parametro nao se alterou ao longo do tempo

avaliado.
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Figura 5. Médias e erros-padrao da area de pixels totais do corno nao inseminado das éguas e
jumentas, avaliadas imediatamente antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24, 48, 72 e 120 horas da
inseminacdo com sémen asinino congelado. Letras minusculas diferentes indicam diferenca
estatistica entre as espécies, no mesmo tempo de avaliagdo (p<0,05); Letras maitsculas
diferentes indicam diferenca estatistica dentro da mesma espécie, ao longo do tempo avaliado
(p<0,05).

Para a area de pixels totais do corpo uterino, houve diferenca estatistica entre as espécies

nos tempos 6, 72 e 120, sendo maior para espécie equina em relac@o a asinina.
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Figura 6. Médias e erros-padrao da drea de pixels totais do corpo uterino das éguas e jumentas,
avaliadas imediatamente antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24, 48, 72 e 120 horas da inseminagao
com sémen asinino congelado. Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre
as espécies, no mesmo tempo de avaliagdo (p<0,05); Letras maitdsculas diferentes indicam
diferenca estatistica dentro da mesma espécie, ao longo do tempo avaliado (p<0,05).

Nao houve diferenca na porcentagem de pixels coloridos entre o corno inseminado e o
corno ndo inseminado entre éguas e jumentas, € nem entre os tempos avaliados dentro de cada
espécie. No entanto, houve uma tendéncia de diferenca estatistica na porcentagem de pixels
coloridos no corpo uterino entre as espécies, sendo maior no tempo 6 nas jumentas, comparado

as éguas.
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Figura 7. Médias e erros-padrao da porcentagem de pixels coloridos no corpo uterino das éguas
e jumentas, avaliadas imediatamente antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24, 48, 72 e 120 horas da
inseminacdo com sémen asinino congelado. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca
estatistica entre as espécies, no mesmo tempo de avaliagdo (p<0,05); Letras maitsculas

diferentes indicam diferenca estatistica dentro da mesma espécie, ao longo do tempo avaliado
(p<0,05).

Citologia uterina

Para ambas as espécies estudadas, a citologia endometrial no tempo 0 (pré IA),
demonstrou uma predominancia de células endometriais na avaliagao. Ja no T6 (momento do
pico inflamatdrio) a citologia endometrial revelou uma reducio acentuada na porcentagem de
células endometriais e uma elevacio significativa da porcentagem de células inflamatdrias,
principalmente de neutroéfilos.

A quantidade de células inflamatdrias nas horas seguintes avaliadas decresceu e a
propor¢do de células endometriais aumentou gradativamente, reestabelecendo-se até 48 horas
na espécie equina. No entanto, nas jumentas, o pico inflamatorio se manteve de 6 a 12 horas
apos a IA e a resposta inflamatoria nessa espécie mostrou-se mais tardia, comparado as éguas,
e apesar de haver o reestabelecimento completo nas 48 horas, comparado ao momento 0 desta
espécie, a porcentagem de células inflamatérias se manteve superior quando comparado as
éguas.

A porcentagem de células inflamatorias foi superior na espécie asinina no T12 e T48

em comparagdo as éguas.
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Figura 8. Médias e erros padrao da porcentagem de células endometriais em esfregacos de
citologia uterina de éguas e jumentas, avaliadas imediatamente antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24
e 48 horas da insemina¢do com sémen asinino congelado. Letras mindsculas diferentes indicam
diferenca estatistica entre as espécies, no mesmo tempo de avaliacio (p<0,05); Letras
maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica dentro da mesma espécie, ao longo do tempo
avaliado (p<0,05).
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Figura 9. Médias e erros padrdao da porcentagem de células inflamatdrias em esfregacos de
citologia uterina de éguas e jumentas, avaliadas imediatamente antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24
e 48 horas da insemina¢do com s€men asinino congelado. Letras mintsculas diferentes indicam
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diferenca estatistica entre as espécies, no mesmo tempo de avaliacio (p<0,05); Letras
maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica dentro da mesma espécie, ao longo do tempo
avaliado (p<0,05).

Quando avaliado o perfil individual de células inflamatérias, os neutréfilos
apresentaram comportamento similar ao parametro anterior em citologias uterinas de éguas e
jumentas ao longo do tempo avaliado. A porcentagem dessas células diferiu nos tempos 12 e
48 h entre as espécies. Para a espécie equina, a porcentagem de neutréfilos se elevou no tempo
6 em comparacdo ao TO. Nos tempos 12, 24 e 48, a porcentagem de neutréfilos reduziu em
comparacao ao tempo 6, mas ndo ao nivel do tempo controle (TO). Para a espécie asinina, a
porcentagem de neutréfilos se elevou no tempo 6 e se manteve elevada no tempo 12 em
comparacao ao T0O. Nos tempos 24 e 48, a porcentagem de neutréfilos reduziu em comparacao

aos tempos 6 e 12, mas ndo ao nivel do tempo controle.
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Figura 10. Médias e erros padriao da porcentagem de células polimorfonucleares (neutréfilos)
em esfregacos de citologia uterina de éguas e jumentas, avaliadas imediatamente antes (tempo
0) e apos 6, 12, 24 e 48 horas da insemina¢do com sémen asinino congelado. Letras mintsculas
diferentes indicam diferenca estatistica entre as espécies, no mesmo tempo de avaliacio
(p<0,05); Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica dentro da mesma espécie,
ao longo do tempo avaliado (p<0,05).

