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RESUMO

THOME, H. E. Resposta inflamatéria uterina em bovinos apds inseminacéo artificial
com sémen avaliado por associacdes de sondas fluorescentes: efeitos sobre a fertilidade.
[Fertility and uterine inflammatory response in cattle after artificial insemination with semen
evaluated by associations of fluorescent probes: effects on the fertility]. 2013. 113 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Universidade de
Séao Paulo, S&o Paulo, 2013.

Do ponto de vista da produtividade, a fertilidade ¢ um dos parametros de maior importancia
em um rebanho bovino comercial e esta € influenciada por vérios fatores, entre eles estdo as
condigdes do trato reprodutivo das fémeas e a qualidade do sémen utilizado. O influxo de
células inflamatorias no local da deposicdo do sémen logo apds a inseminacéo artificial (1A)
pode ser intensificada na presenca de maior numero de espermatozoides lesados durante a 1A,
caracterizando uma endometrite. Este estudo foi conduzido em trés experimentos. Com 0
objetivo de comparar os métodos de colheita de material endometrial por escova ginecoldgica
(EU) e lavado uterino (LU), bem como a interferéncia destes procedimentos na hemodindmica
uterina, foi proposto o Experimento 01, onde pode-se constatar que ambas as técnicas
permitem o recolhimento de amostras em quantidade e qualidade suficiente para contagem, e
que a porcentagem de células polimorfonucleares obtidas pela técnica LU foi superior a EU.
Maior fluxo sanguineo das artérias uterinas foi encontrado no momento de 4 horas apés a
realizacdo de LU, sugerindo que este influencia na resposta vascular inflamatéria. Para avaliar
o efeito da LU apos a IA em Tempo Fixo (IATF) na fertilidade dos animais, executou-se o
Experimento 02 e constatou-se que ndo ha diferenca no indice de prenhez entre os animais
submetidos ou ndo a LU, demonstrando que a técnica ndo interfere na taxa de fertilidade.
Com o intuito de investigar a interferéncia da qualidade do sémen na fertilidade, resposta
inflamatdria e hemodindmica uterina, foi proposto o Experimento 03, onde foi possivel
observar influéncia da qualidade do sémen sobre a taxa de prenhez, verificou-se maior
porcentagem de vacas prenhes quando inseminadas com sémen com maiores percentuais de
espermatozoides apresentando integridade das membranas plasmatica e acrossomal e funcéo
mitocondrial (PIAIC). Notou-se ainda a ocorréncia de endometrite em 65,3 % dos animais, 0s
quais apresentaram taxa de prenhez inferior aos que ndo apresentaram inflamacéo. Pode-se

concluir que a qualidade do sémen e a endometrite interferem na taxa de fertilidade bovina.

Palavras-chave: Citologia endometrial. Endometrite. Espermatozoides. Hemodindmica
uterina. Lavagem uterina. Taxa de fertilidade.



ABSTRACT

THOME, H. E. Fertility and uterine inflammatory response in cattle after artificial
insemination with semen evaluated by associations of fluorescent probes. effectos on
fertility. [Resposta inflamatoria uterina em bovinos apésniisacao artificial com sémen
avaliado por associacoes de sondas fluorescerfeegsesobre a fertilidade]. 2013. 113 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medidieterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2013.

When productivity is taking into account, fertilily one of the most important parameters in a
commercial herd. It is influenced by several fast@specially by the conditions of the female
reproductive tract and the quality of the semerdu3ée influx of inflammatory cells at the
site of semen deposition after artificial insemioat(Al) can be intensified by the deposition
of a greater number of dead spermatozoa duringvAich characterized endometritis. This
study was conducted in three different experimehitsorder to compare the methods of
collection of endometrial sampling by swab usingyaecological brush (GB) or uterine
flushing (UF), as well as the interference of thpsecedures in uterine hemodynamics, we
designed experiment 01. Our results reveal thdt temthniques allow collecting samples with
good quality and sufficient quantity to be countedpreover, the average percentage of
polymorphonuclear cells obtained by UF was greatenpared to those obtained by GB. It
may be noted that the increased blood flow wasrebden samples collected four hours after
the UF procedure, suggesting that it may have #oeimce on the vascular inflammatory
response. To evaluate the effect of uterine fluglaifter AIFT on animal fertility we designed
the experiment 02. Our results revealed that tienmo statistical difference in pregnancy
rates between flushed and non flushed animals, islgothiat the UF does not interfere with
fertility rate. Experiment 03 was designed in orderassess the inflammatory response
induced by different qualities of semen and theterference on uterine hemodynamic and
fertility. There was an influence of semen quabty pregnancy rates: higher percentage of
pregnancy was found in the group of cows insemdhat&th semen with plasma and
acrossome membrane integrity and mitochondrialtftandPIAIC). Endometritis was noticed
in 65.3% of the cows and these animals presentsdripregnancy rate compared to those
that did not show an inflammatory response. We laled that semen quality and



endometritis interferes with fertility rate in boe@ species. Keywords: Dry uterine
Endometrial cytology. Endometritis. Fertility ratgperm. Uterine hemodynamics.

Keywords: Dry uterine Endometrial cytology. Endontet Fertility rate. Sperm. Uterine
hemodynamics.
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1 INTRODUCAO

O rebanho Brasileiro encerrou o ano de 2012 com cerca de 212 milhdes de cabecas
bovinas, sendo 40,4 milhdes destes animais destinados ao abate comercial (ABIEC, 2013). Os
indices de produtividade dependem diretamente da fertilidade de um rebanho, que por sua vez
podem ser influenciadas por varios fatores. Dentre eles destacam-se as condi¢fes do trato
reprodutivo das fémeas, a qualidade do sémen utilizado e todos os eventos fisicos e
bioquimicos que os gametas sofrem até a fecundagdo. Sendo assim, a higidez do trato
reprodutivo feminino € de extrema importancia para a capacitacdo espermatica e para o
desenvolvimento embrionario e fetal.

Do ponto de vista imunoldgico, o sémen depositado no trato reprodutivo das fémeas,
seja por monta natural ou inseminacdo artificial é estranho ao organismo, e como resposta a
esta invasdo ocorre uma reacdo inflamatéria, que, de acordo com Troedsson (1999) e
Robertson (2005) é fisioldgica, transitoria e importante para a remo¢do do excesso de
espermatozoides mortos e outros contaminantes uterinos, sendo caracterizada pela rapida
infusdo de leucdcitos, sobretudo os polimorfonucleares (PMN) (WERNER, 2010). No
entanto, este processo deve ser controlado e as condic¢des uterinas normalizadas rapidamente
para proporcionar um ambiente uterino adequado e permitir o desenvolvimento do embri&o.
Todavia, um atraso em debelar o processo inflamatorio pode ocorrer em razdo de acentuada
resposta inflamatoria, o que caracterizaria uma endometrite subclinica, de acordo com
Kasimanickam et al. (2005b); Gilbert et al. (2005) e Kaufmann et al. (2009).

Esta interacdo que ocorre entre o sémen e 0 processo inflamatério pds-inseminacao
estd bem descrita em equinos (TROEDSSON, 1999; ROBERTSON, 2005), mas nos bovinos
ainda tem sido pouco estudada devido a dificuldade da aplicacdo das técnicas para sua
avaliacdo (KASIMANICKAM et al., 2005a; SANTOS et al., 2009). As amostras citologicas
podem ser obtidas por biopsia uterina, por swabs de algoddo ou escova ginecoldgica e por
lavagem uterina (KASIMANICKAM et al.,, 2005a). Técnicas que produzam células
preservadas e representativas de uma grande superficie do Utero sem causar danos ao trato
reprodutivo sdo requeridas para um consistente e confiavel resultado de citologia
(KASIMANICKAM et al., 2004; GILBERT et al., 2005; KASIMANICKAM et al., 2005a;
BARLUND et al., 2008; KAUFMANN et al., 2009). Todavia, deve-se destacar que estas
técnicas apresentam caracteristicas invasivas, que podem mascarar a real resposta

inflamatoria, tornando necessario verificar seus efeitos.
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Técnicas ndo invasivas, como a ultrassonografia, para a avaliacdo do ambiente uterino
podem contribuir para o diagndstico da endometrite subclinica. O ultrassom modo-B é capaz
de identificar contetdo liquido no limen uterino, todavia ndo é possivel diferenciar este
conteddo quanto a sua constituicdo de células inflamatdrias, muco ou sémen. O ultrassom
Doppler colorido vem sendo utilizado para estudar o fluxo sanguineo uterino de vacas nos
diferentes estagios do ciclo estral e pode ser utilizado para estudar a perfusdo vascular do
utero com comprometimento endometrial, uma vez que o processo inflamatorio apresenta
alteracdes circulatorias (BOLLWEIN et al., 2000).

A qualidade do sémen depositado no Utero pode influenciar na resposta inflamatéria
pos-cobertura, e esta depende da integridade e funcdo de todas as estruturas que compdem a
célula espermatica, como membrana plasmatica, flagelo, mitocondrias, acrossomo e
cromatina, as quais sdo geralmente avaliadas por técnicas separadas, que nem sempre
correspondem a capacidade fecundante do espermatozoide, visto que este precisa que todas
estejam integras para cumprir suas fungdes.

Técnicas para avaliar diferentes caracteristicas espermaticas simultaneamente, como
integridade de membrana plasmatica e acrossomal e funcdo mitocondrial, vém sendo
desenvolvidas (CELEGHINI et al., 2007a). Todavia, ainda ndo esta definida sua importancia
na fertilidade e qual deve ser o nUmero minimo de espermatozoides com integridade das
membranas plasmatica e acrossomal e funcdo mitocondrial (PIAIC) necessario por dose
inseminante para se obter sucesso na fertilizacdo. O Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) adota padrdes definidos no Manual do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 1998), no qual uma palheta de sémen bovino é considerada apta
para a comercializacdo e uso na IA quando apresentar pelo menos 10 milhdes de
espermatozoides com motilidade progressiva pds descongelacéo.

Deste modo, sugere-se que a deposicdo de sémen com maior quantidade de
espermatozoides lesados promova maior resposta inflamatdria uterina, com aumento de PMN,
aumento do fluxo sanguineo uterino e consequente reducdo da taxa de fertilidade. Por outro
lado, como a endometrite subclinica é uma importante causadora de insucesso no desempenho
reprodutivo em vacas, seu diagndstico precoce podera favorecer um melhor aproveitamento e
trazer beneficios financeiros aos rebanhos comerciais.

Este estudo foi desenvolvido, em trés experimentos, com intuito de se avaliar a real
interferéncia da deposicdo de sémen com diferentes porcentagens de células com membranas
plasmatica e acrossomal integras e alto potencial mitoncondrial, na resposta inflamatoria

uterina e na taxa de prenhez de vacas Nelore inseminadas artificialmente em tempo fixo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A pecudria vem passando nas ultimas décadas por um processo de incorporacdo de
tecnologia visando a melhoria dos indices de produtividade e a aceleracdo do melhoramento
genético. Neste cendrio, a inseminacdo artificial figura como a biotécnica mais importante
incorporada ao sistema de producdo pecuaria, pois permite melhor aproveitamento e
globalizacdo de touros com valores genéticos superiores (SUGULLE et al., 2006).

No Brasil estima-se que 10% das fémeas bovinas em idade reprodutiva séo
inseminadas artificialmente (ASBIA, 2011). O incremento notado no uso da inseminagédo
artificial em bovinos se deve, principalmente, ao desenvolvimento de inimeros protocolos
hormonais para regular o crescimento folicular e a ovulacdo, permitindo a inseminacéao
artificial em tempo fixo (IATF) (BARUSELLI et al., 2004). Mesmo com isso, ainda se nota
que a taxa de fertilidade com o uso da IATF pode ser melhorada. Neste sentido, o estudo da
interacdo que ocorre entre 0 ambiente uterino, bem como suas técnicas de avaliacdo, e 0
sémen depositado no trato reprodutivo das fémeas sobre a fertilidade podera fornecer

subsidios para estudos futuros.

2.1 RESPOSTA INFLAMATORIA UTERINA

O desempenho reprodutivo de vacas leiteiras apds o periodo voluntario de espera é
altamente relacionado com o estado de salde do Gtero ap6s o parto (DIJKHUZEN et al.,
1985; FERGUSON; GALLIGAN, 2000; KAUFMANN et al., 2009), existindo complexa
relacdo entre os fatores que influenciam na salde uterina e as doencas no pos-parto
(GILBERT, 1992; NEBEL, 1999). A suscetibilidade do Utero para trauma e infeccéo resulta
em sindromes que vao desde endometrite leve a metrite toxica, sendo um dos temas mais
polémicos discutidos entre os profissionais, devido a falta de um padrdo de diagnostico, falta
de uma definicdo universalmente aceita e escassez de informacGes na literatura especifica
(GILBERT, 1992; LEBLANC et al., 2002; KASIMANICKAM et al., 2004; GILBERT et al.,
2005; HAMMON et al., 2006; WILLIAMS et al., 2007). Inimeros fatores de risco estdo
envolvidos na causa da doenga uterina, incluindo retencdo de anexos fetais, distocia, gémeos,
paridade, meio ambiente e genética (COLEMAN et al., 1985).
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A inflamacdo do endométrio é caracterizada pela migracdo de células inflamatdrias
polimorfonucleares (PMN) para o ambiente uterino, onde recebe a nomina de endometrite e é
classificada em subclinica (ES) e clinica (EC). A endometrite no periodo pos-parto tem um
impacto negativo sobre o desempenho reprodutivo por aumentar o numero de servigos por
concepcdo, o intervalo do primeiro servi¢o a concepcdo (BORSBERRY; DOBSON, 1989;
HEUWIESER et al., 2000), reduzir a chance de prenhez (LEBLANC et al., 2002) e diminuir a
taxa de concepcgdo (FOURICHON et al., 2000). A endometrite subclinica imediatamente antes
da IA apresenta uma relacdo inversa com a concepc¢do (WILLIAMS et al., 1988) e, apés a
inseminacdo pode prejudicar o ambiente uterino e dificultar a implantacdo e o
desenvolvimento do embrido (KAUFMANN et al., 2009).

A maioria dos processos inflamatérios uterinos ocorre no periodo pds-parto ou pos-
abortamento, além de ocorrer também apds o coito ou a inseminacdo artificial, sendo iniciada
por contaminantes bacterianos e espermatozoides na maioria das vezes (TROEDSSON, 1995,
2006; NASH et al., 2010). Troedsson et al. (1997), relatam que em éguas o plasma seminal é
um importante depressor da resposta inflamatoria do endométrio aos espermatozoides na
cobertura natural ou inseminacdo com sémen fresco, no entanto na inseminacdo com sémen
criopreservado, a retirada do plasma seminal para concentrar 0s espermatozoides favorece a
inflamag&o do endométrio (KOTILAINEN et al., 1994), além de outros fatores como reagdes
de hipersensibilidade do tipo alérgico aos componentes dos meios de congelagdo, ou
depuracdo uterina retardada (WATSON, 2000; TROEDSSON et al., 2001).

Na inseminacao artificial, o0 sémen é depositado no Utero onde se inicia o processo de
capacitacdo espermatica e muitos espermatozoides sdao fagocitados, reduzindo seu namero.
Poucos espermatozoides férteis e em estagio adequado de maturagdo passam a jungdo Utero-
tubarica para completar sua capacitacdo, atingir o local de fertilizacdo e fecundar o ovécito
(FLESCH; GADELLA, 2000; SUAREZ; PACEY, 2006; SUAREZ, 2007). O restante
permanece no ambiente uterino e precisa ser removido para garantir a higidez do Utero
(KATILA, 1995). Logo apds a deposicao do sémen no Utero, este se torna um ambiente hostil
para 0s espermatozoides devido a reacdo inflamatoria que ocorre para remocdo destes
contaminantes (TROEDSSON, 1995; ALGHAMDI et al., 2004; CARD, 2005; DELL'AQUA
JUNIOR et al., 2006; FIALA et al., 2007). Esta reacdo inflamatdria induzida pds-inseminagéo
é fisioldgica e transitoria, sendo caracterizada pela rapida infusdo de polimorfonucleares
(PMN) (KATILA, 1995; TROEDSSON, 1995; ROZEMBOOM et al., 1998; TROEDSSON,
1999; GUVENC et al., 2005; RIBEIRO et al., 2006), que constituem a primeira linha de
defesa contra a invas@o de organismos patogénicos (WATSON et al., 1990; BUTT et al., 1993;
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GILBERT et al., 2005). Baggiolini et al. (1993) e Kaufmann et al. (2009) afirmam que o papel
dos PMN é a inativacdo rapida e eliminacdo das estruturas autélogas alteradas, além de
funcBes de regulacgdo, liberacdo de citocinas, ativacdo ou inibicdo de células e expressdo de
moléculas de superficie por acdo quimiotatica, além de alta capacidade fagocitica de
contaminantes. A inflamacéo persistente do endométrio, induzida pelos espermatozoides ou
outros contaminantes, tem contribuido para diminuir a fertilidade em éguas, alterando o
microambiente uterino e dificultando a sobrevivéncia embrionaria (CARD, 2005).

Diferentes periodos apds o parto (21-60 dias) estdo sendo utilizados em estudos, assim
como diferentes limiares de PMN, para definirem endometrite subclinica e sua interferéncia
no desempenho reprodutivo (KASIMANICKAM et al., 2006). Porém, poucos estudos
investigam o impacto da evidéncia citoldgica da inflamacdo imediatamente apds a
inseminacdo (WILLIAMS et al., 1988), uma vez que a endometrite subclinica no periodo pos-
parto pode se resolver antes da inseminacéo artificial, conforme relatado por Gilbert et al.
(2005).

O sémen induz uma resposta de neutréfilos no Gtero das éguas apds sua deposicédo
(TROEDSSON et al., 1995), e os primeiros neutrdfilos foram encontrados no Utero 30
minutos apds a IA e a maior quantidade foi vista entre quatro e 24 horas (KOTILAINEN et
al., 1994; KATILA, 1995, 2001). Em outro experimento, foi detectado maior nimero de PMN
48 horas apés a deposicdo do sémen (NIKOLAKOPOULOS; WATSON, 2000) e maior
resposta inflamatoria foi descrita pela deposicdo intrauterina de sémen congelado, devido ao
grande nimero de espermatozoides mortos durante a criopreservacdo (KOTILAINEN et al.,
1994). A presenca de PMN em utero de porcas foi observada até 36 horas apds a IA
(ROZEBOOM et al., 1999) e, em bovinos, a alta propor¢cdo de PMN (>15%) 4 horas apds a
IA reduziu a taxa de concep¢do (KAUFMANN et al., 2009).

E necessario que o processo inflamatorio ap6s a IA seja devidamente controlado e
que as condicdes uterinas normais sejam restabelecidas para que o embrido possa se
desenvolver adequadamente no ambiente uterino. Entretanto, se for depositada maior
guantidade de espermatozoides inviaveis durante a inseminacdo e houver atraso em conter o
processo inflamatorio, podera ocorrer endometrite subclinica e progressdo a clinica
(GILBERT et al., 2005; KASIMANICKAM et al., 2005b; KAUFMANN et al., 2009).

