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RESUMO

MEIO CONDICIONADO DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS COMO
TRATAMENTO DE ENDOMETROSE EM EGUAS

Autor: Fabiano Trevisan da Rocha
Orientadora: Mara lolanda Batistella Rubin

Durante a vida reprodutiva das éguas o endométrio é exposto a eventos como:
copula, parto, puerpério e infec¢des. Tais circunstancias podem levar gradativamente a
diminuigdo da capacidade funcional do endométrio com queda da fertilidade. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento com o meio condicionado de células
tronco mesenquimais sobre o endométrio de éguas com fibrose uterina através de
avaliacdo histopatologica. No experimento 1, 21 éguas que ndo pariram pelo menos em
duas temporadas foram avaliadas por meio de exames ultrassonografico, citologico,
bacterioldgico e histopatologico. No experimento 2, das 21 éguas avaliadas, quatro
éguas classificadas como grau Il e duas éguas classificadas como grau Il na
histopatologia endometrial, foram submetidas a infusdo uterina com o0 meio
condicionado de células tronco mesenquimais para promover a regeneracao
endometrial. No experimento 1, a presenca de edema uterino foi observada em 81%
(17/21) das fémeas liquido intrauterino em 23,81% (5/21) e cistos uterinos em 57,14%
das éguas (12/21). O crescimento bacteriano identificado em 42,90% (9/21) das eguas
pelo exame bacterioldgico revelou predominancia de Escherichia coli (4/21). O exame
citologico revelou processo inflamatério em 44,40% das fémeas (4/9) com crescimento
bacteriano, enquanto 16,70% (2/12) das éguas sem crescimento bacteriano tinham
presenca de processo inflamatorio (P = 0,331). A inflamacédo uterina foi detectada em
28,60% (6/21) das eéguas. A biopsia uterina e avaliagdo histopatolédgica revelou 14,30%
(3/21) das éguas pertencentes a classe Grau I, 47,60% Grau Il (10/21) e 38,10% Grau
I11 (8/21). Verificou-se correlacdo positiva significativa (r = 0,69; P = 0,0005) entre o
grau de endometrose pelo Indice de Caslick e o grau atribuido apds exame
histopatoldgico. Maior percentual de éguas com indice Caslick superior a 200 foi
observado (P= 0,0242) em éguas classificadas como Grau Il (87,5%; 7/8) do que Grau
I (0,0%; 0/3). Nao houve diferenca (P= 0,59) entre as éguas Grau Il e as Grau Il (70%;

7/10); estas Ultimas tenderam (P= 0,07) a ter maior percentual com indice Caslick acima



de 200 do que as fémeas com Grau I. O indice Caslick médio comparado entre 0s graus
histologicos revelou maior indice nas éguas Grau |1l do que nas éguas Grau | (252,0 vs
78,3; P=0,007). As éguas com Grau Il apresentaram indice intermediario (174,6). Nao
houve associacdo entre a presenca de cistos uterinos e o grau histopatologico das
bidpsias (P= 0,813). Eguas com cistos uterinos tiveram 16,7%, 41,7% e 41,7% das
bidpsias classificadas no exame histolégico como Graus I, 11 e Ill, respectivamente.
Esses percentuais nas éguas sem cistos foram de 11,1%, 55,6% e 33,3%, para 0s Graus
I, Il e I, respectivamente. A idade média das fémeas foi similar (P= 0,112) entre as
fémeas com e sem cistos uterinos (20,3 vs 16,3 anos). No experimento 2, a aplicacdo de
20 mL de meio condicionado de células tronco no limen uterino das seis éguas com

endometrose grau Il e 111 ndo resultou em melhoria na condi¢gdo endometrial.

Palavras-chave: endometrose, éguas, fertilidade, meio condicionado, células tronco.



ABSTRACT

CONDITIONED MESENQUIMIAL STEM CELLS MEDIUM AS TREATMENT
FOR ENDOMETROSIS IN MARE

Author: Fabiano Trevisan da Rocha
Adviser: Mara lolanda Batistella Rubin

During the mare reproductive life, the endometrium is exposed to events such as
copulation, parturition, puerperium, and infections. Such circumstances may gradually
lead to a decrease in the functional capacity of the endometrium, resulting in a drop in
fertility. The objective of this study was to evaluate, by using ultrasonographic,
cytological, bacteriological, and histopathological exams, the effect of a treatment with
mesenchymal stem cell-conditioned medium on the endometrium of 21 mares with
uterine fibrosis that did not foal in at least two seasons. In experiment 1, 21 mares were
evaluated by using ultrasonographic, cytological, bacteriological and histopathological
exams. In experiment 2, from the total 21 females, four mares classified by the
endometrial histopathology as grade Il and two mares classified as grade Il were
submitted to uterine infusion with mesenchymal stem cell-conditioned medium to
promote the endometrial regeneration. In experiment 1, the evaluation revealed the
presence of uterine edema in 81% (17/21), intrauterine liquid in 23.81% (5/21), and
uterine cysts in 57.14% of the mares (12/21). Bacteriological examination revealed that
42.86% (9/21) of the mares showed bacterial growth, and the microorganism with the
highest incidence was Escherichia coli (4/21). The cytological exam showed
inflammatory process in 44.40% (4/9) of the females with bacterial growth, while
16.70% (2/12) of the mares without bacterial growth showed inflammatory process (P =
0.331). Uterine inflammatory process was observed in 28.60% (6/21) of the mares. It
was possible to identify by using uterine biopsy and histopathological evaluation that
14.30% (3/21), 47.60% (10/21), and 38.10% (8/21) of mares belong to Grade I, Il and
I11, respectively. There was a significant positive correlation (r = 0.69, P = 0.0005)
between the degree of endometrosis evaluated by the Caslick Index and the grade
attributed after histopathological examination. The percentage of mares with Caslick
index over 200 was higher in females classified as grade I11 (P=0.0242) than in grade |

females (0.0%; 0/3). There was no difference between mares grade Ill and grade Il



(70%; 7/10). Grade 11 females tended to have a higher percentage with Caslick index
above 200 (P = 0.07) when compared to the grade | females. The medium Caslick index
compared between the histological grades revealed a higher index in grade Il than in
grade | mares (252.0 vs 78.3, P = 0.007). Mares grade Il showed intermediate index
(174.6). There was no association between the presence of uterine cysts and the
histopathological grade of biopsies (P = 0.813). Mares with uterine cysts had 16.70%,
41.70%, and 41.70% of the biopsies classified in the histological examination as grades
I, I, and I1lI, respectively. The percentages in mares without cysts were 11.10%,
55.60%, and 33.30%, respectively, for Grade I, Il and Ill. The mares mean age was
similar (P=0.112) among females with or without uterine cysts (20.3 vs 16.3 years). In
experiment 2, the application of 20 mL of mesenchymal stem cell-conditioned medium
in the uterine lumen of six mares with endometrosis Grade Il and 111 did not improve
the endometrial condition.