A porcentagem de mondcito ndo diferiu entre as espécies ao longo do tempo avaliado.
No entanto, nas jumentas houve um aumento significativo no tempo 12, comparado aos demais
tempos. Nas éguas, os mondcitos aumentaram a partir do tempo 0, se mantendo ao longo do

tempo.
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Figura 11. Médias e erros padrao da porcentagem de células mononucleares (mondcitos) em
esfregacos de citologia uterina de éguas e jumentas, avaliadas imediatamente antes (tempo 0) e
apos 6, 12, 24 e 48 horas da inseminagdo com s€émen asinino congelado. Letras mintsculas
diferentes indicam diferenca estatistica entre as espécies, no mesmo tempo de avaliacdo
(p<0,05); Letras maidsculas diferentes indicam diferencga estatistica dentro da mesma espécie,
ao longo do tempo avaliado (p<0,05).

O infiltrado eosinofilico esteve presente na resposta de defesa uterina nas jumentas,

enquanto nao foi observado na espécie equina. No entanto, ndo houve diferenga nas

porcentagens médias de linfocitos e baséfilos entre as espécies.
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Figura 12. Médias e erros-padrdo da porcentagem de células inflamatdrias (eosindfilos,
linfécitos e baséfilos) em esfregacos de citologia uterina de éguas e jumentas, avaliadas
imediatamente antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24 e 48 horas da insemina¢cdo com sémen asinino
congelado. Letras mindsculas diferentes indicam diferenga estatistica entre as espécies, no
mesmo tempo de avaliacdo (p<0,05); Letras maidsculas diferentes indicam diferenca estatistica
dentro da mesma espécie, ao longo do tempo avaliado (p<0,05).

A Figura 13, apresenta imagens citoldgicas representativas de éguas e jumentas em
ordem cronolégica dos tempos de avaliagdo em relacdo ao momento de inseminagdo com sémen

asinino congelado.

CITOLOGIA UTERINA

Tempo Eguas Jumentas

(h)
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Figura 13. Comparacdo de imagens de citologia uterina de éguas e jumentas (objetiva 40X) em
coletas realizadas imediatamente antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24 e 48 horas da inseminacdo

com sémen asinino congelado.
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Figura 14. Imagem de citologia uterina (objetiva 40X) evidenciando eosinéfilos (seta preta) e
neutréfilos (seta vermelha) na inflamacdo endometrial de jumentas, 6 horas apds inseminagao
artificial com s€émen asinino congelado.

Histopatologia uterina

O escore total de inflamag¢d@o aguda, observado por histopatologia da biépsia uterina, foi
superior na espécie asinina 12 horas pds IA, quando comparada com a espécie equina, mas foi
similar entre as espécies no T48. As éguas demonstram auséncia de resposta inflamatdria aguda
no tecido uterino, na avaliac@o histopatolégica das bidpsias realizadas 12 e 48 horas apds a 1A
com sémen asinino congelado. Ja para as jumentas, o escore total de inflamacao aguda alcancou
mediana 3, em uma escala de 0 (ausente) a 6 (grau maximo de inflamag¢do), apds 12 horas da
IA com s€men asinino congelado. No tempo 48, ocorreu diminui¢cdo da reac¢do inflamatoria
aguda uterina nas jumentas, chegando ao escore 0 (ausente). Em ambas as espécies, ndo foram

observados animais com escore maximo de inflamacdo aguda em nenhum tempo de avaliacao.

Tabela 3. Medianas e intervalos interquartis do escore total de inflamagdo uterina aguda,
avaliadas por histopatologia da bidpsia uterina, 12 e 48 horas apds a insemina¢cdo com s€émen
asinino congelado.

Escore Total Agudo
Espécie
Tempo (h) Egua Jumenta p-valor
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12 o° 334 (1,5-4,25) >0,001
48 0(0-0,5 08 (0-2) 0,3966
p-valor tempo 0,2835 0,01167

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na mesma linha (p<0,05); Letras
maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica na mesma coluna (p<0,05).

N3ao houve diferenca estatistica quanto ao escore de inflamacao uterina cronica entre as
espécies estudadas no T12. Nesse tempo, ambas as espécies apresentaram baixo escore, com
medianas variando de 1 a 2, em uma escala de inflamacgdo cronica que vai de O (ausente) a 12
(grau maximo). Ja no T48, observou-se elevacio no escore de inflamagdo uterina cronica para

as éguas em relacdo ao seu T12 e também quando essa espécie foi comparada a espécie asinina.

Tabela 4. Medianas e intervalos interquartis do escore total de inflamacdo uterina cronica,
avaliadas por histopatologia da bidpsia uterina, 12 e 48 horas apds a insemina¢do com sémen
asinino congelado.

Escore Total Cronico

Espécie
Tempo (h) Egua Jumenta p-valor
12 18(1-2,25) 2(1,75-4) 0,3739
48 3,5 (2-5) 1,5° (1-3,25)  0,0609
p-valor tempo 0,0387 0,5167

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na mesma linha (p<0,05); Letras
maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica na mesma coluna (p<0,05).

Quando os parametros de inflamac¢do aguda e cronica foram somados (Escore Total),
observou-se diferenca entre as espécies no T12, onde as jumentas apresentaram maior
inflamacdo uterina (6,5) em comparacgdo as éguas (1) em uma escala de O (ausente) a 13 (grau
maximo) de inflamacdo. No T48, o escore total da inflamacdo uterina se elevou na espécie
equina, tornando-se estatisticamente igual ao apresentado pela espécie asinina no T12 e no T48.

Nas jumentas, ndo houve diferencga estatistica entre os tempos.

Tabela S. Medianas e intervalos interquartis do escore total de inflamacao (aguda + cronica),
avaliadas por histopatologia da bidpsia uterina, 12 e 48 horas apds a inseminagdo com s€émen
asinino congelado.

Escore Total (Agudo + Cr6nico)

Espécie
Tempo (h) Egua Jumenta p-valor
12 1" (1-3,25)  6,5*(3,5-7,25) 0,0139

48 4% (3-5,25) 3(2-3,25) 0,0845



p-valor tempo 0,0361 0,0315
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Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na mesma linha (p<0,05); Letras
maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica na mesma coluna (p<0,05).