As perdas econdmicas devido as afecg¢des uterinas, incluindo endometrite, séo altas em
vacas leiteiras (BARTLETT et al., 1986; GUARD, 1994), sendo que a taxa de incidéncia no
periodo de lactacdo varia de 7,8 a 94% (CURTIS et al., 1985; GILBERT et al., 1998;
KASIMANICKAM et al., 2004, 2005; RAAB, 2004; GILBERT et al., 2005; HAMMON et
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al., 2006; BARLUND et al., 2008). Por isso, consideravel interesse tem sido mostrado em
relacdo ao efeito da endometrite no desempenho reprodutivo e na eficicia dos diferentes
tratamentos. Apesar do seu impacto substancial no desempenho reprodutivo, ha controvérsias
quanto a definicdo do caso e as opcBes de tratamento (KINSEL, 1996). Diferentes técnicas de
diagnéstico, incluindo palpacdo transretal uterina (STUDER; MORROW, 1978),
vaginoscopia (MILLER et al., 1980; LEBLANC et al., 2002) cultura de fluidos uterinos
(BRETZLAFF, 1987), bidpsia uterina (BONNETT et al., 1991), citologia uterina (GILBERT
et al., 1998) e ultrassonografia (KASIMANICKAM et al., 2004), vem sendo aplicadas em
diferentes momentos de amostragem, contribuindo para definicdo dos casos e escolha do
tratamento.

O diagnostico da endometrite por palpacéo retal e observacdo casual de uma descarga
vaginal é provavelmente a base para o tratamento da maioria das vacas no campo.
Observacgdes repetidas confirmaram que este € um método pouco sensivel de diagndstico,
onde de 157 vacas com suspeita de endometrite com base somente na palpagéo retal, 22%
apresentaram-se positivas (GILBERT et al., 2005).

Miller et al. (1980); Kinsel (1996) e Leblanc et al. (2002) afirmam que a vaginoscopia
€ um método mais preciso para investigar infeccdes uterinas do que a palpacdo retal, sendo
mais sensivel e especifica para detectar descarga uterina anormal. No entanto, a vaginoscopia
muitas vezes ndo identifica todas as vacas em risco de baixo desempenho reprodutivo,
considerando que a auséncia de descarga ndo garante a auséncia de inflamacéo uterina, uma
vez que a descarga pode ser influenciada pela gravidade da infeccdo, pela contracdo do
miomeétrio, pelos mecanismos de limpeza do Utero, pela conformacdo perineal, pelo escore de
condicdo corporal, por alteracdes posturais e até mesmo por exercicios (KASIMANICKAM
etal., 2004).

Leblanc et al. (2002) detectaram que o desempenho reprodutivo de vacas com
secrecdo purulenta na vaginoscopia é significativamente menor do que o daquelas sem
descarga anormal, e Mateus et al. (2002a) relatam que o volume de liquido intra uterino
identificado por ultrassonografia esta significativamente correlacionado com o crescimento
bacteriano em swab uterino, além da infeccdo prejudicar consideravelmente a involucéo
uterina.

O grande desafio que poderia trazer beneficios aos tratamentos e ao desempenho
reprodutivo é a detecgdo de vacas que apresentam endometrite subclinica ou clinica sem
manifestacOes ou descargas anormais.

O exame citologico do trato reprodutivo é frequentemente utilizado para avaliar
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possiveis lesdes em humanos e animais domesticos, tendo como exemplos 0 exame citoldgico
do colo do utero em mulheres (GLENTHOJ et al., 1986), exame citol6gico endometrial em
éguas (WINGFIELD-DIGBY, 1987) e vacas (GILBERT et al., 1998; HAMMON et al., 2001),
aceitos como técnicas de diagnostico. Células endometriais e inflamatérias podem ser
coletadas por swab de algoddo (STUDER; MORROW, 1978), biopsia uterina (MILLER et al.,
1980; BONNETT et al., 1991; BOURKE et al., 1997), lavagem uterina (BOURKE et al.,
1997; GILBERT et al., 1998; HAMMON et al., 2001; MATEUS et al., 2002b; GILBERT et
al., 2005; SHELDON et al., 2006) ou escova ginecoldgica (STUDER; MORROW, 1978;
GLENTHOJ et al., 1986; KASIMANICKAM et al., 2004; RAAB, 2004; LINCKE, 2006).

Técnicas que recuperem células conservadas, representativas de uma grande area de
superficie uterina, sem provocar danos no trato reprodutivo, sdo necessarias para resultados
consistentes e confiaveis (KASIMANICKAM et al., 2005a). A técnica de lavado uterino
obtém amostras de células de uma maior area de superficie do Utero e fornece elevada
representatividade do contetdo luminal, opostamente a escova ginecoldgica ou bidpsia uterina
(BOURKE et al., 1997; GILBERT et al., 1998; HAMMON et al., 2001). Além disso, a escova
ginecologica pode causar irritacdo ao endométrio (BALL, 1988; ROSZEL; FREEMAN, 1988;
BROOK, 1993).

Swabs sdo mais susceptiveis de distorcer as células e ndo sdo recomendados no exame
citolégico do colo do utero humano como diagndstico de céancer, que requer células
preservadas para estudar detalhes morfologicos (KAVAK et al., 1995). Cotonetes sdo
utilizados rotineiramente para avaliar citologia vaginal em cadelas. Em seres humanos e
equinos, a técnica de escova ginecoldgica supera outros métodos de recolhimento de células
cervicais e do endométrio (GLENTHOJ et al., 1986; BOURKE et al., 1997).

Kasimanickam et al. (2005a) coletaram amostras citologicas endometriais de vacas em
seu estudo, primeiramente através da técnica de escova ginecoldgica e, em seguida, pela
técnica de lavagem uterina. A razdo para a realizacdo da técnica de escova ginecoldgica foi
evitar a irritacdo ao endométrio, causada pelo fluido a partir da técnica de lavagem citada por
Ball (1988); Roszel e Freeman (1988) e Brook (1993). Porém, pode-se argumentar que a
técnica de escova ginecologica também pode causar irritagdo ao endométrio, mas o tempo
necessario para obter amostras pela técnica de escova ginecologica € mais rapido em
comparacao a técnica de lavagem. Além disso, o volume de fluido deixado no Utero apds a
obtencdo de amostras pela técnica de lavagem pode afetar o grau de irritacdo e, assim,
influenciar no resultado de amostragem da escova ginecoldgica, se esta for obtida depois
(KASIMANICKAM et al., 2005a).
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O exame citologico por lavagem uterina com baixos volumes de solugéo salina para
recuperar neutrofilos foi estudado em gado leiteiro como método para definir endometrite
subclinica (GILBERT et al., 1998) e clinica (HAMMON et al., 2001), e utilizado também em
éguas na deteccdo de endometrite cronica (LEBLANC et al., 2007). Gilbert et al. (1998)
infundiram 20 mL de liquido e Kasimanickam et al. (2005a) infundiram 60 mL no corpo
uterino de vacas, para evitar que a manipulacdo do uUtero a fim de passar a haste de infuséo
semirrigida até o corno uterino resultasse em traumas.

Kasimanickam et al. (2005a) relatam que, de todas as tentativas de lavado uterino,
17% (12/70) ndo permitiram a recuperagdo de qualquer fluido, porém que a porcentagem
média de células PMN n&o foi influenciada pelo volume de liquido recuperado em tentativas
de sucesso, onde no geral, a porcentagem diminuiu conforme aumentou o tempo pos-parto.
Gilbert et al. (1998) ndo relataram falha na recuperacdo do fluido. Kasimanickam et al.
(2005a) afirmam que a diminuicdo do tamanho do Utero durante as fases posteriores do pos-
parto poderia ajudar na recuperacdo de fluido através da técnica de lavagem, resultando em
melhor recuperacdo em comparacao as primeiras fases de pds-parto, confirmando o que ja
havia sido relatado por Gilbert et al. (1998), que usaram a técnica de lavagem com sucesso
para a avaliacéo citoldgica do endométrio para o diagndstico de endometrite entre 40 e 60 dias
pos-parto. Kasimanickam et al. (2005a) enfatizam ainda que a ndo recuperacao de fluidos e o
possivel trauma no Utero indicam que a técnica de lavagem € inconsistente e possivelmente
prejudicial.

Kasimanickam et al. (2005a) indicaram que a técnica de escova ginecol6gica poderia
ser utilizada com sucesso e confiabilidade para obter amostras endometriais, resultando numa
porcentagem média de células PMN significativamente maior do que a técnica de lavagem em
seu estudo nas fases iniciais do pds-parto (20 a 33 dias). Porém, nas fases posteriores do
periodo de po6s-parto (33 a 47 dias), a técnica de lavagem e a técnica de escova ginecoldgica
foram semelhantes na captura de amostras por estes autores. Desta forma, a porcentagem
média de PMN estd negativamente associada aos dias pds-parto, assim como ocorreu em
trabalhos realizados por Bonnett et al. (1991) e Gilbert et al. (1993), que observaram reducéo
no ndmero de neutrofilos com a evolugdo do periodo pos-parto. A presenca de glébulos
vermelhos na amostra tende a ser maior na técnica de lavagem em comparagdo com a escova
ginecoldgica, possivelmente pelos traumas decorrentes da manipulagdo do Utero e da haste de
infusdo durante a tentativa de recuperar o fluido (KASIMANICKAM et al., 2005a).

Os estudos citolégicos demonstram que o namero de células recuperadas é critico,

uma vez que para definir a inflamag&o, depende-se do limiar de células inflamatdrias utilizado
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(KASIMANICKAM et al., 2005a). Hammon et al. (2006) utilizaram um valor limiar de 25 %
de PMN na amostra citol6gica com 28 dias p6s-parto, Kasimanickam et al. (2005b) utilizaram
18 % de PMN com 20-33 dias pds-parto e outros autores (RAAB, 2004; GILBERT et al.,
2005; LINCKE, 2006; BARLUND et al., 2008) utilizaram o limiar entre 5 % a 8 % de PMN.
Williams et al. (1988) classificaram, de acordo com a porcentagem de células PMN presentes
no lavado, em grau 0 ou normal quando ha menos de 5 % de neutrofilos na amostra; grau 1 ou
inflamacéo leve quando presentes de 5 a 25 % de neutréfilos, grau 2 ou inflamacdo moderada
quando ha de 25 a 75 % de neutrofilos; e grau 3 ou inflamacdo grave quando presentes mais
de 75 % de neutréfilos. J& Card (2005) utilizou indices <5 % para ndo inflamatorio, 5 a 15 %
para inflamacéo leve, 15 a 30 % inflamacdo moderada, e >30 % inflamacdo severa em éguas,
no periodo péds parto.

Ellenberger et al. (2006) descreveram que em 82 % dos Uteros examinados com
endometrite, todo o endométrio estava afetado, sugerindo que a técnica de escova
ginecoldgica seja adequada para identificar a inflamagéo do endométrio na maioria dos casos.
De forma contraditéria, Kasimanickam et al. (2005a) declaram que a técnica de escova
ginecologica produz amostras in situ, que podem representar a natureza inflamatoria do
endométrio em um local, com menor distor¢cdo das células, diferentemente da técnica de
lavagem uterina, que proporciona amostra diluida de conteddos luminais, representando maior
superficie uterina em andlise e com maior distorcéo celular. Esta alteracdo de células pode ser
explicada pelo procedimento da lavagem uterina, que a partir da obtencdo da amostra até a
preparacdo da ldamina leva em torno de duas horas.

Mesmo que a técnica de escova ginecoldgica exigisse equipamentos especializados, a
coleta de amostras por este método € mais facil, mais consistente, e produz resultados rapidos
(Kasimanickam et al., 2005a). Os autores concluiram ainda que os resultados das amostras
obtidas por escova ginecoldgica foram superiores em todos os parametros, indicando que a
técnica é mais consistente e confiavel, do que a lavagem uterina, porém isso é para obtencédo
de amostras de citologia do endométrio de vacas leiteiras no pds-parto. Gilbert et al. (2005)
afirmam que a citologia endometrial € uma técnica para o diagnostico de endometrite valida,
mesmo sendo possivel que alguns fatores interfiram em diagndstico falso-negativo ou falso-
positivo.

Gilbert et al. (2005) obtiveram amostras satisfatorias para fins de diagnostico de todas
as vacas do estudo (141 vacas com 40-60 dias pds-parto), havendo uma prevaléncia de
endometrite subclinica em 53 % destas vacas. Os autores relatam ainda que vacas com

diagnostico citolégico positivo a endometrite subclinica tiveram diminui¢cdo na proporgédo
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total de prenhez (69 %) em comparagdo com vacas negativas (90 %), e a taxa de concepgéo
no primeiro servico foi menor (11 %) quando comparadas com as vacas negativas (36 %).
Leblanc et al. (2002) afirmam que vacas com endometrite tiveram 30 % menos chances de
emprenhar no primeiro servico e 70 % mais de serem abatidas por falhas reprodutivas.

N&o se conhece até que ponto as gestaces em animais domésticos podem ser
comprometidas pelo fato do sistema imunoldgico materno ndo estar devidamente regulado,
porém se sabe que a funcdo imune do trato reprodutivo é de extrema importancia para a
sanidade e manutencdo das condicBes favoraveis a fertilizacdo, assim como a deteccdo
precoce da inflamacdo do endométrio, juntamente com uma intervencdo oportuna, s&o
necessarias para aumentar a taxa de prenhez. Outro aspecto importante diz respeito a alguns
horménios reprodutivos, a exemplo do 17pB-estradiol, que aumenta a vascularizacdo e
favorece a migracdo de PMN. J& a progesterona inibe a resposta imune uterina e parece ter
papel importante durante a fertilizacdo e gestacdo (HANSEN, 2004; CARD, 2005).

2.2 ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER COLORIDO

Antigamente, na Medicina Veterinaria, o fluxo sanguineo uterino era investigado pelo
uso de sondas ultrassénicas ou eletromagnéticas Doppler implantadas cirurgicamente (WAITE
et al., 1990). Hoje em dia, com os avancos tecnologicos e a introdu¢do da ultrassonografia em
tempo real, é possivel avaliar mudancas que ocorrem no trato reprodutivo de fémeas por uma
técnica ndo invasiva (BOLLWEIN et al., 2000), revolucionando o conhecimento da biologia
reprodutiva (MEDAN; EL-ATY, 2010). O método Doppler colorido utilizado para verificar
mudancas fisiolégicas e patologicas na circulacdo sanguinea uterina de mulheres
(HARRINGTON et al., 1991, TAN et al., 1996), passou a ser utilizado para observar o fluxo
sanguineo ovariano (MI'YAMOTO et al., 2006) e uterino (BOLLWEIN et al., 2000) em vacas,
ovelhas, porcas (GREISS; ANDERSON, 1969; FORD et al., 1979; FORD, 1994) e éguas
(BOLLWEIN et al., 2003), esclarecendo a natureza de alguns processos complexos na
reproducdo em animais, incluindo a dinamica folicular ovariana, a func¢éo do corpo Iiteo e o
desenvolvimento fetal (MEDAN; EL-ATY, 2010).

A ultrassonografia trata-se de um método de diagnéstico por meio de ondas sonoras
com frequéncia acima de 20.000 Hz, superior a percebida pelo ouvido humano, que sdo

emitidas a uma velocidade constante até encontrarem uma superficie refletora, em que
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dependendo da densidade dessa superficie, faz com que parte destas ondas seja refletida e
captada pelo transdutor. Este por sua vez, possui cristais com propriedades de transformar a
energia mecanica em elétrica, covertendo estas ondas em pontos de luz em uma tela
conversora de varredura. Desse modo, a imagem de Orgdos e tecidos é reconstituida para
exploracdo das estruturas. A aplicacdo da técnica, a partir da década de 80 foi tida como
ferramenta importante para o estudo e entendimento dos eventos fisiol6gicos que ocorrem no
ciclo estral e gestacdo de diversas espécies, proporcionando maior eficiéncia reprodutiva aos
animais ja, que permitia maior precisdo e seguranca para 0 diagnostico, prognostico e
terapéutica (NEVES et al., 2001).

Trés diferentes modos de trabalho s&o vistos na ultrassonografia Doppler, 0 modo-B, o
modo-Doppler colorido e 0 modo-Espectral. O modo-B (bidimensional) é utilizado para
identificacdo anatdmica de estruturas do organismo animal, apresentando-as numa imagem
em escalas de cinza. O modo-Doppler colorido estima a vascularizacdo do tecido avaliado,
fornecendo imagens coloridas onde h& fluxo sanguineo, permitindo estimar a perfusdo
sanguinea do tecido através da observacdo da porcentagem de tecido com pontos coloridos
durante o exame (GINTHER; MATTHEW, 2004). Esta técnica também permite avaliar a
presenca, direcdo e qualidade do fluxo sanguineo de modo mais rapido que qualquer outra
técnica ndo invasiva (CARVALHO; ADDAD, 2009). E a técnica aplicada para a avaliagio de
forma subjetiva do endométrio de éguas prenhes, de modo que quanto maior o escore, maior é
a vascularizacdo do 6rgdo em questdo, ou seja, 0 escore de vascularizacdo é diretamente
proporcional ao fluxo sanguineo do 6rgdo avaliado (SILVA et al., 2005). O modo-Espectral
fornece valores exatos de indices relacionados com a vascularizagdo, como pico sistolico,
final diastdlico, relacdo entre sistole e diastole, indice de resisténcia (RI), taxa de velocidade
méaxima do fluxo sanguineo e batimentos cardiacos por minuto (GINTHER; MATTHEW,
2004; GINTHER et al., 2007). Entretanto, para que estes valores sejam reais € preciso que
haja angulacdo correta entre a probe e o0 vaso sanguineo avaliado (GINTHER et al., 2007).
Silva et al. (2005) e Ferreira et al. (2010) relataram que os valores do indice de resisténcia
(R1) e indice de pulsatilidade (IP) podem ser utilizados para a avaliacdo do trato reprodutivo,
pois ndo séo influenciados por esta angulacdo da probe em relagéo ao vaso, e afirmam ainda,
juntamente com outros autores (SCHOLTES et al.,, 1989; CHUANG et al., 1999;
BOLLWEIN; MAYER; STOLLA, 2003; GINTHER et al., 2007), que quanto menores 0S
valores de RI e IP maior serd o fluxo sanguineo do vaso em questdo, ou seja, Rl e IP sdo
inversamente proporcionais ao fluxo sanguineo do tecido avaliado.

A movimentacdo das hemécias que séo transportadas no interior dos vasos em relagao
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ao transdutor € o principio utilizado pela ultrassonografia Doppler para analise (GINTHER et
al., 2007). As alteracdes de velocidade e sentido do fluxo sanguineo sdo representadas por
imagens com cores diferentes, em tons de vermelho e azul, podendo alterar a tonalidade de
acordo com a intensidade e direcdo do fluxo (GINTHER et al., 2007). Convencionou-se que 0
fluxo em direcdo ao transdutor é vermelho e o fluxo na direcdo contraria é azul, e quanto
maior a velocidade, mais clara é expressa a tonalidade da cor (YANIK, 2002).

