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RESUMO

LAZAROTTO, C. C. Caracterizagéo da resposta inflamatoria endometrial

de jumentas inseminadas com sémen congelado asinino . 2022. 52 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciencias) — Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2022.

As biotecnologias reprodutivas estdo cada vez mais difundidas nas diferentes
espécies animais, o que contribui para um incremento no nuamero de
descendentes nascidos de diferentes reprodutores e matrizes. O sémen
congelado se destaca dentre as biotecnologias, permitindo o uso de animais de
diferentes regifes e a manutencdo da genética de um animal mesmo apos a
morte. Entretanto, esta biotecnologia tem limitado sucesso quando aplicada em
asininos. Acredita-se que ocorra uma reacgdo inflamatdria uterina exacerbada
quando o endométrio das jumentas é exposto ao sémen congelado. Este
trabalho teve por objetivo caracterizar a inflamagcdo uterina de jumentas,
comparando com éguas submetidas ao mesmo tratamento. Foram utilizadas 08
fémeas asininas e 08 fémeas equinas, todas foram inseminadas com sémen
congelado de asinino e avaliadas, durante o cio (pré inseminacéo), apos 6 horas
(n=4 fémeas asininas e 4 fémeas equinas) e 24 horas (n=4 fémeas asininas e 4
fémeas equinas) da Inseminacéao Atrtificial (IA) com sémen congelado de asinino.
Para caracterizar a inflamag¢ao endometrial foi realizada citologia, coletada com
escova citoldgica para preparacdo de lamina microscépica, e 0 microlavado
uterino, para avaliar o perfil oxidativo, e a presenca de 0xido nitrico nos diferentes
momentos. Para andlise do perfil oxidativo foram analisadas as concentracdes
da enzima Glutationa Peroxidase (GPx), atividade da enzima Superéxido
Dismutase (SOD) e niveis de peroxidacéo lipidica pelo teste das Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitrico (TBARS), além da concentracdo de Oxido
nitrico. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica pelo teste
Shapiro-Wilk ndo tendo distribuicAo normal. Portanto, a diferengca entre os
momentos em cada espécie foi avaliada com o teste de Wilcoxom e a diferenca
entre espécies em cada momento com o teste U de Mann-Withney. Os testes
foram considerados significativos quando p<0,05, as analises foram realizadas
no ambiente R. Quanto a andlise da citologia uterina ndo houve diferenca entre
as espécies analisadas. Ja em relacdo ao perfil oxidativo verificou-se diferenca



guanto a presenca aumentada da enzima GPx no cio das éguas em relacéo as
jumentas (p=0,0031). E a atividade da enzima SOD aumentada no endométrio
das jumentas (p=0,0499) também no momento do cio. Para a concentragédo de
TBARS e Oxido nitrico ndo houve diferenca entre as espécies nos momentos
analisados. A modulacdo da resposta inflamatoria entre as duas espécies foi
diferente somente no momento pré IA. Tal resultado evidencia a necessidade de
realizar mais trabalhos para elucidar o tema e, contribui para discussées que
citam outras causas além da inflamacdo endometrial para a diferenca de

resultados obtidos entre as duas espécies.

Palavras-chave: Equideos, Criopreservacao, Citologia, Perfil Oxidativo.



ABSTRACT

LAZAROTTO, C. C. Characterization of the endometrial inflammatory
response of jennies inseminated with frozen donckey semen. 2022. 52 f.
Dissertagcdo (Mestrado em Ciencias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2022.

Reproductive biotechnologies are increasingly widespread in animal species,
which contributes to an increase in the number of offspring born from different
sires. The frozen semen stands out among the biotechnologies, allowing the use
animals from different regions and maintenance of an animal's genetics even of
death. However, this biotechnology has limited success when applied to donkeys.
It is believed that an exacerbated uterine inflammatory reaction occurs when the
endometrium of donkeys exposed to frozen semen. This study aimed to
characterize the uterine inflammation in jennies, comparing to mares submitted
to the same treatment. Eight jennies and eight mares inseminated with frozen
donckey semen, were evaluated during estrus (pre insemination), after 6 hours
(n=4 jennies and 4 mares) and 24 hours (n=4 jennies and 4 mares) after Artificial
Insemination (Al) with frozen donkey semen. To characterize the endometrial
inflammation, cytology was performed, collected with cytological brush for
preparation of microscopic slide, and the uterine micro lavage, evaluate the
oxidative profile, and the presence of nitric oxide at the different moments. To
analyze the oxidative profile, the concentration of the Glutathione Peroxidase
enzyme (GPXx), the activity of the Superoxide Dismutase enzyme (SOD) and the
levels of lipid peroxidation by the Thiobarbituric Acid Reactive Substances
(TBARS) test, and the concentration of nitric oxide were analyzed. The results
obtained were submitted to statistical analysis by the Shapiro-Wilk test, and did
not have normal distribution. Therefore, the difference between the moments in
each species was evaluated with the Wilcoxom test and the difference between
species in each moment with the Mann-Withney U test. The tests were
considered significant when p<0.05, the analyses were performed in the R
environment. As for the uterine cytology analysis, there was no difference
between the analyzed species. Regarding the oxidative profile, there was a
difference in the increased presence of the enzyme GPx in estrus of mares

compared to jennies (p=0.0031). Moreover, the SOD activity enzyme increased



in the endometrium of jennies (p=0.0499) also during estrus. For TBARS and
nitric oxide concentration there was no difference between the species at the
analyzed moments. The modulation of the inflammatory response between the
two species was different only at the pre-Al moment. This result highlights the
need for further studies to elucidate the subject and contributes to discussions
that cite other causes besides endometrial inflammation for the difference in

results obtained between the two species.

Key words: Equid, Cryopreservation, Cytology, Oxidative Profile.



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 - Desenho esquematico do delineamento experimental realizado
para caracterizacdo dos momentos de coletas de amostras uterinas
de jumentas e éguas, no cio, 06 horas e 24 horas apds IA com
sémen congelado de asiNiNOS ........ccovvieeiiviieiiiiie e 34



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 0 1- Atividade da enzima SOD na espécie equina e asinina no
momento da IA — 0 (p=0,0499), 6 horas (p=0,6857) e 24 horas
(p=0,6631) pos IA com sémen congelado asinino. Diferencas
estatisticas que apareceram entre 0s grupos estao marcadas
(o0 4= 151 (= 15 oo L

Grafico 02 - Concentracdo da enzima GPx na espécie equina e asinina no
momento da IA — 0 (p=0,0031), 6 horas (p=0,6631) e 24 horas
(p=0,3429) pbs IA com sémen congelado asinino. Diferencas
estatisticas que apareceram entre 0s grupos estdo marcadas
(070 ] 1 A= 5] (=1 1 15T o] o 1SR



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 - Quantidade de PMN recuperados por citologia uterina no cio,
6 e 24 horas apos a IA com sémen congelado de jumento...........

Tabela 02 - Resultados obtidos para a atividade de SOD apdés analise do
lavado endometrial de éguas (equino) e jumentas (asinino) no
momento da IA — 0, 06 horas apos e 24 horas apos a IA com
sémen congelado asiniNo............ccovuiiiiiiiiiii e

Tabela 03 - Resultados obtidos para a concentracéo da enzima GPx apdés
andalise do lavado endometrial de éguas (equino) e jumentas
(asinino) no momento da IA — 0, 06 horas apdés e 24 horas apos
a IA com sémen congelado asiniNo............cccceeeeeeeeeeveeeiiiiiiiie e,

Tabela 04 - Resultados obtidos para a concentracdo de TBARS apds
analise do lavado endometrial de éguas (equino) e jumentas
(asinino) no momento da IA — 0, 06 horas apdés e 24 horas apos
a IA com sémen congelado asiniNo............ccceeeeeeeeieeveeiiiiiiiee e,

Tabela 05 - Resultados obtidos para a presenca de oxido nitrico apés
analise do lavado endometrial de éguas (equino) e jumentas
(asinino) no momento da IA — 0, 06 horas apés e 24 horas ap0s
a IA com sémen congelado asiniNo..............ceeeiereeiiieeiiiiiiieee e



LISTA DE QUADROS

Quadro 01 - Reagentes utilizados para preparar a solucdo base para a
reacao de Griess, utilizada para verificacao de nitratos e nitritos
presentes na amostra de liquido proveniente de lavado
ENAOMETNAL ... 37