Proteinas de Fase Aguda

Nao houve diferenca quanto a concentracdo de as proteinas de fase aguda entre as

espécies em nenhum tempo avaliado. Também ndo se observou alteracdes na concentracdo

desses marcadores inflamatérios, dentro da mesma espécie ao longo do periodo avaliado
(p>0,05).
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Figura 15. Médias da concentracdo (mg/dL) de proteinas de fase aguda presentes no soro
sanguineo das éguas, avaliados imediatamente antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24, 48, 72 ¢ 120
horas da insemina¢do com sémen asinino congelado.
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Figura 16. Médias da concentracdo (mg/dL) de proteinas de fase aguda presentes no soro
sanguineo das jumentas, avaliados imediatamente antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24, 48,72 e 120
horas da inseminac¢do com s€men asinino congelado.

Diagnéstico de Gestacao

A taxa de concepcao foi maior nas éguas do que nas jumentas, atingindo taxa de 54,55%
(6/11) versus taxa nula de concepcdo nas jumentas (0/12), aos 14 dias apés [A com s€émen

asinino congelado.
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Figura 17. Médias e erros-padrio da taxa de concepgao (%) aos 14 dias apds inseminacdo com
s€émen asinino congelado, em éguas e jumentas. Letras mintisculas diferentes indicam diferenca
estatistica na mesma linha (p<0,05); Letras maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica
na mesma coluna (p<0,05).

Progesterona
Houve diferenca entre as espécies quanto ao nivel sérico de progesterona no quinto dia

p6s ovulacdo e IA com sémen asinino congelado. A espécie asinina apresentou maior valor

médio de P4 (13 ng/ml), em comparagdo com a espécie equina (6 ng/ml).
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Figura 18. Nivel sérico de progesterona (ng/ml) de éguas e jumentas no D5 (5 dias pds ovulagao
e IA com s€men asinino congelado). Letras mintsculas diferentes indicam diferenga estatistica
na mesma linha (p<0,05); Letras maitsculas diferentes indicam diferencga estatistica na mesma
coluna (p<0,05).

4. DISCUSSAO

Ecotextura uterina, edema endometrial e liquido intrauterino

De acordo com os resultados obtidos, as éguas parecem apresentar maiores alteracdes
vasculares no endométrio quando comparadas as jumentas, ji que apresentaram maior grau de
edema endometrial e liquido intrauterino desde o momento prévio a IA (TO) até 48 e 72 horas
pOs IA, respectivamente. Nessa espécie, a presenca de edema endometrial moderado no tempo
0 pode ser justificada pela ainda presenca de estrogeno circulante, mesmo que em decréscimo,
levando a uma maior permeabilidade vascular fisiologica. J4 no tempo 6, o edema moderado
pode ter ocorrido em decorréncia ao pico inflamatério pds IA, pois nesse momento ha grande
liberacdo de citocinas pré inflamatdrias na tentativa de promover a quimiotaxia de células de
defesa para combater micro-organismos que adentram o utero junto com o s€émen e também
para fagocitar espermatozoides. As citocinas pré inflamatdrias, que promovem quimiotaxia das
células imunes, também alteram a permeabilidade vascular tecidual por meio da constri¢do das
arteriolas e dilatacdo das vénulas. O aumento da permeabilidade vascular proporciona o
extravasamento de exsudato para os espacos intersticiais, formando o edema endometrial.

Quando o exsudato ultrapassa o limite do intersticio, ele passa a se acumular no limen uterino
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(COLLINS et al., 2000). Na espécie equina, esse fendmeno foi observado durante o pico
inflamatorio e perdurou até as 72 horas pds IA retornando a normalidade somente no T120.

Em contrapartida, as alteragdes vasculares no ambiente uterino das jumentas parecem
menos amplas e evidentes, ja que o edema endometrial se manteve de discreto a moderado do
TO ao T12, chegando a discreto no T24 e T48. Além disso, a espécie ndo apresentou liquido
intrauterino em nenhum momento avaliado. Esse resultado corrobora com o trabalho de
Climent et al. (2012), que demonstram que as jumentas apresentam menor edema e menor
acimulo de liquido, comparado as éguas, denotando diferencgas fisiologicas e de resposta
inflamatdria entre as duas espécies.

O aumento do escore de edema endometrial na espécie asinina no T120 em relacdo aos
tempos anteriores pode estar relacionado a descida do embrido para o dtero no D5 (120 horas
p6s ovulacdo). O embrido equino sintetiza estrogénios, PGE (prostaglandina E), PGF2a e
relaxina, que sdo substancias vasoativas que podem estimular o aumento do fluxo sanguineo
uterino (HEAP et al., 1982; STOUT e ALLEN, 2002). Niedo-Olmedo et al. (2020) observou
na avalia¢ao uterina por meio da ultrassonografia modo Doppler um aumento significativo no
fluxo sanguineo 7 e 8 dias pds ovulagdo. Diante disso, a elevacdo da vascularizagdo fisiol6gica
a partir do dia da descida do embrido pode ocasionar esse edema. Outra hipétese que pode
justificar esse edema € a acdo do estrégeno, liberado a partir da presenga de foliculos ovarianos
nesse periodo, associado ao fato da produgdo da progesterona ndo ter alcangado niveis
consideraveis. Além disso, a preparacdo uterina para a decida do embrido requer modificagoes
estruturais e fisioldgicas do ttero e das glandulas uterinas, importantes para o reconhecimento
materno. Esse aumento da vasculariza¢do pode ocorrer em decorréncia dessas modificagdes do
tecido uterino, justificando esse achado no T120. Apesar da espécie equina ndo ter apresentado
diferenca no escore de edema endometrial no T120 em relagdo ao tempo anterior, as éguas
apresentaram mediana 1,75 (valor intermédio entre edema de discreto-moderado a edema
moderado), no ultimo tempo, enquanto que no T72 a mediana foi 1,5 (edema moderado),

demonstrando também uma tendéncia na elevacao deste parametro no DS5.