A aplicacdo da ultrassonografia Doppler vem permitindo observar varios fendbmenos
fisioldgicos essenciais que nao eram detectaveis com a imagem em preto e branco, como a
observacgdo do fluxo sanguineo local de foliculos e corpos luteos individualmente em vacas
com ciclos estrais espontaneos ou hormonalmente controlados. A afirmacédo de que o foliculo
para se tornar dominante, além do tamanho (mensurado na imagem em preto e branco), teria
que apresentar fluxo sanguineo apropriado, 0 que permitiria seu maior crescimento e a
manutencdo da dominancia, s6 foi possivel com a utilizacdo desta técnica. Esta técnica
permitiu ainda notar que ap6s o pico de LH, o fluxo e a velocidade sanguinea na parede do
foliculo ovulatério aumentam consideravelmente. Desta forma, grandes descobertas foram
realizadas quanto as mudancas do fluxo sanguineo que ocorrem durante a formacao e a lise do
corpo lateo, relacionando-as as concentragdes plasméatica de progesterona e resposta aos
tratamentos com prostaglandina F2a (MIYAMOTO et al., 2006; MATSUI; MIYAMOTO,
2008).

Ford et al. (1979) e Waite et al. (1990), relataram alteracdes em fluxo sanguineo
uterino com o uso de transdutores eletromagnéticos implantados na artéria uterina. Os autores
observaram que a perfusdo uterina foi positivamente correlacionada com as concentracoes
sistémicas de estradiol e negativamente com as concentracdes de progesterona em vacas,
assim como em ovelhas e porcas (GREISS; ANDERSON, 1969; FORD et al., 1979; FORD,
1994). Resultados semelhantes puderam ser observados por Bollwein et al. (2000) com 0 uso
da ultrassonografia Doppler em vacas, caracterizando baixo fluxo sanguineo uterino durante o
diestro (altas concentracdes de progesterona) e aumento do fluxo sanguineo no estro (altas
concentracdes de estrégenos), porém, outros fatores podem estar envolvidos na variabilidade
deste fluxo durante as diferentes fases do ciclo estral (HERZOG; BOLLWEIN, 2007). Esta
técnica tambem foi utilizada para avaliar as variacbes do fluxo sanguineo no decorrer da
gestacdo e durante o puerpério em bovinos (HERZOG; BOLLWEIN, 2007).

Matsui e Miyamoto (2008) afirmam que além da melhor compreensdo da fisiologia,
a ultrassonografia Doppler colorido tem se apresentado como valiosa ferramenta para a

clinica reprodutiva, auxiliando na deteccdo de prenhez, perdas embrionérias e fetais, avaliagdo

37



Revisdo de Literatura

da funcdo de corpos luteos, respostas superovulatérias e diagndsticos de afeccdes
reprodutivas.

Herzog e Bollwein (2007) observaram que em vacas com puerpério alterado, o volume
de fluxo sanguineo uterino diminuiu quatro dias pds-parto e a resisténcia do fluxo sanguineo
uterino aumentou apos oito dias, e que estas mudangas foram menos pronunciadas em vacas
com puerpério normal, relacionando tais alteracfes a processo inflamatério, fundamentados
na afirmacdo de Slama et al. (1994), de que altas concentracdes de prostaglandinas causam
vasodilatacdo em vacas com endometrite pos-parto. Como é uma ferramenta importante para
0 estudo da viabilidade endometrial, assim como para a interagdo concepto-maternal,
fisiologia do fluxo sanguineo de vasos, tecidos e 6rgdos do aparelho reprodutor, é provavel
que, no futuro, esta técnica possa ser empregada para estudar a relacdo entre a deposicdo do
sémen e a perfusdo vascular do Utero com comprometimento endometrial (BOLLWEIN et al.,
2000), e no diagndstico auxiliar de endometrite pos-cobertura (FERREIRA; MEIRA, 2011),
uma vez que a resposta inflamatdria aguda é caracterizada pela expansdo do leito vascular e
aumento do fluxo sanguineo local, favorecendo a exsudacdo de liquidos, proteinas
plasmaticas e a migracdo de leucdcitos, sobretudo os neutréfilos (WERNER, 2010).

Com a utilizacdo complementar do Doppler espectral, a artéria uterina pode ser
facilmente localizada e avaliada com relagdo ao pulso e fluxo, considerando que fatores como
desempenho cardiaco, comprimento do vaso, viscosidade do sangue e presséo de perfusdo da
artéria uterina, permanecem constantes, a diminui¢do no indice de resisténcia e 0 aumento no
tempo de velocidade maxima estariam associados ao aumento proporcional no fluxo
sanguineo (BOLLWEIN et al., 2000).

Estes estudos validam a utilizacdo da ultrassonografia Doppler colorida como técnica
ndo invasiva e vantajosa para avaliar a perfusdo do aparelho reprodutor de vacas nos
diferentes estagios do ciclo estral, prenhez e puerpério, fornecendo informacdes adicionais
sobre 0s processos fisioldgicos e patolégicos do Utero e ovarios, e conduzindo a novos
métodos de diagnostico e terapias das desordens reprodutivas.

2.3 AVALIACAO DA QUALIDADE DO SEMEN E FERTILIDADE

O método mais seguro para mensurar a fertilidade do sémen é por meio da taxa de

prenhez ap6s monta natural ou inseminacdo artificial, mas esses procedimentos Ssao
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demorados e tem custo elevado (LARSSON; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000; ARRUDA
et. al., 2010b, 2011). Devido a isso, cientistas tém procurado desenvolver ensaios laboratoriais
que permitam predizer com acurécia a fertilidade do sémen. No entanto, tais objetivos tém
sido dificeis de atingir, uma vez que grande parte dos problemas se encontra em diferentes
atributos que o espermatozoide deve possuir para fertilizar o ovocito (ARRUDA et al., 2011).

A fertilizagdo envolve um processo complexo (OURA; TOSHIMORI, 1990), sendo
que para ser capaz de completar sua funcdo, a célula espermatica precisa, além de alcancar o
local de fertilizacdo, penetrar o ovdcito e ativar o desenvolvimento embrionario
(BRAUNDMEIER; MILLER, 2001).

Segundo Arruda et al. (2011), no momento da monta, 0 macho deposita bilhdes de
espermatozoides no fundo da vagina da fémea, enquanto na inseminacgdo artificial (IA), o
sémen com um ndmero reduzido de espermatozoides € depositado diretamente no Utero,
ultrapassando a cérvice, onde 0s espermatozoides logo sdo expostos a uma série de ambientes
distintos que alteram significativamente seu nimero e sua fungdo espermatica, sendo que
alguns sdo perdidos do trato genital pelo movimento retrogrado (SAACKE et al., 1995;
SARTORI, 2004), e outros chegam a atravessar o Utero, passar pela juncao Utero-tubérica e na
tuba uterina interagem com o epitélio e fertilizam o ovécito (BERGER, 1996; SARTORI,
2004). A qualidade do sémen e sua relacdo com a fertilidade € um dos pontos mais
importantes do sistema de producdo (JANUSKAUSKAS et al., 2001).

De acordo com o Manual do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA,
1998), uma palheta de sémen bovino é considerada apta para a comercializacdo e uso na IA
quando apresenta pelo menos 10x10° espermatozoides com motilidade progressiva, sendo
>30 %, vigor >3 (escores de 0 a 5) e <30 % de defeitos morfoldgicos totais.

Testes que avaliam a qualidade seminal sdo realizados rotineiramente para determinar
a aceitabilidade do sémen (JANUSKAUSKAS et al., 2001), porém diante dos processos
envolvidos na fertilizacdo pode-se afirmar que até 0 momento nenhum teste isolado apresenta
sensibilidade suficiente para predizer a fertilidade de uma amostra de sémen. Entretanto, o
exame de varias caracteristicas pode determinar maior potencial de fertilidade (ARRUDA,
2000; VERSTEGEN et al., 2002; ARRUDA et al., 2004, 2005, 2006a,b, 2007; FREITAS-
DELL"AQUA et al., 2009; ARRUDA et al., 2011). Esta avaliagdo é fundamental, uma vez que
uma unica partida de sémen de um touro € composta por centenas de doses que serdo
utilizadas na 1A de um grande numero de fémeas (AX et al., 2004).

Para que o espermatozoide seja considerado qualitativamente viavel e potencialmente

fértil € necessario que possua morfologia e atividade metabdlica normais (ARRUDA et al.,
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2011). Esta qualidade depende entdo da integridade e funcdo de todas as estruturas que
compdem a célula espermatica, como membrana plasmatica, flagelo, mitocéndrias, acrossomo
e cromatina, que permitem que o espermatozoide apresente motilidade para alcancar o local
da fertilizacdo, atravessar a zona pelucida, se ligar a membrana plasmatica do ovacito, fundir
com o oolema e promover o desenvolvimento embriondrio (YANAGIMACHI, 1994;
RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997; ARRUDA et al., 2004; CELEGHINI, 2005;
GILLAN et al., 2005; ARRUDA et al., 2006b; CELEGHINI et al., 2010b; ARRUDA et al.,
2011).

A motilidade, a concentracdo e a morfologia espermaticas sdo caracteristicas avaliadas
classicamente nas amostras de sémen (GILLAN et al., 2005), mas estudos reportam que
muitas técnicas utilizadas para este tipo de analise sdo imprecisas e influenciadas por uma alta
variacdo entre observacdes e observadores, mesmo quando executada por investigadores
experientes, isso se deve ao fato de ser, em parte, de natureza subjetiva (ARRUDA, 2000;
ARRUDA et al., 2004, 2005, 2006b; CELEGHINI, 2005; GILLAN et al., 2005; ARRUDA et
al., 2011).

Com o propésito de obter técnicas que demonstrem maior repetibilidade tanto para
avaliar a morfologia quanto a fungdo espermaética, diversos sistemas que utilizam a andlise
computadorizada de imagens tém sido desenvolvidos e empregados nos ultimos anos
(ARRUDA, 2000; ARRUDA et al.,, 2002; CELEGHINI, 2005; MATOS et al., 2008;
CELEGHINI et al., 2010a; ARRUDA et al., 2011).

Para que a inseminacdo artificial possa apresentar melhores resultados, sdo
necessarios estudos mais amplos sobre 0s varios aspectos relacionados a fisiologia da célula
espermatica e a melhoria dos testes aplicados para analisar a viabilidade e fertilidade dos
espermatozoides submetidos a refrigeracdo, congelacdo e descongelacdo, uma vez que 0s
danos ocasionados pela criopreservacdo causam prejuizos das funcbes celulares, resultando
em reducdo da fertilidade (ARRUDA et al.,, 2011). A descoberta de uma variedade de
fluorocromos e compostos conjugados com sondas fluorescentes tornou possivel esta analise
mais amplas da qualidade do sémen, em nivel bioquimico ultra estrutural e funcional
(GILLAN et al., 2005).

A maioria dos ensaios funcionais tem sido desenvolvida por coloracdo dos
espermatozoides com fluorocromos de interesse e examinando as células sob microscopia de
fluorescéncia para verificar a precisdo do parametro a ser avaliado (GILLAN et al., 2005).
Técnicas de marcacOes especificas para os diversos compartimentos do espermatozoide tém
sido desenvolvidas (ANDRADE et al., 2007; CELEGHINI et al., 2007a, b, 2010a, b),
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empregando estes corantes fluorescentes (sondas fluorescentes ou fluorocromos) aumentando
a possibilidade de andlise mais criteriosa da integridade estrutural dos espermatozoides
(CELEGHINI, 2005; CELEGHINI et al., 2010a).

A avaliacdo da membrana plasmatica espermética € fundamental, ja que sua
integridade € um pré-requisito para sua homeostase e para que ocorram 0S eventos
fisiologicos relacionados ao processo de fertilizacdo, que incluem ligacdo a zona peldcida,
capacitacdo espermatica, reacdo acrossomal e fusdo dos gametas (PAPA et al., 2000;
ARRUDA et al., 2007). Para avaliar esta integridade tem sido utilizada a sonda fluorescente
iodeto de propidio (PI), que apresenta afinidade ao DNA e cora o0 nucleo espermatico em
vermelho quando a membrana plasmaética apresenta-se danificada (JONES; SENFT, 1985;
GARNER et al., 1986; GRAHAM et al., 1990). Trata-se de um corante muito estavel,
bastante utilizado para microscopia de epifluorescéncia (GARNER et al., 1997; SUKARDI et
al., 1997; THOMAS et al., 1997; CELEGHINI et al., 20073, 2008), e para citometria de fluxo
(GARNER et al., 1986; GRAHAM et al., 1990; PINTADO et al., 2000; ARRUDA et al.,
2003), alem de ser de facil preparacéo e aplicabilidade, podendo ser utilizado isoladamente ou
em associacdo a outras sondas (ARRUDA et al., 2007; CELEGHINI et al., 2007a).

O Hoechst 33342 (H342) também apresenta especificidade ao DNA, sendo usado
como um contra-corante na determinacdo de integridade da membrana plasmatica
(CELEGHINI et al., 2007a). Quando associado a outra sonda de coloragdo distinta, como o
PI, por exemplo, atua como marcador de membrana plasmatica intacta (MAXWELL et al.,
1997), emitindo fluorescéncia azul (CELEGHINI, 2005).

Aléem da integridade das membranas espermaticas, outras estruturas tambeém séo
importantes para que o processo de fertilizagdo ocorra, assim, a associagdo de outras sondas
fluorescentes com o intuito de avaliar simultaneamente varias estruturas espermaticas vem
sendo realizadas, como para avaliar membranas plasmatica e acrossomal e a funcéo
mitocondrial, o que corrobora 0 aumento da acuracia da anélise do sémen, fornecendo maior
nimero de dados para a determinacdo da porcentagem de células esperméticas com
capacidade para fertilizar o ovocito na amostra (CELEGHINI, 2005).

A integridade do acrossomo pode ser verificada por diferentes técnicas de
fluorescéncia (THOMAS et al., 1997), sendo mais frequente o uso de marcadores de
glicoproteinas, como as lecitinas (GRAHAM et al., 1990). Mais especificamente, a aglutinina
do Pisum sativum (PSA), conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (CROSS;
MEIZEL, 1989; HOLDEN et al., 1990). O PSA é uma aglutinina extraida da ervilha, que se
liga a glicoconjugados da matriz acrossomal (CROSS; MEIZEL, 1989), tem afinidade as
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terminagdes o-D-glicosil e residuos a-D-manosil de glicoproteinas, se ligando
especificamente ao agucar a-manosidase encontrado nos conteudos acrossomais (CROSS et
al., 1986). Esta aglutinina, quando ligada ao FITC, marca o acrossoma espermatico danificado
em verde-amarelado (CROSS et al., 1986; GRAHAM et al., 1990; SILVA; GADELLA, 2006;
CELEGHINI et al., 2007a), e a auséncia da fluorescéncia indica que o acrossomo esta intacto
(SILVA; GADELLA, 2006).

A funcdo mitocondrial representa a viabilidade espermatica a respeito da producéao de
energia em forma de ATP, que possibilita os batimentos do flagelo (COSSON, 1996), de modo
que essa funcdo esta relacionada com a motilidade (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003). O
iodeto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1), tem sido
utilizado como medida sensivel para detectar mudangas no potencial de membrana
mitocondrial de espermatozoides em varias espécies (GARNER et al., 1997; GRAVANCE et
al., 2000; ANDRADE et al., 2007; CELEGHINI et al., 2007a,b, 2008; NASCIMENTO et al.,
2008). O JC-1 possui a habilidade de diferenciar as mitocondrias coradas com alto ou baixo
potencial de membrana, emitindo fluorescéncia vermelho-alaranjada e verde, respectivamente
(REERS et al., 1991).

A associacgdo de iodeto de propidio (PI), aglutinina de Pisum sativum conjugada com
isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA) e MitoTracker Green FM® (MITO), resultou em
marcacOes bastante consistentes dos espermatozoides bovinos, tornando facil a identificacdo
das estruturas (CELEGHINI et al., 2007a). Esta mesma técnica, com uma pequena alteragéo,
foi validada para espermatozoides de equinos (CELEGHINI et al., 2010a), suinos
(ANDRADE et al., 2007), ovinos (CELEGHINI et al., 2010b) e de aves (CELEGHINI et al.,
2007b). Neste sentido, buscando aperfeicoar a técnica, outros dois protocolos foram
desenvolvidos e validados para o sémen bovino, um associando PI, Hoescht 33342 (H342),
FITC-PSA e CMXRos, e outro associando PIl, H342, FITC-PSA e JC-1, e apresentaram
resultados bastante consistentes. Maior destaque deve ser dado ao protocolo que utilizou JC-1
para avaliar a funcdo mitocondrial, visto que este foi capaz de separar duas populacGes de
células por cédigos de cores, com alto (vermelho-alaranjado) e baixo (verde) potencial de
membrana (CELEGHINI et al., 2007a).

Tartaglione e Ritta (2004), em testes in vitro, verificaram que a avaliacdo da
integridade das membranas plasmatica e acrossomal apresentaram maior correlagdo com a
taxa de fertilizacdo do que a motilidade e a morfologia espermaticas. Os mesmos autores
observaram que a combinagdo do corante eosina/nigrosina com o teste hiposmatico

apresentou 78% de correlacdo com a taxa de fertilidade in vitro. Quando esses resultados
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foram incluidos no modelo de regressdo juntamente com os resultados de Trypan
blue/Giemsa, que avalia integridade das membranas plasmatica e acrossomal, este coeficiente
aumentou para 82,4%, sugerindo que quanto maior o numero de analises realizadas, maior a
capacidade em predizer a fertilidade.

Porém, Brito et al. (2003) ndo encontraram correla¢do significativa entre taxa de
fertilizacdo in vitro e integridade de membrana plasméatica em bovinos, pelas técnicas de
eosina/nigrosina, Trypan blue/Giemsa, CFDA/PI, SYBR-14/P1 e teste hiposmético. Ja Alm et
al. (2001) observaram correlacdo significativa (P=0,016), mas baixa (r=0,05) entre
fertilidade e viabilidade espermética, detectada pelo Pl em um ensaio fluorimétrico
automatizado.

As correlagdes entre fertilidade a campo e espermatozoides com membrana
plasmatica lesada, detectada por PI, foram negativas entre partidas (r=-0,39) e touros (r=-
0,57) de acordo com Januskauskas et al. (2001), que acrescentam correlacdes positivas entre
fertilidade e espermatozoides com membrana plasmatica intacta, avaliadas por H258,
observadas entre partidas (r=0,50) e touros (r =0,58). Resultados similares foram observados
por Januskauskas et al. (2003), que encontraram correlacdo significativa (P<0,05) entre
fertilidade a campo ap6s IA com sémen criopreservado bovino, pela observacdo da taxa de
ndo retorno ao estro aos 56 dias, e espermatozoides com membrana plasmatica lesada,
positivas ao Pl, sobre partidas de sémen (r=-0,40) e sobre touros (r=-0,56). Anzar et al.
(2002) também observaram correlacdo negativa entre fertilidade a campo e espermatozoides
corados com PI (r=>-0,87), em sémen fresco bovino.

