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Resumo

As condigdes do trato reprodutivo da fémea, a qualidade do sémen e os diversos eventos fisicos e
bioquimicos que os gametas passam até a fecundag@o sdo alguns dos fatores que influenciam a fertilidade.
Muitos estudos estdo sendo realizados na busca de reconhecer todos estes fatores e suas interagdes, € todos com
o0 objetivo de aumentar a taxa de fertilidade. Na resposta inflamatoria fisioldgica e transitoria que ocorre apos a
deposi¢dao do sémen no utero das éguas, ha liberagdo de mediadores quimiotaticos e migracdo de células
polimorfonucleares (PMN). Tal processo ¢ desencadeado pelos espermatozoides, microrganismos e
componentes dos diluidores. Este processo precisa ser debelado para restabelecer as condi¢des uterinas normais
quando da chegada do embrido. No entanto, acredita-se que a deposi¢do de s€émen de baixa qualidade, ou seja,
com mais espermatozoides lesados, aumenta a resposta inflamatoria. Desta forma, o objetivo desta revisdo ¢
estabelecer a importancia das interagdes entre a qualidade do sémen e a resposta inflamatoria uterina em éguas,
com o intuito de reconhecer seus efeitos sobre a fertilidade.
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Abstract

The conditions of the female reproductive tract, the quality of the semen and the various physical and
biochemical events that the gametes pass through to fertilization are some of the factors that influence fertility.
Many studies are being conducted in the quest to recognize all these factors and their interactions, and all with
the aim of increasing the fertility rate. In the physiological and transient inflammatory response that occurs after
the deposition of semen in the uterus of mares, there is release of chemotactic mediators and migration of
polymorphonuclear cells (PMN). Such a process is triggered by spermatozoa, microorganisms and diluent
components. This process must be terminated to restore normal uterine conditions upon the arrival of the
embryo. However, it is believed that the deposition of low quality semen, that is, with more spermatozoa
damaged, increases the inflammatory response. Thus, the purpose of this review is to establish the importance of
the interactions between semen quality and the uterine inflammatory response in mares, in order to recognize its
effects on fertility.
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Introducao

As condigdes do trato reprodutivo da fémea, a qualidade do s€men e os diversos eventos fisicos e
bioquimicos que os gametas passam até a fecundacdo sdo alguns dos fatores que influenciam a fertilidade.
Muitos estudos estdo sendo realizados na busca de reconhecer todos os fatores e suas interac¢des, € todos com o
mesmo objetivo de aumentar a taxa de fertilidade da criag@o.

A refrigeracdo e congelacdo seminal sdo biotécnicas difundidas na reproducdo de equinos, que
trouxeram aumento da eficiéncia reprodutiva, melhorando os indices de fertilidade e simplificando os protocolos
de inseminagdo (Crowe et al., 2008). Porém, quando o sémen é submetido a processos de preservacdo ha
comprometimento das células espermaticas, como danos de membrana, danos oxidativos, comprometimento da
integridade da estrutura nuclear, danos morfoldgicos e funcionais das células (Watson, 2000a; Sieme; Harrison;
Petrunkina, 2008; Nascimento et al., 2008). A resisténcia do sémen ao efeito deletério destes processos varia de
acordo com a raga, garanhdo, ejaculados e entre populacdes espermaticas presentes no mesmo ejaculado
(Rodriguez-Martinez, 2003). Principalmente apos a criopreservacao surge uma populacdo de espermatozoides
ndo viaveis que influenciam negativamente a sobrevivéncia no ambiente uterino das populagdes vidveis para
eventualmente causar disfungdo irreversivel, reduzindo sua capacidade de desenvolver embrides saudaveis (Roca
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etal., 2016).

No trato reprodutivo da fémea apds a deposicdo de s€men pela cobertura ou inseminagdo artificial
(IA) ocorre uma resposta inflamatéria fisiologica (Troedsson, 2014) e transitoria (Watson, 2000b), na qual ha
liberagdo de mediadores quimiotaticos, resultando na rapida migracdo de células polimorfonucleares (PMN) ao
limen uterino, com o propésito de eliminar o excesso de espermatozoides mortos € outros contaminantes
uterinos (Troedsson, 1999). Tal processo ¢ desencadeado pelos espermatozoides (Troedsson, 1995; Kotilainen et
al., 1994), pelos microrganismos presentes no s€émen (Troedsson et al., 2001), e também pelos componentes dos
diluidores utilizados para a criopreservagdo de s€émen, como por exemplo a gema de ovo ¢ o glicerol (Troedsson
et al., 1997). Para o desenvolvimento adequado do embrido, ¢ necessario que a égua restabelega as condi¢des
uterinas normais apds a inseminagdo, portanto, ¢ fundamental que exista o controle do processo inflamatorio
(Serrano-Recalde, 2014).

