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RESUMO

O ambiente uterino da égua apos a inseminacgao artificial ou monta passa por diversos
processos fisiologicos decorrentes da presenga do s€émen no endométrio. Esse processo acarreta
em uma endometrite fisioldgica e transitoria necessaria para a eliminacgao de fluidos e detritos
celulares, a fim de restabelecer a homeostase uterina para a chegada do embrido. Em éguas
saudaveis, consideradas resistentes, esse processo ¢ debelado em até 48 horas. Eguas suscetiveis
a endometrite apresentam ineficiéncia em seus mecanismos de protecdo uterina, falhando em
debelar o processo rapidamente. Com isso, a inflamacdo torna-se de carater patologico,
instalando-se a EPPC (endometrite persistente poOs-cobertura), ocasionando um ambiente
indspito para o desenvolvimento embriondrio. A presenca do s€émen ocasiona a ativacdo de
diversos processos imunoldgicos e celulares como a contratilidade uterina, o sistema
complemento, a¢do de polimorfonucleares, macrdofagos, linfocitos T e B, além da sintese de
diversas citocinas pro e anti-inflamatorias como as IL-1, IL-6, IL-8, interferon-gama (IFN-y),
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e as IL-4 e IL-10, respectivamente. O diagnostico deve
ser precoce para que se tenham altas taxas de eficacia na terapéutica, sendo necessario a
avaliacdo do historico reprodutivo dos animais e acompanhamento por ultrassonografia
transretal, além de métodos laboratoriais como a citologia e bidpsia endometrial, quando se
julgar necessario. O objetivo deste trabalho ¢ a realizacdo de um levantamento bibliografico
sobre os processos fisioldgicos envolvidos na defesa uterina e na EPPC, métodos diagnosticos
e procedimentos terapéuticos para a resolucdo da EPPC.

Palavras-chave: Espermatozoides. Endometrite. Inflamacio. Egua. Utero.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que o Brasil detém o maior rebanho equino da América Latina e o quarto no
ranking mundial (SEGABINAZZI, 2016). De acordo com os dados levantados pela PPM
(Pesquisa da Pecuaria Municipal) do IBGE (2019), (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica), o Brasil somava um total de 5.850.154 cabegas em 2019. Para mais, a
equideocultura movimenta cerca de R$7,3 bilhdes/ano além de gerar a ocupacdo de

aproximadamente 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos (CNA, 2004).

Desse modo, a fertilidade destes animais torna-se de extrema importancia econdmica,
assim como a necessidade de profissionais capacitados para lidar com os problemas que possam
vir a prejudicar a produtividade do rebanho. A endometrite ¢ a terceira afecc¢do clinica que mais
acomete a espécie equina depois da sindrome coélica equina e afecgdes do trato respiratdrio
(SILVA; BLUME; OLIVEIRA, 2014). Ademais, a endometrite ¢ a principal causa de
infertilidade em éguas (SILVA; BLUME; OLIVEIRA, 2014), repercutindo na taxa de
concepcdo e sobrevivéncia embrionaria, além da posterior necessidade de um tratamento,

gerando prejuizos econdmicos € no bem estar do animal.

A endometrite ¢ um processo inflamatorio que ocorre apds a entrada de contaminantes
no ambiente uterino. Apesar de muitos estudos manterem o foco na endometrite por
contaminagao bacteriana, o espermatozoide € o principal causador da inflamagao pos-cobertura
(RECALDE, 2014). Nessas circunstancias a endometrite ¢ considerada fisioldgica e transitdria,
necessaria para a limpeza uterina, tendo em vista que os componentes que formam o s€émen sao
considerados um corpo estranho. Em éguas sadias este processo ¢ debelado em média entre 24
e 48 horas apds o contato do s€émen com o endométrio, sendo estes animais considerados
resistentes. Eguas consideradas suscetiveis 4 endometrite apresentam mecanismos de defesa
naturais do utero falhos, iniciando-se o processo da endometrite persistente pds-cobertura

(EPPC), resultando em um ambiente uterino inapropriado para o desenvolvimento embrionario.

A endometrite possui inumeros agentes etioldgicos e, por este motivo, o conhecimento
clinico e o correto diagndstico tornam-se imprescindiveis para um tratamento precoce ¢ eficaz.
Ademais, tratamentos preventivos diminuem os prejuizos reprodutivos e, consequentemente,

econOmicos ao criador.
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O objetivo deste trabalho ¢ realizar uma revisdo bibliografica acerca do processo
fisiologico de endometrite pds-cobertura e inseminagdo em éguas, a EPPC e os mecanismos

que participam destes processos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Anatomofisiologia reprodutiva das éguas

O utero da égua saudavel se mantém livre de contaminantes através de mecanismos
fisiologicos, imunoldgicos e barreiras fisicas. Quando sadias, conseguem eliminar os invasores
e manter a inflamag¢@o sob controle. Os mecanismos sdo as barreiras fisicas que consistem na
vulva, vestibulo e cérvice (CAMOZZATO, 2010), mecanismos humorais, como as
imunoglobulinas e mecanismos celulares, como os neutréfilos, sendo estes, as primeiras células

defensivas a atuarem contra os corpos estranhos. Ademais, hormonios e diversas citocinas

também atuam na protecao uterina.

2.1.1 Anatomia

De modo geral, o sistema reprodutor da égua ¢ composto por vulva, vagina, cérvix,

utero, tubas uterinas e ovarios (Figura 1).

Figura 1 - Orgdos reprodutores, visdo dorsal.

1. Tuberosidade coxal; 2. Tuberosidade sacral; 3.
Tuberosidade isquidtico; 4. Forame obturatdrio; 5. Ovario;
6. Corno uterino; 7. Corpo do tutero; 8. Cérvix; 9. Vagina;
10. Vulva.

Fonte: Dyce, 2019.
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A vulva varia muito conforme o escore corporal do animal e em relagdo a conformagao
Ossea da égua. O normal € que se apresente com a rima vulvar fechada (DYCE, 2019). Porém,
em animais com determinadas caracteristicas como escore corporal baixo ou que ja passaram
por laceragdes devido a partos ou traumas € possivel observar fechamento parcial ou incompleto
da rima vulvar, como apresentado na Figura 2, o que resulta na entrada de ar para a vagina,

ocasionando uma pneumovagina.

Figura 2 - Rima vulvar com fechamento incompleto. Vista caudal.

pernneo

[~ dorsal do
pudendo feminino

cicatrizes das
suturas

labios do p ok

cavidade do
vestibulo

clitons
comissura ventral

do pudendo
ferninino

Fonte: Done ¢ Ashdown, 2011.

A pneumovagina pode progredir, levando a quadros de infec¢ao no ttero. Ademais,
quando a vagina se encontra repleta de ar ocorre uma diferenga na pressao entre o Utero e a
vagina, impedindo o fluxo de fluidos contaminados para o exterior, ocasionando, em alguns
casos, uma infec¢do persistente (JIMENEZ FILHO et al., 2015). O vestibulo da vagina

compreende-se pela estrutura entre as comissuras labiais da vulva até o 6stio externo da uretra.

A vagina se inicia desde a vulva e se prolonga até a cérvix. Fica situada ventralmente
ao reto e dorsalmente a bexiga (DYCE, 2019). A cérvix se projeta caudalmente a vagina,
caracterizada por dobras em sua mucosa, realizando a ligacdo entre o Utero ¢ a vagina. E

relativamente curta tendo, em média, 6 cm.
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De acordo com Cruz Junior (2016), o utero ¢ um 6rgdo oco, muscular, ligado
cranialmente as tubas uterinas e caudalmente a cérvix e vagina. Apresenta seu corpo e dois
cornos. Situa-se parcialmente no abdome e parcialmente na cavidade pélvica (DYCE, 2019).
Dessa forma, o utero consiste em trés camadas sendo: a serosa, constituida por tecido
conjuntivo; o miométrio, uma camada muscular que apresenta o extrato externo fino de fibras
longitudinais, uma camada de tecido conjuntivo e uma camada interna de fibras circulares

(CRUZ JUNIOR, 2016); e, por fim, o endométrio, sendo a camada glandular do utero.

Os ovarios das éguas se encontram, em geral, na parte dorsal do abdome, proximo as
asas do ilio, onde sdo suspensos pelo mesovario (DYCE, 2019). Possuem uma particularidade
em relacdo as demais espécies domésticas, sendo esta a fossa ovulatdria, onde ocorre a ovulagao

de foliculos maduros (Figura 3).

Figura 3 - Sec¢do de um ovario funcional.

1. Corpo liteo; 2. Foliculos; 3. Vasos
sanguineos; 4. Fossa ovulatoria.

Fonte: Dyce, 2019.

Segundo Dyce (2019), a tuba uterina ¢ suspensa pela mesossalpinge e possui
aproximadamente 20 cm estendida porém, anatomicamente, sdo repletas de sinuosidades. O
istmo possui em média 10 cm de comprimento e se liga ao corno uterino. Na jun¢do
uterotubdrica ocorre a distingdo dos 6vulos fertilizados dos ndo fertilizados, permitindo a
entrada somente daqueles que foram fertilizados. Acredita-se que a Prostaglandina E» participa
no processo de distingdo de embrides viaveis dos évulos que nao foram fertilizados através de
sua secre¢ao realizada pelo embrido viavel provocando contragdes locais e relaxamento do

musculo liso, auxiliando na passagem até o utero (CANAL, 2015).
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2.1.2 Fisiologia reprodutiva das éguas

Sabe-se que as fémeas da espécie equina sdo poliéstricas anuais ou estacionais, sendo
em sua grande maioria estacionais em funcao da latitude, exibindo atividade ovariana durante
a primavera e o verao. Anormalidades no ciclo estral podem estar associadas com mudangas
nutricionais, climéticas e sazonais (CRUZ JUNIOR, 2016). Nos meses de inverno a atividade
ovariana se torna extremamente reduzida, sendo considerado esses meses como anestro sazonal
(ROMANO; MUCCIOLO; SILVA, 1998). Ao fim do anestro sazonal e antes do inicio da
estacdo reprodutiva, as éguas apresentam um periodo de transi¢ao, também conhecido como
anestro transicional. Essa fase ¢ o intermédio entre a saida do anestro sazonal e inicio da
atividade ovariana. Eguas nessa fase apresentam pouca ou nenhuma atividade folicular, ovarios
de tamanho pequeno e ttero nao responsivo aos estimulos de estrogeno. Em geral, as éguas em
transi¢do apresentam foliculos entre 15 ¢ 25 mm de didmetro e auséncia de corpo luteo

(ARISTIZABAL et al., 2017).

As éguas entram na puberdade aproximadamente com dezoito meses de vida, variando
entre o décimo e o vigésimo quarto més (CRUZ JUNIOR, 2016). O ciclo estral da égua possui
em média 21 dias, podendo apresentar variagdes entre 19 e 25 dias. E divido em fase folicular

e fase luteal, abrangendo, respectivamente, o proestro e estro e o metaestro e diestro.

Segundo Pimentel et al (2014), o proestro dura, em média, de 2 a 6 dias. E a fase
caracterizada pela maturacao de foliculos sob a influéncia do horménio foliculo-estimulante
(FSH). Através da maturagdo, os foliculos iniciam a secrecdo de estrégeno, estimulando o

declinio dos niveis de progesterona através do mecanismo de feedback que ocorre entre ambos.

Entende-se por estro o periodo onde ha presenca de foliculos pré-ovulatorios de
aproximadamente 35 mm de didmetro e aumento de estrogeno 17 B-estradiol, secretado pelos
foliculos pré-ovulatérios (ARISTIZABAL et al., 2017), o que caracteriza a receptividade ao
garanhdo e aceitacdo da monta. Possui uma duragdo de 5 dias, variando entre 4 e 8 dias
dependendo da raga. A ovulacdao ocorre aproximadamente 24 a 48 horas antes do final do cio.
Apesar de algumas éguas ndo demonstrarem sinais de cio evidentes, apresentam atividade
ovariana ocorrendo a ovulagdo normalmente, sendo denominado “cio silencioso”. Ademais,
nesse periodo ocorre exposi¢ao do clitoris € ato de micg¢ao na presenca do garanhao, a vulva se
encontra edemaciada, avermelhada, umida e brilhante, podendo apresentar uma camada de

muco translicido (CRUZ JUNIOR, 2016). O utero apresenta aumento da vascularizagdo,
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consequentemente extravasando liquido dos vasos para a area intersticial, resultando no edema

endometrial (ARISTIZABAL et al., 2017).

