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RESUMO

A equinocultura é uma atividade com alto crescimento dentro do agronegécio brasileiro a
qual gera milhares de empregos diretos e indiretos e se consolida como uma importante atividade
econdmica e social. A fertilidade da fémea da espécie equina € influenciada por varios fatores,
sendo que o complexo endometrite-endometrose é uma das principais causas de infertilidade na
égua. Sendo assim, é também uma importante causa de prejuizos para criadores. A endometrite
persistente pds cobertura é a categoria de endometrite mais comum e se estabelece por uma
continuidade da reacdo inflamatéria fisioldgica que acontece no endométrio ap6s a
monta/inseminacao artificial. O tratamento comumente proposto para essa patologia é a lavagem
uterina a qual retira produtos da inflamacao e estimula o Utero a limpeza mecanica. O uso de
terapias bioldgicas para essa patologia vem sendo empregado pois células tronco, plagquetas e
leucdcitos infundidos no Utero auxiliam no combate ao processo inflamatorio persistente
aumentando a qualidade de fagocitose de polimorfonucleares e a quimiotaxia do tecido. Ja a
endometrose, é um processo cronico no qual as glandulas uterinas ficam circunscritas por tecido
fibroso, comprometendo sua funcdo e a capacidade da fémea de levar uma gestacdo a termo.
Antes do uso de terapias bioldgicas, ndo se tinha um tratamento efetivo para essa patologia.
Atualmente, com o uso de células tronco, a vida reprodutiva de fémeas da espécie equina pode
ser aumentada pois essas células tém capacidade de regeneracdo tecidual e mostraram 6timos

resultados quando aplicadas no utero de éguas com endometrose.

Palavras-chave: égua, endometrite, endometrose, terapias bioldgicas, células tronco.



ABSTRACT

The equine industry is an activity with high growth in the Brazilian agribusiness with
generates thousands of direct and indirect jobs and consolidates as an important economic and
social activity. The female fertility of the equine species is influenced by many factors, and the
endometritis-endometrosis complex is a major cause of infertility in the mare. Thus, it is also an
important cause of loss to farmers. The persistent mating-induced endometritis is the most
common category of endometritis and settles for a continuum of physiological inflammatory
reaction occurring in the condition is uterine flushing which removes products of inflammation
and stimulates the uterus to mechanical cleaning. The use of biological therapies for this
condition have been employed as stem cells, platelets and leukocytes infused into the uterus help
in combating the persistent inflammatory process by increasing the quality of phagocytosis of
polymorphonuclear and chemotaxis of tissue. Already endometrosis is a chronic process in which
the uterine glands are circumscribed by fibrous tissue, compromising its function and the ability
of the female to lead a pregnancy to term. Before the use of stem cells, reproductive life of the
female equine species can be increased because these cells have the capacity to tissue

regeneration and showed good results when applied in the uterus of mares with endometrosis.

Keywords: mare, endometritis, endometrosis, biologic therapies, stem cells.
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1 INTRODUCAO

A industria do cavalo vem aumentando a cada ano dentro do agronegdcio brasileiro, se
destacando como uma importante atividade econdmica e social. Este segmento movimenta 7,5
bilhGes de reais por ano e gera aproximadamente 650 mil empregos diretos e 2,6 milhdes de
indiretos no campo e na cidade. O Brasil possui 8 milhdes de animais e € o terceiro maior
rebanho do mundo (MAPA, 2014).

Geralmente o endométrio da égua fértil é livre de contaminantes, apesar do fato de ser
contaminado no coito, consegue eliminar os elementos indesejaveis em algumas horas. Apés a
monta/lA é necessario que 0 ambiente uterino esteja apto para receber o embrido em torno dos
55 dias de prenhez (CAMOZZATO, 2010). A presenca de fluidos devido uma reacgdo
inflamatoria exacerbada e persistente ou a existéncia de fibrose periglandular fazem do ambiente
uterino um local inapropriado para o desenvolvimento do embrido e diminui consequentemente a
fertilidade da égua.

A falha na concepcéo de éguas tem sido assunto de grande interesse devido ao aumento
do mercado de biotecnologias ligadas a reproducdo como transferéncia de embrifes, injecdo
intracitoplasmatica e criopreservacao de sémen e embrides na espécie equina. A endometrite é
considerada atualmente uma das principais causas de reducdo da fertilidade em éguas e pode ser
dividida devido sua etiologia e patogenia em 4 diferentes tipos: endometrite persistente pos
cobertura, endometrite sexualmente transmissivel, infecciosa crénica e degenerativa cronica ou
endometrose (TROEDSSON, 1999).

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia reprodutiva, diversos tratamentos e
procedimentos tém sido realizados. No entanto, éguas denominadas suscetiveis ndo respondem
adequadamente aos tratamentos convencionais e ndo conseguem combater a infeccdo de forma
eficiente, a qual torna-se persistente, subclinica ou cronica (MAMBELLI et al., 2013). Nestas
éguas com exacerbacdo do processo inflamatorio se estabelece um alto grau de fibrose peri-
glandular levando a uma queda dréstica da fertilidade da fémea (KENNEY; DOIG, 1986).

O uso de terapias bioldgicas como células tronco e plasma rico em plaquetas (PRP) em
cavalos foi introduzido no tratamento de afeccdes do aparelho locomotor. Atualmente, estuda-se

0 uso dessas terapias para tratar problemas uterinos por serem capazes de estimular a
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regeneracdo tecidual e diminuir a inflamacdo aumentando as citocinas anti-inflamatorias e

reduzindo a concentracao das pro-inflamatdrias.
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2 MORFOLOGIA UTERINA NA EGUA

O tero na espécie equina € composto por dois cornos uterinos e um corpo. A parede
desse 6rgdo é formada por trés camadas distintas: 0 endométrio, 0 miométrio e o perimétrio.