Area de pixels totais (mm?) e Porcentagem de pixels coloridos no wtero

A tendéncia observada para maior drea de pixels nos cornos uterinos (inseminado e ndo
inseminado) da égua em relacdo aos das jumentas em todos os momentos avaliados, foi um
achado esperado, uma vez que o aparelho reprodutor da espécie asinina possui menor tamanho

anatomico do que o aparelho reprodutor da espécie equina. Dessa forma, o escaneamento
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ultrassonografico com transdutor linear gerou imagem de cortes transversais dos cornos
uterinos com maiores dreas de pixels na espécie equina em todos os tempos avaliados, dado as
maiores medidas de diametro e circunferéncia dessas regides nessa espécie em relacao a espécie
asinina. Além disso, o aumento da quantidade de pixels no T6 na espécie equina quando
comparado aos demais tempos nesta espécie, pode ter ocorrido devido ao pico inflamatério,
que gera maior edema intersticial e influxo de células inflamatérias, aumentando,
provavelmente a drea de pixels do corno inseminado. Embora o s€émen seja depositado na
extremidade do corno ipsilateral a ovulacdo, Fiala ef al. (2010) demostrou que, as células
espermaticas percorrem toda a extensao do ttero, chegando ao corno contralateral. Isso explica,
a diferenca de quantidade de pixels também encontrada no T6, momento do pico inflamatdrio,
no corno ndo inseminado na espécie equina em relagdo aos demais tempos de avaliagdo.

Em relagdo ao fluxo sanguineo uterino ndo foram observadas grandes alteragdes na
perfusdo uterina em éguas e jumentas inseminadas com sémen asinino criopreservado. Houve
apenas uma tendéncia da porcentagem de pixels coloridos ser maior no corpo uterino no T6 nas
jumentas quando comparadas as éguas. Esse resultado pode indicar que houve maior fluxo
sanguineo no corpo uterino das jumentas em relagdo as éguas durante o pico inflamatdrio no
T6. No entanto, a porcentagem de pixels coloridos se trata de uma propor¢ao entre a area de
pixels coloridos e drea de pixels totais em escala de cinza. Dessa forma, a explicacdo mais
provavel para este resultado se deve ao fato de a espécie equina apresentar maior area de pixels
totais no corpo do ttero em relacdo a asinina, tendendo a gerar uma menor propor¢ao de pixels
coloridos por drea. Apesar de aparentemente nao constituir uma ferramenta diagndstica tao
sensivel as alteracdes vasculares em ttero de éguas e jumentas pos IA em nosso trabalho,
Pereira et al. (2014) utilizaram a ultrassonografia modo Doppler como diagndstico auxiliar da
endometrite em éguas e foi possivel identificar a elevacdo da perfusdo vascular em todas as
éguas avaliadas, refletidas por aumento no nimero de pixels coloridos no tecido uterino,
caracterizando maior perfusdo sanguinea tecidual. Nesse trabalho, as éguas foram
diagnosticadas com endometrite bacteriana, i1sso pode explicar uma maior perfusdo uterina

encontrada nesse trabalho em relagdo ao grupo controle (saudével).

Citologia Uterina

No TO, foram encontrados 2% de células inflamatorias na citologia das éguas e 5,33%

nas jumentas. O resultado citoldgico encontrado para éguas corrobora com a classificagdo de

Overbeck et al. (2011). J4 a porcentagem pouco mais elevada para as jumentas ultrapassa o
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valor maximo de células inflamatdrias em citologia negativa adotado para égua. No entanto,
esse resultado pode ser justificado pela contagem de eosinéfilos (que sdo ausentes em citologia
de éguas com ttero sauddvel), elevando um pouco a contagem de células inflamatdrias nesse
tempo (0), podendo ser um valor aceito para citologia negativa em jumentas. E comum que haja
certa resposta inflamatéria no tempo 0 devido a a¢do do estrégeno na fase de estro que promove
o relaxamento da musculatura lisa do utero permitindo a abertura da cérvix, além do aumento
da vascularizacdo uterina, que disponibiliza ao endométrio células inflamatdrias para defesa
nessa fase (KOZDROWSKI et al., 2015). Diante disso, nas jumentas o achado de células
inflamatérias também € considerado normal e compativel com um endométrio saudavel
(QUARTUCCIO et al., 2020).

O pico inflamatdrio no presente estudo foi alcancado no T6 em ambas as espécies, sendo
evidenciado por uma maior porcentagem de células inflamatérias nesse tempo em relagdo aos
demais. Na espécie asinina o pico inflamatério alcangado no T6 se manteve no T12, vindo a
reduzir somente no T24. Esses achados corroboram com o que foi descrito por Troedsson
(1999) para a espécie equina e Rota et al. (2008) para a espécie asinina, em que demonstraram
que o pico inflamatério ocorre entre 6 a 12 horas apds a IA. Cerca de 2 horas apds estimulo
inflamatério ha um aumento de citocinas pré-inflamatdrias, com as interleucinas (IL) IL-1, IL-
6 e fator de necrose tumoral (TNF) (CANISSO et al., 2020), justificando esse grande influxo
de células inflamatdrias para o utero.