O metaestro ¢ a fase pds-ovulatéria onde ocorre declinio dos niveis de estrogeno,
contrabalanceando com os niveis de progesterona que se elevam nesse periodo. Apds a
ovulacdo, forma-se o corpo luteo que, caso ocorra fecundagao e desenvolvimento embriondrio,

se mantém, ou caso ndo haja fecundagao, atrofia (PIMENTEL et al., 2014).

Segundo Pimentel et al (2014), o diestro ¢ o periodo de predominio da progesterona,
que ¢ regularmente secretada pelo corpo luteo. Ademais, esta fase € caracterizada pela rejeigao
ao garanhdo e cérvix fechada, além da diminui¢do da vascularizagdo uterina decorrente do
estimulo de progesterona. Quando ocorre fecundagao e desenvolvimento embrionério, o diestro

se prolonga. Caso ndo ocorra a fertilizagdo do odcito, ocorre a lutedlise, marcando o final do

periodo (CRUZ JUNIOR, 2016).

2.2 Endometrites

A endometrite ¢ uma inflamac¢do que pode apresentar carater agudo, cronico e/ou
degenerativo do endométrio (TAKAKURA, 2020). Segundo Recalde (2014), ¢ considerada
uma enfermidade multifatorial de acordo com sua etiologia e fisiopatologia. Pode ser adquirida
através de bactérias, fungos, virus (FIORATTI, 2010), por doengas sexualmente transmissiveis
e persistente induzida por cobertura ou inseminagdo através do sémen (RECALDE, 2014).
Ademais, pode se apresentar nas formas ativa ou subclinica, sendo necessario uma avaliacdo e

diagnostico precisos para a resolug@o do problema.

2.2.1 Endometrite persistente pés-cobertura

A endometrite pos-cobertura ¢ a inflama¢ao dos tecidos endometriais de carater nao
infeccioso considerado fisioldgico e transitorio. Essa inflamagdo acontece em decorréncia do
contato do sémen com endométrio apds a monta natural ou inseminagao artificial onde estes
sao introduzidos diretamente na luz uterina. O intuito dessa inflamag¢ao ¢ eliminar o excesso de
espermatozdides, espermatozodides defeituosos e mortos (FIALA, 2004), e outros agentes

agressivos ao ambiente uterino como o plasma seminal, contaminantes e diluentes utilizados
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no caso da inseminagdo artificial, a fim de estabelecer um ambiente uterino sadio para o
recebimento do embrido (CELEGHINI et a/., 2017). Segundo Fioratti (2010), o uso de diluentes
contendo antibidtico no uso da inseminagao artificial reduziu consideravelmente o nimero de

éguas contaminadas.

Eguas que apresentam todos os mecanismos de protecio uterina em pleno
funcionamento, sdo capazes de debelar o processo inflamatorio transitorio entre 24 a 48 horas,
sendo denominadas éguas resistentes a EPPC (MACEDO, 2002). Quando os animais
apresentam deficiéncia nos mecanismos de defesa e falham em debelar este processo em até 96
horas apds a inoculagdo, sdo consideradas suscetiveis (CRUZ JUNIOR, 2016) ¢ instala-se a
EPPC, tornando o quadro patologico. Sendo assim, entende-se por EPPC o processo
inflamatério persistente que se mantém ativo no utero por mais de 48 horas, alterando
negativamente o ambiente uterino, impedindo o desenvolvimento embrionario. Em um estudo
onde foram realizados exames citopatologicos, microbioldgicos e histopatoldgicos, nove de
dezessete éguas que tiveram perda embriondria apresentaram somente inflamacao aguda ou
cronica do endométrio, duas apresentaram fibrose periglandular e seis animais apresentaram
ambas as alteracdes. Com estes achados, concluiram que processos inflamatorios no endométrio
seriam a principal causa de perda embriondria em equinos (PAPA et al., 1998, apud

TAKAKURA, 2020).

2.2.1.1 Alteracdes histologicas

De modo geral, a classe de éguas suscetiveis possuem alguns componentes que
contribuem em sua predisposicao a esta enfermidade. As alteragdes degenerativas vasculares
do endométrio contribuem para um atraso na limpeza do utero. Processos degenerativos como
a elastose, fibrose e calcificacdo sdo observados em exames histopatologicos do endométrio de
éguas que apresentam acumulo anormal de liquido intrauterino. As angioses causam
infertilidade indiretamente através da diminui¢do da perfusdo do endométrio e disturbios
causados ao mecanismo de drenagem uterina, decorrentes da diminui¢do da fun¢do das veias e
vasos linfaticos locais (linfangiectasia endometrial). Em decorréncia dessas alteragdes, ocorre
uma persisténcia do edema no endométrio, formando lacunas linfaticas (SILVA; BLUME;

OLIVEIRA, 2014).
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2.2.1.2 Variaveis seminais que influenciam na resposta inflamatoria uterina

Novos estudos vem sendo realizados acerca dos fatores que influenciam a duragdo e
intensidade da resposta inflamatoria resultante da presenga do s€émen no limen uterino. Dentre
os fatores estudados destacam-se o plasma seminal, o espermatozdide, diluentes e até mesmo

técnicas utilizadas na inseminagao.

Estudos sugerem que a presenca dos espermatozdides no utero ativam complementos
presentes nas secrecdes uterinas. O papel quimiotdtico dos espermatozoides decorrente da
ativacdo dos complementos sugere que a inflamagao ocasionada pela monta ou inseminagao €
essencial para a limpeza de excesso de células e detritos no ttero (CARMONA, 2011). De
acordo com Katila (2001), os espermatozoides mortos, danificados ou imdveis sdo removidos
através de fagocitose. O IgG encontrado na por¢do da cabega do espermatozoide causaria a

quimiotaxia de neutréfilos para sua destruigao.

A concentragdo espermatica e o volume inseminado também atuam na intensidade da
reacdo inflamatoria (FIALA, 2004). No estudo realizado para andlise da influéncia da
concentragdo espermatica no transporte espermatico e intensidade da resposta inflamatoria, foi
constatado que concentragdes espermaticas maiores causariam uma reposta inflamatdria mais
intensa, porém, com resolu¢do mais rapida. Ja no transporte espermatico, ndo houve influéncia
da concentracdo espermatica sobre o processo (FIALA et al., 2006). Segundo Watson et al
(2001), as concentracdes espermaticas maiores causam uma resposta mais intensa
provavelmente pelo fato de que quando o sémen ¢ mais diluido, grande parte do fluido e
espermatozdides sdo rapidamente eliminados através da cérvix e, quando utilizados volumes
menores, 0s espermatozoéides ficariam em contato direto com o endométrio por mais tempo,

levando a um influxo superior de neutrofilos para o tutero.

Segundo Carmona (2011), o tipo de s€émen também afeta a intensidade da reagdo
inflamatoéria no utero, dependendo se € congelado, fresco, diluido, entre outros. Na resposta ao
sémen congelado, os PMNs conseguem reconhecer mais facilmente os espermatozoéides devido
a danos na por¢do da cabeca ou motilidade reduzida, limitando a fun¢ao dos PMNs, agilizando
aresposta inflamatoria. O sémen congelado proporciona uma resposta inflamatdria mais intensa
e um aumento no influxo de PMNs quando comparada as outras técnicas, devido ao fato da
concentracdo de espermatozoides nessa técnica ser maior em relagao as outras ou pela falta de

plasma seminal, que ¢ reduzido no preparo para o congelamento (KATILA, 2001). Esses fatores
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auxiliariam na agilidade da resposta inflamatéria uma vez que, quando ha presenca de plasma
seminal, este causa um atraso na resposta devido a supressdo do influxo de PMNs a fim de
proteger os espermatozoides de serem fagocitados (KATILA, 2001). Ademais, at¢é mesmo
inseminados com numero de espermatozoéides iguais, os inseminados menos volumosos
apresentam reacao inflamatdria mais exacerbada. De acordo com Carmona (2011), o pico da
resposta inflamatoria ocorre por volta de 6 a 12 horas apds a monta ou inseminagdo. Logo,
sémen com maiores concentracdes de espermatozoides causariam uma resposta inflamatoria
mais intensa e rapida, obtendo uma duracdo reduzida, sendo detectados as 48 horas apenas
vestigios da inflamagdo. Ejaculados menos concentrados causariam uma resposta inflamatoria
menos intensa e mais tardia, levando aos achados de aumento de PMNSs detectados tardiamente.
Com esses expostos, conclui-se que a resposta inflamatoéria ao sémen congelado tende a ser
mais exacerbada quando comparada com a resposta adquirida ap6s o uso de s€émen fresco.
Porém, Troedsson et al (2001), constatou que o sémen congelado por si s6 ndo induziria uma
maior resposta inflamatéria quando comparado ao sémen fresco. Com isso, pode-se concluir
que outros fatores encontrados na técnica do uso de s€émen congelado associados também sao
responsaveis pela resposta inflamatdria exacerbada encontrada nesse método de inseminagao,

como a concentracao de espermatozoides e a auséncia de plasma seminal.

Os espermatozoides se ligam exclusivamente pela porcao da cabega aos neutrofilos, o
que resulta em redes de agregados celulares que podem interferir no transporte espermatico até
o oviduto (ALGHAMDI; FOSTER; TROEDSSON, 2004). Segundo Troedsson (2006), estudos
recentes sugerem que essa ligagdo pode ser mediada pela extrusdo de acido desoxirribonucleico
(DNA) dos PMNs formando armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) que capturam e
mantém os espermatozoides presos associado a ligacdo tradicional “receptor-ligante”.
Entretanto, o plasma seminal apresenta atividade de redug¢do da ligacdo entre os
espermatozdides e os neutrofilos (ALGHAMDI; FOSTER; TROEDSSON, 2004). Segundo
Alghamdi ef al (2009), esse aprisionamento de espermatozoides pelas NETs sao baseados em
DNA e, portanto, a enzima desoxirribonuclease (DNase) seminal teria atuagao na liberagao de
células espermaticas dessas redes de aprisionamento. Este processo se inicia com a ativagao
dos neutréfilos ocasionada pelos espermatozodides, liberando seu DNA que, por sua vez,
aprisiona as c¢lulas espermadticas dificultando sua motilidade e, consequentemente, dificultando
seu transporte até o oviduto. A DNase presente no plasma seminal digere o DNA extrudado,
libertando os espermatozoides das armadilhas, permitindo que mais espermatozoides cheguem

ao local de fertilizagio (ALGHAMDI; FOSTER, 2005). A reducdo da mobilidade dos
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espermatozdides incubados em secreg¢des uterinas com presenca de PMNs, sugere que poucos
ou nenhum espermatozoide chega ao oviduto quando ha a presenca dessas células inflamatorias
(ALGHAMDI; FOSTER; TROEDSSON, 2004). Esses achados sustentam a importancia da
atividade imunossupressora desempenhada pelo plasma seminal. Ademais, as proteinas
seminais com atividade supressora de PMNs ndo prejudicam a atividade de defesa dos
neutrofilos contra bactérias, demonstrando alta seletividade por parte das proteinas do plasma
seminal, suprimindo apenas os neutrofilos ativados pela presenga dos espermatozoéides, mas
nao os ativados por bactérias (ALGHAMDI; FOSTER, 2005). Segundo Troedsson et al (2001),
uma fracdo do plasma seminal com maior efeito supressor sobre a quimiotaxia dos PMNs

apresenta moléculas de baixo peso molecular, entre 50-100 quilodaltons (kDa).

Os diluentes também podem responder de diferentes formas a intensidade da inflamacao
uterina. Em um estudo realizado por Palm et a/ (2006) com o objetivo de comparar a diferenga
entre as respostas inflamatorias geradas pela infusdo de soro fisioldgico, plasma seminal e
diluidores a base de leite e gema de ovo. Os resultados obtidos foram que o diluidor de gema
de ovo resultou em um menor influxo de PMNs quando comparado aos outros diluentes. Os
niveis de PMNs encontrados com o uso deste diluente foram préoximos aos encontrados nas
éguas controle saudaveis. Acredita-se que o ovo possa ter determinados componentes que
modulem a resposta imunologica no endométrio. Ainda sdo necessarios mais estudos acerca do
diluente que cause uma menor resposta inflamatéria no ttero de éguas apds inseminagdes. De
acordo com os expostos que o momento ¢ a intensidade da resposta inflamatoria dependeriam
do estimulo induzido, sendo a resposta ao diluidor mais duradoura e tardia que o plasma
seminal. (CARMONA, 2011). Esses achados contestam os achados por Katila (2001) onde os
fatores presentes no plasma seminal causariam um atraso na resposta inflamatéria devido a sua
supressao imunoldgica e a inseminagdo com sémen congelado que se encontra com niveis
extremamente reduzidos de plasma seminal atuariam em uma resposta mais intensa e rapida.
Conclui-se entdo que sao necessarios novos estudos acerca da resposta inflamatoria com plasma

seminal e diluentes.