A técnica validada por Celeghini et al. (2007a) apresenta resultados bastante
satisfatorios sobre o status das membranas plasmaticas, acrossomal e mitocondrial dos
espermatozoides bovinos, utilizando metodologia préatica para aplicacdo comercial; todavia,
um teste de fertilidade seria de grande valia para definir se tal técnica reflete o potencial
fertilizante do sémen, além de permitir estabelecer o nimero minimo de espermatozoides
viaveis, determinados por esta técnica, que seriam necessarios em uma dose inseminante para
obter fertilizacdo.

Estudos que investiguem as interaces entre qualidade do sémen e o processo
inflamatorio pos-inseminagdo em bovinos ndo foram encontrados, 0 que torna importante

estudar esses aspectos e seus efeitos sobre a fertilidade.
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3 EXPERIMENTO 1

3.1 OBJETIVOS

Este experimento foi desenvolvido com os seguintes objetivos:

Comparar as técnicas de lavagem uterina e escova ginecoldgica para a colheita de
amostra para citologia uterina quatro horas apds a inseminacéo artificial.

Estudar os efeitos das técnicas de lavagem uterina e escova ginecoldgica sobre a

hemodinamica uterina em bovinos por ultrassonografia Doppler colorida.

3.2 HIPOTESES

Com base na literatura foram elaboradas as seguintes hipdteses em relacdo a

comparacdo das técnicas de colheita de material para citologia uterina apds a inseminacgéo

artificial:

1.

2.

A técnica de lavagem uterina é mais eficiente para a colheita de amostra uterina,
permitindo maior quantidade e melhor qualidade da amostra, com maior
representatividade do ambiente uterino, quando comparada com a técnica de escova

ginecoldgica.

A escova ginecoldgica apresenta menor efeito sobre o ambiente uterino, gerando

menor fluxo sanguineo uterino apos a realizagdo da técnica de coleta.
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3.3 MATERIAL E METODOS

Este experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia do Sémen e
Andrologia do Centro de Biotecnologia em Reprodugdo Animal do Departamento de
Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sdo Paulo, localizado no Campus de Pirassununga, no periodo de 29 de novembro de 2010 a
14 de janeiro de 2011.

3.3.1 Esquema experimental e divisao dos grupos

Depois de avaliados os critérios de selecdo, os animais foram divididos em dois grupos
experimentais de acordo com a técnica utilizada para colheita de material uterino para a
citologia endometrial quatro horas ap6s a IA (Figura 1): Grupo EU (n=9), animais submetidos
a colheita de amostra por meio de escova ginecologica e Grupo LU (n=10), animais
submetidos a coleta de amostra por lavagem uterina com solucao fisioldgica (0,9% de cloreto
de sadio).

Os animais de ambos os grupos foram submetidos a avaliacdo ultrassonografica nos
modos espectral e Doppler colorido em quatro momentos: 34 horas antes da coleta de material
(-34h) e 4 (4h), 24 (24h) e 48 (48h) horas ap0s a coleta de material uterino.
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Figura 1 - Esquema experimental: os animais selecionados foram divididos em grupos de acordo
com o procedimento de coleta uterina, swab uterino (EU, n=9 animais) e lavagem
uterina (LU, n=10 animais), sincronizacdo do estro e da ovulacdo, examinados por
ultrassonografia Doppler 30 horas antes da IATF, inseminados artificialmente,
submetidos a coleta de amostra uterina por lavagem ou swab 4 horas ap6s IA, e
reavaliados por ultrassonografia Doppler 4, 24 e 48 horas ap6s os procedimentos de

coleta

Selegdo dos Animais

Sincronizagdo de Estro

US - 30h antes da IA (controle)

EU (n=9)
(4h apds IA)

IATF

HC

LU (n=10)
(4h apds IA)

US + 4h pds-coleta

US + 24h pés-coleta

US + 48h pés-coleta

Fonte: (THOME, 2013)

3.3.2 Selec¢do dos animais

Foram utilizadas 19 vacas entre 30 e 50 dias pds-parto, da raca Nelore, avaliadas

previamente quanto aos escores uterino (Quadro 1), ovariano (Quadro 2), e escore de

condig&o corporal (Quadro 3).
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Quadro 1 - Classificagdo do escore uterino de 1 a 3, utilizada para a selegdo dos animais (informagao verbal)®

Escore Uterino Caracteristicas

1 Utero com involugdo completa, sem liquido, com bom potencial para
desenvolver nova gestacao.

2 Utero com pequena quantidade de liquido em sua luz, ainda com involugio
incompleta e apresentando-se pouco distendido.

3 Utero com liquido em sua luz, podendo apresentar algum tipo de infecgéo,

apresenta-se distendido e sem involucao.

Quadro 2 - Classificagéo do escore ovariano de 1 a 3, de acordo com Madureira e Pimentel (2005), utilizada para

a selecdo dos animais

Escore Ovariano | Caracteristicas

1 Ovério com diametro maior que 30 mm, com foliculos em crescimento com
didmetro maior que 8,5 mm na presenga de um corpo luteo ou foliculos
maiores que 12 mm na auséncia de corpo lGteo.

2 Ovaério menor que 30 mm, com foliculos entre 5 e 8,5 mm.

3 Ovario com didmetro menor que 12 mm, com foliculos que apresentavam até

5 mm de diametro.

Quadro 3 - Classificacdo do escore de condigdo corporal (ECC) de 1 a 9, de acordo com Spitzer (1986), utilizada

para a sele¢do dos animais

ECC Caracteristica da vaca

1 Extremamente magra, sem nenhuma gordura detectavel entre as veértebras e
costelas, com as extremidades dsseas muito aparentes.

2 Muito magra, com as extremidades 6sseas menos aparentes, apresentando pequena
cobertura de gordura.

3 Magra, com as costelas ainda perceptiveis e alguma cobertura de gordura sobre o
coxal.

4 Costelas e vértebras mais recobertas de camadas de gordura.

5 Boa aparéncia geral, com maior cobertura de gordura sobre as costelas e vértebras.

6 Boa aparéncia geral, que apresentava bastante gordura palpéavel sobre as costelas e
ao redor da insercéo da cauda.

7 Aparéncia gorda e com grande quantidade de gordura sobre as costelas.

8 Muito gorda, com grande dep6sito de gordura sobre as costelas, na insercédo de
cauda e abaixo da vulva.

9 Obesa, estrutura 6ssea ndo esta aparente e € dificil de senti-la.

! Citado por Madureira e Maturana Filho em Pirassununga, 2010.
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Animais que apresentaram escores uterino e/ou ovariano 3 ndo foram utilizados no
experimento. Nenhum dos animais avaliados no experimento apresentou escore de condicdo

corporal inferior a 4 ou superior a 7.

3.3.3 Inseminacdo artificial em tempo fixo

Todas as vacas selecionadas foram submetidas a um protocolo de sincronizagdo do
estro e da ovulagdo, que consistiu na colocacdo de um implante subcutaneo contendo 3 mg de
norgestomet (Crestar®), mais a aplicacio intramuscular (IM) de 2 mg de benzoato de estradiol
(Estrogin®). Apés 8 dias, 0 implante de progestageno foi retirado, e administrado 1 mg de
benzoato de estradiol, 0,5 mg de cloprostenol sédico (Sincrocio®) e 300 Ul de gonadotrofina
coridnica equina (Novormon®). A inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF) foi realizada
apos 30 horas.

Foi utilizado sémen de um touro previamente avaliado, com um total de 15,625 x 10°
espermatozoides por palheta, 57% de motilidade total, 41,25% de motilidade progressiva
(avaliadas pelo sistema computadorizado de analise do sémen - CASA) e 25% de defeitos
totais (analisados pela técnica da camara Umida, sob microscopia de contraste de interferéncia
diferencial, em aumento de 1.000x).

Todas as vacas passaram por higienizacdo da regido perineal com agua e sabéo, o
sémen foi descongelado a 37°C, por 30 segundos, e 0s animais inseminados por um Unico

inseminador experiente, com o objetivo de minimizar variacdo da técnica.

3.3.4 Avaliacdo citoldgica uterina com escova ginecolégica (EU)

O grupo EU (n=9) foi submetido a colheita de amostra do ambiente uterino 4 horas
apos a inseminacéo artificial por meio da utilizacdo de escova ginecologica. Para a realizacao
deste procedimento, foram necessérias algumas adaptacdes, a escova ginecologica foi cortada
com cerca de 5cm de comprimento, adaptada a um mandril em aco inoxidavel solido de

65 cm e colocado em um tubo de ago inoxidavel de 50 cm de comprimento e 5 mm de
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didmetro (Figura 2), para permitir a introducdo uterina sem que houvesse prévio contato a
qualquer outra estrutura. Foi realizada higienizacdo perivulvar e o aparelho foi introduzido na
vagina, protegido com a utilizacdo de camisa sanitdria para evitar contaminacao.
Imediatamente antes da passagem cervical, a camisa sanitaria foi rompida. Ap6s a passagem
da cérvice, a escova foi exposta, colocada em contato com o endométrio, guiado via palpacao
retal, e a amostra endometrial colhida através da rotagcdo da escova ginecoldgica em sentido
horério, a escova ginecoldgica foi retraida ao tubo inoxidavel e removida do Utero.

Figura 2 — A) Escova ginecoldgica utilizada para obtencéo de amostra endometrial; B) Escova acoplada
em mandril e tubo inoxidavel para ndo permitir contato prévio com vagina e cérvice

Fonte: (THOME, 2013)

A escova ginecoldgica foi desacoplada do mandril e lavada em 10 mL de solugédo
fisioldgica em tubo conico (15mL). Este material foi centrifugado (Sorvall® — Mod.
RC3B+Plus), concentrado e colocado em lamina com extremidade fosca por meio do uso de
citocentrifuga (Presvac, CT12) (1000 rpm/10 minutos), utilizando 100 e 200 puL para

confeccdo das laminas.
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3.3.5 Avaliacdo citoldgica por lavagem uterina com solucdo salina (LU)

O grupo LU (n=10) foi submetido a colheita de amostra citolégica do ambiente
uterino por meio de lavagem uterina com solucéo fisiologica. A lavagem foi realizada com a
deposicdo de 60 mL de solucdo de cloreto de sodio a 0,9% no interior do Utero, com uma
seringa (60 mL) acoplada a uma sonda de Folley (Sonda Folley Silicinizada Rush Amber
6.0 mm estéril), introduzida com o auxilio de um mandril em aco inoxidavel de 65 cm de
comprimento (Figura 3). Apos a introducdo da sonda, o balonete foi inflado com cerca de
13 mL de ar, o mandril retirado, a seringa acoplada a sonda de Folley, a solucéo infundida e o
Utero massageado por 10 segundos, e, logo em seguida o liquido foi recuperado do Utero por
aspiragdo com pressdo negativa dentro da seringa, mensurado e transferido para tubos conicos
de 50 mL. As amostras foram centrifugadas (Sorvall® — Mod. RC3B+Plus), concentradas, e
duas fracbes de 100 e 200 pL colocadas em citocentrifuga (Presvac, CT12) (1500

Rpm/5minutos), para confeccéo das laminas.

Figura 3 — A) Sonda folley acoplada ao mandril para auxilio para introducdo uterina; B) Sonda folley
acoplada a seringa com ar para inflar o balonete e seringa com solucéo fisiologica para
lavagem uterina; C) Destaque para sonda folley com balonete inflado

Fonte: (THOME, 2013)
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3.3.6 Coloragéo e leitura das laminas

As laminas obtidas por EU ou LU foram fixadas em alcool metilico (Synth), coradas
por Giemsa modificado (Giemsa’s Azure Eosin Methylene Blue Soluction® — Merck
Millipore Brazil) por 30 minutos e montadas com resina sintética (Permaunt®) e laminula. A
avaliacdo citolégica consistiu em leitura panoramica da lamina e escolha do campo para
efetuar a contagem de 300 células nucleadas (endometriais e inflamatorias). Esta leitura foi
realizada em microscopio dptico Leica® DM 2000 (Leica, USA), em aumento de 200x, sendo
determinada a porcentagem de células polimorfonucleares (PMN) presentes no material.

As laminas obtidas por lavagem uterina (LU) e escova ginecoldgica (EU) foram
analisadas em busca do namero de células inflamatérias (PMN) e células endometriais
presentes na amostra (Figura 4), limitando-se a contagem de 300 células nucleadas no total,
sendo calculada a porcentagem de células inflamatorias encontradas (relacdo entre PMN e
total de células contadas) e classificadas de acordo com Williams et al. (1998) adaptado
(Quadro 4).

Quadro 4 - Classificacdo da resposta inflamatoria uterina de acordo com a porcentagem de células
inflamatérias polimorfonucleares encontradas na amostra, adaptada a proposta por
Williams et al. (1988)

GRAU PORCENTAGEM DE POLIMORFONUCLEARES
0 — Normal Contagem inferior a 5% de polimorfonucleares
1 - Discreto Contagem entre 5 a 25% de polimorfonucleares

2 — Moderado Contagem entre 25 a 75% de polimorfonucleare

3 —Acentuado Contagem superior a 75% de polimorfonucleares
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Figura 4 - Amostra citologica obtida por lavagem uterina com solucéo fisioldgica, para avaliacdo da
celularidade presente. Observa-se a presenca de células epiteliais uterinas (endometriais)
com nucleo redondo e citoplasma abundante (seta fechada), e grande quantidade de células
inflamat6ria compostas principalmente por polimorfonucleares (neutrdfilos) (seta aberta).
Gienmsa modificado, 200x

Fonte: (THOME, 2013)

3.3.7 Hemodinamica uterina por ultrassom Doppler colorido

A hemodindmica uterina foi avaliada utilizando um aparelho de ultrassonografia
Doppler (M5vet, Mindray®, China), com probe linear transretal (6,5 mHz), nos modos
espectral e Doppler colorido, em quatro periodos: 34 horas antes dos procedimentos de
lavagem uterina ou escovado uterino (ou seja, 30 horas antes da IA, considerado exame
controle), assim como quatro, 24 e 48 horas ap0ds a colheita do material.

O modo espectral foi utilizado para a avaliacdo do fluxo sanguineo das artérias
uterinas de forma objetiva. A localizacdo das artérias uterinas para seu escaneamento foi
realizada de acordo com Bollwein et al. (2000). O dado utilizado para a avalia¢do foi o indice
de resisténcia (RI) das artérias uterinas direita (AD) e esquerda (AE), como exemplificado na

figura 5.
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Figura 5 - Imagem ultrassonografica obtida por exame transretal de uma fémea bovina, com probe
linear (6,5 mHz), na qual se observa um corte transversal da artéria uterina (indicado pela
seta) e grafico gerado utilizando o modo espectral do aparelho M5vet, Mindray. A linha
vermelha indica a velocidade méaxima dos ciclos cardiacos formados pelo fluxo sanguineo
da artéria uterina, a linha azul indica a velocidade média dos ciclos cardiacos formados pelo
fluxo sanguineo da artéria uterina e a linha amarela é a onda do ciclo cardiaco selecionada
pelo aparelho para que seja calculado o valor do indice de resisténcia (RI) (elipse), pico
sistélico (PS), final diast6lico (ED), relacdo entre sistole e diastole (S/D) e taxa de
velocidade maxima (TAMAX). Em verde, a estrela indica o pico sistélico e a cruz o final
diastdlico da onda selecionada para avaliagao

meTn

Fonte: (OLIVEIRA, 2012).

O exame foi realizado até que fossem obtidas, no minimo, nove ondas semelhantes
do ciclo cardiaco. Os dados foram salvos e a avaliacdo dessas ondas foi realizada de modo
gue a cada trés ondas semelhantes formadas, o valor de Rl da onda mediana era anotado e
somado as outras duas ondas medianas dos préximos ciclos.

O modo Doppler colorido foi utilizado para a avaliacdo subjetiva da vascularizacéo
dos cornos uterinos, seguindo os critérios de Silva et al. (2010), sendo classificada em escores
de 0 a 4, de acordo com a imagem obtida de cada corno uterino (Figura 6), com 0 (zero)
referente a auséncia de vascularizacdo e 4 (quatro) a vascularizacdo méxima. As imagens
foram gravadas e analisadas por dois avaliadores. Para a analise estatistica utilizou-se a média
das duas avaliagOes. Para a obtencdo das imagens foi realizado o escaneamento dos cornos
uterinos direito (CD) e esquerdo (CE), de modo a obter a imagem de um corte transversal com

a probe localizada na metade de cada corno uterino.
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Figura 6 - Imagem ultrassonografica do corte longitudinal (6,5 mHz) do corno uterino bovino para a
avaliacdo subjetiva da vascularizagdo dos cornos uterinos, em modo Color Doppler do
aparelho M5vet, Mindray, classificada em escores de 0 a 4. A. Escore 1, B. Escore 2, C.
Escore 3, D. Escore 4

Fonte: (OLIVEIRA, 2012).
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Posteriormente, para a andlise estatistica, os dados utilizados da avaliagdo da
hemodinamica foram as médias do indice de resisténcia (RI) das artérias uterinas direita e

esquerda e do escore de vascularizagcdo (EV) dos cornos uterinos direito e esquerdo.

3.3.8 Analise estatistica

Com relacdo ao exame citoldgico por escova ginecoldgica ou lavado, para avaliagdo
das porcentagens de neutrofilos em relacdo ao total de células avaliadas, segundo 0 momento
de colheita (Blocos) e os grupos comparativos (EU e LU), foi utilizado um Modelo Linear
Generalizado, pressupondo distribuicdo Binomial da variavel dependente (nUmero de
neutrdfilos/total de células avaliadas) e funcdo de ligagdo logistica relacionando a variavel
dependente a parte sisteméatica do modelo estatistico. As analises foram realizadas por meio
do procedimento PROC GENMOD do programa Statistical Analysis System, versdo 9.1.3
(SAS, 1995).

Jé& para os dados obtidos pela ultrassonografia Doppler foram comparados os valores
médios do indice de resisténcia (RI) das artérias uterinas e a média dos escores de
vascularizagdo dos cornos uterinos (EV) em relacdo a cada momento da anélise (-34, 4, 24 e
48 horas do procedimento, EU ou LU). Para essas analises, adotou-se um modelo estatistico
misto que contemplou os efeitos fixos de grupos (EU e LU), momento (-34, 4, 24 e 48 horas)
e interacdo grupos X momentos, além dos efeitos aleatérios de animal e residuo. Nestas
analises considerou-se que as mensuragdes de R1 e EV foram realizadas nas mesmas unidades
experimentais, caracterizando estrutura de medidas repedidas. Todas as andlises foram
realizadas com auxilio do programa Statistical Analysis System, versdo 9.2 (SAS, 2005),
utilizando os procedimentos PROC FREQ, PROC MEANS e PROC MIXED.