LISTA DE ABREVIATURAS

hCG — Gonadotrofina Coriénica humana

IA — Inseminacéo Artificial

PMN — Polimorfosnucleares

Cox 2 — Cicloxigenase 2

AINE — Antiinflamatoério ndo esteroidal

EROs — Espécies reativas ao oxigénio

ERN — Espécies reativas ao nitrogénio

mL — mililitros

°C — graus Celsius

GPx — Glutationa Peroxidase

SOD - Superoxido Dismutase

TBARS — Substéncias reativas ao acido tiobarbiturico
LA — Laborat6rio de Andrologia

EPPC — Endometrite persistente pos cobertura
SNP — Nitropussiato de sodio

GnRH — Hormonio liberador de gonadotrofinas



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL ...ooviuitieeeeeeeeee ettt 19
2 REVISAO DE LITERATURA ..o ettt e et e e e e, 22
2.1 USO DE SEMEN CONGELADO EM ASININOS.....ooooeeeeeeeeeeeeeeeeieaee e, 22
2.2 INFLAMACAO UTERINA POS COBERTURA .....ccviiieeceeeece e, 23
B HIPOTESE ..o e ettt 29
V0] 2 | = 1 AV TSRS 30
5 MATERIAIS E METODOS ..o ettt ettt 31
DL ANIMALS ..o, 31
5.2 CONGELACAQO DE SEMEN .....ooviiiiiiiiecee et 31
5.3 INSEMINACAO ARTIFICIAL E COLETA DAS AMOSTRAS UTERINAS... 33
5.4 ANALISES LABORATORIAIS ..ottt eeiea e e, 35
5.5 ANALISES ESTATISTICAS ..oooe oottt e e e e e e eeinaa e e e, 38
B RESULTADOS ... e e ettt e, 39
6.1 CITOLOGIA ENDOMETRIAL ..ottt e, 39
6.2 PERFIL OXIDATIVO ooooeeeeeeee et e e e ettt e e e et e e e e e e e e e e e, 40
6.3 OXIDO NITRICO ..o ettt e et e e e e e e e e e e e e, 42
T DISCUSSAOD ..o, 44
B CONCLUSOES ... oo ettt e e e et e e, 48

REFERENCIAS ... .o e et e et eeia e 49



19

1 INTRODUCAO GERAL

Os equideos sao mamiferos pertencentes a familia Equidae e ao género
Equus, sendo as espécies domésticas representadas pelos equinos (Equus
caballus, 2n:64), asininos (Equus asinus, 2n:62) e pelos hibridos muar e bardoto,
resultado do acasalamento das duas espécies anteriores (NEVES; MIRANDA;
TORTORELLA, 2010) (RIBEIRO, et al., 2017).

O Brasil possuia cerca de 5.962.126 cabecas de equinos e em torno de
1.252.029 cabecas de asininos e muares em 2014 (FAO, 2014). Apesar da
criacdo de jumentos e sua participacdo na producdo de muares crescer
anualmente, algumas racas de asininos estdo ameacadas de extingdo, como o
jumento Cataldo na Espanha e o Martina Franca na Italia (FAO, 2014)(ALMEIDA
JUNIOR, 2013). No setor, além da receita de mais de 16 bilhdes de reais,
emprega-se em torno de 3 milhdes de pessoas de maneira direta ou indireta no
Brasil (FAO, 2014).

Aléem de serem utilizados de maneira tradicional como animais de
transporte e tracdo, a manutencdo de criatérios para producdo de leite de
jumentas também tem destaque principalmente na Europa e na Asia, onde é
usado para producdo de queijo que possui um alto valor comercial, e &
consumido por pessoas que possuem intolerancia alimentar multipla (RANGEL,
et al., 2015). Ademais, é sabido também do interesse pela carne e,
principalmente, pele desses animais pelas indastrias alimenticias e
farmacéuticas chinesas (EL PAIS, 2019).

No Brasil temos um rebanho comercial focado principalmente no
jumento Péga, raca desenvolvida no estado de Minas Gerais pelo padre Manoel
Maria Torquato de Almeida de 1810 até 1847, por meio do cruzamento de
animais italianos e egipcios, selecao continuada pelo Coronel Eduardo José de
Rezende no municipio de Lagoa Dourada - MG, buscando associar rusticidade,
andar marchador, tamanho médio, beleza e delicadeza dos animais (ALMEIDA
JUNIOR, 2013).

Além do crescimento no niumero de jumentos, 0 mercado desta espécie
também é bastante aquecido pelo aumento na procura de hibridos, em especial
mulas e burros para trabalho de campo, diferentes modalidades esportivas e de

lazer, devido a sua ja comprovada resisténcia e conforto quando cruzada com
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racas de equinos marchadores, para uso em longos passeios e cavalgadas
(REVISTA HORSE, 2021).

Levando em consideracgéo as caracteristicas do mercado para a espécie
asinina a busca por animais se tornou cada vez maior, e consequentemente, o
uso de biotecnologias reprodutivas, que possam aumentar o nimero de animais
nascidos e o melhoramento/variabilidade genética dentro das racgas, sendo o
sémen congelado uma excelente alternativa para sanar essa demanda
(VIDAMENT, et al., 2009).

Apesar do crescente aumento de publicacbes sobre reproducdo
assistida e biotecnologias aplicaveis na espécie asinina, este ainda € baixo
guando comparado a espécie equina. Sendo que em uma primeira busca na
plataforma de pesquisa PubMed, no dia 01/04/2020 quando usamos as palavras
“donkey reproduction” os primeiros trabalhos datam de 1945 e aparecem 7242
resultados, mas apos a classificagao de titulos restam somente 137 publicacdes.
Dentre estas encontram-se publicacdes sobre as caracteristicas de gestacéo,
feto, hematoldgicas, enddcrinas, colostrais e biotecnologias da reproducéo de
maneira geral. Mesmo que as palavras de pesquisa tenham sido amplas o que
se percebe que quando comparado com equinos, 0Ss grupos que trabalham com
jumentos ainda sao poucos (PubMed, busca em 01/04/2020).

Quando se considera o uso de biotecnologias reprodutivas, grande parte
do que se faz em asininos é adaptado de equinos, sem levar em consideracéo
as particularidades e diferencas das duas espécies (PENA-ALFARO, et al.,
2012).

O incremento genético na criacao de asininos € limitado, principalmente
pelo nimero relativamente baixo de reprodutores jumentos em uma mesma
regido (CANISSO, 2008).

Este problema poderia ser minimizado com o uso das técnicas de
refrigeracéo e congelacdo de sémen, com consequente aumento de diversidade
genética entre individuos de uma populacdo, favorecido pelo transporte de
sémen entre diferentes regides do pais e do mundo (CONTRI, et al., 2012).

Apesar da demanda por novas tecnologias envolvendo o processo de
congelacdo do sémen asinino ter aumentado nos ultimos anos, ainda é grande
a limitacdo de informacdes, principalmente quanto a utilizacdo de sémen

congelado de asininos na inseminacdo de jumentas. Ao que tudo indica, as
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jumentas podem apresentar uma reacao inflamatéria uterina exacerbada frente
ao sémen congelado, no entanto, esta questdo precisa ser melhor elucidada
(OLIVEIRA, et al., 2006).

Os indices de fertilidade obtidos na inseminacdo de jumentas com
sémen congelado de asininos se mantém em torno de 11%, enquanto em éguas
chega a alcancar indices de 40% quando utilizado o mesmo sémen e seguidos
0s mesmos protocolos (OLIVEIRA, et al., 2006). Segundo alguns pesquisadores
os resultados obtidos nas avaliacées do sémen asinino apos descongelamento,
principalmente no que diz respeito a morfologia espermatica, deveriam
proporcionar resultados de fertilidade melhores do que € obtido em outras
espécies, ou seja, exatamente o contrario do que se observa na pratica
(CANISSO, 2008).

Desta forma, o presente estudo foi idealizado, com o objetivo de
contribuir para o entendimento da participacdo da inflamacgédo uterina poés
cobertura, com sémen congelado asinino, comparando a reag¢ao uterina de

éguas e jumentas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INDICES REPRODUTIVOS COM O USO DE SEMEN CONGELADO EM
ASININOS

A taxa de prenhez com uso de sémen congelado aceitavel para equinos
esta em torno de 40%. Esse indice também é alcancado quando se utiliza sémen
congelado de asininos para inseminacéo de éguas, entretanto, quando se utiliza
sémen congelado de asininos para inseminacao artificial de fémeas da mesma
espécie esses indices na média, caem consideravelmente (OLIVEIRA, et al.,
2006).