No T12 € notavel a presenga do infiltrado, sobretudo neutrofilico, no entanto, ¢ uma fase
marcada pelo decréscimo do pico inflamatdrio na espécie equina. Nessa espécie, a resolucao da
inflamagdo se iniciou em 12 horas pds estimulo, possivelmente em decorréncia a sintese de
mediadores anti-inflamatorios, como relatado por Woodward e Troedsson (2013). No entanto,
no presente trabalho essa resposta aconteceu de forma mais tardia na espécie asinina ja que a
porcentagem de células inflamatodrias (representadas por maior porcentagem de neutroéfilos e
mondcitos) se mantiveram superiores no T12 nas jumentas em relagdo aos demais tempos
avaliados, demonstrando que o pico inflamatdrio nessa espécie € mais prolongado, reduzindo
apenas em 24 apds [A. Além disso, a porcentagem de polimorfonucleares € superior no T12 e
T48 na espécie asinina em comparacdo a equina. Isso confirma a hipétese que as jumentas
apresentam resolucao da inflamac¢do mais tardia, quando comparadas as éguas.

Semelhante ao encontrado na espécie equina por Card (2005), Fiala et al. (2007) e
Santos (2012), houve no presente trabalho, em ambas espécies, uma reducdo significativa de
PMNs 24 horas apds IA, que demonstra uma resolu¢do, ao menos parcial do processo

inflamatorio. No T48, a homeostase uterina retornou na égua, como descrito por Katila et al.
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(1996) e Katila (2001). Cerca de 6 horas apds estimulo inflamatério, hd expressao de citocinas
anti-inflamatérias (IL10, ILRN) e IL6 em niveis mais elevados, culminando em resolugao
inicial da inflamacgdo apds 12 horas. A partir de 24 horas a maioria das citocinas (pré e anti-
inflamatdrias) retornam a niveis basais (CANISSO et al., 2020). Porém, as jumentas, embora
tenham apresentado similaridade na porcentagem de células inflamatdrias no T48 em relacao
ao TO, apresentam porcentagem consideravel (16%) de células inflamatdrias no T48.

Segundo Katila (2016), nas éguas a endometrite persistente pds cobertura ocorre quando
a inflamacdo ndo € solucionada em até 48 horas do acasalamento. Essa caracteristica de resposta
inflamatdria prolongada também foi encontrada em estudos que analisaram a reacdo uterina ao
s€men congelado (KOTILAINEN et al., 1994; TROEDSSON et al., 2001; KAZIM, et al. 2004)
e outros que avaliaram éguas susceptiveis a endometrite, no qual a predisposi¢do a essa
patologia est4 ligada as condi¢des anatomicas e fisioldgicas, que proporcionam uma depuracao
uterina ineficiente e consequentemente tardia (MALOUFI et al., 2002: WOODWARD et al.,
2012). Em um estudo que também avaliou a resposta inflamatdria uterina em éguas inseminadas
com sémen congelado de jumento (SANTOS, 2012), a andlise citolégica revelou 66,1% e
21,5% de células inflamatérias (PMNs em maior frequéncia), 4 e 24 horas apds IA,
respectivamente. Esse resultado foi superior ao encontrado nesse estudo, o qual apresentou
57,31% de células inflamatérias 6 horas pds 1A e 23,54% em 24 horas pos 1A.

A maior contagem de mondcitos foi observada nas jumentas no T12 em relacdo aos
demais momentos de avaliagdo. Nesse contexto, deve-se ressaltar que na inflamagao, os
macréfagos atuam como células apresentadoras de antigeno (APC’s), potencializando a
ativacao de linfécitos T e B pela expressao de moléculas co-estimuladoras, liberando ainda mais
citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e quimiocinas, além de produzirem
quantidades considerdveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), cujo principal
representante € o 6xido nitrico (NO) (CRUVINEL et al., 2010), o que pode justificar uma
possivel hiperatividade do sistema imunoldgico das jumentas nesse momento.

A presenca de eosin6filos na citologia uterina das jumentas € um grande diferencial
comparado a espécie equina, em que somente sdo encontrados em casos de pneumovagina,
urovagina e infec¢oes fungicas (SLUSHER et al., 1992; LEY et al., 2002; SNIDER et al.,
2011). Mir6 et al. (2011) também observou a presenca dos eosinofilos e relatou que essas
células sdo um achado fisiolégico no endométrio das jumentas durante a fase de estro e comum
na reagdo inflamatdria pés IA. No entanto, essa reacdo eosinofilica pode contribuir para o
ambiente uterino inadequado a descida do embrido, uma vez que qundo ativados, os eosinéfilos

secretam muitos granulos contendo proteina bdsica principal, proteina catidnica eosinofilica,
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neurotoxina derivada de eosindfilos, peroxidase eosinofilica, hidrolases lisossOmicas e
histaminases que tém grande potencial citotéxico sobre parasitas, mas também podem causar
lesdo tecidual. Essas células se ligam ao antigeno alvo (espermatozoide) revestidos com
anticorpos IgE (ou IgA) para realizar a degranulacdo. De forma geral, os componentes desses
granulos apresentam toxicidade para parasitas, induz a degranulacdo de mastdcitos e basoéfilos,
ativa a sintese de fatores de remodelacdo por células epiteliais, cria poros na membrana da
célula-alvo, permitindo a entrada de outras moléculas citotoxicas, além de estimular a secre¢io
de glicosaminoglicanos por fibroblastos (CRUVINEL et al., 2010). Por isso, a inducdo da
inflamacdo por eosin6filos pode representar uma grande diferencga na resposta fisiologia uterina
de jumentas e dificultar a sobrevivéncia espermatica ou embriondria.