3.4 RESULTADOS

Os resumos das analises das variancias para as variaveis porcentagens de células
inflamatdrias, considerando os efeitos principais de grupos comparativos e tempos de

avaliacdo, para a variavel média de RI, considerando os efeitos principais de grupos e tempos
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de avaliacdo, para a variavel média de EV, considerando os efeitos principais de grupos e
tempos de avaliagdo, encontram-se no apéndice A.

3.4.1 Comparacdo entre as técnicas EU e LU

Foi observado que o material colhido por escova ginecoldgica apresentou celularidade
suficiente para contagem em 89 % das amostras (8 de 9 animais), sendo que apenas uma
amostra (11 %) ndo atingiu a contagem de 300 células, porém esta também foi incluida na
porcentagem de células inflamatorias para analise estatistica. Em relacdo ao material
recolhido por lavagem uterina apos a infusdo de 60 mL de solucéo fisiologica, constatou-se
que o volume médio recuperado foi de 45 mL, com variacdo entre 30 e 55 mL, e cerca de
80 % das amostras recolhidas apresentaram celularidade suficiente para contagem (8 de 10
animais), as demais 20 % ndo atingiram 300 células, mas foram contadas e incluidas na
analise, ajustando a porcentagem de células inflamatorias.

A porcentagem de neutrdfilos encontrada na citologia uterina nas diferentes técnicas
esta apresentada na tabela 1. Pela técnica de LU foi obtida maior (P<0,005) porcentagem de
neutrdfilos (12,51 £+ 0,67 %) do que pela técnica de EU (1,24 + 0,22 %).

Tabela 1 - Média (xEPM) da porcentagem de neutrofilos encontrada na citologia uterina pelas técnicas de
escova ginecoldgica (EU) e lavado uterino (LU), quatro horas ap6s a inseminag&o artifical

Grupo Neutrdfilos (%)
EU 1,24 +0,22°
LU 12,51 +0,67°

Notas: *°Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo Teste F (P<0,05).

De acordo com adaptacdo da classificacdo proposta por Williams et al. (1988), dos 19
animais avaliados por EU e LU, 73,7 % (14 animais) apresentaram porcentagem de células
inflamatorias polimorfonucleares inferior a 5 % na amostra obtida, sendo consideradas com
ambiente uterino normal; 15,8 % (3 animais) possuiam porcentagem de PMN entre 5 a 25 %
sendo considerado processo inflamatério discreto; e 10,5% (2 animais) apresentaram
porcentagem de PMN entre 25 a 75 %, considerado processo inflamatério moderado. Nao foi
observado nenhum animal com porcentagem de células inflamatorias superior a 75 %,

considerado como processo inflamatério severo.
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Quando avaliados separadamente, todos os animais (100%) submetidos ao exame
citolégico por escova ginecoldgica apresentaram porcentagem de células inflamatorias
polimorfonucleares inferior a 5 %, sendo considerados com o0 ambiente uterino normal. Ja em
relacdo aos animais submetidos a lavagem uterina, 50 % apresentaram porcentagem abaixo de
5 % de células inflamatorias PMN, 30 % entre 5 e 25 % e 20 % entre 25 a 75 %.

3.4.2 Efeitos das técnicas EU e LU sobre a hemodinamica uterina

A comparacdo da hemodinamica uterina avaliada pelo indice de resisténcia (RI) e
escores vasculares (EV) em relacdo as técnicas de lavagem uterina (LU) e escovado
endometrial (EU) est4d apresentada nas tabelas 2 e 3, e pode se notar que ndo foram
observadas diferencas (P>0,05) entre as técnicas.

Tabela 2 - Médias (xEPM) do indice de resisténcia (RI) das artérias uterinas obtidas por ultrassonografia
Doppler nas técnicas de escova ginecoldgica (EU) e lavado uterino (LU), nos diferentes tempos de

avaliagéo
Tempo em relagéo RI(0-1)
ao procedimento EU LU
-34 horas 0,6606 + 0,03718*"  0,6980 + 0,03527"%
4 horas 0,6906 + 0,03718"" 0,6620 + 0,035274°
24 horas 0,7167 +0,03718**  0,7795 + 0,03527*°
48 horas 0,8156 + 0,03718"* 0,7855 + 0,0352742

Notas: *® letras maiUsculas diferentes sobre as médias na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05)
2 |etras minGsculas diferentes sobre as médias na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05)

Nesta avaliagdo, considerando a divisdo dos grupos, observa-se que 0S menores
valores de RI foram obtidos no momento -34 horas para o grupo EU e 4 horas ap6s o
procedimento para o grupo LU. Pode-se notar também que para os animais do grupo EU
houve aumento progressivo no indice de resisténcia vascular uterino acompanhando o0s
momentos de colheita e pos colheita, indicando diminui¢do do fluxo sanguineo dos vasos
uterinos, havendo diferenga (P<0,05) apenas entre os momentos -34 e 4 horas em relagéo ao
momento 48 horas apds a colheita. Ja para o grupo LU, o momento de 4 horas ap0s a coleta

teve seu menor indice de resisténcia vascular, diferindo (P<0,05) somente dos momentos de
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24 e 48 horas ap06s a coleta.

Tabela 3 - Média (tEPM) do escore de vascularizacdo (EV) uterino obtida por ultrassonografia Doppler nas
técnicas escova ginecologica (EU) e lavada uterino (LU), nos diferentes tempos de avaliagdo

Tempo em relacéo EV (0-4)
ao procedimento EU LU
-34 horas 2,3611 + 0,1594"2 2,1500 + 0,1512"*
4 horas 2,2778 + 0,1594"2 2,1250 + 0,1512"2
24 horas 2,0278 £0,1594**  1,8750 + 0,1512"%
48 horas 1,7222 + 0,1594*° 1,6250 + 0,1512*°

Notas: *® letras maitisculas diferentes sobre as médias na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05)
2P |etras mintsculas diferentes sobre as médias na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05)

Ao avaliar o escore vascular, pode-se inferir que os maiores valores, representando a
maior vascularizagdo, foram encontrados no momento de -34 horas em ambos os grupos (EU
e LU), sendo semelhante a 4 horas ap6s o procedimento, os quais diferiram (P<0,05) do
momento 48 horas somente.

Como ndo foram observados efeitos de grupos (EU e LU) e nem interacdo (Grupo X
Tempo), os grupos foram desconsiderados para se avaliar o efeito de tempo. Houve diferenca
significativa em relacdo aos momentos de coleta das amostras para o RI das artérias uterinas e

para o escore de vascularizacao (EV) uterina, conforme detalhado na tabela 4.

Tabela 4 - Média (xEPM) do indice de resisténcia (RI) das artérias uterinas e escore de vasculariza¢do (EV)
uterina obtida por ultrassonografia, respectivamente nos modos espectral e Doppler colorido

Tempo em relacéo RI EV
ao procedimento (0-1) (0-4)
-34 horas 0,6793 % 0,2562" 2,2556 + 0,1099°
4 horas 0,6763 + 0,2562" 2,2014 + 0,1099°
24 horas 0,7481 * 0,2562*" 1,9514 + 0,1099*°
48 horas 0,8005 * 0,2562° 1,6736 + 0,1099"

Notas: 2°Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Foi observada maior vascularizacdo nos momentos -34 e 4 horas em relacdo ao
procedimento, demonstradas tanto pelo mais baixo valor de RI e maior valor de EV em
comparacdo ao momento 48 horas apds o procedimento, ndo havendo diferenca entre estes

momentos e 24 horas.
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3.5 DISCUSSAO

Estudos vém sendo realizados por Leblanc et al. (2002); Kaimanickam et al. (2005a);
Gilbert et al. (2005); Hammon et al. (2006); Willians et al. (2007) e Santos et al. (2009), e
outros autores, investigando a técnica de citologia uterina por escova ou lavado como
métodos de diagndstico de endometrite em vacas no periodo pds parto e sua influéncia na taxa
de prenhez subsequente. Porém, poucos estudos sdo encontrados em bovinos, buscando estes
meios de diagnosticos na resposta inflamatoria apds a inseminagdo artificial e sua
interferéncia no ambiente uterino e na taxa de fertilizacdo, como os realizados por Kaufmann
et al. (2009) e propostos neste estudo.

Buscou-se primeiramente comparar as técnicas de escova ginecoldgica (EU) com
lavado uterino (LU) para a coleta de material uterino para citologia endometrial em vacas de
corte, considerando a dificuldade da execucdo das técnicas, a quantidade e qualidade das
amostras obtidas, bem como a interferéncia da técnica na hemodinamica uterina. Em relacédo a
quantidade de amostras que atingiram a contagem total de 300 células nucleadas, observou-se
que esta contagem foi possivel em 89% das amostras pela técnica EU e 80 % pela técnica LU,
corroborando a informacdo de Kasimanickam et al. (2005), na qual se refere ao método de
escova ginecoldgica ser consistente e confiavel para obtencdo de amostras. Entretanto, a
quantidade (%) média de células polimorfonucleares obtida pela técnica de EU foi inferior
(1,24 + 0,2254 %) em relacdo a obtida por lavagem uterina (12,51 + 0,6716 %), sendo estes
resultados contraditérios aos de Glenthoj et al. (1986) e Bourke et al. (1997), que relatam que
a técnica de escova ginecoldgica foi superior em seres humanos e equinos, comparada a
outros meétodos para a recuperacdo de células cervical e endometrial. Sdo também
contraditorios a Ellenberger et al. (2006), que referem que a amostra obtida por EU representa
0 que ocorre em todo ambiente uterino. Ainda este resultados sugerem que esta técnica avalia
localmente o ambiente uterino como proposto por Kasimanickam et al. (2005).

Todos os lavados deste estudo (100 %) resultaram na recuperacdo de liquido, sendo
obtido o volume médio de 45+9,4mL apdés a infusdo de 60 mL, diferentemente de
Kasimanickam et al. (2005), que obtiveram 83 % de recuperacdo em seu estudo, mas
confirmando o que foi mencionado por Gilbert et al. (1998), referente a ndo ter ocorrido falha
na recuperacdo de fluido. Pode-se inferir que o volume médio recuperado foi alto quando
comparado aos resultados de Gilbert et al. (2005) (2 mL), Kasimanickam et al. (2005) e
Santos et al. (2009) (6 mL), talvez por estes trabalhos terem sido realizados em periodos
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iniciais do pos-parto, quando o Utero ainda esta em fase de involugdo, com maior didmetro,
conforme referido por Kasimanickam et al. (2005a). Pequena parte do fluido nédo recuperado
poderia desencadear uma resposta neste ambiente uterino, conforme mencionado por
Kasimanickam et al. (2005a), porém, esta resposta foi avaliada por meio da ultrassonografia
Doppler e nada significativo foi encontrado.

A ultrassonografia Doppler permite estudar o fluxo sanguineo e, portanto, identificar
alteracdes de fluxos nas vias reprodutivas (CHUANG et al., 1999), tornando possivel o estudo
ndo invasivo da hemodinamica uterina, analisando a presenca e dire¢do do fluxo sanguineo
em diversos vasos (CARVALHO; ADDAD, 2009). Pode-se avaliar, de forma subjetiva, a
vascularizagdo de um 6rgdo pelo modo Doppler colorido, no qual se verifica a presenca de
vascularizacdo em escores, sendo que quanto maior o escore, maior a vascularizacao no 6rgédo
(SILVA et al., 2005). Também se pode avaliar o indice de resisténcia (RI) vascular pelo modo
espectral, sendo que quanto menor o valor de RI, maior o fluxo sanguineo do vaso analisado
(SCHOLTES et al., 1989; CHUANG et al., 1999; BOLLWEIN; MAYER; STOLLA, 2003;
SILVA et al., 2005; GINTHER et al., 2007). Diante a isso, esperava-se que quatro horas apds
a realizacdo dos procedimentos de EU e LU os valores de EV aumentassem e de RI
diminuissem, pois estes procedimentos sdo relativamente invasivos e poderiam desencadear
resposta inflamatdria apds sua realizacao.

De fato, pode-se notar que os menores valores médios (0,6620 + 0,3527) de RI das
artérias uterinas do grupo LU, que indicam maior fluxo sanguineo (BOLLWEIN et al., 2000;
MAYER; STOLLA, 2003; GINTHER et al., 2007) foram encontrados exatamente no
momento de quatro horas ap6s a realizacdo do procedimento conforme sugerido
anteriormente, indicando que o procedimento estaria influenciando nestes resultados com
resposta inflamatdria subsequente, como proposto por Carvalho e Addad (2009b) e Werner
(2010), no que se refere a resposta inflamatéria se iniciar com vasodilatacdo e aumento do
fluxo sanguineo.

Porém, esta reducdo s6 foi significativa (P<0,05) quando comparada a avaliacdo 48
horas apds o procedimento (0,7855 +0,3527) e ndo quando comparada com 0 momento
controle 34 horas antes da coleta (0,6980 + 0,3527). Este aumento de fluxo sanguineo néo foi
encontrado quando analisado o grupo EU, houve apenas diminuicéo progressiva do fluxo sanguineo ao
longo das coletas -34, 4, 24 e 48, diferindo significativamente (P<0,05) apenas entre 0 momento -34
horas (0,6606 + 0,3718), maior fluxo sanguineo e 48 horas (0,8156 + 0,3718), menor fluxo sanguineo.

Segundo Waite et al. (1990) e Ford (1994), este aumeto do fluxo sanguineo uterino no

estro pode ser resultado da acdo vasodilatadora do estrégeno, enquanto o declinio gradual do



Experimento 1 62

fluxo pode resultar da diminuicdo de estrogeno e/ou da presenca da progesterona. Seguindo
esses principios e autores, os maiores valores médios de EV para o grupo LU
(2,1500 £ 0,1512) e EU (2,3611 +0,1594) dos cornos uterinos, representando o maior fluxo
sanguineo, foram observados no momento que antecedeu a ovulacdo (-34 horas), seguindo de
diminuicdo gradativa e continua até o momento de 48 horas apds o procedimento. Porém,
estes valores sé diferiram (P<0,05) entre os tempos de 34 horas antes do procedimento e 4
horas apos (LU - 2,1250+0,1512, EU - 2,2778 £ 0,1594) em relacdo a 48 horas (LU -
1,6250 + 0,1512, EU - 1,7222 + 0,1594), ndo havendo diferenca entre -34, 4 e 24 horas do
procedimento.

A explicacdo para as diferencas encontradas na hemodinamica uterina nos diferentes
momentos de observacdo pode se justificar por oscilacdes hormonais, destacando-se que 0
aumento do estradiol pode promover o aumento da vascularizacdo e reducdo no indice de
resisténcia arterial. O esperado é que 30 horas antes da inseminacdo (34 horas antes do
procedimento), o fluxo sanguineo uterino seja grande devido a fase estrogénica do ciclo estral,
aumentando ainda mais no momento de quatro horas apds a inseminacao artificial por um
provavel processo inflamatério decorrente da deposicdo do sémen, caracterizado pela
vasodilatacdo, diminuido gradativamente nos momentos de 24 e 48 horas ap6s a IA, com a
resolugdo do processo inflamatério transitorio e provavel aumento das concentracfes

progesteronicas.

3.6 CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo pode-se concluir que:

1. A técnica de lavagem uterina permite a obtencdo de maior numero de células
inflamatdrias com caracteristicas morfologicas preservadas e com maior
representatividade do ambiente uterino do que a técnica de com escova

ginecologica.

2. As técnicas de lavagem uterina e escova ginecologica provocam efeitos
semelhantes sobre a hemodinamica uterina, avaliada por ultrassonografia nos

modos espectral e Doppler colorido.
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4 EXPERIMENTO 2

4.1 OBJETIVO

Este experimento foi delineado com o seguinte objetivo:

1. Estudar a fertilizacdo a campo em bovinos apés a realizacdo do procedimento de
lavagem uterina quatro horas ap6s a inseminacgdo, para a obtencdo de amostra para

analise citoldgica.

4.2 HIPOTESE

Verifica-se na literatura que as condicbes do ambiente uterino interferem na

fertilizacdo, sendo elaborada a seguinte hipotese:

1. Atécnica de lavagem uterina apds inseminacao artificial em fémeas bovinas reduz a

taxa de fertilidade.

4.3 MATERIAL E METODOS

Este experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia do Sémen e
Andrologia do Centro de Biotecnologia em Reproducdo Animal do Departamento de
Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sdo Paulo, Campus Administrativo de Pirassununga, e na Fazenda Fronteira, localizada no

municipio de Cocalinho, MT. Durante o periodo de setembro de 2010 a junho de 2011.
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4.3.1 Esquema experimental e divisao dos grupos

Os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais (GC, n=93 e GLU,
n=35), sendo que cada grupo continha partidas A e B do sémen. Na figura 8 observa-se o
esquema experimental da sincronizacdo do estro, momento da IATF, lavagem uterina e
diagndstico de gestacao.

Figura 7 - Esquema experimental: os 128 animais foram divididos em 2 grupos experimentais: GC,

grupo controle ndo lavado (93 animais) e GLU, grupo submetido a lavagem uterina (35

animais), sendo este Gltimo submetido a lavagem uterina 4 horas apés a IA. Trinta dias apés
a lA, todos os animais passaram por ultrassonografia modo B para diagndstico de gestacdo

128 vacas
v

Sincronizagdo de Estro e Ovulagdo
{1l {1

GC 6LV

(n=93 vacas) (n=35 vacas)

{1 {1

Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo
{1l 1

4h apds a IATF: Lavagem uterina

gt gt

Diagnéstico de Gestacdo - US

Fonte: (THOME, 2013)

4.3.2 Avaliacdo do Sémen

Foram utilizadas duas partidas comerciais de sémen de um mesmo touro, as quais
foram previamente avaliadas quanto a concentracdo espermatica (em camara de Neubauer),
motilidade total e progressiva (avaliadas pelo sistema computadorizado de analise do sémen -

CASA), morfologia espermatica (pela técnica da cdmara Umida, sob microscopia de contraste
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de interferéncia diferencial, em aumento de 1.000x) e percentual de espermatozoides com
membranas plasmaética e acrossomal integras e alto potencial mitocondrial (PIAIC, pela
associacdo das sondas fluorescentes Pl, H342, FITC-PSA e JC-1, descrita por Celeghini et al.
2007a).

As partidas apresentaram-se dentro das caracteristicas para utilizacdo em IA. A
concentracdo obtida foi 55,0x10° espermatozoides/mL em ambas as partidas. As partidas A e
B apresentaram motilidade total de 58,4% e 67,5%, motilidade progressiva de 53,2% e 61,6%,
PIAIC 23,0% e 44,5% e total de defeitos de 6,0 e 11,0%, respectivamente.

4.3.3 Selecdo dos animais

Foram utilizadas 128 vacas, entre 50 e 70 dias pds-parto, avaliadas por palpacéo
transretal e ultrassonografia em modo B, quanto aos escores ovarianos (Quadro 1) e uterinos
(Quadro 2) e escore de condicao corporal (Quadro 3), como descrito no Experimento 1.

Foram excluidas do experimento as vacas que apresentaram escore uterino e/ou
ovariano trés; e vacas que apresentavam ECC inferior a quatro ou superior a sete. Os animais
foram mantidos sob as mesmas condi¢cGes ambientais, em pastagem de capim-Braquiaréo
(Brachiaria brizanhta), com &gua e sal mineral ad libitum.