Taxas de prenhez de 47,36% com sémen refrigerado e 11% com sémen
congelado foram obtidas na inseminagdo de jumentas por Rozas 2005.
Resultados semelhantes, de 11% (1/9) de taxa de prenhez em jumentas
inseminadas com sémen congelado foram obtidos em 2005 por CASTEJON.
Como tentativa de melhorar os indices reprodutivos com sémen congelado em
asininos, Oliveira, et. al., em 2006 sugeriram, sem sucesso, o aumento da dose
inseminante. Vidament, et. al. em 2009, compararam os indices de gestacao de
jumentas e éguas submetidas ao mesmo protocolo de inseminacao, e obtiveram
45% de taxa de prenhez com sémen de jumento refrigerado tanto no grupo de
jumentas, como no grupo de éguas; 36% e 11% quando éguas e jumentas,
respectivamente, foram inseminadas com sémen congelado de jumentos. Estes
nameros demonstram uma coeréncia nos resultados obtidos, ou seja, logo apos
a colheita ou refrigeracdo do sémen, os jumentos produzem bons indices de
fertilidade, se mantendo com indices de prenhez ao redor de 45% para éguas e
jumentas inseminadas. Apds o processo de congelagdo e descongelagdo, a
despeitos das manutencbes das caracteristicas microscopicas, o indice de
prenhez é diferente entre éguas (40%) e jumentas (10%) (VIDAMENT, et al.,
2009).

Quando foi realizada a inseminacdao artificial de jumentas 40 horas apdés
a inducao da ovulacédo com 1000 Ul de Gonadotrofina Coriénica humana (hCG),
acrescentando plasma seminal ao sémen congelado e fazendo uma lavagem
uterina com 1000 mL de ringer lactato 10 e 24 horas ap0s a inseminacao, indices
satisfatorios de prenhez foram alcancados (64%) por Rota, et al., 2012.

Demonstrando a necessidade de tratamento diferenciado para incrementar 0s
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resultados da técnica (ROTA, et al., 2012) porém tais indices ndo tiveram
repetibilidade. Em 2016, Oliveira e colaboradores, utilizando sémen
criopreservado de jumentos acrescido de 70% de plasma seminal apés a
descongelacdo associado a lavagem uterina 10 horas apos o procedimento de
IA em jumentas, relataram a probabilidade de resultados 8,7 vezes maiores na
taxa de prenhez (OLIVEIRA, 2015).

Acredita-se que o sémen congelado de asinino cause uma resposta
inflamatoria exacerbada no Utero das fémeas asininas (OLIVEIRA, et al., 2016),
e que o plasma seminal possa participar com proteinas pré e anti-inflamatorias
capazes de modular essa reposta inflamatéria uterina (FEDORKA, et al.,
2017)( WOODWARD, et al., 2013).

2.2 INFLAMACAO UTERINA POS COBERTURA

No momento em que realiza-se a cobertura ou inseminacéo artificial em
uma fémea, uma consideravel quantidade de substéncias entra no ambiente
uterino. Podendo estas serem bactérias que estejam presentes na vagina,
particulas que estdo no material de manipulacdo ou no pénis do macho, bem
como plasma seminal ou diluidor usado para manutencdo espermatica
(HEMBERG; LUNDEHEIM; EINARSSON, 2005).

Todas essas substancias desencadeiam um processo inflamatorio
fisiolégico no ambiente uterino, chamado de endometrite transitéria (HEMBERG,;
LUNDEHEIM; EINARSSON, 2005). Essa resposta inflamatoéria nas éguas tem
um pico de 4 a 6 horas apés a monta natural ou IA, e deve ser totalmente
controlada apos 24 horas (CHRISTOFFERSEN; TROEDSSON, 2017).

E sabido que o transito no oviduto dos embrides nos equideos é de 5 a
6 dias, assim inflamacdes uterinas que duram mais de 96 horas ap0s a ovulacao
interferem nas condigcbes do endométrio e consequentemente na viabilidade
embrionaria (LEBLANC; CAUSEY, 2009).

A resposta uterina acontece pela acao conjunta de barreiras fisicas como
a musculatura da regido perineal, vulva, vagina e cérvix, pelo sistema
imunoldgico que faz a liberacao de neutrofilos e macréfagos para o limen uterino
e, por um sistema linfatico funcional que devera drenar esse excesso de

conteudo para fora do ambiente uterino (KATILA, 2012).
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Uma possivel explicagcdo para a inflamacdo endometrial pos IA em
jumentas, quando comparadas a éguas, € a diferenca da anatomia entre as duas
espécies. Como caracteristica mais marcante podemaos citar a cérvix, este 6rgao
é significativamente mais longo e apresenta um ténus muito mais acentuado em
jumentas do que em éguas o0 que pode dificultar a limpeza uterina pos IA
(VENDRAMINI, et al., 2014).

Um fato interessante que pode ser observado em jumentas € a presenca
de eosindfilos, além de neutrdfilos no limen uterino (MIRO; PAPAS, 2018).
Eosinofilos s6é sdo vistos em éguas que apresentam endometrite fangica,
pneumovagina ou reacdes anafilaticas. Mas estdo presentes no endométrio de
jumentas sadias em estro e também fazem parte da reacao inflamatéria uterina
pos cobertura, evidenciando a diferenca na resposta inflamatoéria que ocorre nas
duas espécies (MIRO; PAPAS, 2018) (CANISSO, et al., 2019). Um trabalho
recente que verificou a presenca de eosindfilos no endométrio de jumentas e
éguas e, fez a correlagédo entre estes em relagdo a presenca da interleucina 33
e, também de diferentes tipos de colageno no endométrio, evidenciou uma
diferenca entre as duas espécies, no que diz respeito a quantidade de eosinofilos
presentes e também a caracterizacao da fibrose endometrial em relagdo ao tipo
de colageno presente nas duas espécies (MIRO, et al, 2020).

Para que ocorra a drenagem uterina acontece um processo de
polarizacéo e despolarizacdo da musculatura uterina, que em fémeas saudaveis
inicia do sentido interno do uUtero levando o conteddo em direcdo a cérvix e,
consequentemente eliminagdo via vaginal. J& em fémeas que ndo estejam com
a funcionalidade uterina normal essas contracdes ocorrem de maneira
desordenada (REITZENSTEIN, et al., 2002). Diferentes fatores podem alterar a
funcionalidade da atividade linfatica, dentre eles idade da fémea, numero de
gestacoes e fatores que alteram a liberacéo de ocitocina e prostaglandina local
ou sistémica (KATILA, 2012). Além disso, alteracdes anatomopatolégicas, como
fibroses endometriais, falha de relaxamento cervical podem contribuir para o
acumulo de liquido intrauterino e manutencdo da inflamacéo
(CHRISTOFFERSEN, et al., 2017).

As respostas celulares que ocorrem apds a cobertura irdo controlar a
intensidade da resposta inflamatéria (OLIVEIRA, et al., 2006). As primeiras

células que chegam até o lumen uterino apos o insulto da inseminacdo sao os
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polimorfonucleares (PMN), neutroéfilos, que aparecem em torno de 30 minutos
ap0s a cobertura ou IA, atuando no processo de limpeza uterina por meio de
fagocitose (KATILA, 1996). Além deles, o leucotrieno B4, a prostaglandina E,
prostaglandina F2 alfa (KATILA, 2012)(ALGHAMDI; TROEDSSON, 2002)
citocinas, quimiocinas e outros mediadores que juntos irdo formar a resposta
celular (ZERBE, et al., 2003). O principal papel dos mediadores inflamatérios é
atrair mais células de defesa para o local onde estd ocorrendo o processo
inflamatorio (KATILA, 2012).

As citocinas também desempenham um importante papel nesta fase de
inflamacgéo aguda. A interleucina 6 produzida por mastdcitos e macréfagos em
resposta a presenca de endotoxinas, promove a diferenciacdo das células B e
das células T, além de estimular a producdo de proteinas de fase aguda, e
promover a regulacdo da transicdo de dominéancia dos neutrofilos para
macréfagos (KATILA, 2012). A interleucina 12 induz a producéo de interferon-y
e estimula as células Natural Killer e a interleucina 8 induz quimiotaxia dos
polimorfo-nucleares promovendo migracéo para o limen uterino e degranulacao
das células fagocitarias com consequente liberacdo de varias enzimas que
ajudam a completar a digestao celular (WOLF, et al., 2012).