Existem intimeros estudos sobre o acumulo de liquido intrauterino (Cadario et al., 1999; Leblanc et
al., 1994) e sobre o mecanismo de defesa humoral e celular na resposta inflamatoria apos a inseminagao artificial
em éguas (Tunon et al., 2000; Waelchli et al., 1987; Asbury et al.,1980), estes estudos sdo baseados nos indicios
de que a resposta inflamatéria pos-cobertura persistente e uma limpeza uterina ineficiente sdo importantes causas
de subfertilidade em éguas (Serrano-Recalde, 2014). Ressalta-se que a grande maioria destes estudos leva em
consideracdo a patogenia da endometrite focada na contaminac@o bacteriana; no entanto, deve-se destacar que o
espermatozoide ¢ considerado o principal causador da inflamagdo que ocorre sempre apds a cobertura
(Kotilainen et al., 1994; Serrano-Recalde, 2014). Por outro lado, foi demonstrado que os residuos da inflamagao
sdo prejudiciais ao espermatozoide e afetam a motilidade e os mecanismos envolvidos na capacitagdo
espermatica (Leblanc, 1999; Alghamdi et al., 2001; Serrano-Recalde, 2014).

Desta forma, o objetivo desta revisdo é estabelecer a importancia das interagdes entre a qualidade do
sémen e a resposta inflamatoria uterina em éguas, com o intuito de reconhecer seus efeitos sobre a fertilidade.

Endometrite pos-cobertura

A endometrite pds-cobertura é um processo inflamatorio local, que ndo evoca resposta inflamatoria
sistémica (Tuppits et al., 2014). Ocorre apos a inseminagdo artificial ou monta natural (Troedson et al 1999)
como um processo fisiologico proprio da resposta imune inata (Fedorka et al., 2017), cujo objetivo é remover o
excesso de espermatozoides, plasma seminal e contaminantes do Ttero, possibilitando nas éguas o recebimento
do embrido no quinto ou sexto dia apds a ovula¢do, em um ambiente adequado que garanta sua sobrevivéncia
(Leblanc et al.,1998). O processo inicia com o influxo transitério de PMN ao limen uterino, comegando 30
minutos apds a inseminagdo (Troedson et al., 1999), atingindo o pico de 6 a 12 horas e declina dentro de 12 a 24
horas pos-inseminagdo. O processo inflamatério se resolve completamente dentro de 36 a 48 horas pos-
inseminacio e o ambiente uterino retorna ao estado normal (Katila et al., 1995; Troedsson et al., 2001). Eguas
que falham em resolver este processo passadas as 72 horas apds a cobertura, desenvolvem um processo
patologico conhecido como endometrite persistente pds-cobertura, caracterizado pela persisténcia do processo
inflamatorio (Fiala et al., 2007). Esta afeccdo ¢ indesejavel porque mantém alterado o ambiente uterino e
prejudica o estabelecimento da gestacdo, resultando em impacto econdmico negativo para os criadores de
equinos (Troedsson; Liu; Crabo, 1998; Hurtgen, 2006; Leblanc; Magsig; Stromberg, 2007). Pesquisas abordando
esta afeccdo tém sido realizadas intensamente (Troedsson, 2014, 2006, 2001, 1998, 1997, 1995, Liu, 2008, 2011;
Fumuso, 2003, 2007; Leblanc, 1998). De 10 a 15% das éguas cobertas geralmente desenvolve uma inflamagéo
endometrial persistente (Troedsson et al., 2006), sendo a terceira condigdo clinica mais comum em éguas
(Maischberger et al., 2008).

Resposta uterina ao sémen

A égua tem mecanismos importantes para evitar a contaminagao uterina e para eliminar de forma rapida
o agente contaminante, bem como os componentes e subprodutos inflamatérios (Ferrer, 2005). As barreiras
anatdmicas, como a vulva, a prega vestibulo-vaginal e a cérvix, protegem o Utero de agentes infecciosos
ascendentes. Entretanto, esta barreira ¢ quebrada durante a cobertura, sendo o sémen depositado diretamente
dentro do utero, assim, s30 necessarios outros mecanismos para evitar a contaminacdo, tais como 0s
componentes celulares e humorais do sistema imune, os fatores mecénicos e a drenagem linfatica (Ferrer, 2005).
Principalmente, a contratilidade miometrial ¢ imprescindivel para a limpeza fisica da luz uterina (Evans et al.,
1987; Leblanc et al., 1994; Troedsson et al., 1993).