Os animais foram distribuidos de forma homogénea em dois grupos experimentais,
sendo um controle (GC), ndo submetido a lavagem uterina (n=93), e um submetido a lavagem
uterina (GLU) quatro horas ap6s a IA (n=35). As diferentes partidas de sémen foram
distribuidas aleatoriamente em cada grupo. No GC as vacas foram inseminadas com sémen da
partida A (n=51) e partida B (n=42), e no GLU foram inseminadas 17 vacas com sémen da

partida A e 18 vacas com o da partida B.

4.3.4 Inseminacéo artificial em tempo fixo

Todas as vacas foram submetidas a um protocolo de sincroniza¢do do estro e da
ovulagdo, que consistiu na colocacdo de um implante subcutdaneo contendo 3 mg de

norgestomet (Crestar®) mais a aplicacdo intramuscular (IM) de 2 mg de benzoato de estradiol
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(Estrogin®). Apés oito dias, o implante de progestageno foi retirado e administrados 1 mg de
benzoato de estradiol, 0,5 mg de cloprostenol sédico (Sincrocio®) e 300 Ul de gonadotrofina
coridnica equina (Novormon®). A inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF) foi realizada
30 horas depois, por um Unico inseminador experiente, no corpo do Utero dos animais

contidos em brete, com o objetivo de minimizar variagdo da técnica.

4.3.5 Lavagem uterina

O GLU foi submetido a lavagem uterina para a colheita de amostra para a avaliacdo
citoldgica. O procedimento consistiu na deposicdo de 20 mL de solucdo de cloreto de sddio a
0,9 % no interior do Gtero, com uma seringa (60 mL) acoplada a uma sonda de Folley,
introduzida com o auxilio de um mandril de aco inoxidavel de 65 cm de comprimento. Apds a
introducdo da sonda, o balonete foi inflado com cerca de 13 mL de ar, o mandril retirado, a
solucdo infundida e, logo em seguida, o liquido foi recuperado do Utero por aspiracdo com
pressdo negativa dentro da seringa, mensurado e transferido para tubos cénicos de 50 mL. As
amostras foram concentradas e duas fracbes de 100 e 200 pL colocadas em citocentrifuga
(Presvac, CT12) a 1000 rotac¢Oes por minuto, durante 10 minutos, para confeccao das laminas.

Devido ao grande volume recuperado no Experimento 01, quando foram infundidos

60 mL, optou-se em diminuir o volume de infusdo para 20 mL.

4.3.6 Diagnostico de gestacédo

O diagnéstico de gestacdo foi realizado 30 dias apds a IA por ultrassonografia

transretal, utilizando o aparelho M5vet Mindray, no modo B.
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4.3.7 Anélise Estatistica

Para avaliacdo das porcentagens de prenhez, segundo os dois tratamentos (GLU = 1
ou GC = 0) foi utilizado um Modelo Linear Generalizado, pressupondo distribuicdo Binomial
da varidvel dependente (diagnéstico de gestacdo positivo=1 ou negativo=0) e fungdo de
ligacdo logistica relacionando a variavel dependente a parte sistematica do modelo estatistico.
Foi desconsiderado o efeito de sémen A e B, por estes ndo apresentarem diferencas estatisticas
discutidas no experimento 03.

Todas as analises foram realizadas com auxilio do programa Statistical Analysis
System, versdo 9.2 (SAS, 2005), utilizando os procedimentos PROC FREQ, PROC MEANS,
PROC GENMOD e PROC MIXED.

4.4 RESULTADOS

Para a descrigdo dos resultados, foi desconsiderada a qualidade do sémen (partida A e
B) por ndo haver diferenca estatistica entre esta e o diagndstico de gestacao.

4.4.1 Efeitos da lavagem uterina na fertilidade.

Na tabela 5 pode-se observar que os valores percentuais de vacas prenhes nos grupos
de animais ndo lavados (56,99%) e lavados (54,29%) ndo diferiram estatisticamente (P>0,01)

entre si.
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Tabela 5 - Média (xEPM) para diagnostico de gestacdo em relagdo aos grupos lavados (GLU) e ndo lavados
(GC), utilizando (P>0,01)

DIAGNOSTICO DE GESTACAO

GRUPO MED + EPM(%)
GC 56,99 + 5,13 A
GLU 54,29 + 8,42 A

Nota: Médias em uma mesma coluna, seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste
de Razéo de Verossimilhanca.

4.5 DISCUSSAO

A deposicdo do sémen no ambiente uterino desencadeia uma resposta inflamatdria em
éguas (TROEDSSON et al., 1995) e vacas (KOTILAINEM et al., 1994) apds a inseminacéo,
sendo predominante a presenca de células polimorfonucleares, e mais acentuada em torno de
quatro horas apés a deposicdo (KAUFMAN et al., 2009). Neste momento, o ambiente uterino
ainda esta sob efeito de altas concentracdes de estradiol (BOLLWEIN et al., 2000) o que
favorece a vasodilatacdo e o influxo de células inflamatorias para o local, auxiliando o sistema
imunoldégico na acdo contra o agente agressor (sémen). Deve-se destacar que neste
experimento, o lavado uterino foi introduzido ainda no momento em que a defesa celular esta
bastante atuante.

Em concentragdes maiores de progesterona, no periodo de diestro, existiria um efeito
contrario no leito vascular causando a diminuicdo do fluxo sanguineo (BOLLWEIN et al.,
2000) prejudicando assim a migracdo de leucocitos para 0 ambiente uterino.

A presenca desta reposta inflamatoria muito intensa ap6s a inseminagdo pode ser
prejudicial a fertilizacdo. Quatro horas ap6s a inseminacdo artificial ainda é um momento
favoravel para obtencdo de amostra citologica deste ambiente uterino para avaliacdo desta
resposta inflamatdria, sem que esta colheita prejudique a concep¢do, uma vez que 0S
espermatozoides que fertilizardo o o0cito ja estdo na tuba uterina.

Apesar de Ball (1988) e Roszel e Freeman (1988) utilizarem baixo volume para
lavagem uterina em éguas, e Kasimanickam et al. (2005a) infundirem 60 mL no periodo p6s-
parto, estes autores afirmam existir interferéncia do procedimento de lavagem uterina apés a
inseminacdo artificial na fertilidade dos animais, 0 presente estudo provou o contrario, nos

quais os valores percentuais de vacas prenhes nos grupos de animais ndo lavados (56,99%)
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em comparacdo aos lavados (54,29%), ndo apresentaram diferenca estatistica entre si,
indicando que esta técnica poderia ser usada com sucesso e confiabilidade na obtencdo de
amostras endometriais apos a inseminacdo artificial, como validado por Kasimanickam et al.

(2004, 2005a), e que nao interfere na taxa de fertilidade dos animais.

4.6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste experimento pode-se concluir que:

1. A técnica de lavagem uterina apo6s inseminacdo artificial em fémeas bovinas nédo

interfere na taxa de fertilidade.
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5 EXPERIMENTO 3

5.1 OBJETIVOS

Este experimento foi delineado com os seguintes objetivos:

1. Avaliar a taxa de fertilidade a campo em bovinos inseminados com sémen de
diferentes percentuais de espermatozoides com integridade das membranas

plasmatica e acrossomal e funcdo mitocondrial (P1AIC).

2. Estudar a resposta inflamatéria uterina em bovinos quatro horas apds a
inseminacdo artificial com sémen apresentando diferentes percentuais de
espermatozoides com integridade das membranas plasmatica e acrossomal e

funcdo mitocondrial (P1AIC) determinadas por sondas fluorescentes.

5.2 HIPOTESES

Verifica-se na literatura que a qualidade do sémen é uma importante aliada para
aumentar a fertilidade de um rebanho, e que a deposic¢édo do sémen no trato reprodutivo das
fémeas bovinas pode induzir resposta inflamatdria uterina, com alteracbes de fluxo
sanguineo local e, esta resposta inflamatdria por sua vez, pode interferir na fertilidade destes

animais. Diante disso foram elaboradas as seguintes hipoteses:

1. A utilizacdo de sémen com maiores percentuais de espermatozoides com
integridade das membranas plasmatica e acrossomal e fungdo mitocondrial

(PIAIC) na inseminacao artificial de fémeas bovinas aumenta a taxa de fertilidade.

2. A utilizacdo de sémen com menor percentual de espermatozoides com integridade
das membranas plasmaética e acrossomal e fungdo mitocondrial (PIAIC) aumenta a

resposta inflamatoria uterina apds a inseminacao artificial em bovinos.
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5.3 MATERIAL E METODOS

Este experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia do Sémen e
Andrologia do Centro de Biotecnologia em Reproducdo Animal do Departamento de
Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Séo Paulo, Campus Administrativo de Pirassununga, SP, e na Fazenda Fronteira, localizada

no municipio de Cocalinho, MT. Durante o periodo de setembro de 2010 a junho de 2011.

5.3.1 Esquema experimental e divisao de grupos

Em acordo com o0s objetivos, o delineamento experimental serd apresentado
separadamente. Na figura 8 observa-se esquema experimental da sincronizacdo de ciclo
estral, inseminacdo e diagndstico de gestacdo dos 183 animais utilizados no experimento 3

com o objetivo de avaliar a fertilidade de acordo com o sémen utilizado.

Figura 8 - Esquema experimental: Os animais selecionados foram distribuidos em trés grupos
experimentais, sincronizados quanto ao estro e ovulagdo, e inseminados com sémen B (60
animais), com sémen M (68 animais) e com sémen R (55 animais). Trinta dias apoés a 1A,
todos os animais passaram por ultrassonografia modo B para diagnéstico de gestacéo

183 vacas
]
v
Sincronizagdo de Estro e Ovulagdo
s s s
60 vacas 68 vacas 55 vacas
(sémen B) (sémen M) (sémen R)
ags gs gs
Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo
s s s

Diagndstico de Gestagdo - US

Fonte: (THOME, 2013)
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Na figura 9, dos 183 animais utilizados em todo experimento 3, uma amostragem de
28,42 %, ou seja, 52 animais foram submetidos a ultrassonografia nos modos Espectral e
Doppler colorido no momento de 30 horas antes (-30 h) e 4 horas (4 h) apo6s a IATF, e
submetidos a lavagem uterina imediatamente apos a ultrassonografia 4 horas ap6s a 1A, com
0s objetivos de avaliar a resposta inflamatoria uterina frente as diferentes qualidades do

sémen e a relacdo entre a qualidade do sémen e a resposta inflamatdria.

Figura 9 - Esquema experimental: Dos animais selecionados e distribuidos em trés grupos
experimentais, sémen B (60 animais), sémen M (68 animais) e sémen R (55 animais),
uma amostragem de 18 vacas do grupo B, 17 do grupo M e 17 do grupo R foi submetida a
avaliacdo ultrassonografia nos modos espectral e color Doppler 30 horas antes da I1A e 4
horas ap6s a IA, seguida da lavagem uterina. Trinta dias apds a IA, todos os animais
passaram por ultrassonografia modo B para diagndstico de gestacéo

183 vacas
A 4
Sincronizagdo do Estro e Ovulagdo
1 igs 1
Sémen B Sémen M Sémen R
(n=60 vacas) (n=68 vacas) (n=55 vacas)
{1 {1 {1
18 vacas 17 vacas 17 vacas
(sémen B) (sémen M) (sémen R)
igs igs igs
US Doppler - 30 h antes da IATF (controle) ‘
1 1 1
Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo
1 1 1
US Doppler 4h apés a IATF + Lavagem Uterina |
g g g

Diagndstico de Gestagdo - US modo B
Fonte: (THOME, 2013)
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5.3.2 Avaliagéo do sémen

Foram analisadas 20 partidas comerciais de sémen para a separacao de trés partidas
a serem utilizadas no experimento, apresentando diferentes qualidades (Boa, Média e
Regular).

Duas palhetas de sémen de cada partida foram descongeladas (37°C por 30
segundos), o volume total do sémen foi colocado em um tubo de microcentrifuga (1,5 mL),
homogeneizado e analisado quanto a motilidade, concentragdo, alteracdes morfolégicas e
integridade das membranas plasmatica e acrossomal e fun¢do mitocondrial.

A motilidade espermatica foi avaliada pelo sistema computadorizado de analise do
sémen (CASA — Computer-Assisted Semen Analysis). Nessa analise uma amostra do sémen
foi diluida em meio TALP-sperm (BAVISTER et al., 1983), na concentracdo de 25x 10°
espermatozoides/mL, uma amostra foi colocada na camara de Makler (Makler® counting
chamber, Sefi-Medical Instruments Ltda.), previamente aquecida (37°C) e inserida no
aparelho modelo HTM-Ilvos da Hamilthon Thorne Biosciences (Version 12.3) (Bervely, MA,
USA) (figura 10), com programacdo previamente ajustada para a analise de sémen bovino
Anexo A). No minimo cinco campos foram selecionados para a leitura e andlise. As
caracteristicas analisadas foram motilidade total (%), motilidade progressiva (%), velocidade
do trajeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL,
pum/s), deslocamento lateral da cabeca (ALH, um), frequéncia de batimento (BCF, Hz),
retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %) e células rapidas (%) (ARRUDA, 2000).
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Figura 10 — Aparelho para analise computadorizada do sémen (CASA), modelo HTM-1VOS; marca
Hamilton-Thorne Biosciences (Beverly, MA, USA) (A). Detalhe da Camara de Makler
(B) - Pirassununga, SP — 2013

Fonte: (Florez-Rodriguez, 2013)

A concentracdo foi determinada pela leitura em camara de Neubauer. Para avaliar
as alteracBes morfoldgicas, o sémen foi diluido em formol salino tamponado e a leitura
realizada em preparacdes umidas, sob microscopia de contraste de interferéncia diferencial
(Nikon, modelo Eclipse 80i), com aumento de 1.000 x, contando-se 200 células por amostra
e anotando-se as alteracdes observadas.

A integridade das membranas plasmatica e acrossomal e funcdo mitocondrial foram
avaliadas pela associacdo das sondas Pl, H342, FITC-PSA e JC-1, descrita por Celeghini et
al. (2007a). Uma aliquota de sémen foi retirada das amostras e adicionada ao TALP-sperm,
em microtubos (1,5 mL) pré-aquecidos a 37°C, a fim de se obter amostras com concentracdo
de 25 x 10° sptz/mL em um volume final de 1 mL. Apés a diluicdo colocou-se uma aliquota
de 150 pL em um microtubo de 600 pL, e adicionaram-se 3 L de lodeto de Propidio (PI1-0,5
mg/mL, P4170, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, EUA), 2 pL de Hoechst 33342
(H342 5 mg/mL, Molecular probes Inc., Eugene, Oregon, EUA), a seguir, 5 pL de JC-1 (153
UM, T-3168, Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA), conjuntamente com a adi¢do de
50 pL de aglutinina de Pisum sativum conjugada ao isotiocionato de fluoresceina (FITC-
PSA-100 pg/mL, L-0770, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, EUA). Apoés a adigéo
das sondas fluorescentes a amostra foi homogeneizada e incubada a 37°C por 8 minutos, na
auséncia de luz. Uma gota de 3 puL desta amostra foi retirada e colocada entre lamina e
laminula pré-aquecidas (37°C) e imediatamente avaliada em microscopia de

epifluorescéncia (Microscopio de Epifluorescéncia, Marca Nikon, Modelo Eclipse 80i), em
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um filtro triplo (D/F/R, C58420) apresentando os conjuntos UV-2E/C (excitagcdo 340-380
nm e emissdo 435-485), B-2E/C (excitacdo 465-495 nm e emissdo 515-555) e G-2E/C
(excitagcdo 540-525 nm e emissdo 605-655).

A leitura das laminas foi realizada em aumento de 1000 x, realizando a contagem
de 200 células. As células foram classificadas em oito categorias de acordo com a
fluorescéncia emitida por cada sonda, conforme descrito por Celeghini et al. (2007a)
(quadro 5). Das oito categorias de celulas obtidas nesta técnica foi considerado somente o
percentual das células que apresentaram membrana plasmatica intacta, acrossomo intacto e

com funcdo mitocondrial (PIAIC) (Figura 11) para a divisdo dos grupos experimentais.

Quadro 5 — Classificagdo das células esperméticas de acordo com a coloragdo fluorescente emitida no

protocolo de associagdo de PI, H324, JC-1 e FITC-PSA - Pirassununga — 2013

Parametro Sigla Descricéo da fluorescéncia
Membrana plasmatica intacta,
: Cabeca azul
acrossoma intacto e com alto PIAIC L T i A—
potencial mitocondrial ¢
Membrana plasmatica intacta,
. . Cabeca azul
acrossoma intacto e baixo PIAIB . L.
o X Peca intermediaria verde
potencial mitocondrial
Membrana plasmatica intacta, Cabeca azul
acrossoma lesado e com alto PIALA o__/ Acrossoma verde intenso
potencial mitocondrial Peca intermediaria vermelha
Membrana plasmatica intacta, Cabeca azul
acrossoma lesado e baixo PIALB C.__/ Acrossoma verde intenso
potencial mitocondrial Peca intermedidria verde
Membrana plasmatlca lesada, Cabega vermelha
acrossoma intacto e com alto PLAIA Peca intermediaria vermelha
potencial mitocondrial ¢
Membrana plasmatica lesada
. . Cabeca vermelha
acrossoma intacto e baixo PLAIB . o
o X Peca intermediéria verde
potencial mitocondrial
Membrana plasmaética lesada, Cabeca vermelha
acrossoma lesado e com alto PLALA o__/ Acrossoma verde intenso
potencial mitocondrial Peca intermediaria vermelha
Membrana plasmatica lesada, Cabeca vermelha
acrossoma lesado e baixo PLALB C.__/ Acrossoma verde intenso
potencial mitocondrial Peca intermediaria verde

Fonte: (FLOREZ-RODRIGUEZ, 2013)
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Figura 11 - Fotomicrografia de epifluorescéncia das células espermaticas coradas com a associacdo
das sondas fluorescentes P1, Hoechst 33342, FITC-PSA e JC-1 (aumento de 1.000 x)

Fonte: (CELEGHINI et al., 2007a).

Legenda: a) Células com membrana plasmatica intacta, acrossoma intacto e com alto potencial de membrana
mitocondrial; b) Superior: célula com membrana plasmatica lesada (ndcleo vermelho), acrossoma
intacto, com baixo potencial de membrana mitocondrial. Inferior: célula com membrana
plasmética intacta, acrossoma intacto, com baixo potencial de membrana mitocondrial; ¢) Célula
com membrana plasmética intacta, acrossoma lesado, com alto potencial de membrana
mitocondrial; d) Célula com membrana plasmatica intacta, acrossoma lesado, com baixo potencial
de membrana mitocondrial; €) Célula com membrana plasmatica lesada, acrossoma lesado, com
baixo potencial de membrana mitocondrial; f) Célula com membrana plasmatica lesada, acrossoma
intacto, com baixo potencial de membrana mitocondrial. (CELEGHINI et al., 2007a).