Além destes, outro importante mediador do processo inflamatério é o
fator de necrose tumoral alfa que esta presente de maneira ativa sendo
responsavel pela expressao de varias substancias e alguns genes que atuam no
processo inflamatério bem como pela liberacdo de prostaglandina F2 alfa pelo
endométrio (WOLF, et al., 2012).

Pode se afirmar que em éguas suscetiveis a endometrite pos cobertura
ocorre um aumento da interleucina 8 (pré inflamatdria) e diminuicdo da
interleucina 10 (anti inflamatdria) 6 horas apds a cobertura ou IA, com incremento
na quantidade de interleucina 1, interleucina 6 e fator de necrose tumoral as 24
horas (KATILA, 2012).

Fémeas que ultrapassam o periodo fisiolégico de 24 horas para
eliminacao da inflamacao transitéria acumulam o6xido nitrico (MACKAY, 2000). O
oxido nitrico € produzido pela lise de bactérias no interior de neutrofilos e
macréfagos (MACKAY, 2000). Tal substancia promove o relaxamento da

musculatura lisa, e quando em excesso pode dificultar a contratilidade uterina,
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prejudicando a drenagem e a limpeza do utero (ALGHAMDI; TROEDSSON,
2002).

Em jumentas, as informacdes sobre a reacao uterina pos-cobertura sdo
mais escassas, foram avaliados os efeitos da adicéo de plasma seminal e lavado
uterinos apés a IA, e os resultados indicaram diminuicdo do numero de
neutréfilos no ambiente uterino (VILES, et al., 2013)(OLIVEIRA, et al.,
2016)(ROTA, et al., 2012). Além disso, Vilés, et al, 2013 verificaram a maior
expressdo da enzima cicloxigenase-2 (Cox-2) em jumentas apos IA sugerindo
um aumento na resposta inflamatoria endometrial. Estes mesmos pesquisadores
(VILES, et al., 2013), em outro trabalho realizaram a aplicacdo de cetoprofeno
em fémeas asininas no dia da IA e nos 5 dias subsequentes e encontraram uma
diminuicdo do nimero de neutrofilos as 6 e 24 horas apos a IA no grupo que
recebeu o antiinflamatoério ndo esteroidal (AINE). Além disso, a administracéo do
AINE (cetoprofeno), interferiu também na expresséo de Cox-2 no endométrio das
jumentas tratadas, sugerindo que esse, e outros mediadores inflamatérios,
podem estar presentes e controlarem a manifestacdo de PMN no utero pés IA
(MIRO; PAPAS, 2017).

Outra avaliacdo que vem tendo destaque sobre as analises de
inflamacéo € o perfil oxidativo. Concentracdes baixas de espécies reativas tém
importancia na modulacdo de diversos processos fisioldogicos do trato
reprodutivo feminino, como na maturacdo oocitaria, na atresia folicular, na
funcdo do corpo Idteo, na interacdo gameética, na fertilizacdo, no
desenvolvimento e na implantacdo embrionaria. Porém, quando ha um
desequilibrio entre os agentes pro-oxidantes (radicais livres) e 0s mecanismos
antioxidantes de defesa do organismo, pode ocorrer o0 estresse oxidativo, que
tem sido envolvido na etiopatogénese de diversas doencas reprodutivas e da
infertilidade. Em mulheres altos indices de produtos do estresse oxidativo estdo
presentes em pacientes diagnosticadas com endometriose sendo estes
associados a quadros de infertilidade (ANDRADE, et al., 2010).

Nos ultimos anos muitos estudos tem analisado os antioxidantes, devido
as descobertas sobre os variados efeitos que os radicais livres tém sobre o
organismo (GEORGE; OSHARECHIREN, 2009)(VELLOSA, et al., 2013). A
oxidacdo é fundamental na vida e nas reacfes aerobicas, ou seja, os radicais

livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncéo biologica. Esses
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radicais podem ter um elétron desemparelhado nos atomos de oxigénio ou de
nitrogénio e sdo denominados de EROs (espécies reativas de oxigénio) ou ERNs
(espécies reativas de nitrogénio). Dentre as EROs temos os radicalares:
hidroxila, superéxido, peroxila e alcoxila e os nao radicalares: oxigénio, peroxido
de hidrogénio e acido hipocloroso. Ja nas ERNs temos 6xido nitrico, acido
nitroso, nitritos, nitratos e peroxinitritos. Dentre estes alguns podem ser
seriamente deletérios ao organismo atacando lipidios, proteinas e DNA, outros
apenas reagem sobre os lipideos e, outros sdo poucos reativos ao organismo
mas podem dar origem a espécies reativas danosas (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2008).

A presenca desses radicais no organismo se justifica porque 0s mesmos
estdo envolvidos na producao de energia, fagocitose, regulacéo do crescimento
celular, sinalizacao intercelular e sintese de algumas substancias biologicas.
Entretanto, o problema ocorre quando estdo em excesso ja que neste caso
poderdo causar a peroxidacdo dos lipidios de membrana e agressdo as
proteinas dos tecidos e das membranas, enzimas, carboidratos e DNA
(VELLOSA, et al, 2013). Dessa forma podem estar envolvidos no
desenvolvimento de diversas doencas e, ainda, agravar qualquer processo
inflamatorio do organismo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006) (VELLOSA, et
al., 2013).

Apesar de estudarmos separadamente as vias metabdlicas e imunes do
organismo, estas sao interdependentes, ou seja, varios horménios, citocinas,
fatores de transcricdo e proteinas de sinalizacdo atuam em ambas as vias para
manter a homeostasia do organismo (VELLOSA, et al., 2013). A resposta
inflamatoria normal € acompanhada pela mobilizacdo de estoques de energia,
em especial dos lipideos, na busca da eliminacdo do estimulo inflamatério na
fase aguda (VELLOSA, et al., 2013).

Existe um sistema de defesa antioxidante que depende do equilibrio
entre a ingestdo e a deplecdo de antioxidantes. Caso essa intervencdo néo
ocorra, 0 excesso dessas substancias formadas a partir do estresse oxidativo
podem promover a perda da integridade das membranas celulares e causar
danos teciduais (GEORGE; OSHARECHIREN, 2009). Algumas situagdes, onde
a producdo de espécies reativas supera os sistemas de defesa antioxidante,

pode levar a oxidacdo dos lipidios de membrana, desnaturando proteinas e
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atacando acidos nucléicos, fatos que constituem a base molecular de problemas
relacionados a inflamacéo (VELLOSA, et al., 2013).
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3 HIPOTESE

O uso de sémen congelado asinino causa uma reacdo inflamatoria
exacerbada no endométrio das jumentas, quando comparadas as éguas,
resultando em maiores indices inflamatérios e oxidativos no endométrio de

jumentas pos IA com sémen congelado de asinino.
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4 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho é caracterizar e comparar a resposta
inflamatoria no endométrio de jumentas e éguas nos momentos pré, 6 horas e
24 horas ap6és a inseminacao artificial com sémen congelado de asinino, sob as

mesmas condi¢des de tempo e desafio.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 ANIMAIS

O experimento foi conduzido em trés propriedades de criacdo de
equideos localizados no municipio de Ponta Grossa na regido dos Campos
Gerais — PR, altitude média 975 metros, latitude 25°, 05’'42” — Sul e longitude 50°,
09'43” Oeste, clima subtropical imido, o experimento aconteceu nos meses de
agosto e setembro de 2019, inicio da esta¢ao reprodutiva dos equideos.

Parte do estudo foi realizado no Haras MJ, onde estavam alocadas 08
fémeas asininas (Equus asinus), adultas, entre 3 e 9 anos de idade, da raca
Péga, que apresentavam cios regulares e sem problemas reprodutivos, destas
apenas 03 jumentas ja haviam parido, sendo que 02 delas haviam tido uma
gestacao e uma delas, uma Unica gestacédo apenas. No Rancho Manosso, outra
propriedade do mesmo municipio, permaneceram 08 fémeas equinas (Equus
caballus), adultas, entre 5 e 8 anos de idade, da raca quarto de milha, também
apresentando cios regulares e livres de problemas reprodutivos, destas 02 éguas
ja haviam parido uma vez e as demais nao tinham historico de partos, eram
usadas apenas como doadoras de embrides.

Para coleta e congelacdo de sémen foi utiizado um jumento Péga
(Equus asinus), adulto e de fertilidade comprovada com prenhezes confirmadas
em éguas e jumentas pertencente ao Criatorio MF Trés Pontos, também

localizado no municipio de Ponta Grossa — PR.