O endométrio consiste em duas camadas: o epitélio, o qual tém células que variam entre
cuboidais e cilindricas durante o ciclo estral, e a lamina propria onde se encontram glandulas
tubulares. A lamina prépria € dividida segundo Kenney (1978) em estrato compacto (formado
por células do estroma, fibras reticulares e numerosos capilares) e estrato esponjoso (por¢ao mais
vascularizada, fibrosa, com baixa densidade de células onde estéo as glandulas endometriais). Os
Vasos Nno estrato esponjoso sdo capilares, arteriolas, vénulas e vasos linfaticos (KENNEY, 1978).

O miométrio possui duas camadas musculares lisas. A camada interna é mais grossa e
possui fibras no sentido circular, enquanto a camada externa tem diregdo longitudinal e menor
espessura. O perimétrio reveste o0 6rgdo como peritonio visceral, juntando-se a duas camadas de

mesométrio as quais sustentam o 6rgdo na cavidade pélvica.
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3 ENDOMETROSE

A endometrose é um processo degenerativo e cronico do endométrio. (RICKETTS,
1975). Hoffmann et al. (2008) definiram a doenga como a atividade alterada ou inatividade das
glandulas do endométrio, podendo ser caracterizada por um processo progressivo e irreversivel,
correlacionado com a idade do animal, que leva a degeneracdo do tecido endometrial e a
formacdo de tecido fibroso periglandular que pode afetar glandulas isoladas ou ninhos
glandulares.

A etiologia e patogenia da endometrose permanecem pouco conhecidas (HOFFMANN et
al., 2003). Porém, sabe-se que feixes periglandulares de colageno e camadas de tecido fibroso
caracterizam o inicio da doenca (RAILA et al., 1997). O colageno é produzido por grandes
células estromais que, em um estagio mais avancado se diferenciam em miofibroblasto. Os
miofibroblastos secretam mediadores que afetam a composicdo da matriz extracelular e
promovem a contratilidade das glandulas uterinas, prejudicando a funcdo destas (HOFFMANN
et al., 2008).

A melhor forma de diagnosticar e determinar o grau da endometrose é com a realizacéo
de bidpsia uterina. O grau de endometrose é determinado pela frequéncia de glandulas com
fibrose e formag¢do de ninhos (discreto<2/campo; moderado=2-4/campo; severo>4/campo) além
do nimero de camadas de fibrose (discreto=1-3; moderado=4-10; severo >10 camadas)
(KENNEY; DOIG, 1986). Quando tem-se a presenca de fibrose periglandular difusa,
independente do grau de severidade, o efeito nocivo causado na capacidade do utero em levar
uma gestacdo a termo é maior quando comparada a alteracdes localizadas. Isso faz com que a
frequéncia de aparecimento de ninhos de fibrose seja um fator importante para a classificacdo do
grau de endometrose (KENNEY, 1978)

Schoon et al. (1995) analisaram bidpsias de 585 éguas com idades entre 3 e 27 anos em
rotina de diagnostico laboratorial. 61% das éguas apresentaram endometrose, sendo que, destas,
66% de grau leve, 30% de grau médio e 4% de grau severo. 32,6% das éguas com endometrose
apresentaram endometrite concomitante. J& Flores et al. (1995) encontraram 5% de endometrite
concomitante em éguas com grau leve de endometrose, enquanto que em éguas com grau médio

a severo, o0 valor subiu para 30%.
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A idade tem forte relacdo com a presenca de endometrose em éguas segundo Schoon et
al. (1995). 30% das éguas com menos de 9 anos de idade apresentaram endometrose, nenhuma
delas de grau severo; em éguas com idade entre 9 e 14 anos, 60% apresentaram endometrose,
enquanto esse valor aumenta para 90% em éguas com mais de 14 anos. Com o mesmo trabalho,
0s autores correlacionaram o grau de endometrose e 0 sucesso da gestacdo. Enquanto 45% das
éguas com grau leve de endometrose levaram a gestacdo a termo, 32% tiveram sucesso dentre as
éguas com grau médio, e 0% com grau severo.

O tempo em que as éguas ficaram vazias também teve forte correlacdo com o grau de
endometrose (SCHOON et al., 1995). 72,6% das éguas vazias hd 1 ano e 95,4% das vazias ha
mais de 2 anos apresentaram endometrose; das éguas com historico de potros nascidos, apenas
32% apresentaram a doenca.

Como a endometrose € um processo progressivo e irreversivel, muitos tratamentos ja
foram propostos, porém nenhum deles obteve sucesso na reducdo do processo fibrético ou na
melhoria da fertilidade (HOFFMANN et al., 2008). Alguns autores descrevem reversdo parcial
da fibrose periglandular ap6s curetagem do endométrio (RICKETTS, 1985), uso de infusdo de
querosene (ROBERTS, 1993) e de dimetil sulfoxido (DMSO) (LEY et al., 1989).
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4 ENDOMETRITE

A endometrite é o estado inflamat6rio do endométrio (KELLER, 2004). Esta situacdo
pode ocorrer associada a uma infeccdo bacteriana ou ndo (EQUINE...,1993). Segundo LeBlanc
(2010), a endometrite na égua pode ser dividida em infeccdo aguda, infeccdo cronica ou
endometrite persistente pds cobertura.

Durante a endometrite aguda e subaguda, a producdo de muco pelas células epiteliais que
revestem o endométrio é aumentada (LEBLANC et al., 2007; CAUSEY et al., 2007). Mudancas
na producdo e viscosidade desse muco endometrial podem interferir na habilidade do utero de
remover particulas. (LEBLANC, 2010)

A répida limpeza fisica do Gtero é fundamental para a fertilidade. Eguas que s&o
incapacitadas de depurar os produtos da inseminacdo ou do parto podem desenvolver
endometrite pos cobertura ou uma inflamacao aguda. Caso a endometrite ndo seja rapidamente
resolvida, a infeccdo pode cronificar (LEBLANC, 2010).

Com a monta ou inseminacao artificial, o sémen é depositado dentro do Iimen uterino, o
que inicia uma resposta inflamatdria transitoria e fisiolégica no endométrio pela presenca de
espermatozoides, bactérias e proteinas do plasma seminal. Em éguas resistentes acontece a
ativacdo de mecanismos de defesa a fim de eliminar o agente causador da inflamagdo em até 96
horas (LEBLANC et al., 1994) para que o embrido possa chegar ao limen uterino no quinto ou
sexto dia apos a fertilizacdo e encontrar um ambiente propicio para seu desenvolvimento.