Key-words: endometriosis, mare, fertility, conditioned medium, stem cells.
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1 INTRODUCAO

A equideocultura brasileira ocupa posicdo de destaque internacional, pois pelo
expressivo nimero de animais € a segunda maior populacdo de equinos puros de raga do
mundo, além do plantel de excelente genética. Segundo dados do Ministério da
Agricultura, o plantel nacional de equinos € superior a cinco milhGes de animais,
movimenta anualmente R$ 16,15 bilhdes, gera 610 mil empregos diretos e mais de dois
mil empregos indiretos, sendo responsavel por trés milhdes de postos de trabalho
(FILHO, 2016).

Em meio a esse contexto, a eficiéncia reprodutiva da égua é determinada pela
producdo de um potro vidvel por ano, que é de extrema importancia para 0 manejo do
criatorio de equinos e de grande interesse para criadores e médicos veterinarios
(GINTHER, 1986; MOLLER, 2007).

Durante a vida reprodutiva, o endométrio é submetido a eventos que podem, sob
determinadas circunstancias, ser considerados agressoes, tais como a copula, o parto, o
puerperio e as infeccGes genitais, 0s quais gradativamente diminuem a capacidade
funcional do endométrio, tendo como consequéncia a infertilidade (SILVA et al., 1987).

Dentre as patologias que acometem o sistema reprodutivo da égua, as infecgcdes
uterinas, principalmente as endometrites, sdo consideradas como a principal causa de
subfertilidade e infertilidade (PYCOCK, 1999; BRINSKO et al., 2011). Segundo
Hurtgen (2006), a inflamacdo uterina pode ser classificada como aguda, crénica,
subclinica, pos-parto, bacteriana, fungica, viral, persistente pos-cobertura e um processo
inflamatdrio cronico e degenerativo descrito como endometrose (HOFFMANN et al.,
2009). Segundo Ley (2006), endometrose é o termo usado para descrever uma ampla
variedade de caracteristicas histopatologicas degenerativas do endométrio de éguas.

Em 1978, Kenney desenvolveu uma classificacdo para o endométrio com base
no historico, exame fisico, comportamento, aparéncia histologica das glandulas, vasos
sanguineos e linfaticos endometriais, magnitude das alteracdes inflamatorias e fibrose.
A partir da classificacdo, o tecido endometrial saudavel pode ser classificado como
categoria I, enquanto categorias Il corresponde a inflamacdo moderada a grave e Il a
fibrose. Essas categorias definidas por Kenney (1978) estdo relacionadas a
probabilidade do animal conceber um potro e levar a gestacdo a termo (categoria | de 70
a 92%, categoria Il de 50 — 67% e categoria I11 é < 10%).
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Qualquer condicdo que afetar a homeostasia corporal da égua pode influenciar a
circulagdo uterina e, portanto, o aporte nutricional ao feto. O risco ao potro em
formacdo depende da natureza e severidade da condicdo, da sua duracdo e do estagio da
gestacdo em que ela ocorre. As curvas de crescimento celular, tecidual e dos 6rgaos sdo
assincronas, criando “janelas” de suscetibilidade para efeitos deletérios ao
desenvolvimento (ROSSDALE & OUSEY, 2003). Alteracdes na secregdo uterina foram
sugeridas por Ball (1993) como uma das principais causas de morte embrionaria, em
especial em éguas velhas e apresentando lesdes degenerativas do endométrio.

Os tratamentos para causar irritacdo mecanica e quimica do endométrio foram
amplamente utilizados no passado com o intuito de melhorar as condi¢Ges uterinas em
processos degenerativos caracterizados por fibrose. Tais técnicas tem como objetivo
remover uma camada de endométrio possibilitando renovacgéo por tecido funcional. No
entanto a utilizacdo desses metodos é controversa pois pode produzir ainda mais tecido
cicatricial dificultando o reparo tecidual. O progndstico de um animal com fibrose
degenerativa do dtero (endometrose) e desfavoravel cursando muitas vezes com o
descarte do animal da reproducdo (TROEDSSON, 1997; ARRUDA et al., 2003).

As células tronco mesenquimais (CTM) ou células estromais mesenquimais séo
células progenitoras multipotentes estromais com propriedades regenerativas que estdo
presentes em muitos tecidos e 6rgdos (DITTMER & LEYH, 2014). Com o intuito de
promover regeneracdo do tecido endometrial, Mambelli et al. (2013) utilizaram infuséo
de células tronco em seis éguas com endometrose e compararam com tratamento
placebo. Quando avaliadas as bidpsias uterinas coletadas sete dias apds a infusdo,
constatou-se que ocorreu melhora significativa a nivel de organizacdo tecidual e
morfologia das glandulas uterinas e também nas amostras coletadas nos dias 21 e 61
pos-tratamento. Nos animais controle ndo foram observadas modificacdes.

Recentemente foram identificados fatores estimulantes angiogénicos no meio
condicionado (MC) de CTM equinas que demonstraram a inducdo da proliferacédo e
formacdo de células endoteliais in vitro (BUSSCHE e Van de WALLE, 2014). Isto
implica que 0 meio condicionado obtido a partir da cultura de CTMs contém todos os
fatores secretados pelas CTMs, podendo ser usado como terapia regenerativa isenta
de células (HAARER et al., 2015; MAGUIRE, 2013). As pesquisas prosseguiram
nesta area com Corradetti et al. (2014), que indicaram o meio condicionado como

terapia livre de células para aplicac6es na medicina regenerativa.
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Com base nestas afirmagdes, a presente pesquisa teve por objetivo avaliar a
capacidade regenerativa do Meio Condicionado de Células Tronco no uUtero de éguas

com endometrose.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fisiologia do Ciclo Estral

A duracdo do ciclo estral nas éguas ¢é de cerca de 22 dias com 5 a 7 dias de estro
e 14 a 15 dias de diestro. Durante o estro, a égua apresenta-se receptiva ao garanhdo
devido ao predominio do estrogénio que é produzido pelas células da granulosa de
foliculos ovarianos (GINTHER, 1986; LEY, 2006). No diestro ocorre a secrecdo de
progesterona pelo corpo lateo, e, mesmo que haja foliculos em desenvolvimento
secretando estrogénio, hd predominio desse progestageno, o qual imprime suas
caracteristicas sobre o trato reprodutivo feminino e com isso a égua exibe
comportamento de rejeicdo ao garanhdo (BACK et al., 1974).