Apesar das proteinas constituintes do plasma seminal de jumento ndo exercerem o
mesmo efeito sobre a viabilidade, sobrevivéncia dos espermatozoides e interacio dos PMNs
com as células espermaticas, sabe-se que as proteinas, com massa molecular de 30 — 100 Kda,
participam efetivamente em func¢des moduladoras, incluindo a interagdo dos PMNs com os
espermatozoides (MIRO et al, 2021). Avaliando o efeito do PS na ligacdo entre
espermatozoides e PMN, foi observado que as proteinas do PS com peso molecular maior que
10 KDa induzem uma rdpida interac@o entre essas células. Além disso, proteinas entre 50-100
KDa induziram a uma maior porcentagem de espermatozoides ligados aos PMN, e essas células
apresentaram menor viabilidade, comparado as células espermadticas associadas as fracoes de
proteinas de 30 -50 KDa (MIR() etal.,2021). Por sua vez, as proteinas de baixo peso molecular,
< 10 KDa, em contato com as células espermadticas, reduzem a motilidade e danificam a
integridade da membrana plasmatica (RODRfGUEZ—MARTfNEZ etal.,2011; BUBENKOVA
et al., 2020).

Nesse contexto, essas proteinas do plasma seminal dos jumentos podem também estar
ligadas a modulagdo dos eosinéfilos no endométrio e sua interagdo com as células espermaticas.
Segundo Talluri et al. (2017) e Papas et al. (2019), o total de proteina do plasma seminal do
jumento € 4 a 10 vezes maior do que o PS de equino e suas proteinas sdo capazes de regular a
expressdo de genes da COX-2 (no epitélio luminal e no estrato compacto) 6 horas apds a IA
(VILES et al., 2013). Dessa forma, diminui¢io da expressio da COX-2 inibiria, em parte, a
sintese das prostaglandinas inflamatdrias e consequentemente a quimiotaxia dos neutréfilos e
eosindfilos, reduzindo a amplitude dos sinais primérios da inflamagdo. Por sua vez, na
inseminacdo com sémen criopreservado, ndo hi modulacdo alguma da inflamacdo, dado a
auséncia de plasma seminal, predispondo a condicdo de grande infiltrado neutrofilico e

eosinofilico nas horas subsequentes a IA.
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Histopatologia

Os aspectos que caracterizam a inflamacdo aguda, como a presenca de grande infiltrado
de células inflamatdérias no estrato compacto e esponjoso do endométrio, foram minimos nas
éguas nos tempos 12 e 48, demonstrando que, nessa espécie, ja no tempo 12 o pico inflamatério
ja tinha passado e que houve um répido reestabelecimento da resposta imune ao s€émen. No
T48, isso se confirmou com todos os animais apresentando auséncia de inflamacdo aguda. J4
nas jumentas, no tempo 12, esses aspectos inflamatdérios ainda estavam presentes de forma
moderada, reafirmando uma reacdo inflamatéria mais prolongada e intensa, estendendo além
do periodo do pico inflamatério (T6). No T48, houve o reestabelecimento da normalidade,
demonstrando que houve a resolucao do processo inflamatdrio agudo até as 48 horas pos IA.

Os aspectos que caracterizam a inflacdo cronica, como a presenga de fibrose
periglandular, congestdo, ninhos fibréticos e infiltrado mononuclear, foram minimos no T12,
porém ligeiramente superiores no T48 nas éguas. Além disso, a reacdo inflamatéria cronica foi
superior nas éguas em relacdo as jumentas no T48. Uma explicacdo para esse resultado, pode
ser o fato de ter sido coletado amostras de bidpsias em regides do utero comprometidas
focalmente, de animais com idade superior e com maior nimero de parto por animal (histérico
das éguas), comparado as jumentas. Eguas de maior idade estdo associadas aos maiores graus
dentro da classificacdo histopatolégica apresentada por Kenney e Doig (1986), devido ao
comprometimento do tecido por fibrose, com predominancia de caracteristicas intrinseca de
cronicidade da inflamagao (SNIDER et al., 2011).

A somatizacdo das caracteristicas agudas e crOnicas, mostram novamente, maior grau
de inflamacdo nas jumentas no T12, bem superior ao encontrado nas éguas, afirmando as
condi¢cdes de uma reagdo do sistema imune mais prolongada e intensa da espécie asinina. No
T48, o escore total da inflamacdo uterina se elevou na espécie equina, confirmando a hipdtese
anteriormente colocada, em relacdo a maior grau de cronicidade observadas nas éguas. Nesse
tempo (T48) a totalizacdo das caracteristicas agudas e crOnicas foram similares nas duas
espécies.

Segundo Snider ef al. (2011) as avaliagdes da endometrite de amostras histopatologicas
incluem a percepg¢do do tipo da inflamagdo (agudo ou cronico), do grau (leve, moderado ou
intenso), dos tipos celulares presentes (linfécito, neutréfilos, etc) e os padrdes da inflamagao
(multifocal ou difuso/perivascular ou intersticial). A presenca de grande infiltrado de linfocitos

e macrofagos, estdo ligados a processos cronicos, assim como a presenga marcada de
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neutréfilos retrata processos agudos. A presenca de células plasmdticas (como linfécito B)
indica cronicidade, ligada a provavel produ¢do de imunoglobulinas especificas. Os eosinéfilos
estdo ligados a processos inflamatérios especificos, como por exemplo a pneumovagina € em
resposta a agentes fungivos. Segundo Rothenberg e Hogan (2006), os eosinéfilos sdo células
que contribuem para a remodelacdo tecidual nas reagdes inflamatdrias e sdo estimulados
diretamente pela interleucina 33 (IL-33) (GERVASI et al., 2011). Foi relatado que essa
interleucina pode exacerbar a resposta inflamatéria em casos de artrite processos alérgicos
(LIEW, 2012; CHAN et al., 2019). Mir6 et al. (2020), observou transcritos da IL.-33 em todas
as amostras de bidpsias endometriais de jumentas e nas diferentes variacdes de classificacao
histopatolégica (inflamagcao mais leve até de maior degeneracdo tecidual). Dessa maneira,
correlacionaram de forma direta a expressao tecidual da IL-33 com o infiltrado eosinofilico e
sugeriam que na endometrite nas jumentas, os eosinéfilos sao mediados por essa interleucina.
Além disso, os resultados indicaram uma tendéncia para correlagdo positiva entre a contagem
de eosindfilos e 1L-33 na categoria IIA. Resta, estabelecer melhor o papel dos eosinéfilos na
inflamag¢do do endométrio das jumentas, sua ligacdo ao processo degenerativo do tecido e
buscar associacdo desses fatores a quantidade elevada de eosinéfilos e PMN’s, no periodo que
as condi¢cdes do endométrio ja deveriam estar reestabelecidas.