Apos a deposicdo do sémen no Utero, seja por monta natural ou inseminagdo artificial, os
espermatozoides ativam a motilidade e sdo rapidamente transportados do ttero até a tuba uterina, processo que
ocorre dentro das primeiras quatro horas pos-inseminagdo; porém, somente uma pequena porcentagem deles
atinge o local da fertilizagdo (Scott, 1995; Troedsson et al., 2001). A chegada dos espermatozoides no [imen
uterino estimula a liberacdo de células inflamatdrias, encontrando-se presentes aos 30 minutos depois da
inseminagdo (Almaghamdi et al., 2009). Os PMNs sdo as primeiras células inflamatdrias presentes, o sistema
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complemento ¢ ativado, atraindo leucotrienos B4 (LTB4), prostaglandinas E (PGE) e prostaglandina F2a
(PGF2a), que possuem fungdo na opsonizacdo e contratilidade na musculatura lisa, contribuindo com a
fagocitose de espermatozoides, componentes do diluidor, bactérias e detritos (Troedsson et al., 2001). A PGF2a
e a oxitocina regulam as contragdes miometriais (Maischberger et al., 2008), as quais contribuem na remocéo do
acumulo de liquido e produtos inflamatorios prejudiciais para o ambiente uterino (Troedsson, 2006). Em adigio,
o incremento de PGF2o liberada como parte do processo inflamatdrio pode causar lutedlise prematura e
subsequentemente perda embrionaria (Palm et al., 2008; Rambags et al., 2003). As imunoglobulinas IgGa, IgGb,
IgGc, 1gGT, IgA e IgM também sdo isoladas do titero e desempenham um papel importante na defesa uterina
(Maischberger et al., 2008).

Componentes do sémen e qualidade espermatica

A endometrite pos-cobertura ¢ desencadeada tanto pelos microrganismos presentes no sémen
(Troedsson et al., 2001), como pelos proprios espermatozoides (Troedsson, 1995; Kotilainen et al., 1994). Os
espermatozoides ndo sdo inerentemente quimiotaticos, mas ativam uma cascata do sistema complemento nas
secregoes uterinas (Katila, 2012). Parece que algumas proteinas aderidas a membrana espermatica seriam
responsaveis pela opsonizag¢do seletiva e pelo reconhecimento de diferentes popula¢des de espermatozoides
(Troedsson et al., 2006, Kawano et al., 2014).

De acordo com Troedsson et al. (2005), o plasma seminal possui na sua composi¢ao substancias que
modulam a eliminagdo dos espermatozoides, o processo inflamatorio ¢ a limpeza uterina na égua. Os
espermatozoides e o plasma seminal demonstram exercer papéis ativos, mas diferentes, na regulacdo da
endometrite induzida pos-cobertura. Sabe-se que a secrecdo de PGF2a endometrial aumenta significativamente
na presenga de plasma seminal, sugerindo que o plasma seminal atua como um modulador da inflamag@o (Nash
etal., 2010).

Foi demonstrado que a infusdo uterina de plasma seminal em éguas estimula o influxo de neutréfilos
para o limen uterino, o que ndo acontece na preseng¢a do diluidor de sémen (Bowllein et al., 2003; Portus;
Reilas; Katila, 2005). Por outro lado, estudos in vitro demonstraram que o plasma seminal atua como anti-
inflamatorio para espermatozoides vivos (mas ndo mortos), prevenindo, por via de um componente proteico, a
ligagdo e fagocitose destes por neutrofilos, inibindo a quimiotaxia de neutrofilos e atividade dos componentes do
sistema complemento (Troedsson et al., 2000, 2001, 2006; Alghamdi et al., 2004; Alghamdi; Foster 2005).