As células gonadotroficas estdo localizadas na hipdfise e a diferenca no padréo
de armazenamento de hormonio luteinizante (LH) e de hormoénio foliculo estimulante
(FSH) dentro destas células € considerada a base para a regulacdo da secrecdo de
gonadotrofinas ao longo do ciclo reprodutivo. Em geral, o foliculo pré-ovulatorio nas
éguas atinge tamanho médio de 40 milimetros. Ap6s a ovulacdo, o nivel de
progesterona aumenta e atinge concentragdo maxima no oitavo dia do ciclo. Uma vez
que ndo ocorra a fertilizacédo, a lutedlise funcional ocorre ao redor do dia 15 e € iniciada
pela secrecdo endometrial de Prostaglandina 2a (PGF,,) (GINTHER, 1986; LEY,
2006).

2.2 Morfologia Uterina

O corpo e 0s cornos uterinos tém, tipicamente, o formato de Y ou T. O corpo é
cilindrico e esta situado parcialmente na cavidade abdominal e parcialmente dentro da
cavidade pélvica. O corpo € liso dorso-ventralmente e tem cerca de 18 a 20 cm de
comprimento. A superficie endometrial é similar a dos cornos uterinos, mas com menos
aberturas de glandulas tubulares na superficie (GINTHER, 1979).

O datero da égua é formado por trés camadas: a camada interna; endométrio
(mucosa), a média, miométrio (camada muscular) e a externa, perimétrio (serosa)
(Figura 1). A mucosa do limen uterino é revestida por células epiteliais, que variam de

clbicas a cilindricas altas. Abaixo do epitélio estd a lamina propria, que é dividida em
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estrato compacto e esponjoso (KENNEY, 1978; BARROS e MASUDA, 2009;
MASSENO, 2012).

Figura 1 - Corte esquematico do corno uterino da égua. CME — Camada muscular
externa; V- Vénula; CMI — Camada muscular interna; CLP — Conjuntivo da lamina
prépria; LU — Luz do corno uterino; GE — Glandulas endometriais; L — Linfatico; A-
Arteriola; P- Perimétrio.

CME

M

cLwr
Lu
GE

Fonte: Barros e Masuda, 2009.

A camada epitelial do endométrio € colunar simples com células cuboides a
cilindricas, dependendo do estagio do ciclo estral. As glandulas endometriais tubulares
se estendem, de suas aberturas na superficie epitelial através da camada compacta da
lamina prépria, até a camada esponjosa, localizada imediatamente abaixo da camada
circular mais interna da musculatura lisa do miométrio (GINTHER, 1979).

Na fase proliferativa, as células do epitélio luminal e do epitélio das glandulas
sdo prismaticas altas, com grande ndcleo oval a redondo, hipocromatico. As glandulas
estdo distendidas. Na fase secretdria, as células do epitélio luminal variam de
isoprismaticas a cubicas, com nucleo ovalado ou redondo. As glandulas sdo tortuosas, o
limen estd aumentado e seu epitélio de revestimento € baixo, com vacuolos secretorios
na porcdo apical. Neste periodo, as estruturas glandulares comecam a perder a
tortuosidade. Sendo estas caracteristicas observadas nas fases de estro e diestro
(BRUNCKHORST et al., 1991).
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No periodo do anestro, o endométrio entra em atrofia fisiologica. Quando ndo é
marcado por atividade folicular ou luteinica caracteriza-se por epitélio luminal cuboide
com aumento de basofilia do citoplasma, 1dmina propria ndo edematosa, populacdo de
glandulas com alta densidade e ndo tortuosas, com epitélio de baixo colunar a cuboide
(KENNEY, 1978).

2.3 Funcao uterina

O utero permite e favorece 0 acesso dos espermatozoides até a tuba uterina,
sendo capaz de reagir a presenca do sémen e a contaminacgdo causada pela cobertura e
garante um ambiente capaz de manter o desenvolvimento do embriéo e do feto, durante
o0 longo periodo de gestacéo caracteristico da espécie equina (ROSSDALE et al., 2004).
Além disso, o utero através do endométrio produz Prostaglandina F,, (PGF2a),
transporta, armazena e auxilia na maturacdo e capacitacdo de espermatozoides atraves
das secrecdes endometriais (HAFEZ, 1975; BARTOL et al., 1999).

A falha na concepcéo tem sido assunto de grande interesse frente ao seu impacto
na equideocultura. Existem muitas razdes pelas quais éguas falham na concepcao,
estando a eficiéncia reprodutiva da fémea equina diretamente correlacionada com a
capacidade uterina de manter um ambiente adequado para o desenvolvimento
embrionario, crescimento fetal e parto fisiologico (CARMO & ALVARENGA, 2015).
O estudo conduzido por LeBlanc et al. (1998) enfatiza que a posicdo do Utero tem
influéncia na limpeza uterina. Uteros pendulares, que estdo inclinados ventralmente em
relacdo a base da pélvis, estando na grande maioria das vezes relacionados a senilidade
podem apresentar uma ineficiente expulsdo da contaminacdo uterina ao contrario de
teros sem esta inclinagéo.

Alteracdes na secrecdo uterina foram sugeridas por Ball (1993) como uma das
principais causas de morte embrionaria, especialmente em éguas velhas com lesbes
degenerativas do endométrio.

Ao final do primeiro més da gestacdo a organogénese esta completa e o embrido
equino formado, os efeitos do ambiente uterino neste periodo sobre o desenvolvimento
podem ir até o periodo pds-natal, incluindo a vida adulta e mesmo as gerac6es futuras
(BETTERIDGE, 2011). Algumas das influéncias que o ambiente uterino pode ter ap6s

0 nascimento incluem o aumento da predisposicdo a hemorragia induzida pelo exercicio
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e de obstrucdo recorrente das vias aéreas, por alteracbes da microestrutura do tecido
pulmonar, hemiplegia de laringe, pelos efeitos do retardo no crescimento uterino
(IUGR) (ROSSDALE & OUSEY, 2003).