5.2 CONGELACAO DE SEMEN

A coleta de sémen foi realizada com o auxilio de uma fémea em estro e
com uso de uma vagina artificial, modelo Botucatu, Botupharma®, Brasil.

Imediatamente apds a coleta, o sémen foi avaliado quanto: motilidade
total, porcentagem de células que apresentaram motilidade para qualquer
direcdo nos campos avaliados; Motilidade progressiva, porcentagem de células
que apresentaram motilidade retilinea nos campos avaliados; vigor, avaliacéo
subjetiva em microscoépio, sendo considerados os valores obtidos em 5 campos
de avaliagéo; volume; concentragdo, com a contagem na camara de Neubauer

com diluicdo de 1:20 (sémen: agua destilada). No momento da avaliacdo, logo
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apos a coleta, foi feita uma lamina para posterior analise morfologica, onde foi
colocado uma gota de sémen e uma gota do corante BotuVital, Botupharma®,
Botucatu Brasil, que permite a avaliacdo da morfologia espermética e da
integridade de membrana das células.

Para congelamento foram utilizados ejaculados com motilidade total
acima de 80%, motilidade progressiva acima de 60%, vigor igual ou superior a
3, escala de 1 a 5, que nédo ultrapassaram 20% de defeitos totais e com
integridade de membrana plasmatica acima de 80%. O ejaculado foi diluido com
extensor a base de caseina (BotuSémen Gold — Botupharma®, BR) para atingir
a concentracdo de 50 milhdes de células viadveis por mL, calculo baseado na
concentragéo inicial.

Apos a diluicao o ejaculado foi submetido ao processo de centrifugacao,
utilizando-se uma centrifuga com rotor mével LS-Plus 3 da marca Celm® (400 G
por 12 minutos). ApOs esse processo o pellet de sémen obtido foi suspendido
em meio de criopreservacéo, Botucrio, Botupharma®, Botucatu, Brasil.

A partir da concentracao inicial determinada com o uso de uma camara
de Neubauer foi feito o calculo para obter 100 milhdes de células viaveis para
cada palheta de 0,5 mL, ou seja 200 x8 10sptz/mL. Essas palhetas foram
submetidas ao processo de congelacdo manual fazendo a curva rapida,
conforme descrito por (AMANN; SCIENCE, 1987), permanecendo 20 minutos
em geladeira a 4° C, depois foram mantidas por mais 20 minutos em vapor de
Nitrogénio a uma distancia de 6 centimetros. Apds esses 20 minutos as palhetas
foram completamente mergulhadas no nitrogénio liquido para finalizar o
processo de congelacdo. Nessas condicdbes a curva de refrigeracdo e
congelacéo ocorre da seguinte maneira: diminuicdo de 15°C/min entre +5°C e -
60°C e diminuicdo de 4°C/min entre -60°C e -100°C.

No momento da utilizacdo esse sémen foi mergulhado em Banho Maria
permanecendo 1 minuto na temperatura de 37°C e utilizado para inseminacéo
das éguas e das jumentas quando manteve, pés descongelacdo, motilidade

progressiva igual ou superior a 40% e vigor igual ou superior a 2.
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5.3 INSEMINACAO ARTIFICIAL E COLETA DAS AMOSTRAS UTERINAS

Foram utilizadas 08 éguas Quarto de Milha (E) e 08 jumentas Péga (A),
que tiveram seu ciclo estral acompanhado por palpacao retal e ultrassonografia.
Quando foi detectada a presenca de um foliculo dominante acima de 35 mm e
edema uterino igual ou superior a 2, em uma escala de 0 a 5, foi realizada a
aplicacao de um indutor de ovulagéao a base de acetato de histrelina na dose de
1 mg por animal, Strelin, Botupharma®, Botucatu, Brasil. Apés 40 horas da
aplicacdo do indutor de ovulacdo foram realizadas as primeiras coletas de
amostras sendo que neste momento nenhuma das fémeas estavam ovuladas
(grupos:EO e A0).

No segundo ciclo estral, seguindo o mesmo protocolo de
acompanhamento e inducédo de ovulacdo todas as fémeas foram inseminadas
com sémen descongelado de jumento na dose de 800x10° de espermatozoides
totais, por meio de uma pipeta Provar® e despositado no corpo do utero,
nenhuma das fémeas inseminadas estava ovulada antes da IA.

Em 4 fémeas equinas (E6) e 4 fémeas asininas (A6) as amostras foram
coletadas apds 6 horas da inseminacéo artificial, enquanto para outras 4 fémeas
equinas (E24) e 4 fémeas asininas (A24), a coleta de amostras aconteceu 24
horas apds a inseminagdo artificial, conforme representado no desenho
esquematico (Figura 1).

Previamente as coletas de material uterino todas as fémeas passaram
por um processo de higienizacdo da regido perineal com agua e sabao neutro e
secagem com papel toalha.
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Figura 01 - Desenho esquematico do delineamento experimental realizado para caracterizacéo
dos momentos de coletas de amostras uterinas de jumentas e éguas, no cio, 06 horas e 24 horas

apos IA com sémen congelado de asininos.
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Fonte: LAZAROTTO, C. C., 2019.

Para caracterizar a inflamacgéo uterina das fémeas, nos diferentes
momentos, foram realizados os seguintes procedimentos:

Citologia uterina: a recuperacao das células presentes no endométrio foi
realizada com o auxilio de um coletor citolégico para éguas descartavel da marca
Provar®, que foi introduzido até a passagem da cérvix protegido por uma camisa
sanitaria, quando o coletor ja havia ocupado o espago uterino a ponta protegida
foi liberada e com a extremidade externa foram feitos movimentos circulares para
estimular o contato da escova citologica com a superficie do endométrio. Depois

desse processo o coletor foi retirado novamente protegido pelo aparato externo
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que compde o material. A confeccdo das laminas para posterior analises em
microscopio foi realizada com a passagem com leve pressdo das escovas
citologicas sobre as laminas para deposicdo celular, que ap0s estarem secas
foram coradas com panotico rapido para posterior leitura.

Microlavado uterino: para realizacdo do micro lavado foi realizada uma
infusdo de 200 ml de Ringer com Lactato no endométrio com o uso de um cateter
de foley estéril de 32mm. Apds a infusé@o o utero foi devidamente massageado
para certificar o contato do liquido com toda superficie uterina, depois desse
procedimento o liquido foi recuperado por gravidade em tubos falcon. Estes
foram congelados a -20° e posteriormente a -80° para mensuracdo de o6xido
nitrico (WOLF, et al., 2016). O mesmo conteudo liquido recuperado deste lavado
também foi usado para se analisar o perfil oxidativo local. Para essa
caracterizacdo o liquido foi submetido a diferentes analises laboratoriais para
verificagdo da concentracdo da enzima Glutationa Peroxidase (GPx), atividade
da enzima Superoxido Dismutase (SOD) e niveis de peroxidacao lipidica pelo

teste das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS).

5.4 ANALISES LABORATORIAIS

Citologia uterina: as laminas confeccionadas a partir da coleta uterina e
coradas com panatico rapido foram analisadas em microscépio em aumento de
100 X e com uso de Oleo de imersédo. Foram analisadas 200 células e estas
foram divididas em células endometriais e PMN (neutréfilos e eosindfilos). A
leitura dessas laminas foi realizada por trés diferentes profissionais que
desconheciam os animais e a qual grupo as amostras pertenciam, depois das 3
leituras foi feita a média dos resultados obtidos para as células encontradas.

Lavado endometrial: o liquido recuperado pelo micro lavado uterino foi
processado no Laboratério de Andrologia — LA, pertencente ao Departamento de
Reproducdo Animal da Universidade de Sdo Paulo. Onde foram feitas as
seguintes analises:

GPx: para sua quantificacdo foi utilizado 10,15014g da solucao
Na2HPO4 (PM = 141,96) dissolvida em 500 mL de &4gua Mili Q; 1,973257g da
solucdo NaH2PO4 (PM = 137,99) dissolvida em 100 mL de agua Mili Q; 1,
1725569 de EDTA (6,3 mM) e tampao fosfato de sodio (143 mM) dissolvido em
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400 mL de solucdo de Na2HPO4, com adicdo de 100 mL de solucédo de
NaH2PO4 e ajustando o pH para 7,5. Foram feitas 50 amostras de 0, 0162g do
reagente azida sddica (0,25 M; PM = 65,01) dissolvidas em 1 mL de tampé&o
fosfato de sodio (143 mM); 10 amostras de 0,002g do reagente NADPH (0,2 mM)
dissolvidas em 10 mL de tampéo fosfato de sédio (143 mM) que foram colocadas
em recepientes ambar; 500 amostras de 0,3050g do reagente glutationa
reduzida — GSH (20 mM) dissolvidas em 50 mL de agua Mili Q colocadas em
recipientes ambar; 50 amostras de 4,1 pl da enzima glutationa redutase — GSSG
diluidas em 958 ul de tampao fosfato de sodio (143 mM) colocadas em
recepientes ambar; e 90 amostras de 20 pl do reagente t-Butilhidroperdoxido —
tBPH diluidas em 8670 ul de agua Mili Q colocadas em um recepiente ambar.