Segundo Watson et a/ (2001), a inseminagao artificial apos a ovulagdo poderia predispor
a indugdo de um acumulo de liquido inflamatoério quando comparada a técnica realizada antes
da ovulagdo. Esse fato deve-se em especial, em decorréncia do aumento da progesterona poucas

horas apds a ovulagdo, ocorrendo a redug¢do dos mecanismos de defesa do utero.
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2.2.1.3 Métodos diagndsticos

Sabe-se que a endometrite ¢ a afec¢do reprodutiva que mais leva a perdas embrionarias
na espécie equina. Ademais, o reconhecimento de éguas que apresentam essa enfermidade ¢
complexo, tendo em vista a variedade de sinais clinicos demonstrados por esse grupo. Assim
sendo, a melhor forma de tratamento ¢ realizado através de um diagndstico precoce, sendo

importante reconhecer éguas suscetiveis antes da cobertura ou inseminagao.

A identificagdo de animais suscetiveis pode ser feita pelo acompanhamento através de
citologia e histopatologia do endométrio, bacteriologia, eletromiografia e cintilografia (para
observagao da atividade contratil do miométrio) (MALSCHITZKY et al., 2007a). Porém, esses
métodos ndo sdo vidveis economicamente e por falta de praticidade quando aplicados a

rebanhos comerciais.

O historico reprodutivo do animal ¢ um dos critérios de extrema importancia para
selecionar provaveis éguas suscetiveis a EPPC. Eguas que apresentam em seu histérico falhas
reprodutivas ou endometrites infecciosas cronicas possuem maiores chances de apresentarem

endometrite persistente pos-cobertura.

Segundo Macedo (2002), deve-se realizar uma avaliagdo da conformacdo vulvar e
perineal, além da detalhada andlise em relagdo a cérvix do animal, que deve se apresentar
relaxada no estro e tensa no diestro. Ademais, também ¢ importante que nao haja presenga de
liquido intrauterino na avaliacdo ultrassonografica transretal, além de apresentar citologia e

cultura uterina sem exacerbag@o neutrofilica ou crescimento significativo de patogenos.

Dessa maneira, quando ha suspeita de suscetibilidade a EPPC, deve-se monitorar através
da ultrassonografia transretal se ha presenca de liquido intrauterino apds a cobertura, de 6 a 12
horas. Em éguas resistentes pode-se observar a presenca de fluidos até um pouco mais de 6
horas, porém, ndo passando de 12 horas (MACEDO, 2002). A presenca de fluido intrauterino
48 a 96 horas ap0s a cobertura torna-se um dos critérios utilizados para confirmar o diagnostico
de éguas suscetiveis a esta enfermidade. Eguas que apresentam este acimulo de liquido
apresentam baixas taxas de prenhez quando comparadas a éguas resistentes a enfermidade.
Porém, o diagnostico realizado neste ponto dificulta o tratamento e sua eficacia, aumentando

os custos da terapéutica (MALSCHITZKY et al., 2007a).
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Embora ainda ndo exista uma correlacdo direta entre a ecogenicidade dos fluidos
persistentes e a severidade desta alteragdo, a ecogenicidade do liquido intrauterino ¢
diretamente relacionado as concentracdoes de células inflamatérias e residuos no utero

(RECALDE, 2014).

Quando os animais apresentam fluido intrauterino antes da cobertura, principalmente
quando se demonstra exacerbado, acima de 2 centimetros, tornam-se possiveis pacientes
suscetiveis. Apesar da origem nao inflamatdria do liquido, este parametro ¢ um indicativo de
que a égua apresente falhas na capacidade de eliminagado dos fluidos, seja por falha da drenagem
uterina ou contratilidade miometrial (MALSCHITZKY et al., 2007a). Em um experimento
realizado por Malschitzky et al (2003), constatou-se que éguas que apresentavam liquido
intrauterino antes da cobertura e ndo eram tratadas, possuiam maiores perdas embrionarias

comparado a éguas que ndo apresentavam este parametro pré-cobertura.

Desta forma, o acompanhamento ultrassonografico para identificacao de liquido antes
da cobertura pode ser utilizado para selecionar os animais que devem ser examinados e

possivelmente tratados apos a cobertura (MALSCHITZKY et al., 2007a).

A citologia endometrial pode ser realizado através do swab endometrial, escova
ginecologica ou lavado uterino de baixo volume. Dentre as diferentes técnicas utilizadas de
lavado, podemos citar o lavado uterino de baixo volume seguido de sedimentacdo, lavado
uterino de baixo volume seguido de centrifugagado e lavado uterino de baixo volume seguido de
centrifugacao e cito centrifugacdo. A citologia por swab ou escova ginecoldgica € realizada por
haste e mandril metélicos estéreis ou dispositivo plastico descartavel (FACTOR; CRUZ;

ORLANDI, 2019).

Os métodos de avaliagdo laboratorial consistem na contagem do nimero de neutréfilos
por campo examinado ou por nimero de campos examinados por lamina, a relagdo entre
neutrofilos e células endometriais ou percentual de neutréfilos em relagdo ao total de células
contadas. Existe uma divergéncia entre os autores em se determinar qual a metodologia mais
precisa (RECALDE, 2014). Segundo Silva, Blume e Oliveira (2014), para diagnoéstico de
EPPC, foi realizado a contagem do nimero de PMNs em 10 campos microscopicos (400x) e
categorizado o grau inflamatério em ausente (0 a 2 PMNs por campo), inflamac¢do moderada

(3 a5 PMNs por campo) ou inflamagao severa ( >5 PMNs por campo).

Ademais, segundo Factor, Cruz e Orlandi (2019), diversos autores apontam que a escova

ginecologica seria o melhor método para avaliar a presengca de PMNs no epitélio uterino. De
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acordo com Cocchia et al (2012, apud FACTOR; CRUZ; ORLANDI, 2019), um estudo
realizado comparando os resultados de citologia por meio da escova ginecologica, swab uterino
e lavado uterino de baixo volume, os resultados apresentaram laminas com maior nimero de
c¢lulas obtidos pela técnica da escova. Além disso, mesmo que a amostra seja realizada em um
unico ponto do endométrio, o resultado representa de forma eficaz a condi¢do uterina total
(FACTOR; CRUZ; ORLANDI, 2019). Para mais, a coleta ¢ analise da amostra devem ser
realizadas por um médico veterinario, evitando contaminagdes desnecessarias € tomando todos
os cuidados em relagdo a antissepsia a fim de nao comprometer os resultados obtidos

(RECALDE, 2014).

Sendo assim, a citologia se demonstra um método pratico e eficaz, de baixo custo e
rapido resultado em relacdo a presenca ou nao de endometrites, acelerando a conduta
terapéutica quando necessaria (FACTOR; CRUZ; ORLANDI, 2019). Ainda nao foi elucidado
em que momento devem ser coletadas as amostras de citologia endometrial. Com isso, sdo
necessarios novos estudos que demonstrem a quantidade de neutréfilos pela citologia em
diferentes momentos antes € apos a cobertura para comparagao do crescimento e declinio de

PMN:ss.

Eguas suscetiveis submetidas a biopsia uterina apresentam infiltrado mononuclear no
endométrio, auxiliando na determinagdo de animais suscetiveis a infecgoes (RECALDE, 2014).
Através da biopsia uterina pode-se avaliar a integridade estrutural do endométrio como
mudangas fibréticas e dilataciao de glandulas endometriais e vasos linfaticos (RUA et al., 2016).
Em um estudo comparativo, avaliou-se os procedimentos de citologia endometrial e biopsia
endometrial, observando que o procedimento de bidpsia ¢ mais sensivel e especifico para

diagnosticar endometrites (NIELSEN, 2005, apud RECALDE, 2014).

2.2.1.4 Tratamentos

No caso da EPPC, o agente causador da inflamag¢ao endometrial ¢ o espermatozdide,
produtos seminais e contaminantes advindos do ambiente externo no momento da cobertura
e/ou inseminacdo. Porém, o que causa a debilitagdo uterina em eliminar os produtos e
subprodutos inflamatérios podem ser varios, dentre eles a diminui¢do da contratilidade

miometrial, idade avancada associada a alteragdes conformacionais, entre outros. Assim sendo,
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os tratamentos visam diminuir ou solucionar por completo os problemas que resultam nas falhas

da defesa uterina.

De acordo com o quadro do paciente e a predisponibilidade associada a causa, diversos
tratamentos podem ser adotados como, por exemplo, corre¢do cirurgica, drogas ecbolicas,
antibioticoterapia, lavagem uterina, plasma rico em plaquetas, anti-inflamatorios,
imunomoduladores entre outros métodos que atualmente vem sendo melhor estudados como o

uso de células tronco no combate a EPPC e outras endometrites.

Quando os tratamentos sdo de cardter de suporte e ndo preventivo como no caso de
lavagens, infusdes e uso de medicamentos ecbdlicos apds a cobertura ou inseminagdo, ¢
recomendado que sejam realizados 6 horas ap6s o procedimento, pois, segundo Ferris, Frisbie
e McCue (2014), este seria o periodo mais critico do processo inflamatorio em éguas suscetiveis

a EPPC.

Ademais, conforme Takakura (2020), exercicios fisicos promovem melhora na
circulacdo sanguinea e linfatica do trato reprodutivo além de fortalecer a musculatura e
melhorar a conformacao perineal, favorecendo as barreiras fisicas. A suplementacdo na dieta
com dmega 3 também influencia positivamente na produgao de citocinas, reduzindo a resposta

inflamatoéria ap6s a inseminacado (BRENDEMUEHL et al., 2014, apud TAKAKURA, 2020).

2.2.1.4.1 Correcao cirurgica

A correcao cirtirgica ¢ adotada quando a causa primaria de contaminagdo uterina ¢
advinda de uma alteracdo conformacional do perineo (Figura 4). Ademais, as vulvoplastias
dificultam recidivas e aumentam a taxa de prenhez em animais tratados (TAKAKURA, 2020).
O procedimento cirurgico previne contaminagdes € consequentes infeccdes bacterianas
promovendo a protecdo do trato reprodutivo, evitando pneumovagina e contaminagao por fezes
(RUA et al., 2016). Deve-se atentar aos casos onde houver necessidade de realizar novamente
a vulvoplastia decorrente de novas laceragdes provenientes de paricdo ou toque intravaginal.
Ademais, segundo Malschitzky et al (2007b), corregdes acerca de defeitos perineais apresentam
melhores resultados de prenhez quando realizados antes do inicio do cio em que ocorrera a

manipulac¢do do animal em comparagdo ao procedimento quando realizado apos a ovulagao.
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Figura 4- Correcao cirurgica de penumovagina pré (A) e pos-operatério (B).

Fonte: Souza, Narducci e Villa Filho, 2017.

2.2.1.4.2 Lavagem uterina

A lavagem uterina ¢ um método utilizado para auxiliar a limpeza fisica do ttero,
diminuindo o numero de espermatozodides e produtos seminais do lamen uterino e,
consequentemente, minimizando o processo inflamatorio. A lavagem pode ser feita apds 4
horas do procedimento de inseminacao ou cobertura (SILVA; BLUME; OLIVEIRA, 2014).
Todavia, recomenda-se a lavagem entre 6 e 12 horas ap0ds os procedimentos (MACEDO, 2002).
Os espermatozoéides levam em torno de 4 horas para finalizar o processo de migragdo até o
oviduto. Sendo assim, o procedimento deve ser realizado apds esse periodo para evitar
interferéncias no transporte dos espermatozodides (SILVA; BLUME; OLIVEIRA, 2014).
Ademais, segundo Malschitzky et al (2007a), os lavados ndo devem ultrapassar o periodo de
12 horas, pois este periodo corresponde com o pico inflamatdrio induzido pelo espermatozoide,

nao apresentando bons resultados quando passado este periodo.