A presenca de fluido, bactérias e produtos inflamatorios prejudica o transporte
espermatico e a fertilizacdo (REILAS, 2001), e pode tornar o ambiente uterino incompativel com
a sobrevivéncia do embrido (WAITES; BELL, 1982). Caso a inflamacdo persista, pode resultar
em uma lutedlise prematura e consequente perda embrionéaria devido a concentracdes
aumentadas de prostaglandina (NEELY et al., 1979).

4.1 Endometrite Persistente Pds Cobertura

A endometrite persistente pds cobertura € uma condicao inflamatdria ndo infecciosa que

afeta o tero de éguas de todas as racas (TROEDSSON et al., 2001). E resultante da ineficiéncia
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dos mecanismos de defesa uterina em eliminar antigenos e produtos inflamatorios e é atualmente
a maior causa de reducdo da fertilidade em éguas (TROEDSSON, 2011).

A cascata inflamatéria comeca com o reconhecimento de patdgenos, seguido pelo
recrutamento de células inflamatorias e termina com a resolugdo do processo inflamatorio.
Durante esse processo, mediadores pré inflamatorios séo liberados desencadeando vasodilatacao,
exsudacdo de plasma, migracdo de leucécitos e destruicdo local do tecido (PARHAM, 2009).
Citocinas anti-inflamatdrias ou imunomoduladoras inibem a agdo das citocinas pré inflamatdrias
inibindo o processo inflamatorio e prevenindo a destruicdo do tecido local. Eguas suscetiveis a
EPPC tém aumento significativo dos niveis endometriais de IL-1b, IL-6, TNFa e IL-8 (citocinas
pré inflamatdrias) e reducdo significativa de mRNA de IL-10 (anti-inflamatoria) durante o estro
e o diestro quando comparadas a éguas normais (Fumuso et al., 2006). Segundo Ferris et al.
(2014), isso sugere que éguas susceptiveis tem uma alteracdo na condicdo inflamatoria no utero
depois de cada cobertura ou IA.

Em estudo recente, Woodward et al. (2013) comparou éguas suscetiveis e resistentes a
EPPC e encontrou reduzidas concentracdes de IL-1Ra, IL-10 e IL-6 em éguas suscetiveis apos 6
horas ap6s contato com o espermatozoide. O pico de inflamacéo foi similar entre os dois grupos
de éguas, o que sugere que éguas susceptiveis tem uma evidente resposta inflamatoria ao
espermatozoide mas incapaz de parar o processo inflamatério uma vez ativado. Segundo o0s
autores, 6 horas apds a inseminacdao foi o tempo critico onde a EPPC se desenvolveu e é o
periodo ideal que os tratamentos devem ser aplicados para diminuir a inflamacao.
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5 MECANISMOS DE DEFESA DO UTERO

5.1 Barreiras fisicas

O utero é protegido de agentes contaminantes externos por quatro barreiras fisicas: a
vulva, o vestibulo, a vagina e a cérvice (TROEDSSON, 2011). Defeitos ou alteracbes na
conformacdo dessas barreiras podem predispor a égua a endometrite.

Caslick (1937) estudou a importancia da conformacdo vulvar em infecgfes do trato
genital e subsequente infertilidade na égua. Em seu trabalho foi concluido que angulos de 80
graus em relacdo ao eixo horizontal sdo desejaveis, enquanto que angulos menores que 50 graus
s80 mais propensos a pneumovagina e consequentes problemas clinicos. Outros problemas nas
barreiras anatdbmicas também podem contribuir para a instalacio de endometrites como
urovagina e dilaceracdes ou aderéncias de cérvice (KATILA, 1996).

Na espécie equina a ejaculacdo € intrauterina. Com isso, todas as barreiras fisicas que
protegem o Utero sdo ultrapassadas e espermatozoide, plasma seminal e bactérias do trato
reprodutor masculino entram em contato com o endométrio e induzem uma resposta inflamatoria
aguda (TROEDSSON, 1997).

5.2 Limpeza fisica uterina

A drenagem mecénica € uma das principais formas de limpeza do Gtero apds a cobertura.
A contracdo do miométrio € o mecanismo responsavel pela drenagem de conteldo tanto via
cérvice quando via sistema linfatico (TROEDSSON, 1999). Veias linfaticas drenam o excesso de
liquido da submucosa e do limen uterino. Com a contracdo miometrial, os vasos linfaticos séo
comprimidos e a linfa se move em dire¢do aos linfonodos (GUYTON, 1991). No estro, tem-se
periodos de contratilidade de aproximadamente 5 minutos, alternados com periodos de repouso
(WIDDERS, 1985). Durante o diestro, enquanto a cérvice esta fechada, provavelmente os vasos
linfaticos absorvem fluidos e particulas remanescentes no utero (LEBLANC et al.,1995).

Em éguas suscetiveis a endometrite, percebe-se uma atividade miometrial reduzida em
resposta a inflamagdo (TROEDSSON, 1993). Essa redugdo acontece tanto na frequéncia, quanto

na duracdo e intensidade do movimento muscular (TROEDSSON, 1999). Evans et al.
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concluiram que microesferas cobertas por material radioativo foram eliminadas mais
rapidamente do Utero de éguas jovens e nuliparas comparando com éguas velhas e multiparas.
Em estudos posteriores, éguas resistentes limparam o Gtero com microesferas em 24 horas apés a
inoculagdo enquanto éguas suscetiveis demoraram 96 horas.

A fim de estudar a limpeza por via do sistema linfatico, Le Blanc et al. (1995) infundiram
nanguim no Utero de éguas resistentes e suscetiveis a endometrite durante o diestro e verificaram
uma drenagem linfatica mais lenta em éguas suscetiveis. A demora na limpeza de subprodutos da
inflamac&o permite a aderéncia de bactérias ao endométrio, agravando o quadro (LEBLANC et
al, 1994).