Sokkar et al. (2001) avaliou a endometrite em jumentas, analisando bidpsias
endometriais, classificando-as de acordo com as categorias apresentadas por Kenney e Doig
(1986) observando as caracteristicas de inflamacdo aguda e cronica. Em conclusdo, esse
trabalho indicou que hd uma semelhanca nos achados das bidpsias endometriais, com o que ja
foi relatado nas categorias, em éguas. Papas et al. (2017), realizou bidpsias endometriais em
jumentas e demostrou que um grande infiltrado neutrofilico esta presente nos endométrios
altamente degenerativo (19-26%), enquanto que, nos animais com endometrite aguda pos IA,
esse infiltrado chega a 87,74%. Em adicdo, a quantidade de eosin6filo foram significamente
maiores na endometrite e se manteve alto nos casos em que ja havia um estdgio inicial de
endometriose.

Em estudo realizado por De Holanda et al. (2019) com éguas, 66,6% foram classificadas
em escores descritos por Keney e Doig (1986) como IIB (inflamagao e fibrose moderadas com
formacao de aglomeragdes glandulares, presenca moderada de PMN’s e hiperplasia ou cistos
glandulares) e 33,3 % na categoria III (a inflamacao e fibrose graves com grande presenca de
PMNs e aglomeragdes, cistos e hiperplasias glandulares) e a maioria apresentou grande
infiltrado neutrofilico no estrato compacto e no esponjoso, no limen das glandulas e vénulas.

Além disso, todas essas éguas apresentaram grande infiltrado de células mononucleares, que
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caracterizam cronicidade e muita fibrose periglandular e na lamina prépria, ninhos fibréticos,
grande quantidade de coldgeno e artérias hipertrofiadas de forma extensa e multifocal. Essas
lesdes caracterizam a endometriose, de condicdes degenerativas e progressivas no endométrio.
Essas alteracdes sdo compativeis com a susceptibilidade a endometrite persistente e estao
também associados a maior idade e alteragdes da conformacdo do trato reprodutivo ao longo
dos anos, que levam a disfun¢do do miométrio, além das alteracdes vasculares de perfusio e

drenagem do que levam esses animais a infertilidade (SNIDER et al., 2011).

Proteina de Fase Aguda (PFA)

De forma geral, durante processos inflamatérios no organismo, hd uma resposta aguda
proteica induzida pela acdo das interleucinas, provocando aumento da sintese hepdtica das
proteinas de fase aguda (PFA’s) e liberacdo das mesmas para a corrente sanguinea. No entanto,
as concentragdes das PFA’s tanto nas éguas, quanto nas jumentas nao se alteraram durante os
tempos avaliados ap6s IA, fortalecendo a hipdtese de que a inflamacdo do ttero seja um
processo local, que ndo induz uma resposta sistémica em condicdes inflamatdrias, como
demonstrado por outros autores. Tuppits et al. (2014), também ndo obteve elevacdo das
concentragdes séricas da amiléide sérica A (ASA), haptoglobina (Hp) e o fibrinogénio (Fb)
antes e apos IA com sémen congelado, durante 7 dias de avaliagdo. Adicionalmente, Nash et
al. (2009) também ndo encontraram aumento da ASA sistémica em éguas inseminadas com
sémen congelado, observando inflamagdo apenas no tecido uterino de forma local.

No entanto, foi relatado um aumento da ASA na circulagdo sistémica periférica apds
inducdo da endometrite no periodo de diestro, apds a inoculacio de cultura de Escherichia coli
(CHRISTOFFERSEN el al. 2010). Neste contexto, o aumento da ASA se deu pela presenca de
bactéria. Pelo conhecimento dos autores, este trabalho foi pioneiro na avaliagao das PFA’s em
jumentas e, de forma similar ao encontrado para éguas, ndo houve alteracdo dessas proteinas de

forma sist€mica na espécie asinina na reacao inflamatoria uterina pés IA.

Diagnéstico de Gestacao

Assim como foi observado por diversos autores (TRIMECHE et al., 1998; OLIVEIRA
et al., 2006; VIDAMENT et al., 2009) a fertilidade resultante da IA com sémen congelado de
asinino encontrada no presente trabalho foi decepcionante nas jumentas (0%, 0/12), porém

satisfatoria nas éguas (54,55%, 6/11). Esse resultado reforca a hipotese que a baixa fertilidade
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do sémen asinino congelado € fruto de uma interacdo negativa com o aparelho reprodutor da
jumenta.

A taxa de concepc¢ao de 54,55% nas éguas corrobora com os indices de fertilidade de
33-53% obtidos por Oliveira et al. (2016) e que, no entanto, foi superior aos 36% taxa de
prenhez encontrado por Vidament et al. (2009), que utilizou 2,2% de glicerol como crioprotetor.
Também corrobora com os resultados de Canisso et al. (2011) que atingiu 50 — 53% de gestacao
em éguas com sémen congelado usando extensores a base de gema de ovo. Com taxas
consideravelmente boas, Jepsen et al. (2010) atingiu taxas de prenhez em éguas de 46,5% e
58,3%, utilizando diferentes concentragdes de gema de ovo e B — ciclodextrinas. Além disso,
em outro estudo, 4 gestacdes em 10 ciclos (40%) foram obtidas em éguas inseminadas com
s€men congelado de asinino contendo 3% de glicerol + 2% de Dimetilformamida (OLIVEIRA
et al., 2006).