Recomenda-se o uso de solugdes tamponadas ou ringer com lactato e utilizagdo de 2
litros por lavagem, sendo suficiente para causar uma boa distensdo da parede uterina, ocorrendo
contato da solucdao com toda a superficie mucosa (MALSCHITZKY et al., 2007a) e repetindo
o procedimento de lavagem até que o fluido saia com aspecto limpido (MACEDO, 2002).
Porém, deve-se atentar as diferengas anatomicas de cada égua, utilizando o volume compativel

e proporcional com a capacidade uterina de cada individuo (SILVA; BLUME; OLIVEIRA,
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2014). A lavagem também pode ser realizada previamente a inseminagao ou cobertura quando
o paciente apresentar acumulo de liquido intrauterino (Figura 5), em especial, animais que
apresentam endometrite cronica ou ja passaram por seguintes inseminagdes ou coberturas no
mesmo ciclo, apresentando resultados benéficos, evitando a queda da qualidade espermatica e
aumento das taxas de prenhez (FRISO, 2016). Por fim, deve-se certificar que o fluido infundido
foi eliminado, realizando uma ultrassonografia transretal para observacdo de liquidos
remanescentes. Também pode-se administrar ocitocina ou farmacos estimulantes de
contratilidade miometrial para auxiliar na remocao de fluidos restantes (SILVA, BLUME e

OLIVEIRA (2014).

Em um estudo realizado por Takakura (2020), onde se realizou a lavagem uterina de
éguas com solucdo fisioldgica ozonizada, foi constatado uma maior eficiéncia em diminuir o
processo inflamatorio uterino quando comparado a éguas que foram tratadas apenas com
solucdo fisioldgica. Ademais, os resultados de histoldgico deram negativo apos o tratamento,
demonstrando que 61% dos animais tratados com solucao fisioldgica ozonizada foram curados
e apenas 30% dos animais tratados com solucdo fisioldgica sem 0zOnio apresentaram cura.
Além disso, foi evidenciado que 6 éguas com historico de falha reprodutiva emprenharam apos
o tratamento com 0zdnio. Conclui-se entdo que a utilizagdo de apenas uma lavagem uterina
com solugdo fisiologica ozonizada causa a reducao significativa na presenca de PMNs no
endométrio, sendo viavel sua utilizacdo na rotina de doadoras de embrido suscetiveis a

endometrite persistente pos-cobertura (TAKAKURA, 2020).

Figura 5 - Presenga de liquido intrauterino maior que 2cm.

Fonte: Segabinazzi, 2016.
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2.2.1.4.3 Drogas ecbolicas

As drogas ecbolicas sdo medicamentos que atuam estimulando a contratilidade uterina,

auxiliando na limpeza fisica do utero, removendo fluidos e detritos remanescentes.

A ocitocina ¢ uma das drogas ecbolicas mais utilizadas no ramo da reproducao. Induz
contragdes uterinas além de se ligar aos receptores miometriais promovendo liberacdo de
PGF2a. As doses de ocitocina no dia da ovulagdo e dia seguinte a ovulagdo ndo afetam o
processo de formagao do CL, ndao havendo alteragdes nas concentragdes de progesterona ou na
taxa de prenhez (SILVA; BLUME; OLIVEIRA, 2014). Os receptores de ocitocina uterinos e
do oviduto se apresentam em maior nimero durante o periodo de estro e no fim do diestro
(FIORATTTI, 2010). Assim sendo, apds a ovulagdo seu efeito diminui devido as altera¢des nos
receptores decorrentes das fases do ciclo estral (SILVA; BLUME; OLIVEIRA, 2014). Segundo
Macedo (2002), a ocupagao dos receptores miometriais de ocitocina estimulam de forma direta

a contragdo das células miometriais, decorrente do influxo de calcio nas células.

As doses mais utilizadas variam entre 10 e 25 UI, podendo ser administrada por via
intravenosa ou intramuscular (TAKAKURA, 2020). Nao obstante, alguns estudos
demonstraram uma maior eficicia da limpeza fisica uterina quando realizada a administragao
de doses menores como 2,5 a 5 UL Quando doses mais altas eram aplicadas o efeito observado
era de uma unica contracao de longa duragdo, ndo se mostrando eficiente na drenagem de
fluidos remanescentes (MALSCHITZKY et al., 2007a). Em contrapartida, a administragdo
endovenosa de 20 Ul de 4 a 8 horas apos a cobertura, com ou sem lavagem uterina associada,
tém demonstrado resultados eficientes na limpeza uterina, ocorrendo um aumento nas taxas de
prenhez (MACEDO, 2002). Com isso, faz-se necessario mais estudos que comprovem a

dosagem mais eficiente deste farmaco sobre a limpeza fisica uterina.

Ademais, a administragdo de ocitocina ndo deve ultrapassar a dose recomendada, visto
que, quando administrada em altas quantidades pode gerar contragdes tetanicas, resultando no
acumulo de fluido intrauterino (SILVA; BLUME; OLIVEIRA, 2014). Em algumas éguas, seu
efeito pode ser insatisfatorio devido a presenca de poucos de receptores, utero muito baixo,
cérvix fechada ou fibrosada, dificultando a eliminagdo dos fluidos remanescentes (SILVA;
BLUME; OLIVEIRA, 2014). Segundo Friso (2016), a ocitocina deve ser utilizada em até 48
horas apos a ovulagdo, visto que ap6s este periodo ocorre o fechamento da cérvix, diminuindo

a drenagem dos fluidos para o exterior. Aplica¢des realizadas no momento da cobertura também
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se demonstraram prejudiciais ao transporte espermatico (MALSCHITZKY et al., 2007a). A
limpeza completa uterina geralmente ocorre 24 horas apos o tratamento com ocitocina (SILVA;

BLUME; OLIVEIRA, 2014).

Em contrapartida aos achados do uso parenteral de ocitocina, alguns estudos
demonstram que uma dose de 30 UI de ocitocina utilizado em tratamento intrauterino apresenta
acdo ecbolica maior quando comparado ao seu uso por endovenoso ou intramuscular,

aumentando o numero de contracdes nos cornos uterinos (FIORATTI, 2010).

Ademais, a adi¢do de ocitocina ao sémen favorece a limpeza e transporte espermatico
através das contracdes induzidas pelo farmaco onde possui um maior efeito no ttero inflamado
de éguas suscetiveis, ndo apresentando alteragdes nas caracteristicas espermaticas (FIORATTI,
2010). Esse aumento do efeito sob o utero inflamado ¢ possivelmente decorrente da maior
sensibilidade do miométrio a agdo da ocitocina pelo aumento das secregdes das glandulas

endometriais (CAMOZZATO, 2010).

A PGF2a também pode ser utilizada para aumentar as contragdes miometriais, onde o
cloprostenol (analogo da PGF2a) ¢ o mais utilizado na rotina reprodutiva. O cloprostenol induz
contragdes miometriais mais longas quando comparado a ocitocina (SEGABINAZZI, 2016),
além de sua atividade ndo ser alterada pelo status reprodutivo do animal (FIORATTI, 2010). A
dose de 10 mg de analogo da PGF2a (ou propriamente de PGF2a) resulta em 5 horas de
atividade mioelétrica. Em contrapartida, 20 Ul de ocitocina causariam somente 1 hora de
atividade (MACEDO, 2002). Segundo Malschitzky et al (2007a), a administragdo de

prostaglandina resultaria nos mesmos efeitos obtidos em doses mais altas de ocitocina.

Todavia, devido a acao luteolitica desse farmaco, nao ¢ indicada a sua administragdao
apos a ovulacao, demonstrando efeitos negativos na fungao luteal precoce e na gestagao quando
administrado no dia 0, 1 e 2 apos a ovulagdao (FRISO, 2016). Ademais, sua administracao
ocasionou a reducdo dos niveis de progesterona circulante entre o terceiro e quinto dia apds a

ovulagdo, resultando em uma queda nas taxas de prenhez (MALSCHITZKY et al., 2007a).

A PGF2a quando adicionada ao sémen diluido na dose de 125 pg/ml tém-se
demonstrado eficiente, ndo ocasiona alteragdes nas caracteristicas espermaticas e demonstra
efeitos benéficos a fertilidade da égua, promovendo a contragdo miometrial, eliminando
produtos inflamatorios e auxiliando no transporte dos espermatozoides até o oviduto

(FIORATTIL, 2010).
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2.2.1.4.4 Antibioticoterapia

Quando o diagnostico € tardio, pode ser que ja haja a infeccdo e aderéncia de bactérias
no utero. Com isso, a infusdo uterina de antibioticos torna-se eficiente no tratamento. Segundo
Camozzato (2010), dentre os antibidticos que podem ser utilizados e suas respectivas indicagdes
destacam-se o sulfato de amicacina (2 g, indicado para gram-positivo), sulfato de gentamicina
(1-2 g, indicado para gram-negativo), sulfato de neomicina (3-4 g, indicado para Escherichia
Coli), penicilina (5 milhdes Ul, indicado para Streptococcus zooepidemicus), Polimixina B (1
milhdo Ul, indicado para pseudomonas) e ceftiofur (1 g, de amplo espectro). A escolha do
antibidtico deve levar em consideragdo o agente causador (bactérias gram-negativas ou gram-
positivas, fungos, etc). Além de ja produzir um efeito de distensdo na parede uterina
aumentando as contragdes, também dilui a secre¢ao uterina, facilitando a evacua¢ao da mesma.
O tratamento com infusdo de antibidtico pode ser associado com lavagens uterinas ou ocitocina
(MALSCHITZKY et al., 2007a). Em contrapartida, um estudo demonstrou que a lavagem
uterina com salina e PGF2a promoveria a elimina¢ao bacteriana do titero da mesma forma que
os tratamentos realizados com penicilina. Com isso, sugere-se que nao haja necessidade do uso
de antibidticos, uma vez que apenas a remogao fisica dos agentes inflamatérios do ttero foi o
suficiente para resolver o problema de infeccdo bacteriana (MACEDO, 2002). Conclui-se
entdo, que seja realizado a avaliacdo da necessidade de antibioticoterapia em cada caso,

individualmente.

2.2.1.4.5 Imunomoduladores

Os imunomoduladores podem ser utilizados para reduzir as respostas neutrofilicas e a
linfangiectasia em éguas suscetiveis 8 EPPC (TAKAKURA, 2020). Dell’ Aqua et al (2006, apud
TAKAKURA, 2020), produziram um estudo onde administraram 0,1 mg/kg de acetato de 9-
alfa-prednisolona, de 12 em 12 horas, comeg¢ando 2 dias antes da ovulacdo e aplicando
novamente 1 dia apds a ovulagdo (SILVA; BLUME; OLIVEIRA, 2014), e constataram um
aumento nas taxas de prenhez de éguas suscetiveis. Eguas tratadas apresentaram redugdo do
volume de fluido uterino e aspecto mais limpido. Segundo Malschitzky et a/ (2007a), esses
achados sdo decorrentes de uma provavel reducdo da expressao génica de citocinas como a IL-
1B, TNF-a, IL-4, IL-3, IL-5 e IL-8 causadas pelos corticoides, diminuindo a inflamacao.

Também houve a diminui¢do de 6xido nitrico e enzimas responsaveis pela sintese de
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substancias inflamatorias, além de diminuir a atividade de moléculas de adesdo, reduzindo a
migracao dos leucdécitos para o tecido inflamado (MALSCHITZKY et al., 2007a). Ademais, a
administracdo de 50 mg de dexametasona intramuscular antes da cobertura ou inseminagao
também apresentou resultados benéficos em relagdo as taxas de prenhez. Além disso, também
promove a redugdo da expressdo de interleucinas proé-inflamatorias como a IL-1p, IL-6 e IL-8
e aumento de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e a IL-1RA (SEGABINAZZI, 2016).
Entretanto, os anti-inflamatérios esteroidais (AIEs) devem ser utilizados com cautela uma vez

que podem apresentar efeitos colaterais como imunossupressao e laminite (FIORATTI, 2010).

Em um estudo realizado por Fioratti (2010), comparando a utilizacdo de dexametasona
local (2 mg adicionado ao sémen diluido) e sist€émico (40 mg por via endovenosa) demonstrou
que o uso local ndo reduziu as concentracdes de PMNs e o liquido intrauterino acumulado
quando comparadas ao grupo controle (ndo tratadas com dexametasona). Em contrapartida,
¢guas tratadas com dexametasona sistémica demonstraram uma reduc¢ao neutrofilica quase duas
vezes menor em comparagdo ao grupo controle. Ademais, éguas tratadas sistemicamente
apresentaram uma reducao significativa do acimulo de fluidos no ttero e aumento das taxas de
recuperagao embrionaria. Concluiu-se também que as diferengas encontradas entre o tratamento
local e o sistémico seria em decorréncia do ajuste de dosagem necessario para ndo comprometer
os espermatozodides no tratamento local, podendo a dose ter sido insuficiente para causar a

resposta desejada.