Deficiéncias na limpeza fisica do Utero podem ser resultado da contratilidade uterina deficiente,
obstrucdo por falha no relaxamento cervical ou por mudancas conformacionais, como Utero
pendular, que fazem com que a remog¢do do contetdo uterino seja mais dificil (BRISKO et al.,
2011). Eguas com colecdo de liquido intrauterino muitas vezes apresentam cérvice anormal,

sendo o funcionamento desta, um ponto critico na drenagem uterina (EQUINE..., 1993).

5.3 Mecanismos imunoldgicos e celulares

5.3.1 Imunidade humoral

Diferentes classes de imunoglobulinas ja foram isoladas do Utero equino como IgG (IgGa, 1gGb,
IgG ©), IgT, IgA e IgM. Segundo Widders et al. (1985), o transporte de imunoglobulinas para o
atero € minimo e por ter potencial para sintese local, € considerado parte do sistema imune
mucoide. Isso foi comprovado com o fato de haver maior concentracdo de imunoglobulinas nas
secrecdes uterinas do que no plasma de éguas sadias. Estudos utilizando imunohistoquimica do
endomeétrio concluiram que a concentracdo de imunoglobulinas permanece constante durante o
ciclo estral (WAELCHLI; WINDER, 1987).

Apesar de serem componentes essenciais do sistema imunologico, quando Waelchi et al.
(1987) compararam secre¢des uterinas de éguas suscetiveis e resistentes, as primeiras tiveram
maiores concentracdes de anticorpos, (WAELCHLI; WINDER, 1991) o que mostra que uma
deficiéncia na resposta humoral ndo contribui significativamente para o0 aumento na
suscetibilidade a endometrite (LYLE, 2011).
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5.3.2 Imunidade celular

Apbs a inseminacdo ou monta e o contato do endométrio com espermatozoides e
proteinas do plasma seminal, a primeira resposta da imunidade celular é a migracdo de
neutrofilos para o limen uterino. Uma hora apos a A ja encontramos os primeiros leucécitos no
tero de éguas resistentes (KATILA, 1995). O utero responde rapidamente a um antigeno com o
aumento de mediadores quimioatrativos de neutrofilos, como leucotrieno B4 (LTB4),
prostaglandina E (PGE) e postaglandina F2a (PGF2 o), resultando em uma répida migracéo
dessas células para o Iumen uterino (PICOCK et al., 1990). O maior numero de
polimorfonucleares é encontrado ao redor de 6 a 12 horas ap6s a IA ou inoculacdo de bactérias
(KATILA, 1995; KATILA, 1990). Esse pico de neutrdfilos ndo diferi entre éguas suscetiveis e
resistentes, (LIU et al., 1986) porém, nas primeiras essas células continuaram em altos niveis por
um periodo de tempo maior enquanto que nas segundas, diminuiram gradualmente e, 48 horas
apos a IA ndo foram mais encontradas (KATILA, 1995).

Segundo Liu et al. (1985), polimorfonucleares provenientes de secrecdes uterinas de
éguas suscetiveis tem menor capacidade de migracdo e fagocitose. Essa deficiéncia na fagocitose
seria resultado da menor concentracdo de opsoninas da secrecdo uterina de éguas suscetiveis

quando comparadas a de éguas resistentes (TROEDSSON et al., 1993).
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6 CELULAS TRONCO

As células tronco séo células com alta capacidade de autorrenovacéo e diferenciacdo em
diversas linhagens celulares. Possuem alto potencial terapéutico pela habilidade de regular a
inflamacdo, promover a regeneracéo tecidual e prevenir a formacéo de cicatrizes (BORJESSON;
PERONI, 2011). Séo classificadas em embrionarias (CTE), retiradas da massa celular interna de
embrides em fases iniciais, e somaticas ou adultas (CTA), provenientes de tecidos diferenciados
de fetos, recém nascidos ou adultos (LANDIM-ALVARENGA et al., 2012).

As células provenientes do embrido sdo originadas a partir de uma das trés camadas
germinativas e possuem a habilidade de se diferenciar em qualquer tipo de tecido. Essas células
tronco tém alto potencial para ser fonte provedora, in vitro, de muitos tipos de células para
posterior utilizacdo em terapia celular (LANDIM-ALVARENGA et al., 2012).

As CTA tém o papel de reparacéo tecidual e estdo presentes na pele, no figado, coracao,
cérebro, medula 6ssea, sangue do corddo umbilical e placenta. Além da substituicdo das células
que sofrem apoptose, esse tipo de células tronco pode proporcionar a recuperacao fisiologica de
lesbes resultantes de acidentes ou causadas por um patdégeno (LANDIM-ALVARENGA et al.,
2012). Ainda, implicam em menos problemas éticos para a pesquisa e aplicacdo clinica quando
comparadas as CTE, pois ndo fazem uso de embrides como material bioldgico.

O uso das CTA no desenvolvimento de pesquisas e na medicina regenerativa €
importante e tem vantagens, uma vez que sua diferenciacdo é mais controlada e, quando
introduzidas no organismo, dificilmente produzem tumores (MARTIN, 2008). Quando estudadas
inicialmente, acreditava-se que essas células eram capazes de se diferenciarem apenas em células
derivadas da mesoderme (demonstrado em CT mesenquimais, CTM). Atualmente, acredita-se
em uma maior plasticidade das CTA, podendo gerar células derivadas também da endoderme e
da ectoderme (MAMBELLI et al., 2013).

6.1 Células tronco mesenquimais
As células tronco mesenquimais sdo CTA e sdo definidas por um conjunto de

caracteristicas in vitro como combinagdo de marcadores fenotipicos e as propriedades funcionais

de diferenciacdo (MAMBELLI et al., 2013). A origem embrionaria das células tronco
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mesenquimais (CTM) é o mesoderma, o qual da origem a tecidos conectivos como 0 0sseo,
cartilaginoso, adiposo além do sistema vascular e hematopoiético (HUMPHREYS;
BONVENTRE, 2008).