Na tabela 6 estdo apresentados os resultados das analises das 20 partidas de sémen
analisadas. Procurou-se separar partidas diferentes de um mesmo touro para evitar efeitos do
touro. Foram escolhidas as partidas dois, trés e cinco do touro A, que apresentaram
percentuais distintos de células PIAIC por palheta pds-criopreservacao. Desta forma, foram
formados trés grupos de qualidades diferentes de sémen: Sémen de Boa qualidade (grupo B,
partida 15), contendo 44,5 % de espermatozoides PIAIC, Sémen de qualidade média (grupo
M, partida 3), contendo 23,0 % de espermatozoides PIAIC e Sémen de qualidade regular

(grupo R, partida 2), contendo 8,5% de espermatozoides PIAIC. Todas as partidas
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escolhidas eram consideradas adequadas para comercializacdo e uso na IA e apresentavam
motilidade, concentracdo e porcentagem de alteracdes morfoldgicas semelhantes.

Tabela6 - Valores de motilidade total (%), motilidade progressiva (%), concentragdo (nGmero de
espermatozdides/mL), integridade de membrana plasmatica (MPI, %), funcdo mitocondrial (FM,
%), integridade de acrossomo (Al, %), porcentagem de células com membrana plasmatica intacta,
acrossomo intacto e com alto potencial mitocondrial (PIAIC, %) e total de defeitos (%) das 20
amostras de sémen avaliadas

Motilidade Motilidade Concentracdo  MPI FM Al PIAIC  Total de

Touro  Partida  'y,01 (%)  Progressiva (%) (n.sptzimL) (%) (%) (%) (%) Defeitos (%)

A 1 45,3 37,2 45,0 8,5 55 470 5,0 19
A 2 60,4 52,2 50,0 oiS 12,0 50,0 8,5 12
A 3 58,4 53,2 55,0 285 2655 540 230 6
A 4 63,7 56,3 77,5 325 410 510 315 12
A 5 63,3 50,7 65,0 330 390 750 320 13
A 6 59,8 51,9 80,0 330 385 575 330 17
A 7 68,9 60,2 42,5 340 330 690 330 12
A 8 50,2 44,5 62,5 350 375 615 340 8
A 9 62,8 57,1 42,5 390 345 675 345 15
A 10 47,6 40,8 72,5 355 365 520 345 13
A 11 62,4 57,3 50,0 390 390 585 355 12
A 12 61,7 56,8 65,0 435 425 7055 40,0 8
A 13 63,4 58,4 50,0 415 405 635 405 10
A 14 65,3 57,1 87,5 450 500 685 425 9
A 15 67,5 61,6 55,0 450 615 710 445 1
B 1 64,2 54,7 55,0 585 615 770 575 11
Cc 1 38,7 29,9 50,0 415 430 67,0 415 15
Cc 2 72,6 67,8 52,5 450 515 755 445 13
C 3 39,1 32,4 56,0 355 395 660 355 19
C 4 32,4 26,3 42,5 310 310 640 310 19

5.3.3 Selecdo dos animais

Foram utilizadas 300 vacas, com bezerro ao pé, para a selecdo dos animais para 0s
grupos experimentais (Figura 12). Os animais foram avaliados por palpacdo transretal e
ultrassonografia em modo B, quanto aos escores ovariano (Quadro 1), uterino (Quadro 2) e
de condicdo corporal (Quadro 3), como descrito no Experimento 1.

Foram excluidas do experimento as vacas que apresentaram escore uterino e/ou
ovariano trés; e ECC inferior a quatro ou superior a sete. Dessa maneira, 183 vacas da raca
Nelore, entre 50 e 70 dias pds-parto, foram selecionadas e mantidas sob as mesmas
condi¢des ambientais, em pastagem de capim-Braquiardo (Brachiaria brizanhta), com agua

e sal mineral ad libitum.
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Figura 12 - Animais disponibilizados para o processo de sele¢do para realizagdo do Experimento 3 na
Fazenda Fronteira, municipio de Cocalinho, MT - 2011
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Fonte: (THOME, 2013)

Os animais selecionados foram distribuidos de forma homogénea nos trés grupos
experimentais de acordo com a qualidade do sémen: grupo B (n=60, 44,5% espermatozoides
PIAIC), grupo M (n=68, 23,0% espermatozoides PIAIC) e grupo R (n=55, 8,5%
espermatozoides PIAIC).

Para facilitar o manejo e a execucdo dos procedimentos os animais foram

distribuidos em dois lotes.

5.3.4 Inseminacdo artificial em tempo fixo

Todas as vacas selecionadas foram submetidas a um protocolo de sincronizacdo do
estro e da ovulacdo, que consistiu na colocagdo de um implante subcutaneo contendo 3 mg
de norgestomet (Crestar®), mais a aplicacdo intramuscular (IM) de 2 mg de benzoato de

estradiol (Estrogin®) (Figura 13). Apds oito dias, o implante de progestageno foi retirado e
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administrados 1 mg de benzoato de estradiol, 0,5 mg de cloprostenol sédico (Sincrocio®) e
300 UI de gonadotrofina coridnica equina (Novormon®). A inseminagéo artificial em tempo
fixo (IATF) foi realizada 30 horas ap0s, por um unico inseminador experiente, no corpo do

tero dos animais contidos em brete, com o objetivo de minimizar variacao da técnica.

Figura 13 — Implante de progestageno (Crestar®) para colocagdo subcutanea auricular e benzoato de
estradiol (Estrogin®) utilizado para sincronizacdo de estro no Experimento 3 na Fazenda
Fronteira, municipio de Cocalinho, MT - 2011

Fonte: (THOME, 2013)

5.3.5 Avaliagdo da hemodinamica uterina

Uma amostragem dos animais (28,42 %), num total de 52 vacas, sendo 18
inseminadas com sémen B, 17 com sémen M e 17 com sémen R foi submetida a avaliacdo
da hemodinamica uterina por ultrassonografia utilizando os modos espectral e Doppler
colorido do aparelho (M5vet, Mindray®, China), com probe linear transretal (6,5 mHz),
seguindo os padrdes estabelecidos no Experimento 01. A hemodinamica uterina foi
avaliada em dois periodos: 30 horas antes da inseminacéo artificial (controle) e quatro horas
apos. A avaliacdo da hemodindmica uterina de uma amostragem dos animais é justificada
pelo tempo de duracdo de cada exame, em media treze minutos (no experimento 1), ndo

sendo viavel a avalia¢do de todos os animais.
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5.3.6 Lavagem uterina

Imediatamente apos a avaliacdo ultrassonografica nos modos espectral e Doppler
colorido das quatro horas ap6s a inseminacdo artificial, as mesmas vacas amostradas
(28,42 %) foram submetidas a avaliagdo uterina pela infusdo de solugdo salina. A lavagem
uterina para a colheita de amostra para a avaliacao citolégica foi realizada com a deposi¢éo
de 20 mL de solucdo de cloreto de sodio a 0,9 % no interior do Utero, com uma seringa
(60 mL) acoplada a uma sonda de Folley, introduzida com o auxilio de um mandril de ago
inoxidavel de 65 cm de comprimento. Apés a introdugdo da sonda, o balonete foi inflado
com cerca de 13 mL de ar, o0 mandril retirado, a solucdo infundida e, logo em seguida, o
liquido foi recuperado do Utero por aspiracdo com pressao negativa dentro da seringa,
mensurado e transferido para tubos conicos de 50 mL (Figura 14). As amostras foram
concentradas e duas fragGes de 100 e 200 pL colocadas em citocentrifuga (Presvac, CT12)
(Figura 15), a 1000 rotacGes por minuto, durante 10 minutos para confeccdo das laminas.

Devido ao grande volume recuperado no Experimento 01, quando foram infundidos

60 mL, optou-se em diminuir o volume de infuséo para 20 mL.
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Figura 14 — Procedimentos realizados durantes a técnica de lavagem uterina para coleta de amostra
citoldgica uterina. A) Abertura da vulva; B) Introducdo da sonda Folley acoplada ao
mandril de inox; C e D) Infusdo da solucéo fisioldgica; E) Retirada da solucéo fisioldgica

por pressdo negativa exercida com a seringa; F) Conteldo obtido transferido para tubos
cbnicos. Cocalinho-MT, 2011

o
1\ }f’ &

|| T

Fonte: (THOME, 2013)
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Figura 15 — Citocentrifuga (Presvac, CT12) utilizada para confeccdo das laminas, em destaque,
Cocalinho-MT - 2011

Fonte: (THOME, 2013)

5.3.7 Coloragdo e leitura das laminas

As laminas foram fixadas em alcool metilico (Synth), coradas por Giemsa
modificado (Giemsa’s Azure Eosin Methylene Blue Soluction® — Merck Millipore Brazil)
por 30 minutos e montadas com resina sintética (Permonunt®) e laminula. Um microscépio
Leica® DM 2000 (Leica, USA) foi utilizado para a avaliacdo citolégica, que consistiu em
uma leitura panoramica de toda a ldmina e a escolha do campo para efetuar a contagem de
300 células nucleadas (endometriais e inflamatorias), em aumento de 200x (Objetiva
planacromatica de 20x com abertura numérica de 0,40), determinando a porcentagem de
celulas polimorfonucleares (PMN) presentes no material.

As laminas foram analisadas em busca do namero de células inflamatérias (PMN) e
endometriais na amostra, limitando-se a contagem de 300 células nucleadas no total, sendo
calculada a porcentagem de células inflamatérias encontradas (relacdo entre PMN e total de
celulas contadas) e classificadas de acordo com Williams et al. (1998) adaptado como
demonstrado no quadro 04 do Experimento 1.
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5.3.8 Diagnostico de gestagdo

O diagndstico de gestacdo foi realizado 30 dias apos a IA, por ultrassonografia

transretal, utilizando o aparelho M5vet Mindray, no modo B.

5.3.9 Anélise estatistica

Para a ultrassonografia Doppler, foram comparados os valores médios do indice de
resisténcia (R1) das artérias uterinas direita e esquerda e média dos escores de vascularizacdo
(EV) dos cornos uterinos direito e esquerdo em relacéo a cada momento da analise (30 horas
antes da IA e 4 horas apos a IA).

Para essas analises, adotou-se um Modelo Linear Misto tradicional que contemplou
o efeito fixo de momento (-30 e 4 horas), qualidade de sémen (B, M ou R), interacdo
momento versus qualidade do sémen, além dos efeitos aleatérios de animal e residuo.

Para avaliacdo das porcentagens de células polimorfonucleares, considerando os
escores de GRAU (0, 1 e 2), foi utilizado um Modelo Linear Generalizado, pressupondo
distribuicdo Binomial da variavel dependente (nimero de células polimorfonucleares/total
de células avaliadas) e funcdo de ligacdo logistica relacionando a variavel dependente a
parte sisteméatica do modelo estatistico.

Para avaliacdo das porcentagens de prenhez, segundo a qualidade de sémen (B, M e
R) foi utilizado um Modelo Linear Generalizado, pressupondo distribuicdo Binomial da
variavel dependente (diagndstico de gestacdo positivo=1 ou negativo=0) e funcdo de ligacdo
logistica relacionando a variavel dependente a parte sistematica do modelo estatistico.

Todas as analises foram realizadas com auxilio do programa Statistical Analysis
System, versdo 9.2 (SAS, 2005), utilizando os procedimentos PROC FREQ, PROC MEANS,
PROC GENMOD e PROC MIXED.
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5.4 RESULTADOS

Os resumos das andlises das variancias para a variavel células polimorfonucleares
considerando os efeitos principais de lote e grau de inflamagdo, para a variavel volume
recolhido, considerando os efeitos principais de grau de inflamacéo, para a varidvel média
de indice de resisténcia em relacdo aos tempos de obtencdo dos dados, 30 horas antes e 4
horas apos a IA, e para a variavel média de escore uterino (EV) em relacdo aos tempos de
obtencdo dos dados, 30 horas antes e 4 horas apds a IA encontram-se no Apéndice B —
Experimento 3.

5.4.1 Fertilidade apds 1A com sémen de diferentes qualidades

A influéncia da qualidade do sémen na fertilidade pode ser verificada no presente
experimento (Grafico 1), onde houve maior (P<0,05) porcentagem de vacas prenhes
inseminadas com sémen B (60,32 + 6,902%), seguida das vacas inseminadas com sémen M
(47,55 £7,091%) e sémen R (27,79 £ 8,277%). No entanto, diferenca estatistica (P<0,01)

pode ser observada somente entre 0s grupos B e R.

Gréfico 1 — Porcentagem de prenhez de vacas inseminadas com diferentes qualidades de sémen

Sémen B Sémen M Sémen R

Legenda: B=Bom (n=60, 44,5% espermatozoides PIAIC); M=Médio (n=68, 23,0% espermatozoides PIAIC);
R= Regular (n=55, 8,5% espermatozoides PIAIC), Cocalinho-MT, 2011.
“Pletras diferentes sobre as barras indicam diferenca estatistica (P<0,05).
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5.4.2 Resposta inflamatoria uterina apos IA com sémen de diferentes qualidades

Dos 52 animais amostrados, trés ndo apresentaram celularidade no conteudo
recuperado e foram desconsiderados das analises. Conforme a classificagdo proposta por
Williams et al. (1988), dos 49 animais que apresentaram celularidade quando avaliados por
lavagem uterina, 34,7 % (17 animais) apresentaram porcentagem de células inflamatorias
polimorfonucleares inferior a 5% na amostra obtida, considerado normal; 59,2 % (29
animais) porcentagem entre 5 a 25 %, considerado discreto; 4,1 % (2 animais) porcentagem
entre 25 a 75 %, considerado grau moderado, e 2 % (1 animal) porcentagem acima de 75 %,
considerado processo inflamatério acentuado.

Em resposta ao sémen utilizado, pode-se observar que 35,3% dos animais
inseminados com o sémen B e que apresentaram contagem (17/18 animais) foram
considerados normais, 58,8 % tiveram endometrite leve e 5,9 % endometrite moderada. Dos
animais inseminados com o sémen M (17 animais), 23,5 % apresentaram se normais, 70,6 %
endometrite discreto e 5,9 % endometrite moderada. Dos animais inseminados com sémen R
e que apresentaram celularidade (15/17 animais), 46,7 % apresentaram se normais, 46,7 %
endometrite discreto e 6,7 % endometrite acentuada, conforme demonstrado no quadro 6.

Quadro 6 — Distribui¢do do Grau de resposta inflamatoria conforme adaptado ao proposto por Williams et al.
(1988) de acordo com a qualidade do sémen (B, M, R) utilizado na Inseminacdo Artificial em

Tempo Fixo
SEMEN
Grau de Inflamacéo Bom Médio Regular
% (n) % (n) % (n)

0 — Normal 35,3 % (6/17) 23,5 % (4/17) | 46,7 % (7/15)
1 — Discreto 58,8 % (10/17) | 70,6 % (12/17) | 46,7 % (7/15)
2 — Moderado 5,9 % (1/17) 5,9 % (1/17) -X-
3 —Acentuado -X- -X- 6,7 % (1/15)

Notas: B=Bom (44,5% espermatozoides PIAIC); M=Médio (23,0% espermatozoides PIAIC); R= Regular (8,5%
espermatozoides PIAIC).
Para a anélise estatistica, o animal que apresentou grau 3 de inflamag&o, considerado
acentuado, foi excluido por ndo haver repeticdes (n=1). N&o houve efeito (P>0,05) de lote
em relagdo a porcentagem de células inflamatorias recuperadas nas amostras, desta forma os

lotes foram desconsiderados nas analises.
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5.4.3 Resposta vascular uterina apos I1A com sémen de diferentes qualidades

Em relacdo ao sémen utilizado na inseminacdo artificial e a interferéncia da
qualidade deste no fluxo sanguineo uterino, esperava-se que, quanto menor a qualidade do
sémen (R, M e B, respectivamente) utilizado para inseminar as vacas, maior seria o fluxo
sanguineo uterino decorrente da resposta inflamatdria induzida, havendo diferenca
significativa entre os tempos -34hs e 4hs, porém ndo houve diferenca entre a qualidade do
sémen e nem interacdo entre a qualidade e o tempo. Pode se confirmar na tabela 7 que nao
houve diferenca significativa entre as partidas de sémen utilizadas e o fluxo sanguineo

mensurado na artéria uterina.

Tabela 7 - Média (EPM) do indice de resisténcia (RI) das artérias uterinas em relacdo ao sémen (B, M e R)
utilizado na 1A

Sémen RI
B 0,6943 + 0,01518"
M 0,6687 + 0,01562"
R 0,7110 + 0,01562*

Notas: “Pletras maitsculas diferentes sobre as médias na mesma coluna
indicam diferenca estatistica (P<0,05) pelo Teste t de Student.
B=Bom (n=60, 44,5% espermatozoides PIAIC); M=Médio (n=68,
23,0% espermatozoides PIAIC); R= Regular (n=55, 8,5%
espermatozoides PIAIC).

De acordo com o sémen utilizado na inseminacéo artificial e possivel interferéncia
da qualidade deste na vascularizagdo do corno uterino, esperava-se que, quanto menor a
qualidade do sémen utilizado, maior seria a vascularizagdo sanguinea uterina decorrente da
resposta inflamatéria induzida. Porém, pode se notar que houve diferenca estatistica entre os
tempos -34 e 4hs, e interacdo entre os tempos e as diferentes qualidades de sémen. Néo
houve diferenca apenas em relacdo a qualidade do sémen isolada.

A tabela 8 evidencia que houve diferenca significativa entre o periodo de -30 e 4
horas somente para as partidas de sémen B e M, e com relacdo ao momento -30 horas
exclusivamente, houve diferenga significativa entre o sémen M e R, ndo havendo diferenca
entre 0 sémen B neste momento e nem entre as partidas B, M e R no momento de quatro

horas apos a IA.
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Tabela 12 - Média (:EPM) do escore de vascularizagdo (EV) uterina (0 a 4) nas artérias uterinas em relagdo ao
sémen (B, M e R) utilizado na inseminagdo artificial (IA) e o tempo da analise (-30 e 4 horas em

relacdo a 1A)
Tempo em EV (0a4)
relacdo a 1A B M R

-30 horas 1,94 + 0,1075" AF 1,75 +0,1107"F 2,15 +0,1107%%
4 horas 256 +0,1278% A 246 +0,1315%A 224 +0,1315%A

Notas: *°letras mintsculas diferentes sobre as médias na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05)
AB letras maitsculas diferentes sobre as médias na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05)
B=Bom (n=60, 44,5% espermatozoides PIAIC); M=Médio (n=68, 23,0% espermatozoides PIAIC); R=
Regular (n=55, 8,5% espermatozoides PIAIC).