O Firocoxib ¢ um anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINEs), inibidor altamente seletivo
para COX-2, demonstrando pouco efeito sobre a cicloxigenase 1 (COX-1). A dosagem
recomendada para o tratamento em cavalos ¢ de 0,09 mg/kg intravenoso a cada 24 horas durante
5 dias ou 0,1 mg/kg por via oral a cada 24 horas durante 14 dias. Ademais, este farmaco sofre
metabolismo hepatico e excrecdo renal (FRISO, 2016). Em um estudo realizado por Friso
(2016) para avaliar o efeito do firocoxib sobre o controle da reposta inflamatdéria em éguas
suscetiveis a EPPC, houve uma diminui¢ao no nimero de PMNs e na marca¢ao de COX-2 nas
24 horas apo6s a IA, constatando que houve uma diminui¢ao da resposta inflamatoria no utero
dos animais. Segundo Friso et al (2019, apud TAKAKURA, 2020), o Firocoxib, administrado
por via oral na dose de 0,2 mg/kg no dia da indu¢do da ovulag@o se mostra eficaz em controlar
o processo inflamatorio uterino sem interferir na ovulacdo e na drenagem uterina. Conclui-se
entdo que o firocoxib pode ser uma alternativa viavel para o tratamento de éguas suscetiveis a

EPPC.
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Esses achados sdo contrarios aos achados do uso de outros AINEs como fenilbutazona
e flunixin meglumine onde foi observado um atraso na limpeza uterina e aumento da reagao
inflamatéria em éguas suscetiveis a EPPC. Os AINEs atuam diretamente na cascata do acido
araquidonico, inibindo a producdo de PGF2a, prostaglandina importante na estimulacdo das
contragdes miometriais. Ademais, também concluiu-se que o uso desses farmacos proximo da
ovulagdo podem ocasionar foliculos hemorragicos anovulatérios, pela inibicdo de

prostaglandinas importantes para o desencadeamento da ovulacao (SEGABINAZZI, 2016).

A lactoferrina ¢ uma glicoproteina regulada pelo estrogénio (FRISO, 2016). Quando
administrada através de infusdo uterina no momento da cobertura ou inseminac¢ao causa a
redugdo da expressdao de mRNA do TNF-a, 6 horas ap6s a inseminagao ou cobertura, quando
comparada a infusdo somente de ringer lactato. A mesma modulagdo de resposta ocorreu
quando a infusdo foi realizada 6 horas ap6s a cobertura ou inseminagao, sendo avaliado o estado
do endométrio e nao sendo observados danos teciduais decorrentes de inflamagao
(TAKAKURA, 2020). Ademais, a lactoferrina utilizada junto ao sémen também reduz a
expressao de citocinas pro-inflamatorias como a IL-1 e IL-8 apds a inseminagao artificial (IA)

ou cobertura (SEGABINAZZI, 2016).

2.2.1.4.6 Plasma rico em plaquetas e plasma homologo acrescido de leucdcitos

O plasma rico em plaquetas ¢ originario do sangue total, sendo um volume de plasma
que contém uma alta concentragao de plaquetas (SEGABINAZZI, 2016), sendo de trés a cinco
vezes mais rico em plaquetas do que os niveis fisioldgicos (REGHINI, 2013). E amplamente
utilizado na medicina humana e veterindria por sua atividade imunomoduladora (através da
biossintese de lipoxina A4) e eficiéncia na reparagdo tecidual ocasionada por seus fatores de
crescimento e atividades mitogénica, quimiotatica, neovascular e anti-inflamatoria
(SEGABINAZZI, 2016). Seu efeito terapéutico ocorre em especial devido a degranulagao dos
granulos-o. encontrados nas plaquetas. Dentre seus fatores de crescimento, possui fator de
transformagdo de crescimento beta (TGF-B), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento endotelial derivado de plaquetas (PDEGF), fator plaquetario-4,
fator de angiogénese derivado de plaquetas (PDAF) e fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1) (VENDRUSCOLO et al., 2014). Segundo Segabinazzi (2016), também
atuam na liberacdo de fibrinogénio, fator de crescimento endotelial, fator de crescimento

fibroblastico, fator de crescimento epidermal, fator de crescimento hepatocitario,
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tromboplastina plaquetéria, entre outros. A libera¢do desses fatores ocorre especialmente na
primeira hora, porém, continua ativo durante o periodo de vida das plaquetas sendo de

aproximadamente 7 dias (VENDRUSCOLO et al., 2014).

Em um estudo realizado por Reghini (2013) para avaliar a interferéncia do plasma rico
em plaquetas (PRP) na resposta inflamatéria de éguas suscetiveis e resistentes a EPPC foi
constatado que houve uma diminui¢ao do liquido intrauterino em animais suscetiveis apds o
tratamento, comparado a quantidade de liquido que animais ndo tratados apresentavam. Porém,
nao houve eliminacao completa dos liquidos, sendo constatada apenas uma diminui¢ao dos
mesmos. Além disso, tanto éguas resistentes quanto éguas suscetiveis tratadas tiveram um
declinio no niimero de neutroéfilos observados pela citologia, onde, em éguas suscetiveis, o
numero chegou a niveis aceitaveis para o momento de 24 horas apds o procedimento de

inseminacao ou monta.

Esses achados corroboram com os expostos por Metcalf, Scoggin e Troedsson (2012),
onde éguas tratadas com infusdo intrauterina de PRP apresentavam uma significante redugdo
da expressao de mRNA para citocinas como a IL-1B, IL-6, IL-8 e 6xido nitrico-sintetase
(iNOS), quando comparado a éguas nao submetidas ao tratamento. Conclui-se que a utilizacdo
de PRP reduz a expressdo de citocinas pro-inflamatorias e de 6xido nitrico sintetase em éguas
suscetiveis a EPPC, levando a uma diminui¢do de neutrofilos, liquido intrauterino e,

consequentemente, redug¢do da reacdo inflamatoria.

O uso de plasma homodlogo acrescido de leucocitos também apresenta resultados
positivos no tratamento a EPPC. Em um estudo realizado por Neves et al (2005), a infusao
intrauterina de plasma homoélogo diminui o tempo que o utero leva para eliminar o contetdo
inflamatorio, além de demonstrar aumento na taxa de prenhez quando comparado ao grupo nao
tratado. Entretanto, o tratamento com plasma homologo acrescido de leucdcitos frescos
demonstra uma eficacia maior em relacao a quimiotaxia e opsonizacao neutrofilica. Os autores
concluem que a agao do plasma com leucécitos demonstra efeito sinérgico em suas agdes, 0
plasma fornecendo fatores de opsonizacdo como complementos e imunoglobulinas no limen
uterino e o sangue fresco com leucdcitos promove uma fagocitose eficiente. Ainda assim, sdo
necessarios mais estudos acerca da preparagdao e uso de plasma homdlogo acrescido de

leucocitos.
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2.2.1.4.7 Células tronco

As células tronco possuem alta capacidade de autorrenovagdo e diferenciagdo em
diversas linhagens celulares. Possuem alto potencial terapéutico devido sua atividade
regulatéria de sitios inflamatdrios, promovendo a regeneragdo tecidual e prevenindo o
crescimento de tecidos cicatriciais (FLACH, 2014). Também possuem acdo imunomodulatéria
uma vez que atuam no aumento da secrecao de citocinas antiinflamatorias e diminui¢ao de

citocinas pro-inflamatorias.

As células tronco mesenquimais sao células tronco adultas que podem ser coletadas da
medula oOssea, rica em células tronco mesenquimais (CTMs) e tecido adiposo (RUA et al.,
2016). A origem das células tronco mesenquimais ¢ o mesoderma, de onde se originam tecidos
conectivos como tecidos dsseos, cartilaginosos, adiposos, sistema vascular € hematopoiético.
Ademais, apresentam seletividade ao migrarem para areas lesionadas, inflamadas ou tumorais.
Quando se instala nesses locais, atua como reparadora tecidual além de auxiliar na formacao

do estroma associado a lesao (FLACH, 2014).

Um estudo foi realizado por Ferris, Frisbie e McCue (2014), para avaliar a hipotese dos
autores de que a infusdo intrauterina de dexametasona, soro condicionado autdlogo e células
tronco mesenquimais (tratamentos individuais) auxiliariam na diminui¢ao dos achados clinicos
através da diminuicdo de fatores pré-inflamatoérios como a IL-1 e o TNF-a. O tratamento com
células tronco mesenquimais foi eficaz em reduzir o nimero de neutrofilos presentes no utero
6 horas apds a monta em mais de 50%. A hipdtese ¢ de que esse declinio seja resultado do
aumento de IL-1RA, que atua nos receptores que IL-1, impedindo a secre¢do de citocinas pro-
inflamatoérias. Os autores concluiram entdo que o uso de CTM para o tratamento de EPPC ¢

eficaz em reduzir a resposta inflamatoria de €guas suscetiveis.

2.3 Mecanismos de defesa uterino das éguas
2.3.1 Barreiras fisicas

A vulva, a cérvix e a prega vestibulo-vaginal atuam como barreiras fisicas contra
contaminantes (CRUZ JUNIOR, 2016). Quando anatomicamente integras, impedem a entrada

de fezes, urina e ar para dentro da vagina e utero. Defeitos na conformagao perineal ocasionam
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a falha na eficacia destas barreiras. Alteragdes na conformagao podem ser resultado de idade,

escore corporal, traumas (por exemplo, laceragdes no parto), entre outros.

Quando ocorre a copula ou a inseminacao estas barreiras sao rompidas. Devido as
peculiaridades anatomicas da espécie equina, a ejaculacdo do garanhdao ocorre de forma
intrauterina. Do mesmo modo, a inseminacao ultrapassa as barreiras fisicas, sendo o ejaculado

depositado no interior do [umen uterino, ou em alguns casos, intracornual.

2.3.2 Limpeza fisica uterina

A limpeza fisica do Utero se da pelas contragdes miometriais, sendo de extrema
importancia para a eliminacdo de agentes nocivos ao ambiente uterino. Estas contracdes
ocorrem também durante e apds a copula, auxiliando na passagem dos espermatozoides até o
local de fertilizacdo. Ademais, Nikolakopoulos et a/ (2000, apud FIORATTI, 2010), relatam
que estimulos da vagina, cérvix, utero e copula resultariam num aumento da concentragdo
plasmatica de ocitocina, gerando um aumento da contratilidade miometrial. Os autores
concluem também que esse aumento de ocitocina ndo interfere nos valores plasmaticos de

prostaglandina F2 alfa (PGF2a).

Segundo Fioratti (2010), as contragdes ocorrem pela atividade de despolarizagao e
repolarizagao da membrana plasmatica das células pertencentes a musculatura lisa uterina. Elas
também auxiliam na drenagem dos produtos prejudiciais através da compressdo dos vasos

linfaticos, impulsionando-os para os linfonodos regionais.

Em éguas resistentes onde a contracdo sucede corretamente, o inicio da contragao se da
na regido do miométrio do corno uterino, onde ocorre um pulso contratil que vai em diregdo a
cervix. Eguas suscetiveis demonstram essa regido do pulso inicial no corpo uterino, resultando
em uma alteracdo no padrao de propagacdo contratil, ocorrendo simultaneas, ou seja, em
diversas partes do utero ao mesmo tempo, ou invertidas, sentido cérvix para os cornos uterinos.
Essa disfuncdo acarreta uma drenagem ineficiente dos fluidos remanescentes no limen uterino.
Para mais, éguas resistentes apresentam contracdes uterinas em maior nimero, duragdo e

intensidade quando comparadas as suscetiveis (FIORATTI, 2010).