Chen et al. (2008) evidenciam a habilidade de migracdo seletiva dessas células para areas
lesionadas, inflamadas ou com tumores. Nesses locais as CTM tém papel de reparacgéo tecidual e
formacdo do estroma associado a lesdo. Essas caracteristicas fazem com que essas células
possam ser utilizadas como veiculos em terapias de locais especificos.

As CTM estéo presentes em muitos tecidos, sendo a medula 6ssea um dos mais ricos. S&o
encontradas em menores quantidades no sangue periférico, sangue do corddo umbilical e da
placenta, masculo esquelético, derme e tecido adiposo. Segundo Landim-Alvarenga et al. (2012),
este comportamento sugere que essas células surgem na medula 6ssea mas circulam pelos 6rgaos
e tecidos quando necessitam de reparagdo. Este processo ocorre fisiologicamente e é regulado
por interacGes de citocinas depois que células da medula 6ssea sdo recrutadas. Takahashi et al.
(2007) afirmam que a variedade de quimiosinas secretadas pelos tecidos adjacentes podem
induzir a diferenciacdo em diferentes linhagens celulares e/ou influir no lugar especifico em que
se encontram.

A quantidade de CTM existentes durante a vida adulta influenciam a regeneracdo do
tecido mesenquimal BRO. Segundo Chen et al. (2008) as CTM secretam diferentes citocinas e
quimiosinas como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-A), fator de crescimento
insulinico (IGF-1), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento de
queratindcitos (KGF), fator derivado do estroma-1, angiopoietina-1, proteina inflamatdria-1 alfa
e beta de macréfagos e eritropoietina em quantidades maiores que os fibroblastos da pele. Além
disso, a secrecdo desses fatores pelas CTM recruta macréfagos e células da linhagem endotelial,
melhorando a cicatrizacao de feridas.

Para a identificacdo das células tronco, a plasticidade destas é de suma importancia. Por
esse conceito, uma célula tronco de uma linhagem particular consegue se diferenciar em uma
linhagem de células completamente diferente, tornando ambigua a identificagcdo de células de
determinada linhagem embrionaria. Marcadores de superficie que reflitam as caracteristicas
bioldgicas e funcionais das células em geral esta sendo usados para identificar as mesmas. As
CTM apresentam diversos marcadores imuno-fenotipicos, mas esses marcadores nao sdo
especificos como os de outros tipos celulares (LANDIM-ALVARENGA et al., 2012). Segundo
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Taylor et al. (2007), a maioria dos marcadores utilizados para a caracterizacdo de CTM néo
foram desenvolvidos especificamente para a espécie equina e ja existem provas que alguns

marcadores disponiveis para outras espécies ndo reagem de forma cruzada para CTM equinas.

6.2 Mecanismos de terapia

6.2.1 Migracéo

Migracdo é um processo que ocorre quando células, como os leucdcitos, se locomovem
para tecidos periféricos como tecidos linféides secundarios ou zonas de inflamacdo. O
mecanismo molecular que ocorre na migracao leucocitaria € um processo complexo e necessario
para que essas células escapem de forcas de cisalhamento geradas no vaso sanguineo e
representa um paradigma no homing de CTM.

Homing € o processo pelo qual células migram e enxertam-se em um tecido onde irdo
exercer efeitos funcionais. Bensidhoum et al. (2004) injetaram CTM via endovenosa em
camundongos sem alteraces fisioldgicas e notou que as CTM “preferiram” se fixar na medula
Ossea. Porém, quando algum sitio de inflamacdo estava presente nos animais, as CTM
apareceram preferencialmente nesses locais. O mecanismo molecular que diferencia o local de
destino das CTM dependente da presenca ou ndo de inflamagéo ndo é completamente elucidado.
(BROOKE et al., 2007).

Os primeiros eventos da migracdo compreendem o rolamento e aderéncia sobre o
endotélio da medula 6ssea devido interacdes entre E- e P-selectina expressadas pelas células do
endotélio da medula 6ssea e de tecidos inflamados. Apos, ocorre a fixacao e adesdo ao endotélio
em dois passos. Primeiramente receptores de quimiosinas ligam-se as quimiosinas presentes na
superficie do endotélio e apds, integrinas sdo ativadas, como a VLA-4 a qual une os ligantes
provocando uma firme ades&o. Depois de aderida, a célula comeca uma série de interagdes que
resultam na diapedese através das células do endotélio. A direcdo da migracgéo e sustentada pelo
gradiente de densidade de quimiosinas. (BROOKE et al., 2007).

6.2.2 Imunossupressao
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As células tronco mesenquimais possuem propriedades imunossupressoras ainda néo
compreendidas inteiramente, porém estudos recentes sugerem um mecanismo de supressao de
células T. Aléem disso, as CTM tém uma grande vantagem em relacdo a outros tipos de terapia
celular por serem imunologicamente privilegiadas e conseguirem ultrapassar barreiras MHC sem
precisar de imunossupressdo. (BROOKE et al., 2007).

Segundo Souza et al. (2010), na presenca de células tronco mesenquimais, as células
dendriticas diminuem a expressdo de moléculas de superficie como MCH Il, CD11c e CD83 e
diminuem também a secrecdo de IL-12. Essas supresses prejudicam a apresentacdo de
antigenos dessas células. Esses autores também relatam a inibicdo de células T causando
diminuicdo da producdo de INF- y e aumento da producdo de IL-4. Com isso ocorre uma

alteracdo do perfil da resposta imune de pro-inflamatéria para anti-inflamatdria.

6.2.3 Regeneracéo e reparo tecidual

Segundo Brooke et al. (2007), as CTM possuem plasticidade além da sua linhagem
mesodérmica, e podem gerar pelo menos in vitro, tecidos do ectoderma e do endoderma. Além
dessas caracteristicas, a facilidade de isolamento além da sua capacidade de ser modificada
usando técnicas de engenharia molecular fazem dessas células étimas candidatas quando precisa-
se de reparacdo e regeneracdo de uma variedade de tecidos.

Segundo Frishie et al. (2012), as CTM sédo longamente utilizadas em equinos para

diminuir a inflamacdo e para o tratamento de lesGes tendineas e ligamentares.