SOD: para determinar sua atividade foram usadas 3,55g da solucao
Na2HPO4 (PM = 142,50 mM) dissolvida em 500 mL de agua Mili Q; 0,344975g
da solugdo NaH2PO4 (PM = 137,99; 50 mM) dissolvida em 50 ml de agua Mili
Q; 0,0204732g de EDTA (0,1 mM) e tampao fosfato de sddio (50 mM) dissolvido
em 500 mL da solucdo de Na2HPO4, com adicdo de 50 mL da solucéo de
NaH2PO4 e ajustando o pH para 7,8; 0,04g da solucdo NaOH (0,001 M)
dissolvida em 1 L de agua Mili Q; 0,037224g de EDTA (0,1 mM) dissolvida em 1
L de agua Mili Q. Foi feita 1 amostra de 0,0038g do reagente xantina dissolvida
em 50 mL de solucdo de NaOH (0,001 M); 1 amostra de 0,0124g do reagente
citocromo C dissolvida em 50 mL de tampéao fosfato de sddio (50 mM) que foi
colocada em um tubo ambar; 1 amostra com 5 mL da solugdo de xantina
adicionada nos 50 mL da solucéo de citocromo C mantida em um tubo ambar; e
1 amostra de 2 ul do reagente xantina oxidase adicionada em 200 pl de solucéo
de EDTA (0,1 mM) colocada em um tubo ambar.

TBARS: incubou-se uma aliquota de 100 pl da amostra a 95° com acido
tiobarbiturico a 0,8% acrescido de solugédo tampéo de acido acético num pH de
3,4 e dodecil sulfato de sodio 8,1%. Dessa maneira € possivel contabilizar as
espécies reativas ao acido tiobarbiturico por espectrofotometria de fluxo a um
comprimento de onda de 535 nm.

Oxido Nitrico: a determinacédo da sua dosagem foi feita de maneira
indireta pela concentragao de nitratos e nitritos presentes na amostra. Com base
na reacao de Griess com analisador automatizado. Para iniciar o processo foram

preparados os seguintes reagentes:
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Quadro 01 - Reagentes utilizados para preparar a solucdo base para a reacdo de Griess,
utilizada para verificacdo de nitratos e nitritos presentes na amostra de liquido proveniente de
lavado endometrial.

REAGENTE CODIGO NUMERO CAS
Acido cloridrico (1N ) 150696.1000 (Sigma) 7647-01-0
Cloreto de vanadio I 208272 (Sigma) 7718-98-1

Sulfato de zinco 51072.01.AF 7446-20-0
Acido fosforico 85% W290017 (Sigma) 7664-38-2
Sulfanilomida (SULF) 59251 (Sigma) 63-74-1

Dicloridrato de N - 33461 (Sigma) 1465-25-4
etilenodiamina (NED)

Nitrato de sédio 15736 (Sigma) 7631-99-4

(NaNO3)

Legenda: Numero CAS: cadigo de reagente quimico.
Fonte: LAZAROTTO, C. C., 2022

A partir desses reagentes fez-se 0 preparo das seguintes solucdes
(férmula para o preparo de 3 placas com capacidade para 80 amostras e lidas
em leitor automatizado BIOTEK EL 808- no comprimento de onda de 540 nm):

Cloreto de Vanadio (8 mg/mL), 7,5 mL desse reagente sédo dissolvidos
em 7,5 mL de 1 N de &cido cloridrico, deve ser preparado no dia do uso. 0,02 de
NED foram dissolvidos em 20 mL de agua Mili Q, 0,4g de SULF em 20 mL de
solucdo a 5% de H3PO4 (1,176 mL de 85% H3PO4, 18,824 mL de agua Mili Q
e 20 mL de acido cloridrico). Acrecentou-se ainda 30% de sulfato de zinco (2,259
em 7,5 mL de &cido cloridrico).

O preparo da curva padrao de nitrato de sodio foi feito com uma solugéo
estoque de 100 mM de nitrato de sodio (pesou se 0,0085g e dilui-se em 1 mL
para obter a concentracdo de 85 mg de nitrato de sodio). O nitrito € formado pela
oxidacdo do Oxido nitrico (2NO + O2 = 2NO2) e segundo a proporcao
estequiometrica ambos possuem concentragdes equivalentes.

Para o protocolo de desproteinizacdo sdo usados 100 mL de soro e 50
mL de sulfato de zinco a 30%. Essa solucédo passa pelo vortex e vai para o
processo de centrifugacao a 14500 RPM por 20 minutos. Entéo recupera-se 120

ul de sobrenadante.
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Para a reducdo de nitratos em nitritos usa-se 50 pl de amostra
desproteinizada com 50 pl de cloreto de vanadio em tubo ambar para fazer a
curva padréao.

Para a reacdo de Griess foi adicionado em cada poco da placa 25 ul de
sulfanilamida incubada por 10 minutos. Acrescenta-se mais 25 ul de NED e a
placa é incubada a 37°C por 20 minutos. A placa foi lida no leitor de microplaca
automatizado BIOTEK EL 808L no comprimento de onda de 540 nm. Onde foram
completados 16 pocos com amostras da curva padrdo e 80 pogcos com as
amostras a serem quantificadas. Todas as amostras foram feitas em duplicatas
para calcular a média dos valores correspondentes de absorbancia. Por fim
utilizou-se uma equacéo linear gerada pela curva padrdo para determinar a

concentracao de nitritos da amostra.

5.5 ANALISES ESTATISTICAS

Inicialmente, procedeu-se a analise descritiva dos dados com estimativa
de média, mediana, desvio padréo, percentil 25% e 75% das variaveis de acordo
com as espécies e momentos investigados. Em seguida, verificou-se a aderéncia
das mesmas quanto a distribuicdo normal pelo teste Shapiro-Wilk e as mesmas
nao tiveram distribuicdo normal. Portanto, as comparagdes foram analisadas
com abordagem nédo paramétrica. A comparacado entre grupos e momentos e
suas interacdes foi realizada inicialmente com uma implementacdo né&o
paramétrica para dados longitudinais, andloga a variancia (ANOVA) dois fatores,
com o pacote “nparLD” no ambiente R (NOGUCHI, et al, 2012). Nesta analise
verificou-se a presenca de interacdes entre momentos e grupos.

A diferenca entre os momentos em cada espécie foi avaliada com o teste
de Wilcoxom e a diferenga entre espécies em cada momento com o teste U de
Mann-Withney. Para melhor visualizag&o dos resultados, produziu-se graficos do
tipo boxplot. Os testes foram considerados significativos quando p<0,05 e as

analises foram realizadas no ambiente R (R Core Team, 2021).
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6 RESULTADOS

Previamente foi realizada a analise de interacao entre tempo e espécie,
onde utilizou-se 0 modelo de analise de interacdo entre duas variaveis néo
paramétricas analogo a ANOVA two-way na abordagem ndo paramétrica. E
nessas andlises obteve-se 0s seguintes resultados: SOD U/ml: p= 0,0308;
Atividade de GPX: p=0,0227; Concentracio de TBARS: p=0,0264; Oxido nitrico
no lavado: p=0,0052; PMN: p=0,0021. Considerando o valor de p significativo
quando menor que 0,05 todas as interagdes foram positivas, desta forma os
resultados das variaveis tempo e espécie estdo apresentados abaixo.

6.1 CITOLOGIA ENDOMETRIAL

Na citologia endometrial ndo houve diferenga na quantidade PMN
encontrados nas duas espécies nos tempos 0, 6 e 24 horas apés IA com sémen
congelado de asinino (Tabela 1).

E vélido ressaltar também que os PMN encontrados foram neutrofilos e
eosindfilos, sendo que eosinofilos estavam no Utero de 04 jumentas, no momento
do cio e se mantiveram em 01 delas 24 horas pés a IA. Nenhum eosindfilo foi
detectado nas citologias endometriais de éguas.