5.4.4 Correlacéo entre Reposta inflamatdria uterina e vascularizagéo uterina

Na tabela 9 descreve-se a correlacdo obtida entre porcentagem de ceélulas
inflamatorias (%PMN) versus indice de resisténcia vascular (RI), porcentagem de células
inflamatorias (%PMN) versus escore vascular (EV), porcentagem de células inflamatorias
(%PMN) versus grau de inflamacdo (Grau de endometrite), grau de inflamacdo (Grau de
endometrite) versus indice de resisténcia vascular (RI), grau de inflamacdo (Grau de
endometrite) versus escore vascular (EV) e indice de resisténcia vascular (R1) versus escore

vascular (EV).

Tabela 9 — Valores obtidos das correlagdes entre a porcentagem de células inflamatéria (%PMN), indice de
resisténcia vascular (RI), escore vascular (EV) e grau de inflamacdo (Grau de endometrite) dos
animais avaliados neste experimento

Caracteristicas R P
%PMN X RI -0,088 0,5384
%PMN X EV -0,093 0,5116
%PMN X Grau de endometrite 0,797 <0,0001
Grau de endometrite X RI -0,079 0,5930
Grau de endometrite X EV -0,143 0,3294
RI X EV -0,184 0,1938

Pode se observar que houve correlacdo positiva (r = 0,797) significativa (P<0,0001)
somente entre a porcentagem de células inflamatorias (%PMN) e o grau de inflamacéo

(Grau de endometrite) observado no utero dos animais analisados.
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5.5 DISCUSSAO

Grandes perdas econdmicas tém ocorrido em decorréncia de afeccdes uterinas em
vacas leiteiras, tendo a endometrite considerada participacdo devido a sua alta incidéncia
(BARTLETT et al., 1986; GUARD, 1994), que varia de 7,8 a 61,6% segundo Curtis et al.
(1985) e Gilbert et al. (1998), e de 12% a 94% de acordo com Raab (2004); Gilbert et al.
(2005); Hammon et al. (2006) e Barlund et al. (2008). Quanto ao gado de corte, poucos
estudos tém sido realizados visando investigar a interferéncia da endometrite nas perdas
econdmicas devido a dificuldade de aplicacdo de técnicas para sua avaliacdo
(KASIMANICKAM et al.,, 2005a; SANTOS et al., 2009). Este fato justifica o
desenvolvimento e a realizacdo deste experimento, onde se buscou avaliar a correlacdo entre
0 processo inflamatério uterino ap6s a inseminacgdo artificial com o uso de sémen de
diferentes qualidades e o indice de prenhez obtido.

Em diversas espécies, estudos relatam que a monta natural ou a IA sdo seguidas por
migracdo de leucdcitos para o limen e tecido uterino (GUVENC et al., 2005; RIBEIRO et
al., 2006), e que no caso das éguas 0 sémen induz resposta neutrofilica no Gtero apos a IA
(TROEDSSON, 1999), tendo o pico desta resposta entre 6 e 12 horas, e diminuindo ap6s 24
horas (KATILA, 1995). Do ponto de vista imunoldgico, este sémen depositado no trato
reprodutivo das fémeas é estranho ao organismo, causando assim reacdo inflamatdria, que €
considerada fisiologica e transitoria, porém extremamente importante para remocdo do
excesso de espermatozoides mortos e outros contaminantes uterinos (TROEDSSON, 1999;
ROBERTSON, 2005). Esta resposta caracteriza se inicialmente pelo evidente aumento do
fluxo sanguineo local e a rapida infusdo de leucdcitos, sobretudo os polimorfonucleares
(WERNER, 2010).

O atraso em debelar o processo inflamatério pode ocorrer em razdo de intensa
resposta inflamatoria, o que caracterizaria, de acordo com Kasimanickam et al. (2005b);
Gilbert et al. (2005) e Kaufmann et al. (2009), endometrite subclinica. A avaliacdo da
resposta inflamatoria subclinica por meio do exame citoldgico endometrial, um excelente
meio de diagnostico, (KASIMANICKAM et al., 2004; GILBERT et al., 2005;
KASIMANICKAM et al. 2005a; BARLUND et al., 2008; KAUFMANN et al., 2009)
poderia auxiliar na diminuicao das perdas econémicas.

Diante disto, buscou-se o estudo da resposta inflamatdria uterina em vacas de corte

apos a inseminagdo artificial com sémen de diferentes qualidades (B=Bom, 44,5 %
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espermatozoides PIAIC; M=Médio, 23,0 % espermatozoides PIAIC; R= Regular, 8,5 %
espermatozoides PIAIC), utilizando a técnica de lavagem uterina para a coleta de amostra
endometrial, visando avaliar a interferéncia do tipo de sémen na resposta inflamatdria
uterina, na hemodinamica uterina e na taxa de prenhez dos animais.

Poucos estudos investigam o impacto da inflamagdo por meio da citologia
imediatamente antes da inseminacdo (WILLIAMS et al., 1988) ou apds a IA (KAUFMANN
et al., 2009). Esta Ultima se torna interessante uma vez que Troedsson et al. (1995) afirmam
que a deposicdo do sémen em éguas induziu resposta inflamatoria, e que os primeiros
neutréfilos foram encontrados no utero 30 minutos apos a 1A, sendo mais numerosos entre 4
e 24 horas (KATILA, 1995). Resposta inflamatéria acentuada foi descrita Kotilainen et al.
(1994) pela deposicdo intrauterina de sémen congelado. Porém, Wendt et al. (2006) afirmam
que as células espermaticas ndo desencadeiam resposta imunoldgica detectavel em vacas,
independentemente da preparacdo do sémen.

Em acordo com Kotilainen et al. (1994) e Katila (1995). Troedsson et al. (1995) e
Kaufmann et al. (2009) e seguindo a classificacdo proposta por Williams et al. (1988), foram
encontradas endometrite de acentuada (acima de 75 % de células polimorfonucleares) em
2 % dos animais, endometrite de grau moderado (25 a 75 % de células polimorfonucleares)
em 4,1 % dos animais e endometrite discreta (5 a 25 % de células polimorfonucleares) em
59,2 %, totalizando uma incidéncia de 65,3 % de casos de endometrite em vacas de corte
diagnosticada através da lavagem uterina com solucédo salina apds a inseminacdo artificial,
incidéncia esta semelhante as citadas por Raab (2004), Gilbert et al. (2005); Hammon et al.
(2006) e Barlund et al. (2008). Contradizendo o proposto por Wendt et al. (2006).

Pbde se observar que 0s animais que apresentaram graus variados de processo
inflamatdrio (29 animais com Grau 1, dois animais com grau 2 e um animal com grau 3),
apresentaram indice de prenhez inferior (34,4 % - 11/32 animais) aqueles que néo
apresentaram resposta inflamatéria (52,9 % - 9/17 animais), indicando que 0 processo
interfere negativamente na fertilizacdo, exige novos servicos e aumenta o custo de producéo,
conforme também descrito por Borsberry e Dobson (1989); Kinsel (1996); Heuwieser et al.
(2000) e Gilbert et al. (2005). Kasimanickam et al. (2004) também observaram que a
endometrite subclinica causou reducdo da taxa de primeiro servigco significativamente
diferente entre vacas com endometrite subclinica (18 %) e normais (32 %). Estes autores
afirmam ainda que a taxa de concepg¢do tambem foi significativamente diferente entre vacas
com endometrite subclinica (35 %) e normais (61 %), e a taxa de prenhez em vacas leiteiras

com endometrite foi de (41 a 51 %) em comparagao as normais (68 %) no primeiro servigo.
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Williams et al. (1988) afirmam ainda que endometrite subclinica antes da IA também
apresenta correlacdo negativa com a concepgédo, e segundo Kaufmann et al. (2009), no
periodo pos inseminacdo a endometrite pode ainda prejudicar o ambiente uterino e dificultar
a implantacdo e o desenvolvimento do embrido, o que também foi constatado neste
experimento.

Além disso, Januskauskas et al. (2001) afirmam que a qualidade do sémen e sua
relacdo com a fertilidade € um dos pontos mais importantes do sistema de producéo, e que
ndo ha um dnico teste isolado capaz de predizer a fertilidade de uma amostra de sémen com
alta sensibilidade, o que também é confirmado por Verstegen et al. (2002); Arruda et al.
(2004, 2005, 20064a, b, 2007); Freitas-Dell"’Aqua et al. (2009) e Arruda et al. (2011). Para
que o espermatozoide seja considerado qualitativamente viavel e potencialmente fértil é
necessario que possua morfologia e atividade metabdlica normal (ARRUDA et al., 2011),
dependendo da integridade e funcdo de todas as estruturas que compdem a célula
espermatica, como membrana plasmatica, flagelo, mitocdndrias, acrossomo e cromatina
(YANAGIMACHI, 1994; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997; ARRUDA et al., 2004,
CELEGHINI, 2005; GILLAN, et al., 2005; ARRUDA et al., 2006b; CELEGHINI et al.,
2010b, ARRUDA et al., 2011).

Essas estruturas esperméticas vinham sendo avaliadas separadamente por meio de
técnicas fluorescentes que nem sempre correspondiam a capacidade fecundante do sémen
(CENTOLA et al., 1990; GRAHAM et al., 1990; SUKARDI et al., 1997; THOMAS et al.,
1997; NAGY et al., 2003; CELEGHINI, 2005; ANDRADE et al., 2007; CELEGHINI et al.,
2007a; CELEGHINI et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2008; CELEGHINI et al., 2010b).
Celeghini et al. (2007a) descreveram o uso da associacao das sondas de iodeto de propidio
(P1), aglutinina de Pisum sativum conjugada com isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA)
e JC-1, para avaliar concomitantemente a funcdo de membranas plasmatica e acrossomal e
funcdo mitocondrial, destacando a classificacdo desta Ultima em alto e baixo potencial pelo
marcador JC-1.

Baseado nisso, utilizou-se o protocolo descrito por Celeghini et al. (2007a) para
classificar a células espermaticas em membrana plasmatica intacta, acrossoma intacto e alto
potencial mitocondrial (PIAIC) em diferentes amostras de sémen comercial, a fim de
selecionar e classificar em Sémen R, de qualidade regular, os que apresentavam cerca de 5 a
10 % de células espermaticas PIAIC, Sémen M, de qualidade média, 0s que apresentavam
20 a 30 % de espermatozdides PIAIC e Sémen B, de qualidade boa, os que continham cerca

de 40 a 50 % de espermatozoéides PIAIC. Esta classificacdo foi realizada com o intuito de
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avaliar a interferéncia do sémen na resposta inflamatdria e na fertilidade dos animais.

Com relagcdo a influéncia da qualidade do sémen na fertilidade, conforme
mencionada por Januskauskas et al. (2001); Verstegen et al. (2002); Arruda et al. (2004,
2005, 2006a,b, 2007); Celeghini (2005); Andrade et al. (2007); Freitas-Dell’Aqua et al.
(2009) e Arruda et al. (2011) pode-se verificar que houve porcentagem maior de vacas
prenhes inseminadas com sémen B (60,32 %), seguida de porcentagem um pouco inferior de
vacas inseminadas com o sémen M (47,55 %), e queda maior na porcentagem de vacas
inseminadas com o sémen R (27,79 %), ocorrendo diferenca significativa estatisticamente
somente entre os sémens B e R.

Concordando com Arruda et al. (2011) no que se refere a qualidade espermaética
estar relacionada a integridade e ao funcionamento de suas estruturas, e com Celeghini
(2005) na afirmacdo de que células espermaticas com a membrana plasmatica intacta, com
acrossomo intacto e com alto potencial de membrana mitocondrial (PIAIC) refletem de
forma mais direta a viabilidade dos espermatozoides. Tartaglione e Ritta (2004) também
verificaram que a integridade das membranas plasmatica e acrossomal estdo correlacionadas
com a taxa de fertilizacdo (78 %) in vitro e 82,4 % quando incluidos resultados de Trypan
blue/Giemsa. J& Brito et al. (2003) ndo encontraram esta mesma correlacdo de forma
significativa. Alm et al. (2001) observaram baixa correlagdo (P =0,016) entre fertilidade e
viabilidade espermatica, detectada pelo PI.

As correlacbes entre fertilidade a campo e espermatozéides com membrana
plasmatica lesada, detectada por PI, foram negativas entre partidas (r =-0,39) e touros (r=-
0,57) de acordo com Januskauskas et al. (2001), que acrescentam correlacdes positivas entre
fertilidade e espermatozoides com membrana plasmatica intacta, avaliadas por H258,
observadas entre partidas (r=0,50) e touros (r=0,58). Resultados similares foram
observados por Januskauskas et al. (2003), que encontraram correlacdo significativa
(P<0,05) entre fertilidade a campo apds IA com sémen criopreservado bovino, e
espermatozéides com membrana plasmatica lesada, positivas ao PI, sobre partidas de sémen
(r=-0,40) e sobre touros (r=-0,56). Anzar et al. (2002) também observaram correlacédo
negativa entre fertilidade a campo e espermatozdides corados com Pl (r=>-0,87) em sémen
fresco bovino. No entanto, no presente trabalho nao foi possivel avaliar a correlacdo entre a
qualidade da membrana plasmatica, acrossoma e potencial mitocondrial com a taxa de
prenhez.

Tartaglione e Ritta (2004) sugerem que quanto maior o numero de analises

realizadas, maior a possibilidade em predizer a fertilidade, sendo assim a técnica validada
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por Celeghini et al. (2007a) apresenta resultados bastante satisfatorios sobre o status das
membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial dos espermatozoides bovinos, utilizando
metodologia pratica para aplicacdo comercial, e de funcionalidade comprovada neste
experimento.

5.6 CONCLUSOES

A partir dos resultados deste experimento, pode-se concluir que:

1. A utilizacdo de sémen com menor percentual de espermatozoides com
integridade das membranas plasmaética e acrossomal e funcdo mitocondrial

(PIAIC) causa reducdo na taxa de fertilidade em bovinos.

2. A deposigdo de sémen com menores percentuais de espermatozoides PIAIC
no trato reprodutivo de fémeas bovinas ndo altera a resposta inflamatoria
uterina apds 1A, detectaveis por citologia endometrial, ou alteracBes da

hemodinamica uterina avaliada por ultrassonografia.

3. Ahemodindmica uterina em vacas € influenciada pelo momento de avaliagéo.
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ANEXO A — SETUP-HAMILTON THORNE BIOSCIENCES PARA ANAALISE DE
SEMEN BOVINO

Caracteristica Ajuste
Numero de imagens adquiridas (Image capture: frames) 30
Taxa de aquisicao das imagens (Image caprure: frames per sec) 60 Hz
Contraste minimo da célula (Cell detection: minimum contrast) 80 pixels
Tamanho minimo da célula (Cell detection: minimum size) 5 pixels
Tamanho para células imoveis (Defauts: cell size) 5 pixels
Intensidade para células imoveis (Defauts: cell intensity) 80 pixels
Referéncia de VAP para células progressivas (Progressive cells: VAP) 40,0 um/s
Referéncia de STR para células progressivas (Progressive cell: STR) 60%
Referéncia de VAP para células lentas (Slow cells: VAP Cut-off) 30,0 um/s
Referéncia de VSL para células lentas (Slow cells: VSL Cut-off) 15,0 pum/s
Limite superior de tamanho da célula (Qc plots: Static size gates-Max) 3,92
Limite inferior do tamanho da célula (Qc plots: Static size gates-Min) 0,1
Limite superior de intensidade da célula (Qc plots: Static intensity gates-Max 1,7
Limite inferior da intensidade da célula (Qc plots: Static intensity gates-Min) 0,3
Limite superior de alongamento da célula (Qc plots: Cell elongation-Max) 97%
Limite inferior de alongamento da célula (Qc plots: Cell elongation-Min) 8%
Aumento (optics: Magnification) 1,89
Temperatura (Stage: Set stage temperature) 37°C 37°C
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APENDICE A - EXPERIMENTO 1

Resumo da anélise da variancia para os grupos EU e LU, em relagdo aos momentos de coleta

GL do GL do
Fontes de variacdo Numerador  Denominador ValordeF Pr>F
Tempo 1 15 156,92 < 0,0001**
Grupo 1 15 14,84 0,0016**
Tempo X Grupo 1 15 0,53 0,4776 ™

Notas: **P<0,01(significativo a 1% de probabilidade); ™= P>0,05(n40-significativo).

Resumo da anéalise da variancia para a média de indice de resisténcia (RI) das artérias uterinas
nos grupos de tratamento (LU e SE)

GL do GL do
Fontes de variagéo Numerador  Denominador ValordeF Pr>F
Tempo 3 51 5,43 0,0026**
Grupo 1 17 0,17 0,6894 "
Interacdo Tempo x Grupo 3 51 0,84  0,4771™

Notas: **P<0,01(significativo a 1% de probabilidade); " = P>0,05 (ndo-significativo).

Resumo da analise da variancia para a média dos escores de vascularizagdo (0 a 4) uterina
para 0s grupos de tratamento (EU e LU)

GL do GL do
Fontes de variacéo Numerador  Denominador ValordeF Pr>F
Tempo 3 51 5,89 0,0016**
Grupo 1 17 1,95 0,1804"
Interacdo Tempo x Grupo 3 51 0,04 0,9873™

Notas: **P<0,01(significativo a 1% de probabilidade); ™= P>0,05 (ndo-significativo)
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APENDICE B — EXPERIMENTO 3

Resumo da analise da variancia para o efeito de lote e grau de inflamacéo endometrial, em
relacdo a porcentagem de células inflamatdrias

GL do GL do
Fontes de variacéo Numerador  Denominador ValordeF Pr>F
Lote 1 43 1,45 0,2358 "™
Grau de inflamacéo 2 43 290,07 <0,0001**

Notas: **P<0,01 (significativo a 1% de probabilidade); "P>0,05 (ndo-significativo).

Resumo da analise da variancia para o lote e grau de inflamacdo endometrial, em relacdo ao
volume recuperado na coleta

GL do GL do
Fontes de variagéo Numerador  Denominador ValordeF Pr>F
Lote 1 43 0,01 0,9417"™
Grau de inflamacéo 2 43 0,69 0,5062 "

Notas: **P<0,01 (significativo a 1% de probabilidade); "“P>0,05 (ndo-significativo).

Resumo da analise da variancia para a variavel média de indice de resisténcia (RI) em relacéo
aos tempos de obtencdo dos dados, 34 horas antes da inseminacdo e 4 horas apés a

1A
GL do GL do
Fontes de variacéo Numerador  Denominador ValordeF Pr>F
Tempo 1 49 63,70  <0,0001 "
Sémen 2 49 1,87 0,1656 "
Tempo x Sémen 2 49 0,12 0,8913™

Notas: **P<0,05 (significativo a 5% de probabilidade); "“P>0,05 (ndo-significativo).

Resumo da andlise da variancia para a varidvel média de escore de vascularizacdo (EV)
uterina em relacdo aos tempos de obtencdo dos dados, 30 horas antes da
inseminacao e 4 horas apés a IA

GL do GL do
Fontes de variacéo Numerador  Denominador ValordeF Pr>F
Tempo 1 49 26,86  <0,0001
Sémen 2 49 0,66 0,5223 ™
Tempo x Sémen 1 49 4,45 0,0167

Notas: **P<0,05 (significativo a 5% de probabilidade); "P>0,05 (ndo-significativo).
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