Quando a atividade contratil do miométrio encontra-se afetada, os demais mecanismos,

como a drenagem linfatica, tornam-se os principais responsaveis pela eliminacdo de infec¢des
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e subprodutos inflamatorios (CARMONA, 2011). A falha no mecanismo contratil uterino
resulta num maior tempo necessario para debelar as invasdes ao Utero, além do risco de
aderéncias bacterianas no endométrio. Durante o diestro, periodo do ciclo estral onde a cérvix
se encontra fechada, ha a possibilidade de que os vasos linfaticos se tornem os principais
responsaveis pela reabsor¢cdo de fluidos e particulas remanescentes no limen uterino
(CAMOZZATO, 2010). Em um estudo realizado por Nikolakopoulos e Watson (1999, apud
CARMONA, 2011), foi constatado que a inibi¢ao da atividade miometrial em éguas resistentes
resultou na presenca de fluido intra-uterino 48 horas ap6s a inoculagao bacteriana, levando essas
¢guas a um quadro de suscetibilidade a endometrite, corroborando com a possibilidade atestada

por Camozzato (2010).

O estro representa o periodo onde recorrentemente éguas adquirem endometrite (CRUZ
JUNIOR, 2016). Isso se deve ao fato deste periodo ser caracterizado pela cérvix aberta e periodo
de cobricdo das fémeas, o que resulta em uma endometrite pds-cobertura ou inseminagao.
Durante esse periodo, ocorrem contracdes miometriais de aproximadamente 5 minutos
alternando com periodos de repouso (CAMOZZATO, 2010), aumentando sua intensidade em

resposta a agentes nocivos.

Em éguas resistentes onde a atividade miometrial ¢ demais mecanismos se encontram
eficazes, a cérvix aberta no periodo de estro facilita a drenagem de fluidos, células
remanescentes e subprodutos inflamatérios, sendo resolvido em até 48 horas (SEGABINAZZI,
2016). Para a limpeza eficaz, mesmo através da atividade miometrial, ¢ necessario o
relaxamento e abertura adequados da cérvix, sendo esta caracteristica importante em quadros
de persisténcia de fluidos e infec¢des remanescentes. (CARMONA, 2011). Eguas virgens que
apresentam abertura insuficiente ou fechamento precoce da cérvix também podem desenvolver
EPPC devido a sua incapacidade de eliminar a maior parte dos fluidos pela cérvix. Este quadro
¢ conhecido como “sindrome da égua virgem e velha”. Este quadro tende a ndo se repetir apds

a primeira pari¢ao (MALSCHITZKY et al., 2007a).

Alguns fatores influenciam diretamente na atividade miometrial, podendo comprometer
a eficiéncia deste mecanismo. De acordo com Carmona (2011), ma formagdes na regido
perineal, fibrose de cérvix, idade e multiplas pari¢des influenciam na drenagem de fluidos
remanescentes. Eguas em idade avancada e/ou multiparas apresentam falhas na atividade
contratil por conta da posicdo relativa do ttero, que se encontra mais baixo pela flacidez e
relaxamento que ocorre durante os anos € apds muitas parigdes. Como resultado, o utero se

estende para baixo do bordo pélvico, dificultando a eliminag¢do dos fluidos no Ilimen uterino,
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expelindo mais lentamente comparado a éguas novas, nuliparas ou primiparas. Segundo Fioratti
(2010), prenhezes continuas também seriam responsaveis por uma hipertrofia do miométrio que
resultaria na mudanga da regido do pulso contréatil inicial e, consequentemente, comprometendo

a drenagem de fluidos para o exterior.

Segundo Carmona (2011), éguas senis suscetiveis a endometrites apresentam tonus
muscular ativo menor em comparacao a €guas resistentes em resposta a agonistas do tonus
muscular, sugerindo que haja um defeito intrinseco do miométrio. Ademais, conclui que essa
resposta ndo possui relagio com receptores de ocitocina ou prostaglandina F2a. Eguas
suscetiveis e resistentes demonstram uma composi¢ao semelhante de ions de célcio, sugerindo
que essas alteracdes ocorram nos mecanismos das fibras musculares relacionadas aos canais de

calcio e sua regulacio (CARMONA, 2011).

Outras possiveis causas que resultariam na fragilidade do miométrio de éguas
suscetiveis e senis compreendem a diminuicdo da produgdo de PGF2a, influenciando no
equilibrio entre a estimulacao de ocitocina e da prostaglandina. Ademais, Carmona (2011)
sugere que lesdes neurologicas ou estruturais de colageno e elastina secundarias a tensao
mecanica sofrida pelo utero mais flacido, também resultam na debilidade da atividade contrétil.
De acordo com Reitzenstein et al (2002, apud FIORATTI, 2010), em um estudo in vitro
realizado, pode-se observar que éguas suscetiveis apresentavam disfuncao na atividade contratil
miometrial que poderia ser explicada por um possivel defeito na sinalizagdo neuronal,

corroborando com os expostos por Carmona (2011).

O cio do potro também se encontra como caracteristica que predispde a égua a acumulo
de liquido intrauterino. Isso ocorre devido a presenca de volume aumentado e posicionamento
abaixo do nivel do assoalho pélvico, devido ao processo de involugdo uterina. A contratilidade
uterina também se encontra reduzida, dificultando a eliminagdo de liquidos e detritos celulares.
Essas caracteristicas sdo solucionadas proximo de 23 dias, quando a involugao uterina se torna
completa. Com isso, o cio do potro pode ser considerado uma suscetibilidade transitéria 8 EPPC

(MALSCHITZKY et al., 2007a).

Além desses fatores, alteracdes vasculares degenerativas na parede uterina também
foram descritas em éguas suscetiveis, ndo sendo elucidado até que ponto estas alteragdes
influenciam na atividade miometrial (CARMONA, 2011). Pode-se concluir que ainda sao

necessarios mais estudos acerca das causas que diminuem a contratilidade do miométrio.
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2.3.3 Inflamacao local e mediadores inflamatorios

A inflamagdo local se caracteriza por um processo inflamatério agudo que ocorre
rapidamente ap6s uma agressao. Apresenta os 5 sinais cldssicos de inflamagao tecidual, sendo
eles calor, rubor, tumor, dor e perda da funcao. Os sinais clinicos da inflamac¢do ocorrem
inicialmente pela produc¢do de cicloxigenase 2 (COX-2) e liberacdo de eicosanoides resultantes

do 4cido araquidonico livre (FRISO, 2016).

ApoOs a agressdo aos tecidos, inicia-se uma constri¢do das arteriolas e dilatagdo das
vénulas do local afetado, aumentando o fluxo de sangue para a regido lesada. Como
consequéncia da dilatagdo das vénulas, ocorre um aumento da permeabilidade vascular que
permite o extravasamento de exsudato para o tecido agredido, resultando em um edema local
(FIORATTI, 2010). Através de substancias quimiotaticas, células de defesa se aderem ao
endotélio vascular e migram para o tecido lesionado. As células do endotélio iniciam a
expressdao de P-selectina resultante da agressao inflamatoria, se ligando a L-selectina presente
na superficie dos neutrdfilos, ocorrendo uma diminuicdo da sua velocidade na corrente
sanguinea, passando a rolar sobre a superficie do endotélio vascular. Logo apo6s, os neutréfilos
iniciam a expressao de integrinas que se ligam a moléculas de adesdo das células do endotélio
até a parada completa e aderéncia a parede dos vasos, ocorrendo por fim, a migracdo para o
local inflamado, como demonstrado na Figura 6 (SEGABINAZZI, 2016). As integrinas mais
importantes expressas pelos leucocitos sdo a LAF-1 e a VLA-4, que se ligam a glicoproteinas
de membrana como a molécula de adesdo intracelular tipo 1 (ICAM-1) (FRISO, 2016).
Neutrofilos e eosinofilos sdo as primeiras células de defesa a chegar ao tecido afetado devido a

maior mobilidade dessas células na corrente sanguinea (FIORATTI, 2010).

Figura 6 - Recrutamento de neutréfilos para o local de inflamagao.
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Segundo Carmona (2011), os neutrdfilos produzem espécies reativas de nitrogénio
(RNS), sendo a mais comum o 6xido nitrico (ON) e suas respectivas formas oxidadas, nitrito e
nitrato. Ademais, pode ser produzido por macréfagos, células epiteliais e endoteliais. Dentre os
RNS, o ON demonstrou ser o mais eficiente atuando na lise de bactérias no interior de
neutrofilos (CARMONA, 2011). O ON também atua como mensageiro intra e intercelular,
controlando diversos processos como o tonus vascular, neurotransmissao, sintese de hormonios,
diferenciagdo celular, expressdo génica, ativagao de células imunolédgicas e na fisiologia
ovariana. Além disso, pode ser encontrado no fluido uterino apds cobertura ou inseminagao,
causando repolarizagdo das fibras, resultando em vasodilatacdo e relaxamento do endométrio.
Eguas resistentes 2 EPPC apresentam menor concentragdo de ON quando comparadas a éguas
suscetiveis (FIORATTI, 2010). Esse fator ocorre possivelmente pelo fato de éguas suscetiveis
apresentarem maiores concentragdes de componentes pro-inflamatérios € menores de fatores
anti-inflamatorios, ocasionando uma resposta inflamatéria aguda exacerbada originando uma

maior concentragao de ON.

Ademais, os lisossomos presentes nos neutréfilos possuem peroxidases e enzimas
hidroliticas como a ribonuclease, desoxirribonuclease, fosfolipase A, lisozimas, proteases e
enzimas dependentes de O,. Também possuem proteinases como as colagenases, elastases e

gelatinases que atuam na reparacao tecidual do endométrio lesionado (CARMONA, 2011).

A resposta imune inata ¢ a defesa inicial do organismo contra agentes invasores
prejudiciais a satide. E composta pelas barreiras fisicas, células fagociticas, células dendriticas,
células NK, macréfagos, neutrofilos e proteinas séricas como citocinas e proteinas do sistema
complemento. Se caracteriza pelo rapido tempo de resposta a agressores além de estimular a
resposta imune adaptativa. Sua ativagdo ocorre em resposta aos produtos gerados por
microrganismos e células lesionadas, sendo a resposta igual e constante independente das

inimeras vezes que o organismo seja exposto aquele agressor (FRISO, 2016).

O sistema complemento ¢ ativado em resposta a agressdes ao ambiente uterino, atuando
principalmente os componentes C3 e C5 que agem juntamente das imunoglobulinas locais
(MALSCHITZKY, 2007a). Desempenham diversos papéis, dentre eles a ampliagao da
permeabilidade vascular, agdo quimiotatica e opsonizante, ativagao de lipases de membrana e
lise de microrganismos (FIORATTI, 2010). Através de um estudo realizado in vitro, foram
observados que os espermatozoides ativavam o complemento existente nas secre¢des uterinas,
acarretando na clivagem do fator C5 em C5a e C5b, resultando na quimiotaxia mediada pelo

componente C5a, com consequente aumento da migracao de polimorfonucleares (PMNs) para
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o utero. Enquanto isso, o C3b atua na opsonizacao de bactérias e espermatozoides, auxiliando
na fagocitose e posterior eliminacdo de subprodutos inflamatorios do limen uterino

(CARMONA, 2011).

Kenney e Khaleel (1975, apud CAMOZZATO, 2010) foram pioneiros nos estudos de
imunoglobulinas uterinas. Neste estudo foram isolados IgGa, IgGy, IgGe, IgT, IgA e IgM
(MACEDO, 2002). Concentragdes destas imunoglobulinas foram observadas em maior
quantidade nas secregdes uterinas em comparagao ao plasma de éguas sadias, constatando que
a producao destas ocorre no endométrio (CAMOZZATO, 2010). Achados imunohistoquimicos
realizados no endométrio, propdem que as concentragoes de imunoglobulinas livres e 0 numero
de células com Igs ndo se alteram durante as fases do ciclo estral, mantendo uma constancia

durante todo o periodo (CARMONA, 2011).

A maior parte das imunoglobulinas secretadas localmente no trato reprodutivo das éguas
sdo a IgG e a IgA (SEGABINAZZI, 2016), produzidas pelos linfocitos B. Essas
imunoglobulinas atuam em conjunto com o componente C3b do sistema complemento,
auxiliando os neutrofilos na fagocitose de microrganismos agressores ao ambiente uterino

(FRISO, 2016), atuando como opsoninas (SEGABINAZZI, 2016).

De acordo com Friso (2016), em estudos realizados, as concentragoes de
imunoglobulinas ndo diferem entre éguas resistentes e suscetiveis a enfermidade. Ja em outro
estudo realizado por Waelchi et al (1987, apud FLACH, 2014), éguas suscetiveis
demonstravam maiores concentragdes de anticorpos. Esses achados indicam que a deficiéncia
nos valores de imunoglobulinas ndo contribuem para o aumento da suscetibilidade a

endometrite.