Santos e Nogueira (2012) avaliaram as caracteristicas individuais e maternas do
cavalo Crioulo em relacdo ao seu desempenho na Prova do Freio de Ouro e detectaram
que éguas ap6s o 13° parto, ou acima de 24 anos de idade, tem minimas chances de
produzirem potros vencedores. Isto estaria relacionado a distlrbios uterinos causados
por partos prévios, alteraces na nutricdo fetal e distdrbios uterinos que podem limitar o
desenvolvimento do potro influenciando desta forma seu futuro desempenho atlético
(ROSSDALE et al., 2004).

2.4 Reconhecimento materno da gestacdo na espécie equina

O desenvolvimento embrionario tem inicio a partir da fecundagéo do odcito pelo
espermatozdide (GINTHER, 1986), este atravessa a juncdo Utero-tubaria, entrando no
Utero entre 144 e 168 horas apds a ovulagéo (dia 6 - 6,5) no estagio de desenvolvimento
de mérula tardia ou blastocisto inicial (BETTERIDGE et al., 1982). Sabe-se que 0
embrido viavel comeca a secretar grande quantidade de PGE, quando atinge o estagio
de mérula compacta, no dia 5 apds a ovulacdo (GINTHER, 1992; ALLEN, 2001). Essa
PGE, tem a propriedade de promover contracdes locais e relaxamento da musculatura
lisa, atuando na parede do oviduto, permitindo 0 movimento progressivo do embrido
com o auxilio do batimento ciliar ritmico (GASTAL et al., 1998).

Durante o desenvolvimento do concepto equino dentro do limen uterino, pode
se observar por ultrassonografia que o embrido se movimenta frequentemente antes que
ocorra a fixacdo mesometrial. Paralelamente, hd& mudancas dramaticas na forma do
embrido entre os dias 11 a 21, variando entre as formas, esféricas, oblongada, triangular
e irregular (GINTHER, 1986). Na espécie equina, com a movimentacdo do embrido de
forma continua ao longo do corno uterino, ha a supressao da liberacédo ciclica normal da
prostaglandina F,, pelo endométrio, que resulta na manutencdo funcional do corpo
luteo, sendo este responsavel por produzir progesterona (GINTHER, 1979; SPENCER
et al., 2004).
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2.5 Endometrose

O termo endometrose, definido para o endométrio das éguas, foi descrito
inicialmente por Kenney (1992) para substituir o termo endometrite cronica
degenerativa (ALLEN, 2001).

Schoon et al. (1992) descrevem que a endometrose equina é uma doenca
associada a idade, que cursa com alteracdo degenerativa das glandulas uterinas e
estromais ao seu entorno, estando diretamente relacionada a problemas de fertilidade.
Posteriormente, Hoffmann et al. (2003) a descrevem como fibrose periglandular ou do
estroma do endométrio, o qual inclui alterag6es glandulares no foco fibrético.

Eigenheer-Moreira et al. (2014) observaram correlacdo entre senilidade da égua,
categoria da biopsia e subfertilidade, ou seja, quanto maior as alteracdes histologicas do
endomeétrio, maiores as chances de que a égua seja subfertil. Para Rebord&o et al. (2014)
essa alteracdo é considerada a principal causa de infertilidade em éguas.

A idade, inflamagdo endometrial repetida, reproducdo, multiplas gestacbes e
partos foram considerados ao longo das ultimas décadas potenciais fatores etiologicos
das alteraces degenerativas do endométrio (HOFFMANN et al., 2009). Na verdade, o
endométrio da égua, em resposta a bactérias ou a estimulos ndo infecciosos, como o
sémen durante a reproducdo, tem a particularidade de desenvolver fibrose (deposicéo de
colédgeno) no estroma, levando a endometrose (KENNEY, 1992; HOFFMANN et al.,
2009).

A formacédo de fibrose ocorre devido a alteracdo do deposito de colageno no
estroma tanto do estrato compacto como do estrato esponjoso - e na membrana basal do
epitélio luminal, podendo levar a formacdo de ninhos glandulares de tamanho variado.
A severidade pode ser avaliada pelo niumero de camadas e pela frequéncia de
aparecimento de focos fibroticos na amostra (KENNEY e DOIG, 1986).

Os distarbios da drenagem linfatica podem ser induzidos, juntamente com a
reducdo do fluxo sanguineo venoso endometrial devido a flebosclerose. Esta alteracédo
vascular pode cursar com disturbios na circulacdo linfatica, resultando em edema
linfatico. Subsequentemente, o edema estromal pode levar a fibroproliferacdo induzida
por edema do endométrio (fibrose endometrial) (LUDWIG et al., 2002).

Em geral, a fibrose é o Gltimo passo de um processo continuo que inicia com

lesdo e inflamacdo celular. A progressdo da resposta ocorre com influxo de neutréfilos
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polimorfonucleares, mondcitos e macrofagos, seguida de neovascularizagdo,
desenvolvimento de células gigantes de corpo estranho, ativacdo de fibroblastos e,
finalmente, fibrose (CHAMBERS, 2008). O processo fibrético é uma complicacdo da
inflamacéo cronica e da exposicdo ambiental, regulado por fatores incluindo interacao
com a matriz extracelular, superficie de células inflamatorias, horménios e complexa
rede de citocinas profibroticas. A natureza do mecanismo pelo qual as citocinas regulam
a fibrose pode ser indireto, através da atracéo de células inflamatorias, e direto, atraves
da ligacdo a receptores especificos em fibroblastos e estimulacdo da proliferacéo,
producdo de colageno e secrecdo de fatores autocrinos (ATAMAS, 2002). Carmo &
Alvarenga (2015) acrescentam que com a exacerbacdo do processo inflamatorio se
estabelece alto grau de fibrose periglandular, que leva a queda dréstica da fertilidade da
fémea.

Um estudo realizado no Japdo avaliou 50 éguas Puro Sangue de Corrida
constatando que 30 (88,2%) das 34 éguas com ou mais de 6 anos apresentavam lesdes
relacionadas com endometrose, evidenciando que a incidéncia aumentou com o avango
da idade (HANADA et al., 2014).