6.3 Células tronco no tratamento de endometrite persistente pos cobertura

A pesquisa para a utilizacdo de células tronco em afec¢des uterinas de equinos como a
EPPC é muito recente. Ferris et al. (2014) salientam o potencial das CTM hipotetizando a
secrecdo de uma série de moléculas bioativas imunomoduladoras como PGE>, I1L-10, IL-1Ra,
entre outros. Outro fator que levou o inicio dos estudos € o fato dessa terapia celular j& ser muito
utilizada em afecgdes do sistema locomotor em equinos promovendo a reducgéo da inflamacéo e
tratando osteoartrites (FRISBIE; SMITH, 2011).
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Eguas suscetiveis e resistentes a EPPC tém a pico de inflamacdo muito similar. Essa
resposta inflamatoria inicial € importante para limpeza do Gtero de espermatozoides, debris e
bactérias que entraram no ambiente uterino no momento da reproducdo. Woodward et al. (2013)
concordam que a primeira diferenca notada entre as duas classes de éguas é a diminuigdo de
citocinas imunomoduladoras (IL-1Ra e IL-10) em éguas suscetiveis em 6 horas apds a exposicéo
a espermatozoides. No mesmo estudo, éguas resistentes ndo tiveram aumento de células
inflamatorias no endométrio enquanto éguas suscetiveis tiveram esse aumento duas a 12 horas
apos 1A. A diferenca nas primeiras 2 a 6 horas, é que éguas suscetiveis continuam a ter uma
diminuicdo de niveis de IL-1Ra e um influxo continuo de células inflamatérias para o
endomeétrio.

Ferris et al. (2014) utilizaram éguas sadias como modelo experimental para comparar
éguas tratadas com infusdo de placebo com éguas tratadas com infusdo de Ringer Lactato
contendo CTM 24 horas antes da IA. Quando analisados os resultados dos lavados uterinos com
baixo volume, detectaram que as éguas tratadas com CTM tiveram uma reducao significativa no
numero de neutréfilos/mL de lavado quando comparadas com as éguas tratadas com placebo.
Analisaram também a concentracdo de IL-1Ra, a qual foi significativamente maior nas éguas
tratadas com a terapia celular na hora da IA e teve tendéncia ao aumento 6 horas apos a infusédo
de espermatozoides mortos. Com esses resultados os autores concluiram que as CTM tém alto
potencial para tratar a EPPC pela habilidade de diminuir o influxo de neutréfilos e aumentar a

concentracdo de citocinas anti-inflamatdrias apds evento inflamatdrio.

6.4 Células tronco no tratamento da endometrose

A endometrose ou endometrite crbnica degenerativa também ¢é forte candidata ao
tratamento com CTM. Por ter habilidade de reparacdo tecidual, essas células tém alto potencial
terapéutico nessa patologia. Mambelli et al. (2011) tratou seis éguas com endometrose com
infusdo de células tronco e comparou com tratamento placebo. Primeiramente foi analisada a
capacidade das células tronco em enxertar-se em tecido uterino, sendo positivo em cinco das seis
éguas. A analise foi feita pela presenca de células tronco marcadas com Vybrant em laminas de
histologia das bidpsias uterinas de corno e corpo uterino. A autora sugere que as células tronco

ndo estavam presentes nas bidpsias da sexta egua pois essa apresentava um grau muito avancado
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de fibrose impossibilitando a sobrevivéncia e divisdo celular. Sobre esse caso, conclui que
determinados graus de fibrose ndo respondem ao tratamento proposto.

Quando avaliadas as bidpsias uterinas, constatou-se que ocorreu melhora significativa
quando comparadas amostras apés a infusdo de células tronco com amostras anteriores. A
melhora foi a nivel de organizacéo tecidual e morfologia das glandulas uterinas sete dias apos a
infusdo e foi confirmada com amostras nos dias 21 e 61. Em animais controles ndo foram
observadas melhoras.

Pavdo (2013) utilizou 10 éguas com grau severo de fibrose nas quais injetou 2x10’
células tronco mesenquimais com o auxilio de endoscopio flexivel e agulha e avaliou biopsias
uterinas na hora 0, 15, 30 e 60. A representacdo do nimero médio de ninhos glandulares
avaliados ao longo do tempo demonstrou decréscimo significativo ao longo do tratamento com
célula tronco. Em relacéo a classificagdo do infiltrado inflamatério pela presenca de neutrofilos
no estrato compacto a autora observou mudanca significativa nas amostras entre os momentos do
tratamento. A densidade e a atividade glandular foram verificadas durante o tratamento, assim
como a diminuicdo do numero de ninhos glandulares. A autora justifica essas melhoras em
funcdo da acdo de fatores quimiotaticos que modulam o processo inflamatério e pelo aumento da
vascularizacdo local do tecido pois as lesdes fibroticas localizam-se principalmente ao redor de
estruturas glandulares com consequente comprometimento de sua funcdo levando reducdo do
crescimento fetal e alteracbes das secrecdes endometriais que influenciam a performance
reprodutiva da égua. Quando avaliada a area de fibrose endometrial, observou-se diminuigdo de
70,98% entre as horas 0 e 60.

Pavdo (2013) avaliou alteracdo na quantidade de colageno, sendo que ndo houve
alteracdo na quantidade de colageno tipo 1 e observou-se diminuicdo significativa de marcacao
de colageno tipo Il entre a hora 0 e 60. Nos processos fibroticos ocorre a substituicdo dos
depdsitos de cido hialurdnico e fibronectina por colageno tipo | e 111 e é a deposicdo desses dois
tipos de colagenos com estrutura rigida que promove o desenvolvimento do tecido cicatricial
com maior forga tensora (BOCHSLER; SLAUSON, 2002).

Muitos estudos comprovam que a utilizacdo de células tronco reduz significativamente a
fibrose em diversos 6rgdos como figado e coracdo (ORLIC et al., 2001) em roedores. Além

disso, é sabido que as células tronco mesenquimais participam do processo de crescimento,
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remodelacdo e cicatrizacdo tecidual, implantando-se e causando um aumento do ndmero de
células progenitoras e o potencial tecidual de regeneracdo (RICHARDSON, 2005).