Fioratti (2010) propde que, apesar da importancia da atuacdo dos fatores humorais sobre
a defesa uterina, o fator mais importante seria a resposta celular. Segundo Silva, Blume e
Oliveira (2014), a suscetibilidade a EPPC nao estaria relacionada a uma deficiéncia de
imunoglobulinas, e sim por outros motivos como atividade miometrial, drenagem linfatica e
dilatacdo cervical. Conclui-se que a eficiéncia da resposta uterina depende de diversos fatores

integrados e ndo apenas do sistema imune humoral (LOPES, 2013).

Logo, a imunidade inata estimula o inicio da resposta imune adaptativa. Diferentemente
da resposta inata, esta aumenta sua capacidade defensiva a cada nova exposicdo ao agente

agressor. Isso ocorre pela producdo de células de memoria que resultam em respostas mais



41

rapidas a cada nova exposi¢cdo ao invasor. E constituida por linfocitos B, linfocitos T e
anticorpos e caracterizada por sua especificidade em diferenciar determinadas substancias e
microrganismos. Ambas as respostas imunes sdo reguladas através da liberagdo de citocinas

como o fator de necrose tumoral (TNF) e as interleucinas (FRISO, 2016).

Apos a exposicao a bactérias ou sémen decorrente de cobertura ou inseminagdo, inicia-
se um rapido influxo de neutréfilos para o limen uterino. De acordo com Katila (1995, apud
SEGABINAZZI, 2016), os neutrdfilos ja se encontram nos tecidos uterinos 30 minutos apds o
contato do sémen com o endométrio, apresentando um pico inflamatorio entre 6 e 12 horas apos

este contato e concluido em até 48 horas em éguas sadias.

A COX-2 também atua como fator pré-inflamatério através da modulagao da cascata do
acido araquidonico. Este acido graxo essencial ¢ resultado da ag¢do das enzimas fosfolipases
sobre os fosfolipideos liberados pelos tecidos lesionados (SEGABINAZZI, 2016). O acido
araquidonico livre ¢ convertido em prostaglandina G2 e depois convertida em prostaglandina
H2, catalizadas pela enzima cicloxigenase. Por fim, a prostaglandina H2 (PGH2) sintetiza a
prostaglandina D2 (PGD2), a prostaglandina E2 (PGE2), a PGF2a, a prostaglandina I(PGI) e
tromboxanos A (TxA).

A PGD2 possui um papel importante durante respostas alérgicas, atuando como
mediador inflamatério, promovendo a ativagdo e quimiotaxia de eosinofilos e sintese de
leucotrieno C4 (SANTOS, 2011). Ainda, pode atuar como mediador anti-inflamatdrio, inibindo
a producao de IL-12 por células dendriticas, de IFN-y por células T e a supressao das fungdes
de células NK. Esta prostaglandina também atua na producao de citocinas do padrao Th2,
participando do recrutamento de eosindfilos, basofilos e linfocitos Th2. Também atua na
mobilizagdo de calcio intracelular, exercendo um papel regulatorio nos processos de ativagdo e
recrutamento celular. Também atua na inducao da liberacao de IL-4, IL-5 e diminui¢ao de IFN-

v (PEREIRA, 2013).

A PGE2, por sua vez, atua como inibidor da fun¢do imunitéaria uterina, suprimindo a
acdo de PMNs sob o utero (CARMONA, 2011), o que a torna extremamente importante para a
gestacdo na espécie equina. Segundo Pereira (2013), em um estudo realizado em camundongos
a fim de estudar os efeitos antagonicos da PGD2 e da PGE2, demonstrou-se que a PGE2 inibe
a producdo de IFN-y pelos leucocitos e linfocitos T helper, aumenta a liberagao de IL-5 por
estas células, nao alterando a producao de IL-4 pelas mesmas. Ademais, inibe a producao de

IL-1 e TNF-a por macrofagos, IL-2 por linfocitos e IL-12 por células apresentadoras de
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antigenos estimuladas por lipopolissacarideos. Além disso, suprime a atividade bactericida das
células NK, inibe a diferenciagcdo de células ThO para Thl e inibe a expressao de receptores de
IL-12. Para mais, estudos realizados para analise da atividade da PGE2 sobre endometrites
bacterianas demonstraram que esta ¢ produzida localmente e inibe a resposta uterina,
favorecendo a infeccdo (PEREIRA, 2013). No desenvolvimento embriondrio, sabe-se que
existe uma correlacdo positiva entre o didmetro e a produ¢do de PGE2 pelo embrido com 9 a
15 dias de idade. Ademais, a PGE2 ¢ um potente estimulante da contratilidade e tonus uterino
na espécie equina (NASCIMENTO, 2011). Acredita-se que a PGE2 atue no reconhecimento
materno, impedindo que o ttero reconhega o embrido como invasor e tente descarta-lo. Segundo
Canal (2015), proximo de cinco dias, o embrido comeca a secretar grandes quantidades de
PGE2 que, por sua vez, provoca contragdes locais e relaxamento da musculatura lisa da parede
do oviduto, auxiliando a passagem do embrido para o ttero. Em acordo com Nascimento (2011)
onde, a PGE2 auxiliaria no deslocamento embrionario desde 5,5 a 6 dias, até a cessacao de
movimento, proximo aos 18 dias. Ademais, acredita-se que a PGE2 também atue no bloqueio
da lutedlise pois auxilia na mobilidade embriondria, caracteristica essencial para o bloqueio da
regressdao do corpo luteo e proveniente manutengao da gestacdo. Além disso, em um estudo
realizado por Merkl et al (2010, apud NASCIMENTO, 2011) observando a variacdo da
expressdo génica de amostras endometriais em éguas gestantes e ndo gestantes 12 dias apds a
ovulacdo, foram encontrados receptores para PGE2, o EP4, 2,2 vezes maior em amostras
gestacionais quando comparadas as amostras de éguas nao gestantes. Esses achados corroboram
com o estudo de Peres (2008), onde a autora constata a presenga de subtipos de receptores de
PGE2 (EP1, EP2, EP3 e EP4) nas células epiteliais de revestimento do limen tubarico e uterino
e células musculares, sugerindo que o transporte embriondrio e a comunicagao entre 0 embrido
e a tuba envolveriam a acao da PGE e seus respectivos receptores. Esses achados favorecem as
hipoteses da atuacdo da PGE2 no reconhecimento materno embrionario através da supressao
imunitaria, contratilidade da musculatura tubarica e uterina ¢ auxilio na mobilidade

embrionaria.

A PGF2-a ¢ uma prostaglandina produzida pelas células do endométrio. Dentre suas
atividades podemos citar as alteragdes na permeabilidade vascular, promog¢ado da contratilidade
uterina e lutedlise. Como consequéncia da lise do corpo luteo ativo, ocorre um declinio de
progesterona circulante reduzindo seu efeito imunossupressor sobre o utero. Estudos realizados
por Hoedemaker et al (1992, apud CARMONA, 2011) acerca do assunto, demonstraram que a

PGF2a atua como agente quimiotatico e promove a fagocitose pelos neutrofilos e eosinofilos.
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O aumento da PGF2a uterina é provavelmente responsdvel pelo aumento da atividade da
fosfolipase A2 uterina e da COX-2, que resultam na producdo de acido araquiddnico,
convertendo-os em PGF2a e outros produtos como o leucotrieno B4 (LTB4). O Leucotrieno B4
promove a quimiotaxia, migragao e citotoxicidade intermediada por células independentemente

dos anticorpos (CARMONA, 2011).

Inicialmente, as citocinas sdao sintetizadas como pro-moléculas e posteriormente sao
ativadas pela enzima caspase-1 (Figura 7), presente no utero de éguas e sintetizada através do
estimulo do fator nuclear kappa B (NF-kB) (SEGABINAZZI, 2016). As citocinas sao
polipeptideos produzidos principalmente por linfocitos T. Estas substidncias atuam como
mediadores e reguladores inflamatorios e imunoldgicos em resposta a agentes agressores €
antigenos (MENDONCA, 2016). Dentre as citocinas pré-inflamatorias de maior importancia
temos as IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-17A, IFN-y e TNF-o. Estas promovem a ativacio e
fagocitose de magréfagos, aumento da atividade imunitaria mediada por células e estimulam a

sintese de proteinas de fase aguda.

Figura 7 -Reconhecimento dos PAMPs pelos TLRs e desencadeamento da
transcrigdo génica de fatores pro-inflamatorios pelo NF-kB.
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Fonte: Segabinazzi, 2016.

Em contrapartida, as citocinas de agdo anti-inflamatéria como a IL-4, IL-10 e IL-13
atuam na regulacdo e na amplificacdo da resposta imunologica humoral pela estimulagdo da
diferenciagdo de linfocitos B e subprodutos como os anticorpos (MENDONCA, 2016). Além

disso, atuam no bloqueio ou supressao da intensidade da cascata inflamatoria (FRISO, 2016).
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De acordo com Segabinazzi (2016), a IL-1, IL-6 e IL-10 em uma fase mais avancada do

processo inflamatdrio, atuam como inibidores da resposta inflamatoria.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ um potente mediador associado a inflamagdes
sistémicas e respostas citotoxicas. E associado a reagdes de fase aguda e produzido tanto por
células de defesa mononucleares como polimorfonucleares. Sua sintese ¢ promovida por IFN-
v, IL-1, IL-2, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), substancia P
(neuromodulador), bradicinina, imunocomplexos, inibidores de cicloxigenase e fator ativador
de plaquetas (PAF). Em contrapartida, a IL-6, PGE2 e antagonistas do PAF atuam como
inibidores da sintese de TNF-a. Atua principalmente fazendo citdlise e citoestase e, por isso,
possui acdo deletéria quando produzido de forma exacerbada. Assim como a IL-1, também
pode induzir a febre através da producao de PGE2 pelo hipotdlamo, altera¢des endoteliais
reduzindo atividade coagulante, aumento da atividade quimiotatica de células de defesa além
de impulsionar o metabolismo oxidativo de células fagociticas (MENDONCA, 2016). Segundo
Carmona (2011), o TNF-a também atua como mediador na expressao de genes de fatores de
crescimento e de citocinas, além da expressao de fatores, receptores, mediadores inflamatorios
e estimulador imunitario, auxiliando no desenvolvimento de resisténcias a infecgdes. Ademais,

pode induzir o aumento da producao de PGF2a pelo endométrio.

O IFN-y ¢ produzido por células NK, c¢lulas T natural killers (NKT) através da resposta
imune inata. Quando desenvolve a resposta antigeno-especifica passa a ser produzida por
células T efetoras, linfocitos T helper tipo 1 e linfocitos T citotoxicos. Nos linfocitos, ¢é
produzida quando estimulados pela presenca de constituintes antigénicos. Atua contra infecgdes
causadas por bactérias, virus e protozoarios. O interferon de classe II atua na ativacdo de
macrofagos e inducdo da expressdo de MHC de classe II. Ademais, impulsiona e modula a
resposta imune inibindo a proliferacdo de células produtoras de interleucinas com a¢ao anti-
inflamatéria como a IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, inibindo consequentemente a resposta

mediada por anticorpos.

Em relagdo ao perfil de resposta dos linfécitos T helper, ambos se encontravam ativados,
porém, o padrao de resposta de linfocitos T helper do tipo 1 foi predominante em relagao a
resposta do tipo 2 (Th2) no utero de animais afetados pela endometrite, sugerindo que o padrao
ThO possa estar atuando sobre o ttero de éguas acometidas. As células ThO sdo células efetoras
parcialmente diferenciadas que expressam citocinas de ambos os padrdes (Thl e Th2), sendo
ativadas apds o reconhecimento de antigenos em 6rgaos linféides secundarios (MENDONCA,

2016).



45

A expressdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-18, TNF- o e IL-6 foi maior e mais
prolongada em éguas suscetiveis, quando comparadas a animais resistentes apos a inseminagao
artificial. Ademais, a expressao da IL-8 se demonstrou aumentada em éguas suscetiveis nas 24
horas apds a inseminacao e no diestro. Por fim, éguas resistentes demonstraram maior expressao
de IL-1RA e IL-10, citocinas de carater anti-inflamatdrio, 6 horas apds a inseminagao artificial
(FRISO, 2016). Os mesmos achados foram expostos por Mendonga (2016) onde éguas
suscetiveis demonstraram maior expressado de mRNA endometrial de citocinas pro-

inflamatorias e menores niveis de citocinas anti-inflamatorias, incluindo a IL-10.