Quanto a comparagdo dos achados celulares nos diferentes tempos
dentro da mesma espécie houve diferenca nos momentos D6 X D24 na espécie
equina (p=0,026) (Tabela 1).

Tabela 01 - Quantidade de PMN recuperados por citologia uterina no cio (0), 6 e 24 horas do
endométrio de éguas e jumentas, apos a IA com sémen congelado de jumento.

Momento Média - A DP-A Média - E DP-E p - EE
PréelA -0 0,2 0,7 0 0 0,382
06 horas 17,2 4,1 16,8 7 0,663
24 horas 8 +11,8 0,5 *1 0,408

p DO x D6 0,125 - 0,098 - -

p DO X D24 0,423 - 1 - -

p D6 X D24 0,309 - 0,026 - -

Legenda: PMN: polimorfonucleares; A: asininos; E: equinos; DP: desvio padréo; EE: entre as
espécies; p<0,05
Fonte: LAZAROTTO, C.C., 2022.
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6.2 PERFIL OXIDATIVO

Para analise do perfil oxidativo apds a inseminacao foram analisadas a
atividade de SOD, a concentracao de GPX, o indice de peroxidacéo lipidica pelo
TBARS e a concentracédo de Oxido Nitrico. Na tabela 2 encontram-se os valores
obtidos para a concentracdo de SOD nas espécies equina e asinina. Para tal
enzima houve diferenca no tempo 0, ou seja, no momento da ovulacdo onde a
enzima SOD encontrava-se em maior quantidade no lavado recuperado do
endométrio das jumentas (p = 0,0499). Passadas 06 e 24 horas da IA os valores
encontrados foram semelhantes nas duas espécies. Quanto a comparacao da
enzima SOD nos diferentes tempos da mesma espécie nao houve diferenca em

nenhum momento e em nenhuma das espécies (Tabela 2).

Tabela 02 - Resultados obtidos para a atividade da enzima SOD no lavado endometrial de éguas
(equino) e jumentas (asinina) no momento da IA (0), 06 horas ap6s e 24 horas apo6s a IA com
sémen congelado asinino.

Momento Média - A DP-A Média - E DP-E p — EE
Prél1A-0 41,0 +18,4 24,3 +10,4 0,0499
06 horas 15,0 +10,5 13,1 16,1 0,6857
24 horas 19,7 18,2 45,6 +43,8 0,6631

p DO X D6 0,375 - 0,125 - -

p DO X D24 0,125 - 0,625 - -

p D6 X D24 0,468 0,343

Legenda: SOD: Superdxido dismutase; A: asininos; E: equinos; DP: desvio padrao; EE: entre as
espécies; p <0,05.
Fonte: LAZAROTTO, C.C., 2022
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Gréfico 01 - Atividade da enzima SOD na espécie equina e asinina no momento da IA — 0
(p=0,0499), 6 horas (p=0,6857) e 24 horas (p=0,6631) pds IA com sémen congelado asinino.
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Legenda: diferencas estatisticas que apareceram entre 0s grupos estdo marcadas com
asterisco (p<0,05). Os outliers estdo marcados com pontos.
Fonte: LAZAROTTO, C.C., 2022

Na andlise da concentracdo de GPx (Tabela 3), obtivemos diferenca
entre as duas espécies no momento 0, onde na espécie equina o0s valores
encontrados foram maiores do que na espécie asinina (p = 0,0031), nos outros
momentos 6 e 24 horas nao houve diferenca entre as espécies (Grafico 2). Nao
foram encontradas diferencas na concentracdo da enzima entre os diferentes

tempos.

Tabela 03 - Resultados obtidos para a concentracao da enzima GPx apos andlise do lavado
endometrial de éguas (equino) e jumentas (asinina) no momento da IA — 0, 06 horas ap0s e 24
horas ap6és a IA com sémen congelado asinino.

Momento Média - A DP-A Média - E DP-E p — EE
Pré 1A -0 7,4 2,3 17,1 +10,4 0,0031
06 horas 11,9 +9.4 11,5 +6,1 0,6631
24 horas 9,8 +3,0 13,7 +43,8 0,3429
p DO X D6 0,125 - 0,789 - -
p DO X D24 0,999 - 0,875 - -
p D6 X D24 0,885 - 0,343 - -

Legenda: GPX: Glutationa Peroxidase A: asininos; E: equinos; DP: desvio padrdo; EE: entre as
espécies; p <0,05.
Fonte: LAZAROTTO, C.C., 2022
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Gréfico 02 - Concentragdo da enzima GPx na espécie equina e asinina no momento da IA — 0
(p=0,0031), 6 horas (p=0,6631) e 24 horas (p=0,3429) pbs IA com sémen congelado asinino.
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Legenda: diferencas estatisticas que apareceram entre 0s grupos estdo marcadas com
asterisco. Outliers marcados com pontos.
Fonte: LAZAROTTO, C.C., 2022

A concentracdo de TBARS (Tabela 4), ndo foi diferente entre os grupos

e momentos avaliados.

Tabela 04 - Resultados obtidos para a concentracdo de TBARS apés analise do lavado
endometrial de éguas (equino) e jumentas (asinina) no momento da IA — 0, 06 horas ap0s e 24
horas apés a IA com sémen congelado asinino.

Momento Média - A DP-A Média - E DP-E p — EE
PrelA-0 109,1 18,0 125,0 25,5 0,3282
06 horas 113,6 12,1 104,2 13,9 0,2111
24 horas 1094 +10,4 167,1 +122,0 0,8857
p DO X D6 0,375 - 0,255 - -
p DO X D24 0,999 - 0,875 - -
p D6 X D24 0,486 - 0,486 - -

‘Legenda: TBARS: substancias reagentes ao acido tiobarbitarico; A: asininos; E: equinos; DP:
desvio padrao; EE: entre as espécies; p <0,05.
Fonte: LAZAROTTO, C.C., 2022

6.3 OXIDO NITRICO

Além das enzimas referentes ao estresse oxidativo também foi

quantificado o oxido nitrico presente nos lavados endometriais (Tabela 5), os
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resultados para esse marcador ndo apresentaram diferenca em nenhum dos

grupos e momentos analisados.

Tabela 05 - Resultados obtidos para a presenga de 6xido nitrico apds andlise do lavado
endometrial de éguas (equino) e jumentas (asinina) no momento da IA — 0, 06 horas ap0s e 24
horas ap6és a IA com sémen congelado asinino.

Momento Média - A DP-A Média - E DP-E p - EE
Prée 1A -0 2,55 +0,47 2,59 +0,0049 0,9999
06 horas 2,59 +0,0008 2,59 +0,0057 0,9999
24 horas 2,59 +0,0025 2,59 +0,00057 0,4651

p DO X D6 0,125 - 0,581 - -

p DO X D24 0,125 - 0,097 - -

p D6 X D24 1 - 0,309 - -

Legenda: A: asininos; E: equinos; DP: desvio padrao; EE: entre as espécies; p <0,05.

Fonte: LAZAROTTO, C.C., 2022
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7 DISCUSSAO

O sémen congelado de asininos vem sendo usado para IA de jumentas
e éguas, porém com resultados satisfatorios somente na espécie equina, pois
quando utilizado na espécie asinina, os indices de prenhez obtidos séo limitados
(CANISSO, 2008). Uma explicacédo para o fato, seria uma possivel inflamacéao
exacerbada pds IA no endométrio das jumentas, frente ao sémen congelado
(OLIVEIRA, et al, 2016). Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar e comparar a inflamacdo uterina pdés IA com sémen congelado de
jumentos em jumentas e éguas obtendo amostras diretamente do ambiente
uterino.

Na presente pesquisa nao houve diferenca em relacao a quantidade total
de PMN encontrados no endométrio das duas espécies. Foram encontrados, em
sua maioria neutrofilos, e alguns eosindfilos nas jumentas, conforme descrito por
Miré e colaboradores, como um achado normal para as fémeas asininas no
momento do cio (MIRO, 2018). Nas éguas a presenca de eosindfilos esta
relacionada a casos de pneumoutero, endometrite bacteriana e endometrite
fungica, ou seja, esse tipo de célula ndo faz parte de achados uterinos normais
para éguas (RIBAS, et al, 2014).

Segundo Quartuccio e colaboradores, a idade das jumentas e o nimero
de partos das mesmas também influenciam na quantidade de células
endometriais e PMN encontrados pela citologia (QUARTUCCIO, et al., 2020). Na
presente pesquisa foram utilizadas algumas fémeas nuliparas e outras que
tinham tido 1 ou 2 partos, mas nenhuma delas com mais de 9 anos de idade o
que pode justificar o fato de ndo terem sido observadas grandes diferencas no
perfil celular encontrado no utero das fémeas.