Wilsher e Allen (2003) ao pesquisar alteracbes uterinas degenerativas
decorrentes da idade verificaram que as mesmas podem interferir negativamente,
limitando a placentacdo, devido ao fato de ocorrer reducdo da area efetiva para trocas
materno-fetais e resultar em retardo no crescimento uterino. Desta forma, menor
quantidade associada a menor tamanho das vilosidades do alanto-cdrion desenvolvidos
nas regides que estdo em contato com areas degeneradas do endométrio sdo
responsaveis por menor desenvolvimento do feto (ALLEN et al, 2011). Estas
observac0es ja haviam sido identificadas por Rossdale (2004) ao relatar que alteracdes
uterinas crénicas como cistos e extensas areas de fibrose afetam adversamente a relacdo
entre o corion e o endométrio. As falhas na transferéncia de nutrientes do organismo
materno para o fetal podem ocorrer e levar a circulacdo placentaria hipofuncionante.
Desta maneira, teoricamente, gestacdes de éguas velhas sdo predispostas a apresentar
sindrome do mal ajustamento fetal.

Como resultado, a endometrose torna o endométrio incapaz de funcionar
adequadamente, o que é crucial para a sobrevivéncia do embrido jovem, levando, em

Gltima anélise, a perda precoce da gestacio (REBORDAO et al., 2014).



21

2.6 Conformacéo Vulvar

A vulva é definida como a porcédo do trato genital comum aos sistemas urinario e
reprodutivo (GINTHER, 1979; LEY, 2006), na eégua saudavel a vulva fornece a
primeira barreira efetiva para proteger o Utero da infecgdo ascendente. Ja na década de
trinta, Caslik reportou a importancia dessa condicdo em relacdo a infeccdo uterina em
éguas (PYCOCK, 2003).

Os problemas na conformacgdo vulvar podem estar associados a ma condicao
corporal, idade (éguas velhas tem maior predisposicdao), multiplos partos que podem
levar a laceracdes perineais e a forma congénita (PYCOCK, 2003). Para minimizar a
entrada de bactérias para o limen uterino a cirurgia de correcdo vulvar denominada
vulvoplastia é indicada por varias equipes de renome (CASLICK, 1937; SILVA, 1983;
McCUE, 2009).

O estudo retrospectivo de cinco anos conduzido por Hemberg et al. (2005) com
171 eguas detectou 81% com conformacéo vulvar fisioldgica apresentaram endométrio
sadio ao exame citoldgico, em contrapartida, apenas 46% das éguas sem cirurgia de
correcdo vulvar apresentaram citologia uterina sadia. Ainda neste estudo os autores

relatam que a inadequada coaptacdo dos labios vulvares predispde a infeccdo uterina.

2.6.1 Indice Caslick

O indice Caslick avalia a conformacdo perineal levando em consideracdo o
comprimento da comissura vulvar e o angulo de inclinacdo da vulva. Através deste
indice sdo avaliados o comprimento efetivo (CE), que consiste na medida da distancia
entre a comissura vulvar dorsal até o nivel do assoalho da pelve, em centimetros; e o
angulo (A) de inclinacdo da vulva. O produto (CE x A) fornece o indice utilizado para
determinar a necessidade de realizar a vulvoplastia. Com base na avaliacdo de 9.020
éguas foram caracterizados trés grupos de conformacdo vulvar. O Grupo | com éguas
que possuiam comprimento efetivo de 2-3 cm, IC <100 e que raramente foram
submetidas a correcdo atraves de sutura, mesmo em idade avancada. O Grupo Il com as
éguas que possuiam comprimento efetivo entre 6- 7 cm e 1C>50. As éguas deste grupo,

mesmo aos 3 anos de idade apresentavam o assoalho pélvico a mais de 4 cm de



22

distancia da comissura dorsal da vulva. Com a idade, o0 aumento do comprimento e do
angulo de inclinagdo resultou em um IC >150 devido ao relaxamento dos Orgéos e
ligamentos pélvicos. No Grupo Ill, com as éguas que possuiam comprimento efetivo de
5-9 cm e o IC variou de 5 a >200. Estas éguas apresentavam problemas reprodutivos,
necessitavam da sutura de Caslick em idade jovem e apresentavam dificuldade em
conceber naturalmente (PASCOE, 1979).

2.7 Avaliacdo Ultrassonogréfica Uterina

A introducdo da ultrassonografia no exame ginecoldgico equino por Palmer &
Driancourt (1980) tornou possivel a visualizacdo e avaliacdo das estruturas que
compdem o trato reprodutivo, bem como o diagndstico de patologias associadas a estes.

No exame ultrassonografico, a dindmica da ecotextura uterina € influenciada
pelos diferentes momentos do ciclo estral, em virtude dos niveis de esteroides ovarianos
predominantes. No diestro (periodo de acdo da progesterona), as pregas endometriais
ndo sdo identificadas, apresentando ecotextura homogénea. Em contrapartida, durante o
estro, periodo de acdo estrogénica, as pregas endometriais podem ser visualizadas em
conjunto com dareas anecoicas, caracterizando o edema uterino com ecotextura
heterogénea. O edema € visualizado primeiramente ao final do diestro e torna-se mais
proeminente com o desenvolvimento da fase estral, diminuindo entre 48 e 24 horas
antes da ovulacdo e ndo deve persistir por mais de 36 horas ap0s a ovulacdo
(GINTHER, 1986). De acordo com Squires et al. (1988) e Ley (2006), na ecotextura
uterina do diestro fisiologico ndo é possivel observar acimulo de liquido. Nesta
avaliacdo é importante ndo confundir esse liquido com gestacdo ou cistos endometriais.

Apo6s o contato do sémen com o Utero, ocorre uma forte reacdo inflamatoria
entre 4 e 24 horas (CARD, 2005). O pico da reacdo ocorre entre 6 e 12 horas, e esta
decresce entre 24 e 48 horas (TROEDSSON, 1994). A presenca de liquido neste
periodo pode ser sugestiva de endometrite aguda ou cronica. Cuervo-Arango &
Newcombe (2010) identificaram correlacdo negativa entre 0 aumento do edema do
endométrio 8 horas ap0s o acasalamento e a taxa de prenhez, independentemente do
escore do edema durante o periodo periovulatério. A inflamacdo endometrial e o0s
produtos da inflamacdo no lamen uterino (por exemplo as prostaglandinas) durante o

estdgio de mobilidade embrionaria sdo deletérios para a sobrevivéncia do embrido.
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Desta forma, o exame ultrassonogréfico antes e ap6s a ovulacdo para determinar o
acumulo ou auséncia de liquido intra-uterino é uma ferramenta chave para o sucesso da
gestacéo (LEY, 2006).