Ding et al. (2014) utilizaram ratos como modelo experimental e concluiram que células
tronco mesenquimais melhoram o endométrio severamente danificado por regeneracéo tecidual e
secrecdo de fatores de crescimento que induzem proliferacdo, migracdo de células endometriais

locais promovendo angiogénese.
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7 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

A primeira descri¢do de desenvolvimento e uso de plasma rico em plaquetas (PRP) foi no
inicio de 1990 e desde entdo a sigla tem sido descrita como “um volume de plasma que tem uma
contagem de plaquetas superior ao patamar fisioldgico”. Essa defini¢do sugere uma mistura pura
de plasma e plaguetas, porém, o termo genérico PRP recentemente expandiu para incluir uma
variedade de produtos finais. Para delinear mais precisamente esses produtos com base no seu
teor de leucdcitos e fibrina, a comunidade cientifica abriu um leque de nomes como PRP puro,
PRP rico em leucacitos, fibrina pura rica em plaquetas e fibrina rica em plaquetas e leucocitos.
Os termos “rico em plaquetas” e “concentrado de plaquetas” também sdo utilizados para PRP
(ZHU et al., 2013).

O plasma rico em plaquetas é obtido apo6s centrifugacdo suave de sangue total. O
sobrenadante resultante desse processo contém uma elevada concentracdo de plaquetas e de 7
proteinas fundamentais secretadas por estas para promover a cicatrizacdo de feridas incluindo
fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF) alfa, beta e alfa/beta, fatores de
crescimento transformante (TGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de
crescimento epitelial (EGF). O componente plasmatico do sobrenadante centrifugado contém 3
importantes proteinas para a regeneracdo tecidual: fibrina, fibronectina e vitronectina. A fibrina
polimeriza e liga-se com a fibronectina formando um substrato apropriado para o
desenvolvimento de um novo tecido. A vitronectina coordena a migracdo celular através da
protedlise e adesdo celular. (MAUTER; KNEER, 2014).

O PRP € uma fonte autdgena de facil aquisicdo e baixo custo de diversos fatores de
crescimento importantes na reparacao tecidual com acdo mitogénica, quimiotatica e neovascular.
Para ser eficiente, deve conter entre trés e cinco vezes mais plaquetas do que o0s niveis
fisiolégicos. (REGHINI, 2013).

Quando iniciou-se a técnica o PRP era obtido por maquinas de plasmaférese e era
utilizada trombina bovina para sua ativagdo. Apos, surgiram Kits os quais tornaram simples a
obtencdo do PRP, porém com custo elevado. Atualmente, diversos protocolos com o uso de
centrifugas comuns vém sendo empregados. Ventruscolo et al. (2012) testaram diversos
protocolos da literatura para obtencdo de PRP da literatura e concluiram que o protocolo de

Carmona et al. (2007) foi o mais eficiente em concentrar plaquetas de equinos. Protocolos onde a
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forca de centrifugacdo era muito alta ndo resultaram em altas concentracdes plaquetarias,
segundo Reghini (2013) por ativar ou lesar plaquetas levando a formacao de pellets compostos
por plaquetas e leucdcitos que ndo se desfaziam facilmente. Nos protocolos com menor forga o0s
leucdcitos e plaquetas depositados no fundo do tubo soltaram-se facilmente.

Reghini et al. (2013) evidenciam a importancia das plaguetas na resolucéo da inflamacéo
de acordo com as lipoxinas. Essas, sao moléculas que modulam o processo inflamatorio pois
diminuem a quimioatracdo de neutrofilos para o local lesado, promovem sua apoptose, além de
apresentar quimiotaxia por mondécitos os quais se transformardo em macrofagos no tecido e
realizardo a cicatrizacao e resolucdo da inflamacdo. Uma das principais rotas da biossintese da
lipoxina As (LXAu) é a interagdo dos neutrdfilos com as plaquetas, o que torna o PRP importante
ferramenta para o tratamento de endometrite onde a reacdo inflamatoria exacerbada é o
problema.

El-Sharkawy et al. (2007) demonstraram que além de o PRP aumentar a distribuicdo dos
fatores de crescimento para areas lesionadas, aumenta também os niveis de LXA4 e de RANTES
(regulador da ativagdo de células T normais), quimosinas secretadas por macréfagos e células
endoteliais que também mantém o gradiente quimiotatico para a migracao dos leucdcitos. Além
disso, pelos RANTES inibirem a liberacdo de histamina pelos baséfilos acabam levando a
inibicdo do processo inflamatorio em geral (REGHINI, 2013).

Woodall et al. (2008) analisaram a atuacdo das plaquetas na liberacdo de IL-1 pelos
macrofagos e concluiram que essas causam uma supressao inicial de I1L-1 a qual posteriormente
é liberada gradualmente durantes 7 dias, indicando que o PRP pode ser usado como um agente

anti-inflamatorio transitorio.

7.1 Plasma rico em plaquetas no tratamento da endometrite persistente pds cobertura

O PRP foi inicialmente utilizado no tratamento de enfermidades de equinos no aparelho
locomotor. Arguelles et al. (2008) observaram notavel melhora clinica em desmopatias e
tendinopatias agudas e cronicas apos a injecao de concentrados de plaquetas no local lesionado.
Em outro estudo do mesmo autor em 2005, foi aplicado PRP na lesdo de sete equinos com
tendinite ou desmite e foi observada reducdo na severidade da claudicagdo e melhora na imagem

ultrassonografica das estruturas envolvidas. Os animais voltaram as atividades fisicas antes
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praticadas ap0Os dois meses de tratamento. Esses trabalhos elucidam o potencial terapéutico do
PRP em reduzir processos inflamatorios, como acontece na endometrite.

Reghini (2013) utilizou 23 éguas onde 15 eram susceptiveis e 8 resistentes. Analisou a
inflamacdo através do nimero de polimorfonucleares (PMNs) no fluido uterino e na citologia
uterina, e também pela quantidade de fluido uterino e pela concentracdo de oxido nitrico. Obteve
como resultados a diminuicdo da quantidade de fluido acumulado no interior do utero, o que
mostra o potencial efeito benéfico do PRP. O percentual de neutrdfilos foi diminuido em éguas
susceptiveis ap6s o tratamento com PRP a niveis considerados aceitaveis ap6s 24 horas de
contato com o sémen.