O plasma seminal recobre o espermatozoide evitando a opsonizagdo para promover a fagocitose deles.
Os linfocitos dos ganglios linfaticos que drenam o tUtero se ativam pela presenga do plasma seminal, devido
possivelmente aos imunossupressores inativados pelos antigenos dos espermatozoides que chegam aos ganglios
linfaticos (Hafez; Hafez, 2004). As fémeas podem desenvolver imunidade anti-espermatica e em alguns casos
podem encontrar anticorpos dirigidos contra o gameta masculino no aparelho reprodutor (Hafez; Hafez, 2004).
Anticorpos anti-espermatozoide que levam a subfertilidade por autoimunidade foram descobertos em equinos,
causado pela diminui¢ao da ligacdo do espermatozoide na tuba uterina (Thomas et al., 1997). Amostras de sémen
de equinos considerados como reprodutores ruins, tem maior concentracdo de IgG do que amostras de
reprodutores satisfatorios. Esta ligag@o foi associada com morfologia deficiente dos espermatozoides e anomalias
da cabeca do espermatozoide (Ferrer et al., 2014).

A integridade e funcionalidade dos espermatozoides submetidos a criopreservagdo ¢ reduzida em torno
de 50% (Watson, 2000a). Os efeitos deletérios sdo provocados pelo aumento da fosforilagdo de proteinas da
membrana plasmatica e peroxidagao lipidica. Embora, nem todos os espermatozoides respondam igual a
criopreservacdo, devido a heterogeneidade de populagdes presentes no ejaculado (Andrade et al., 2012).
Previamente a criopreservagdo, o sémen equino deve ser centrifugado para realizar a retirada do plasma seminal
com o objetivo de aumentar o tempo de vida do espermatozoide e melhorar a sua preservagao (Jasko et al. 1992).
No entanto, a remoc¢do do plasma seminal torna o espermatozoide mais susceptivel a criocapacitagdo. A
criocapacitacao detectada em espermatozoides equinos descongelados pode explicar, em parte, a baixa taxa de
sobrevivéncia dessas células no trato reprodutivo feminino (Andrade et al., 2012).

Juntamente, foi detectado que o sémen congelado apresenta uma reacdo inflamatoria mais pronunciada,
caracterizado pela maior quantidade de neutrofilos no utero de éguas inseminadas com sémen congelado
(Kotilainen et. al. 1994). Sugerindo também que a reduc@o na taxa de prenhez apds a inseminagdo com sémen
congelado, seja causada pela maior reagdo inflamatoria, isso porque a inseminagdo € realizada proximo ao
momento da ovulagdo, sendo assim o periodo de tempo de fechamento da cérvix ¢ mais curto, o que impediria
que éguas suscetiveis eliminassem o material inflamatério em tempo adequado (Reilas, 2001).

Antes acreditava-se que o procedimento de inseminag@o profunda no corno uterino levava a uma reagido
inflamatoria mais severa do que o procedimento de inseminagdo no corpo do utero, porém, Giivenc et al. (2005),
verificaram que a manipulagdo e introducdo da pipeta de inseminacdo até a ponta do corno uterino, ndo tem
efeito irritante a mais em comparagdo com a outra técnica. Os componentes do diluidor também podem
contribuir para o desenvolvimento de um processo inflamatério persistente (Watson, 2000b; Troedsson et al.,
2001), ja que o diluidor de sémen congelado contém gema de ovo e glicerol.
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A quantidade de neutrofilos na luz uterina, 24 horas ap6s a inseminag¢ao, ¢ maior nas éguas inseminadas
com 1 bilhdo de espermatozoides do que naquelas inseminadas com dose menor de 100 ou 500 x 10° de
espermatozoides (Fiala et al., 2007).

Serrano-Recalde (2014) sugeriu que a deposi¢cdo de sémen com um maior nimero de espermatozoides
lesados, promova maior resposta inflamatoria uterina com aumento de PMN e do fluxo sanguineo uterino,
podendo ocasionar subfertilidade. Desta forma, este autor inseminou éguas com sémen de alta e baixa qualidade,
avaliada por associagdo de sondas fluorescentes para identificar o percentual de espermatozoides com membrana
plasmatica intacta, acrossomo intacto ¢ alto potencial de membrana mitocondrial (PIAIA), sendo este percentual
de 30% e 15%, respectivamente para sémen de alta e baixa qualidade. Realizou citologia endometrial apds seis
horas da IA, notou que apesar das éguas que receberam o sémen de baixa qualidade apresentar maior porcentagem
de PMN (76,41 £ 5,89%) do que as éguas que receberam sémen de alta qualidade (47,87 + 10,59%), esta diferenca
nao foi detectada pelo teste estatistico (P > 0,05). Entretanto, ao se comparar este percentual de PMN com éguas
do grupo controle, que receberem infusdo uterina de somente diluidor (20,12 + 6,57% PMN), notou-se que o
grupo de alta qualidade foi semelhante ao controle (P > 0,05) e que o grupo de baixa apresentou aumento
significativo (P < 0,05) de células inflamatodrias no endométrio das éguas.