2.8 Avaliacao Histopatoldgica

2.8.1 Biopsia Endometrial

A avaliacdo histolégica endometrial ocorre por meio da realizacdo de bidpsia,
que auxilia no diagndstico de doenca uterina e também como prognostico de uma égua
ser capaz de levar a gestacdo a termo (McCUE, 2009). A biopsia endometrial € uma
técnica relativamente facil e segura (KENNEY e DOIG, 1986), sendo considerada um
procedimento padrdo ha varias décadas (RICKETTS e BARRELET, 1997).

Na pesquisa desenvolvida por Watson e Sertich (1992) consecutivos
procedimentos de biopsia uterina em uma mesma egua foram avaliados. No estudo, a
técnica nao exerceu efeito deletério na concepgdo apds duas, trés ou quatro biodpsias
endometriais em um periodo de 50 dias, pois do total de sete éguas, seis delas gestaram.

A melhor fase para a realizacdo da bidpsia € o diestro. Nesta fase, o Utero esta
sob influéncia da progesterona, e as glandulas potencialmente funcionais estdo em
atividade maxima. Em contrapartida o endométrio em anestro €& hipoplasico e
subdesenvolvido, sendo dificil a avaliacdo da fibrose. Da mesma forma, durante o estro,
as glandulas estdo presentes em menor quantidade, separadas pelo edema, que pode ser
consequéncia da influéncia do estrogeno ou de uma inflamacdo (NEELY, 1983).
Corroborando estas afirmacgdes, Ricketts e Sidney (1975) afirma que no diestro 0s
achados sdo mais facilmente interpretados.

Existem divergéncias quanto o tamanho da amostra obtida por bidpsia uterina.
Uma pequena amostra (1 a 2 cm) de tecido endometrial geralmente é representativa de
todo o endométrio e é retirada do local usual de fixacdo embrionéria, isto é, entre o
corpo e o corno uterino (SCHUMACHER e MOLL, 2007; McCUE, 2009). Em
contrapartida, o estudo realizado por Fiala et al. (2010) revelou que apenas uma biopsia
ndo é o suficiente para verificar a quantidade de alteracGes degenerativas do Utero,
sendo necessaria a coleta de dois fragmentos de porc¢des diferentes do endométrio.

Como método de preservacdo da biopsia uterina pode-se utilizar solucdo de
Bouin ou formalina 10% (BARROS & MASUDA, 2009; McCUE, 2009).
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2.8.2 Classificagéo endometrial

Com base na avaliacdo histopatoldgica realizada por meio de bidpsia, o tecido
endometrial saudavel é classificado na categoria |, enquanto categorias Il e IlI
correspondem a inflamagdo moderada e grave e fibrose, respectivamente (KENNEY,
1978).

Na categoria I, o endométrio ndo apresenta alteracGes ou apenas discreta
infiltracdo por neutrofilos e mononucleares e fibrose periglandular focal discreta. Com
poucas ou sem glandulas dilatadas (BARROS e MASUDA, 2009).

Ja& na categoria Il o tecido endometrial apresenta alteragdes mais severas, sendo
elas infiltrado difuso por neutréfilos, infiltrado mononuclear moderado podendo ou ndo
apresentar formacdo de acumulos linfoides e presenga de algumas lacunas linfaticas.
Fibrose focal moderada associada ou ndo com dilatacdo discreta ou moderada de
algumas glandulas (BARROS e MASUDA, 2009).

O endometrio da categoria Il é aquele com o pior progndstico e mostra
mudancas severas e irreversiveis no utero (Van CAMP, 1988), apresentando infiltrado
mononuclear difuso acentuado com a formacdo de acumulos linfoides, presenca de
numerosas lacunas linfaticas, fibrose difusa de qualquer intensidade e fibrose acentuada
focal com formacdo de inimeros ninhos glandulares, até piometra e atrofia senil do
endométrio (BARROS e MASUDA, 2009).

2.9 Avaliacdo Citologica

O uso da técnica de citologia endometrial em éguas foi descrita em 1964 por
Knudsen, sendo considerada um procedimento de diagnostico extremamente facil,
pratico e util para avaliagdo do ambiente uterino. Através da citologia endometrial é
possivel obter informacdes clinicas importantes em curto periodo de tempo. Geralmente
as decisbes de manejo ou terapéuticas podem ser tomadas com base na avaliacdo
citologica. A interpretacdo da citologia uterina deve levar em consideracdo o historico
da égua, resultados de palpacdo, exames ultrassonograficos e testes complementares
como cultura e biépsia (FERRIS et al., 2015).

Em qualquer fase do ciclo estral é possivel realizar a coleta de amostras para

citologia uterina. Entretanto, a maioria das amostras é coletada no inicio do estro
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quando o colo do Utero estd aberto, desta forma a coleta de material é mais facil e o
risco de infeccdo iatrogénica do Utero é minimo. A avaliacdo de uma amostra inicial do
estro também permitira interpretacdo e instituicdo de terapia apropriada, se necessério,
antes da utilizacdo reprodutiva desta fémea (HINRICHS et al., 1988). Schumacher &
Moll (2007) acrescentam que as amostras costumam ser obtidas quando a égua é
apresentada para avaliacdo de um programa reprodutivo, independentemente do estagio
do ciclo em que se encontre.

O exame citolégico do conteddo uterino pode revelar padrdes inflamatorios
cronicos e agudos. Plasmdcitos, pequenos linfocitos mononucleares, macrofagos e
eosinofilos podem ser observados e, quando predominam, ao invés dos polimorfos
nucleares, a amostra reflete alteragdo cronica (LEY, 2006).

Carvalho et al. (2011) ao utilizarem 21 éguas com idade de 8-30 anos e
diferentes racas com histérico de problemas reprodutivos identificaram 11 (52,4%) com
inflamacéo intensa e em todas fémeas foram isoladas cepas de Staphylococcus aureus,
Enterococcus sp. e Eschericia coli, associadas ou ndo entre si.