Segundo Metcalf (2014), os granulos alfas das plaquetas secretam moléculas bioativas
com capacidade de regeneracdo sob a forma de fatores de crescimento, citocinas e quimiosinas.
Em outro trabalho do mesmo autor (METCALF et al., 2012) éguas susceptiveis tratadas com
infusdo intrauterina de PRP tiveram uma diminuicéo na expressdo de citocinas endometriais pré-
inflamatdrias como IL-1b, IL-6 e IL-8 apds deposicdo de sémen em comparagdo com grupo
controle. Ja no trabalho de 2014, o autor objetivou determinar o efeito do PRP na taxa de
prenhez e a EPPC em éguas susceptiveis. Em seus resultados, constatou que as éguas tratadas
com PRP tiveram taxa de prenhez significativamente maior (67%) quando comparadas com
éguas ndo tratadas (19%) enquanto que a retencdo de fluido intraluminal foi menor, 22% nas

tratadas e 100% no grupo controle.
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8 PLASMA AUTOLOGO ACRESCIDO DE LEUCOCITOS

Castilno (1994) desenvolveu um tratamento para endometrites utilizando plasma
autdlogo acrescido de neutrdfilos. Depois de testar varios protocolos para estabeleceu como
melhor método de separacdo de neutrdfilos a utilizagdo de gradiente osmotico com solucéo de
dextrose a 6%. Utilizou provas de fagocitose em placa para observar a capacidade fagocitica e
coloracdo de Azul Trypan (TBS) para a viabilidade das células separadas por esse método, a qual
foi de 92,6%. Apos, Castilho et al. (1997) confirmaram esses resultados utilizando citometria de
fluxo para testar novamente a viabilidade e capacidade fagocitica das células separadas do
sangue total utilizando dextrose 6%. O tempo de sobrevida dos leucdcitos ap6s infundidos no
Utero e recuperados atraves de lavagem foi, em média, 6 horas.

Mattos et al. (1999a) infectaram éguas com Streptococcus equi subsp. zooepidemicos e
trataram com lavagem uterina com solucdo salina, lavagem uterina e infusdo de plasma
homologo, e lavagem uterina com solucdo salina e infusdo de plasma homélogo com leucdcitos.
Os autores acharam em seus resultados que éguas tratadas com plasma contendo leucdécitos
eliminaram a bactéria dois dias antes comparadas a éguas tratadas com os outros protocolos. O
sucesso do tratamento com leucdcitos se deve, segundo os autores, ao efeito sinérgico dos trés
componentes. Primeiramente, a lavagem uterina limpa o endométrio e remove produtos
inflamatorios acumulados e material contaminado. Apos, o plasma homologo acrescenta fatores
opsonizantes ao lumen uterino e os neutrdfilos provenientes do sangue promovem uma
fagocitose eficiente, 0 que ndo é encontrado em neutréfilos presentes no limen uterino de éguas
suscetiveis.

Em outro trabalho de mesmo ano, Mattos et al. (1999b) compararam o efeito da
ocitocina, da lavagem uterina seguida de infusdo de plasma acrescido de leucécitos, da juncao
dos dois tratamentos e do maleato de metilergonovina em éguas susceptiveis a endometrite. As
éguas tratadas com lavagem uterina seguida de infusdo de plasma acrescido de leucécitos com ou
sem aplicacdo de ocitocina eliminaram a bacteria significativamente mais rapido que os outros
tratamentos. O uso de dextrose 6% para a separacdo de leucdcitos pode ter sido responsavel pela
migracdo de plaquetas para a porcdo plasmaética. Os autores enfatizam que a presenca de
plaquetas no plasma infundido pode ter aumentado a habilidade fagocitica dos neutréfilos e

inibido a apoptose leucocitaria.
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Em trabalho realizado com 394 éguas divididas em virgens, vazias e com potro ao pe,
Mattos et al. (1997) compararam a utilizacdo de plasma com leucdcitos, plasma homélogo e
plasmas homdlogo associado a antibioticoterapia como tratamento pds cobertura. As maiores
taxas de prenhez foram encontradas no grupo onde se utilizou plasma acrescido de leucdcitos em
éguas vazias.

Castilho et al., em 1997, propuseram a utilizacdo de leucocitos criopreservados para
tornar o tratamento mais préatico para seu uso a campo. Estabeleceram a técnica de congelamento
e testaram os leucacitos apds o descongelamento.

O plasma homologo acrescido de leucocitos também foi usado para tratamento de
afeccdes do aparelho locomotor. Garrett et al. (2013) compararam-no com solucdo salina para o
tratamento de sesamoidites e desmites de cavalos de corrida jovens. Os cavalos tratados com

plasma, foram mais propensos a iniciar em corridas com 2 anos de idade.
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9 CONCLUSAO

A equinocultura esta em plena expansdo e € responsavel por grande geragdo de empregos
e movimentacdo financeira dentro do agronegocio brasileiro. As perdas causadas por afeccoes
uterinas como a endometrite persistente pds cobertura em éguas susceptiveis e a endometrose em
éguas de alto valor comercial representam uma area de estudo onde os médicos veterinarios
atuantes na reproducdo de equinos devem se focar para diminuir o prejuizo dos criadores. Um
bom diagnostico da doenga aliado ao tratamento certo sdo pontos chaves para o sucesso. A
utilizacdo de terapias bioldgicas para tratar afec¢fes uterinas estd em desenvolvimento, mas ja
estdo disponiveis aos veterinarios a campo, principalmente para a utilizacdo em éguas de alto
valor genetico/comercial devido aos custos ainda altos de alguns tratamentos.

Continua sendo de suma importancia a pesquisa e desenvolvimento de novas tecnologias
para a obtencdo de tratamentos cada vez mais eficazes e que consigam prolongar a vida

reprodutiva das fémeas da espécie equina.
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