Quando comparadas a quantidade de células encontradas no liumen
uterino nos diferentes momentos na mesma espécie, houve diferenga no
momento 06 horas em relagdo ao momento 24 horas no endométrio das éguas
(p=0,026), evidenciando uma contagem de polimorfonucleares maior no
momento 06 horas, logo ap6s a IA, guando sabe-se que a atividade inflamatoria
estd mais intensa em resposta ao insulto causado pela IA. Mas que voltou a
diminuir passadas 24 horas o que demonstra uma a ndo susceptibilidade do

grupo de éguas utilizadas a EPPC.



45

Observou-se diferenca na atividade da enzima SOD, onde no momento
da ovulacdo a enzima SOD encontrava-se em maior atividade no lavado
recuperado do endométrio das jumentas (p = 0,0499). Passadas 06 e 24 horas
da IA os valores encontrados foram semelhantes nas duas espécies. A SOD é
uma enzima que contribui para a minimizacédo dos efeitos oxidativos das EROs
(LIMA-VERDE, 2011), sua presen¢ca em maior quantidade no endométrio das
jumentas no momento do estro demonstra um perfil oxidativo diferente nesta
espécie em relacdo as éguas. Porem, essa diferenca aconteceu somente antes
da IA pode-se dizer que néo foi 0 sémen congelado o responsavel por essa maior
atividade.

Outra enzima analisada foi a GPx, cuja concentragcdo foi diferente
também no momento 0. A mesma estava presente em maior concentracao no
endométrio das éguas (p=0,003) do que no endométrio das jumentas. Essa
enzima participa da doagdo do O2- ao H202, sendo este ultimo convertido pela
catalase a oxigénio e agua (MISRA; FRIDOVICH, 1972). Essa também é
uma enzima que contribui para a remocéo das EROs nos tecidos (LIMA-VERDE,
2011), sua presenca evidencia a modulacéo do perfil oxidativo no momento do
estro, que pode ser diferente entre as duas espécies. Maior atividade de SOD
nas jumentas e maior concentracdo de GPx nas éguas ho momento em que
existe, a possibilidade de IA ou monta natural e que estas desencadeariam uma
inflamacéao fisioldgica. Sendo estas moléculas antioxidantes naturais produzidos
pelo organismo estes poderiam contribuir para controlar essa inflamacgao (LIMA-
VERDE, 2011),

A concentracdo de TBARS nao apresentou diferenca entre as espécies
em nenhum dos momentos analisados. A concentracdo de TBARS é uma
maneira bastante difundida de verificar indiretamente o estresse oxidativo, sendo
que um trabalho realizado com vacas holandesas comparando a concentragéo
de TBARS, recuperado do lavado uterino de vacas saudaveis versus
endometrite clinica e endometrite subclinica encontrou maior quantidade da
molécula nos dois ultimos grupos (CARVALHO, 2002).

Alguns estudos que se atém a verificar e quantificar a presenca de 6xido
nitrico em éguas pos cobertura, evidenciaram que este apresenta-se em maior
concentracdo naquelas éguas que sdo susceptiveis a endometrite persistente

pos cobertura (MALOUFI, et al., 2002). O grupo de éguas escolhidas para o
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presente trabalho foi de animais saudaveis, foi levado em consideracdo na
escolha dos animais a exclusado daquelas que apresentavam qualquer sinal de
uma possivel endometrite pelas caracteristicas clinicas e pelo historico
reprodutivo, o que pode explicar o baixo indice de 6xido nitrico encontrado nos
momentos analisados. Nas jumentas o0s niveis de Oxido nitrico também se
mantiveram baixos, sendo que em nenhum momento se verificou diferenca na
concentragéo de 6xido nitrico encontrado nas duas espécies.

Verificou-se que in vitro, a presenca de Oxido nitrico altera a
sobrevivéncia dos odécitos bovinos (VIANA, et al., 2007). Em outro estudo que
verificou o desenvolvimento de embrides de camundongos in vitro evidenciou-se
que ndo sO a presencga em concentracdes ndo adequadas de 6xido nitrico, mas
também a sua total auséncia levam a apoptose e causam a morte embrionaria
precoce (CHEN; JIANG; TZENG, 2001). Na realizacdo deste trabalho foi
observada uma quantidade minima de o6xido nitrico em alguns momentos de
ambas as espécies, 06 horas poés IA nas jumentas e 24 horas pos IA nas éguas,
porém em nenhum momento este esteve completamente ausente. Se levarmos
em consideracao os resultados dos trabalhos citados, podemos afirmar que,
estas concentragdes obtidas podem néo interferir na sobrevivéncia dos odcitos
e embrides destas fémeas saudaveis, mas que existe a possibilidade de
concentracbes maiores interferirem na fertiidade, ou na sobrevivéncia
embrionaria em animais susceptiveis a endometrite.

Um experimento realizado com éguas receptoras de embrido no periodo
final do estro ndo mostrou diferenga entre os niveis de O0xido nitrico em éguas
classificadas como livres ou acometidas por endometrite com base no exame
citolégico. Onde, apesar da diferenca na citologia todas as éguas apresentarem
a mesma quantidade de oxido nitrico nessa fase do ciclo estral (LINHARES,
2013).

Quando se utilizou a inoculacdo bacteriana para induzir a endometrite
experimental em éguas e submetendo, ou ndo, essas a tratamento com
glicocorticoide demonstrou-se que a quantidade de 6xido nitrico presente no
endométrio do grupo controle, que ndo recebeu a infec¢cdo experimental e, dos
grupos que receberam a infeccdo e, que foram tratadas ou ndao, nao apresentou
diferenca, o que demonstra que oS momentos em que as amostras uterinas séo

coletadas pode ser o ponto crucial para o entendimento da participacao do 6xido
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nitrico sobre a resposta inflamatéria uterina (WOLF, et al., 2016), no presente
trabalho foram selecionados os momentos pré IA, 06 e 24 horas pos IA, por
serem 0s momentos criticos para o entendimento da inflamac¢do no momento do
estro e apos a lA.

Assim, com o0s animais e parametros analisados, a inflamacéao
endometrial causada pelo sémen congelado, ndo foi diferente entre asininos e
equinos, refutando a hipotese deste trabalho. Deixando em aberto a real
influéncia da resposta inflamatoria uterina sobre as diferentes taxas de gestacao
obtidas nas duas espécies.

Entretanto, um grupo de pesquisadores que atingiu um indice de 50%
de gestacdo em jumentas com sémen congelado asinino por congelamento
direto, maneira que convencionalmente nao é utilizada para congelar sémen de
equinos, mas sim de bovinos, carneiros e suinos, atribui esse alto indice de
gestacdo a mudanca do protocolo de congelamento, bem como a néo utilizagéo
de indutores de ovulacdo (SARAGUSTY, et al., 2017). Acredita-se segundo este
trabalho que o uso de indutores de ovulacdo em jumentas sejam eles analogos
do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) ou Gonadotrofina Coribnica
humana (hCG), pode interferir na maturagdo oocitéria, promovendo a ovulagcéo
de odcitos imaturos e ndo passiveis de fertilizacdo (SARAGUSTY, et al., 2017).
Mais uma vez o alto indice de prenhez obtido aponta para que a inflamacéao
causada pelo sémen ndo seja o0 unico empecilho, ja que houve repetidas IAs, e
mesmo assim o0s resultados de prenhez foram satisfatorios (50%)
(SARAGUSTY, et al., 2017).

O método de congelamento utilizado bem como a a¢ao dos indutores de
ovulacdo na falha de maturacdo oocitaria sdo questdes que precisam ser
completamente elucidadas, mas sao fatores que somados a uma modulag&o
inflamatoria diferente pré 1A, como foi visto no presente trabalho poderiam ajudar
a explicar a causa de um resultado limitado de prenhez com uso de sémen

congelado na espécie asinina.
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8 CONCLUSOES

Com o presente trabalho conclui-se que para os parametros analisados
para avaliar a inflamacdo endometrial de éguas e jumentas pds inseminacéo
artificial com sémen congelado de jumentos, ndo houve diferenca entre as
espécies, o0 que refuta a hipétese inicial. Em relacdo as enzimas usadas para
avaliar o perfil oxidativo do endométrio pode-se dizer que se notou uma diferenca

entre espécies, antes da IA, ndo tendo ligacdo com o sémen.
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