Semelhante aos resultados apresentados por Oliveira et al. (2006), a taxa de prenhez na
espécie asinina foi de 0%, testando diferentes concentra¢des € combinacdes de crioprotetores.
Esta porcentagem nula também foi observada por Trimeche et al. (1998) quando se utilizou o
glicerol como crioprotetor. Em outro estudo Oliveira et al. (2016) obteve 0% (0/12) quando a
inseminacao foi feita em corpo uterino, em contrapartida que foi alcancado taxa de 28,26%
(13/46) de prenhez quando a IA foi realizado no corno uterino ipslateral a ovulagao. No entanto,
no mesmo estudo, apds a remocdo prévia do glicerol antes da IA, o autor obteve 61,5% de
prenhez nas jumentas (8/13), resultado esse que ndo foi mais repetido por outro estudo. Quando
foi realizado tratamento intrauterino das jumentas, adicionando-se plasma seminal ao s€émen
asinino descongelado e lavando o dtero das jumentas 4 horas apds a IA, Rota et al. (2012)
obtiveram taxa satisfatéria de 36% de prenhez. Em nosso estudo nenhuma terapia uterina foi
realizada, e o diluidor utilizado para o congelamento possui associacdo de metilformamida com

glicerol.

Progesterona (P4)

Apesar da média da concentracdo plasmatica de P4 na espécie equina (6 ng/ml) ter sido
inferior a da espécie asinina (13 ng/ml), a taxa de gestagdo nas éguas foi claramente maior
contraposta a taxa nula de prenhez observado nas jumentas. Ambas concentragcdes de P4 sdo
compativeis para a manutencdo da gestacdo, confirmando que as taxas negativas nas jumentas
ndo se deram pela insuficiéncia de P4 no dia da descida do embrido ao utero (D5) e que a

inflamacdo uterina ndo influenciou a lutedlise precoce nessa espécie. Além disso, fatores
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importantes como a capacidade secretéria do corpo liteo, assim como a taxa de catabolismo da
progesterona devem ser considerados, pois podem diferir entra as espécies equina e asinina
(NAGY et al., 2004), justificando a diferenca nos valores encontrados entre elas.

Embora as concentracdes periféricas de progesterona sejam muito varidveis entre as
éguas (CARNEVALE et al., 1988) as concentracdes encontradas nesse estudo, tanto para
jumentas quanto para éguas, estiveram dentro dos valores encontrados na literatura para espécie
equina e asinina. Segundo Dawson (1977), as concentra¢des plasmaéticas de P4 atingem um
pico de 8-15 ng/mL entre 6 a 14 dias ap6s a ovulagdo das éguas e reduzem até os 35 dias para
4 — 6 ng/ml. Shirazi et al. (2003) observaram aumento significativo na concentragdo plasmética
de P4, 24 horas ap6s ovulacdo de éguas, alcancando valor >8ng/ml do D4 e uma média de 9.8
+ 0.67ng/ml entre os dias 3 e 10 pds ovulacdo. Guinther et al. (1980) obtiveram valores por
volta de 5 ng/ml no quinto dia p6s ovulagdo na espécie equina.

Apesar da perda embriondria precoce estar associada a defici€éncia de progesterona
circulante e sua acdo no utero, Knowles ef al. (1993), na tentativa de definir a funcdo da
progesterona, utilizaram éguas receptoras ovariectomizadas e observaram que ndo houve
associagdo entre suplementagao com baixos niveis de progesterona (1,5 ng/mL) e baixas taxas
de prenhez, e que a suplementagdo com altos niveis de P4 (25,2 ng/mL) ndo aumentaram as
taxas de prenhez acima do encontrado em éguas normais (8,8 ng/mL). Esses autores concluiram
que a concentra¢do de P4 proximos a 2,5 ng/ml € necessdria para a manutencio da gestacao até
o D25 na égua. Lopes et al. (1993) avaliaram os niveis de progesterona em éguas prenhas até o
30° dia de gestacdo e observaram que algumas éguas com elevadas concentra¢des de P4 também
estavam sujeitas a absor¢do embriondria (Lopes et al., 1993). Um estudo que correlacionou
vascularizacdo do CL e lutedlise com concentracdes circulantes de progesterona em jumentas,
observou elevado valor de P4 circulante (> 20 ng/ml) no dia 10 pds ovulacao (MIRO et al.,
2015). Em suas andlises, Meira et al. (1998) obteve um valor aproximado de 12 ng/ml no D5
em jumentas, em uma curva crescente de concentracao de P4 entre o DO e o D9, de 0,9 e 19,9
ng/ml, respectivamente. Por fim, em estudo feito por Segabinazzi et al. (2022), avaliando
concentragdo de P4 de jumentas prenhas e ndo prenhas, os valores alcancados foram de
aproximadamente 20 ng/ml e >20 ng/ml, respectivamente, no D5. De forma similar, Panzani et
al. (2018) relatou o valor préximo a 25 ng/ml no D5 em jumentas do grupo controle. Em suma,
os valores encontrados no presente trabalho para concentracao sérica de P4 encontram-se dentro
dos valores encontrados na literatura para ambas as espécies, € ndo justificam o baixo indice de

fertilidade encontrado na espécie asinina.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados, podemos concluir que a resposta inflamatoéria
celular a presenca do s€émen congelado de asininino difere entre a espécie asinina e equina. O
grande infiltrado eosinofilico é a principal diferenca relacionado a fisiologia da resposta
inflamatodria uterina da jumenta. Nao houve um padrao de resposta inflamatdria sistémica em
ambas espécies. O indice de fertilidade foi superior na espécie equina em detrimento as taxas

nulas observadas na espécie asinina.
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