2.3.4 Hormonios

Os hormonios esterdides, assim como outros mecanismos naturais da égua, também
participam da defesa uterina. Estes causam alteragdes no utero de acordo com o momento do
ciclo estral em que a égua se encontra. Segundo Malschitzky et al (2007a), no estro, fase de
predominio estrogénico, o Utero apresenta alteragdes como edemaciagao e aumento da producao
de muco. Ademais, o aumento do aporte sanguineo favorece as concentragdes de neutrofilos e
atividade miometrial, auxiliando na expulsdo de contetdo nocivo no tutero através da cérvix,
que se encontra aberta neste periodo. Segundo Canesin (2013), o estradiol apresenta um efeito
vasodilatador, resultando no edema uterino causado pelo aumento do aporte sanguineo. Esse
hormdnio esteroidal atua através de duas vias, as vias genomica e ndo gendmica (Figura 8).
Através da via gendmica o estradiol se liga aos seus receptores nucleares presentes nas células
alvo regulando a expressao génica através da transcri¢ao génica. Esse processo ocorre através
da ativacao dos receptores de estrogénio (ERs) citosélicos e nucleares, como os receptores de
estrogénio alfa e os receptores de estrogénio beta (ERa e ERp). Estes receptores ligados aos
estrogénios passam a atuar como fatores de transcri¢do, ligando-se a sequéncias especificas no
DNA, denominadas como elementos responsivos ao estrogénio, presentes na regiado promotora
ou potencializadora do gene alvo. Esta reacao desencadeia a ativacao da cascata de sinalizagao,
resultando nos efeitos bioldgicos exercidos pelos estrogénios, como o aumento de produgao de
de enzimas o¢xido nitrico sintase endotelial (eNOS), acarretando no efeito vasodilatador
mediado pelo 6xido nitrico (OLIVEIRA, 2014). A via ndo gendmica possui a agao mais rapida
em comparacao a gendmica por ndo precisar sintetizar novas proteinas (CANESIN, 2013). Os
estrogénios se ligam aos ERs presentes na membrana da superficie endotelial. Estes receptores

sdo agregados a liberagdo de célcio do reticulo endoplasmatico e estimulacdo da via de proteina
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quinase ativada por mitégeno (MAPK) ou da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). Esse processo
estimulatério resulta na ativagdo da eNOS e na producao de 6xido nitrico (ON). O ON, por sua
vez, difunde-se para as células do musculo liso vascular, estimulando a enzima guanilato
ciclase, aumentando o monofosfato ciclico de 3’,5° guanosina (GMPc). O GMPc resulta no
relaxamento do musculo liso vascular através da diminui¢do de calcio ¢ da sensibilidade dos
miofilamentos do musculo liso ao Ca**. Nesta via, os ERs endoteliais também podem aumentar
a sintese de prostaglandina I (PGI) através da ativacdo de COX. A PGI se liga aos receptores
no musculo liso vascular e promove a ativagdo de adenilato ciclase (AC), aumentando a
producdo de AMPc. Esta, por sua vez, causa vasorelaxamento através de mecanismos
semelhantes aos do GMPc. Ademais, os ERs também podem atuar através do aumento da
sintese de fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), que ativa os canais de potéssio,
promovendo a hiperpolarizagdo e o fechamento dos canais de célcio, resultando no relaxamento

do endotélio vascular (OLIVEIRA, 2014).
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Figura 8 - Mecanismos de vasorelaxamento induzidos pelos estrogénios através das
vias gendmica e nao-gendmica.
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Através da via gendmica, o estrogénio se liga aos receptores citosolicos e nucleares,
ativando MAPK, transcri¢cdo génica e consequente aumento da producdo da eNOS. Na
via ndo gendmica, os estrogénios se ligam aos ERs presentes na membrana da superficie
endotelial induzindo a liberacdo de calcio pelo reticulo endoplasmatico, além da
estimulacao do MAPK e do PI3K, resultando na producdo de eNOS. O eNOS, por sua
vez, induz a conversdo de L-arginina para L-citrulina, gerando ON. Este se difunde as
células do musculo liso vascular, estimulando a sintese de guanilato ciclase, acarretando
no aumento de GMPc. O GPMc induz a diminui¢do de calcio e sensibilidade dos
miofilamentos ao calcio, resultando na vasodilatagdo. Ademais, os ERs induzem a
produgdo de COX, ocasionando a sintese e conversdo de acido araquidonico em
prostaglandina I. A PGI, por sua vez, promove a ativagdo da enzima adenilato ciclase,
estimulando a conversdao de ATP em AMPc. O AMPc, por sua vez, atua de forma
semelhante a0 GPMc. Além disso, os ERs também atuam no aumento da produgdo de
EDHEF, que, por sua vez, ativa os canais de potassio, promovendo a hiperpolarizacio e
fechamento dos canais de calcio, resultando no relaxamento da musculatura lisa
vascular.

Fonte: Adaptado de Oliveira, 2014.

Sabe-se que o estrégeno e a progesterona possuem agdes sinérgicas e/ou antagonicas
nos diversos tecidos e células alvo. Da mesma forma, os receptores para estes horménios
possuem alteracdes em seus padrdes de acordo com o periodo do ciclo estral em que o animal

se encontra. Ao longo do estro, o estradiol estimula tanto a expressao dos proprios receptores
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como a expressdo dos receptores de progesterona. Em contrapartida, no diestro, as
concentragdes elevadas de progesterona inibem a expressao dos receptores de estradiol além de

suprimirem seus proprios receptores a partir do meio até o fim desta fase (CANESIN, 2013).

Conforme Canesin (2013), a progesterona seria um hormonio dominante em relagdo ao
estrogeno. Essa relagdo foi demonstrada através da administragdo concomitante de estrogeno e
progesterona em pacientes aciclicas ou ovariectomizadas onde os efeitos da progesterona se
sobressairam. Em outro estudo foi realizado a administragao de estradiol, ocorrendo aumento
da perfusdo vascular uterina 1 dia apo6s a aplicagdo. Porém, o ampliamento da perfusdo nao
ocorreu quando se administrou novamente o estradiol durante o diestro, nos dias 5 ¢ 10 (D5 e
D10). Conclui-se que, possivelmente, ocorre um efeito de “down-regulation” dos receptores de
estradiol presentes no utero, ou relacionado as altas concentragdes plasmaticas de progesterona
presentes na fase do diestro. Esses achados indicam que a sensibilidade e dindmica dos
receptores hormonais nos tecidos afetam a resposta aos estimulos destes hormonios esteroidais
(CANESIN, 2013). Estas alteragcdes na atividade dos hormodnios esteroidais sob os diversos
tecidos influenciam a maneira com que sao utilizados de forma exdgena na clinica reprodutiva.
Assim, espera-se que a aplicacdo exdgena de estradiol no diestro, periodo de dominancia
progesterdnica, ndo demonstre efeitos satisfatorios. Contudo, a administragcdo exdgena na fase

estrogénica resulta em efeitos positivos sobre o endotélio vascular uterino.

Em periodos onde hé predominio da progesterona como ocorre no diestro, a cérvix se
encontra fechada e as contragdes miometriais se apresentam com longos periodos de contragao
e baixa amplitude, caracterizando o tonus uterino mais firme e dificultando a eliminacao do

conteudo remanescente no utero (MALSCHITZKY et al., 2007a).

Em conformidade com os achados de Evans et al (1986, apud TAKAKURA, 2020),
éguas aciclicas que foram tratadas com estrogeno conseguiram restabelecer a homeostase do
ambiente uterino apos a inoculacdo de bactérias. No mesmo estudo, éguas tratadas com
progesterona ndo conseguiram restabelecer a homeostase uterina, sendo observado acimulo de
conteudo infeccioso. Esses achados corroboram com o exposto por Malschitzky et a/ (2007a),
sendo possivel concluir que o estrégeno e a progesterona influenciam diretamente na

capacidade uterina em debelar infecgdes.

Segundo Takakura (2020), a acdo da progesterona promove preferencialmente a
ativagdo de Th2 (Linfocitos T helper tipo 2), estimulando os linfocitos periféricos a produzirem

fatores imunomodulatorios que determinam a secre¢ao de citocinas como IL-3, IL-4 e IL-10,
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que sdo, por sua vez, interleucinas com agao anti-inflamatéria. Em concordancia com Thiengo
e Lima (2017), a IL-10 inibe a diferenciagdo e ativagdo dos linfécitos Thl, inibindo
consequentemente a sintese de substancias pro-inflamatorias como IFN-y, TNF-a e IL-2.
Ademais, a inibicdo da sintese de TNF-o por macréfagos diminui, por consequéncia,

subprodutos inflamatorios que apresentam toxicidade para o embrido.

Conforme Thiengo e Lima (2017), a regulacdo do equilibrio entre Thl e Th2 ¢ mediada
pelo PIBF (progesterone-induced blocking factor), que, por sua vez, ¢ sintetizado pelas células
T sob a influéncia da progesterona. Ademais, esse fator também ¢ responséavel pelo controle da
expressdo de perforinas. As células natural killers (NK) produzem perforinas (proteinas
responsaveis pela formagao de poros na membrana celular de células invasoras), corroborando

com os achados de Takakura (2020), onde a progesterona influenciaria na acao das células NK.

Por conta dos efeitos do estrogeno sob o utero, a inflamagao transitoria que ocorre apds
a copula ou inseminacdo no periodo de cio se resolve em torno de 24 a 48 horas. Com
provenientes falhas da defesa uterina e prolongamento do processo inflamatério como ocorre
na EPPC, perdas embriondrias sdo provenientes da liberacdo constante da PGF2a, que resulta
na queda dos niveis de progesterona circulantes pelo efeito de lise do CL (MALSCHITZKY et
al., 2007a). Isso ocorre em virtude de éguas com EPPC possuirem uma maior sintese de
citocinas pro-inflamatorias, como a COX-2, que atua na conversao de acido araquidonico em
PGF2aq, resultando em um aumento dessa prostaglandina no utero. Ademais, éguas suscetiveis
que apresentam EPPC possuem um maior grau de lesoes degenerativas do endométrio e vasos
sanguineos, o que pode dificultar a atividade dos hormonios circulantes sob o Utero. Para mais,
éguas suscetiveis também demonstram uma resposta menos eficiente a ocitocina exégena, o

que corrobora com os achados degenerativos do endométrio por Malschitzky et al (2007a).
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3 CONCLUSAO

Tendo conhecimento sobre a relevancia economica da pratica acerca da reproducao
equina e sabendo-se que a endometrite ¢ a afec¢ao que gera maiores perdas economicas nesse
ramo, ¢ de suma importancia que o médico veterindrio saiba lidar com esta enfermidade. Pois,
tendo em vista que, se ndo tratadas, podem ocasionar subfertilidade ou infertilidade nos animais.
Com isso, ¢ valido ressaltar a importancia da avaliacdo periddica dos animais, se atentando ao
histérico reprodutivo, a fim de diagnosticar e tratar precocemente 0s animais que apresentarem
suscetibilidade a EPPC. Assim, aumentam-se as taxas de prenhez do rebanho e,
consequentemente, sdo evitadas perdas econdmicas decorrentes de processos inflamatorios e
infecciosos de carater cronico e consequentes perdas embriondrias. A conduta terapéutica mais
adequada varia, devendo-se avaliar e levar em consideragao multiplos fatores. Dentre eles, a
necessidade do uso de antibidticos ou terapias biologicas para resolugao de aderéncias
bacterianas no endométrio, a persisténcia em que a endometrite ¢ apresentada no decorrer da
estacdo de monta, além da avaliacdo do custo-beneficio para o proprietario. Recomenda-se a
avaliacdo do historico reprodutivo da égua, acompanhamento ultrassonografico e lavagem
uterina de éguas que apresentam liquido intrauterino pré e pos-cobertura, demonstrando-se
como um método eficaz de diagndstico e tratamento, além do baixo custo. Recomenda-se
também a administracdo de drogas ecbolicas como a ocitocina para auxilio da eliminagdo de
liquidos remanescentes no ttero. O uso de antibidticos e terapias biologicas sdo recomendados
quando houver constatagdo através de biopsia e cultura uterina de aderéncias bacterianas
endometriais ou a ndo eficiéncia do método recomendado. Assim, o uso de lavagem uterina
com soro e uso concomitante de drogas ecbdlicas se apresentou eficiente em eliminar os

liquidos e subprodutos inflamatorios decorrentes da EPPC na maioria dos estudos apresentados.
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