As opgoes para a coleta de uma amostra de citologia incluem swab desprotegido
passado por meio de espéculo, swab uterino protegido, escova citoldgica protegida,
lavagem com baixo volume e por meio de biopsia uterina (FERRIS et al., 2015).

Em geral, neutrofilos ndo sdo encontrados durante o exame de esfregacos
endometriais obtidos de éguas saudaveis e éguas com endometrite aguda exibem grande
namero de neutrofilos. Mais de um neutrofilo por dez células epiteliais, ou mais de
cinco neutréfilos por campo de alta resolucdo (400x) sdo indicativos de processo
inflamatério endometrial (SCHUMACHER e MOLL, 2007).

2.10 Avaliacdo Bacterioldgica

A cultura uterina tem por finalidade ajudar a determinar se 0 ambiente uterino de
uma égua esta livre de infeccdo, identificar um possivel patdgeno e determinar o melhor
antibidtico para ser usado no tratamento (McCUE, 2009).

Pelo fato de o swab endometrial ser facilmente contaminado com
microorganismos da vagina, resultados de culturas sozinhas ndo devem ser usados para
o diagndstico de endometrite bacteriana. Resultados positivos de cultura devem ser

correlacionados com evidéncias citologicas ou histopatologicas de inflamacao antes de
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formalizar o diagndstico definitivo (SCHUMACHER e MOLL, 2007). Desta forma,
Ley (2006) recomenda a utilizacdo de um Unico swab endometrial para a realizacdo da
citologia e, posteriormente, a cultura e antibiograma bacteriano.

A observacdo de liquido livre no limen uterino, por meio da ultrassonografia,
tende a reforgar o significado das bactérias recuperadas na cultura uterina. Esse achado
também esté relacionado diretamente com a resposta inflamatdria positiva na citologia
endometrial (LEY, 2006). Carvalho et al. (2011) observaram em sua pesquisa que das
21 éguas com historico de problemas reprodutivos, oito (38,1%) delas apresentavam
liguido no ambiente uterino e 13 (61,9%) revelaram crescimento positivo para
Escherichia coli, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, Streptococcus dysgalactiae
subsp. quisimilis, Enterococcus sp. e Staphylococcus aureus.

Entretanto, existe uma vasta lista de bactérias com questionavel patogenicidade,
porém esses organismos podem estar associados a infeccdo quando sdo observados em
grande quantidade e com evidéncia de doenca clinica (citologia positiva, liquido intra-
uterino ou historia de falha reprodutiva). Nestes casos, preconiza-se auxiliar o utero na
remocéo de agentes infecciosos e detritos inflamatdrios (LEBLANC, 2010).

Segundo McCue (2009), eguas que nunca fizeram parte de um programa
reprodutivo tém baixa probabilidade de ter bactérias no lGmen uterino. Fémeas jovens
das racas Puro Sangue de Corrida e Quarto de Milha tem maior tendéncia a aspirar o ar
e potencialmente bactérias para sua cavidade vaginal, ou seja, predispondo a
contaminacdo do trato reprodutivo. Estas racas possivelmente tém pré-disposicdo a uma
alteracdo congénita, caracterizada pelo deslocamento cranial do reto e concomitante
declive horizontal da vulva (HURTGEN, 2006).

2.11 Terapias para regeneracao uterina

2.11.1 Plasma Rico em Plaquetas — PRP

O plasma rico em plaquetas é uma fonte autdgena, de facil aquisicdo e baixo
custo, que contém diversos fatores de crescimento importantes na reparacdo tecidual,
devido a sua acdo mitogénica, quimiotatica e neovascular. O PRP € derivado do sangue
total e deve conter entre trés e cinco vezes mais plaquetas do que os niveis fisioldgicos
(GONSHOR, 2002).
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Considerando os diferentes efeitos do PRP sobre a reparacgdo tecidual e
com a observacdo do aumento de fatores de crescimento sobre os diferentes tratamentos
com esse material biolégico, Reghini et al. (2016) realizaram um estudo sobre a
utilizacdo dessa terapia em éguas com endometrose. O objetivo foi determinar se 0 uso
de PRP era capaz de modular a resposta inflamatéria local apds IA em éguas sadias e
éguas com endometrite cronica degenerativa. Para compor o estudo, 21 éguas foram
utilizadas, sendo que 13 dessas fémeas apresentavam endometrose de histologia grau
Ille 8 éguas com classificacdo histologica do endométrio de grau | ou Il-a de acordo
com Kenney e Doig (1986). Em ambas as categorias o tratamento com PRP foi capaz de
reduzir o nimero de neutréfilos no ambiente uterino 24 horas apds a cobertura. Houve
também a reducdo de acumulo de fluido pds cobertura nas éguas com endometrose,

indicando reducéo da reacdo inflamatdria nessas éguas.

2.11.2 Querosene

Com intuito de promover uma curetagem quimica do endométrio Rangel et al.
(1993) testaram a eficiéncia terapéutica da infusdo de querosene em 15 éguas Puro-
Sangue Inglés com 8 a 21 anos de idade e com histérico de infertilidade. Os indices de
gestacdo atingiram 69%, sendo atribuido a infuséo de querosene.

Martins e Pimentel (2006) avaliaram 12 éguas apés a infusdo de 50mL de
querosene comercial intrauterina. Uma bidpsia foi efetuada no dia 0 (antes do
tratamento) e nos dias 1, 7 e 30 apds o tratamento. Os autores observaram que o
querosene estimula uma resposta inflamatoria aguda de curta duragcdo. Os efeitos
causados por esta curetagem quimica ndo induziram a fibrose endometrial, sendo
indicado como uma forma terapéutica alternativa para éguas com endometrites

superficiais.

2.11.3 Dimetilsuféxido — DMSO

Um estudo realizado por Ley et al. (1989) avaliou os efeitos da infusdo de
Dimetilsuféxido (DMSQO) em concentracdes de 10 a 30% em solucéo fisioldgica sobre
as caracteristicas histopatolégicas do endométrio de 16 éguas com historico de
infertilidade. A terapia intrauterina com DMSO a 30% resultou em melhoria (reducao

do infiltrado cronico de células inflamatorias e redugdo da fibrose periglandular).
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2.12 Meio Condicionado de Células Tronco

Podemos definir as células-tronco como aquelas que possuem a capacidade de
autorenovacéo in vivo, proliferacdo extensiva e de diferenciagdo em um ou mais tipos
celulares. Estas células apresentam alto potencial terapéutico, sendo capazes de regular
a inflamag&o e promover a regeneracéo tecidual (PITTENGER et al., 1999; ODORICO
et al., 2001; BORJESSON & PERONI 2011).