O processo inflamatorio do endométrio pela deposigdo do sémen pode alterar a hemodinamica uterina
detectavel por ultrassonografia Doppler em éguas (Serrano-Recalde, 2014). Ocorrem mudancas na velocidade do
fluxo sanguineo, com aumento significativo da perfusdo uterina aproximadamente uma hora apos a infusdo de
plasma seminal ou sémen, mas ndo acontece o mesmo com a infusdo de somente o diluidor (Bollwein et al.,
2003). Ferreira et al. (2012) identificaram aumento na perfusdo sanguinea do utero duas horas apos IA e
diminuicdo da mesma a partir de trés horas da deposi¢do do sémen.

Serrano-Recalde (2014) estudou a hemodindmica uterina em equinos por meio da ultrassonografia
Doppler colorida e espectral, apos a inseminagao artificial no corpo do ttero com sémen congelado. Pelo modo
color-flow foi determinando o escore de vascularizagdo uterina (EV, 0 - 4), pelo modo espectral foi
determinando o indice de resisténcia (RI) da artéria uterina. O exame foi realizado prévio a inducdo da ovulagéo (30
horas antes da IA), imediatamente antes da IA e 6 horas apos a IA. Nao foi encontrada diferenca estatistica entre os
grupos para os valores de RI, mas se observou maior EV uterino nos grupos inseminados com sémen de alta (2,469
+ 0,194) e de baixa qualidade (2,463 + 0,180) quando comparados com o grupo controle (1,619 + 0,114).
Determinando que o escore de vascularizagdo ¢ alterado pela presenca de sémen, mas ndo existe diferenga
significativa na resposta inflamatoria entre as qualidades de sémen (Serrano-Recalde, 2014).

Tsunoda et al. (2015) examinaram os efeitos da pentoxifilina (7,18 mM), adicionada ao diluidor seminal
pos-descongelacdo sobre a qualidade seminal e indu¢do da resposta inflamatdria uterina apds a inseminagao
artificial de éguas. A pentoxifilina provocou diferengas na qualidade seminal, aumentando a velocidade de
trajeto, velocidade progressiva e velocidade curvilinear avaliados pelo sistema computadorizado de avaliagdo da
motilidade (CASA). Entretanto, Tsunoda (2013) notou que a adicdo de pentoxifilina ao diluidor aumentou a
resposta inflamatdria avaliada pela citologia uterina. O percentual de PMN foi menor no endométrio de éguas que
receberam somente diluidor e diluidor com espermatozoides (20,20 + 6,63 e 47,83 + 10,61%, respectivamente) do
que para aquelas que receberam diluidor com pentoxifilina sem ou com espermatozoides (57,89 + 9,42 ¢ 82,84 +
5,71, respectivamente). Porém, nenhuma diferenga estatistica foi encontrada no fluxo sanguineo uterino avaliado
pela ultrassonografia Doppler. Concluiram que a pentoxifilina estimula mais os mecanismos defesa, ja que
aumenta a migragdo de neutrdfilos para o limen uterino nas primeiras seis horas apos a IA, podendo promover
mais rapida recuperagao.

Serrano-Recalde (2014) verificou o efeito da qualidade seminal sobre a taxa de prenhez, o grupo de alta
qualidade apresentou maior taxa de prenhez (81,82%) que o grupo de baixa qualidade (54,55%). Esta relagado
entre o sémen como principal causador da inflamagdo apods cobertura (Kotilainen et al., 1994) e em contrapartida
a inflamacdo causadora de efeitos deletérios sobre os espermatozoides viaveis, ja foi bastante estudada. No
entanto, sdo poucas as pesquisas que mostram que a resposta inflamatoria pds-cobertura varia com o tipo de
inseminag¢do e com a qualidade do sémen depositado e qual o impacto da qualidade do sémen sobre a fertilidade.

De fato o sémen provoca uma resposta inflamatoria uterina apds a inseminagdo, sem embargo, o efeito
da qualidade do s€men sobre o Gtero ainda precisa ser desvendado.
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