A pesquisa conduzida por CONRAD E HUSS (2005) identificou que na
medula 6ssea h4 um tipo de células tronco denominada célula tronco mesenquimal
(CTM) que possui alta capacidade de se renovar e diferenciar em vérias linhagens de
tecido conjuntivo. Em determinadas condicdes, as CTM podem dar origem a células
de diversos tecidos incluindo cartilagem, 0sso, musculo e gordura.

Segundo Chen & Goldhamer, (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 cicatrizacdo de
feridas.

Atualmente, as CTM tém sido utilizadas na medicina regenerativa de equinos,
no reparo de lesdes localizadas nos tenddes. Sabe-se que sua participacdo esta
presente no processo de crescimento, remodelacdo e cicatrizagdo tecidual.
Aumentando o namero de células progenitoras que fisiologicamente estdo presentes
no tecido afetado, aumenta seu potencial de regeneracdo (YAMADA et al., 2011;
FORTIER e TRAVIS, 2011).

Pavao (2013) administrou no Utero de 10 éguas com grau elevado de fibrose
endometrial 2x107 células tronco mesenquimais divididos em 10mL por corno
uterino. Este estudo, delineado com bidpsias uterinas na hora 0, 15, 30 e 60 apos a
aplicacdo da terapia, revelou diminuicdo de 70,98% de fibrose endometrial entre as
horas 0 e 60 pds tratamento.

Mambelli et al. (2013) utilizaram infusdo de células tronco em seis éguas com
endometrose e compararam com tratamento placebo avaliando-as através de bidpsias

uterinas por histopatologia. Sete dias apds a infusdo, as fémeas tratadas exibiram
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melhora no nivel de organizacdo tecidual e morfologia das glandulas uterinas,
confirmada com amostras coletadas nos dias 21 e 61. Nos animais controle ndo houve
melhora significativa nos referidos parametros.

Lange-Consiglio et al. (2013) ao utilizarem o meio condicionado de células
tronco oriundas da membrane aminidtica no tratamento de lesGes de ligamentos e
tendGes de cavalos atletas, observaram o efeito anti-inflamatorio e capacidade de
reorganizacdo tecidual apés a aplicacdo do meio condicionado nas lesdes.

O meio condicionado é o meio utilizado para cultura de células, sendo descarto
posterior ao crescimento e retirada das células, sendo considerado um subproduto
contendo metabdlitos, fatores de crescimento e proteinas da matriz extracelular
secretadas pelas células cultivadas (FRESHNEY/, 2005).

Fatores estimulantes angiogénicos foram identificados no meio condicionado de
CTMs equinas (BUSSCHE et al., 2014) revelando a inducéo da proliferagéo e formacao
de células endoteliais in vitro. Isto indica que 0 meio condicionado obtido a partir da
cultura de CTMs contém todos os fatores secretados pelas CTMs que pode ser
empregado como uma terapia regenerativa isenta de celulas (MAGUIRE, 2013;
HAARER et al., 2015). O meio condicionado também foi indicado por Corradetti et al.
(2014) como terapia livre de células para aplicacbes na medicina regenerativa,
corroborando os achados de Maguire (2013).

Nesta década, a aplicacdo de células tronco mesenquimais tiveram importante
impulso na ciéncia humana como animal, sendo objeto de pesquisas em varias areas da
medicina veterinaria. Na reproducao equina, em funcdo da conformacéo anatémica do
trato genital da égua, pela constante exigéncia de producdo anual e aumento do valor
econémico gerado pela atividade, as alteracfes uterinas ainda se constituem entraves
para concepc¢do das éguas com idade acima de 16 anos e que possuem elevado valor
genético. Visualizando este importante aspecto na criacdo equina, esta pesquisa foi
idealizada com objetivo de avaliar o efeito do tratamento com meio condicionado de

células tronco mesenquimais sobre o endomeétrio de éguas com fibrose uterina.
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Meio condicionado de células tronco mesenquimais como tratamento de

endometrose em éguas
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Resumo

Durante a vida reprodutiva das éguas o endométrio € exposto a eventos como:
copula, parto, puerpério e infecgdes. Tais circunstancias podem levar gradativamente a
diminuigdo da capacidade funcional do endométrio com queda da fertilidade. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento com o meio condicionado de células
tronco mesenquimais sobre o endométrio de éguas com fibrose uterina através de
avaliacdo histopatologica. No experimento 1, 21 éguas que nao pariram pelo menos em
duas temporadas foram avaliadas por meio de exames ultrassonografico, citologico,
bacterioldgico e histopatologico. No experimento 2, das 21 éguas avaliadas, quatro
éguas classificadas como grau Il e duas éguas classificadas como grau Il na
histopatologia endometrial, foram submetidas a infusdo uterina com 0 meio
condicionado de células tronco mesenquimais para promover a regeneracao
endometrial. No experimento 1, a presenca de edema uterino foi observada em 81,0%
(17/21) das fémeas liquido intrauterino em 23,81% (5/21) e cistos uterinos em 57,14%
das éguas (12/21). O crescimento bacteriano identificado em 42,9% (9/21) das éguas
pelo exame bacterioldgico revelou predominancia de Escherichia coli (4/21). O exame
citologico revelou processo inflamatorio em 44,4% das fémeas (4/9) com crescimento
bacteriano, enquanto 16,7% (2/12) das éguas sem crescimento bacteriano tinham
presenca de processo inflamatorio (P = 0,331). A inflamacdo uterina foi detectada em
28,6% (6/21) das éguas. A biopsia uterina e avaliacdo histopatologica revelou 14,3%
(3/21) das éguas pertencentes a classe Grau I, 47,6% Grau Il (10/21) e 38,1% Grau Ill
(8/21). Verificou-se correlacao positiva significativa (r = 0,69; P = 0,0005) entre o grau
de endometrose pelo indice de Caslick e o grau atribuido apds exame histopatologico.
Maior percentual de éguas com indice Caslick superior a 200 foi observado (P= 0,0242)
em éguas classificadas como Grau Il (87,5%; 7/8) do que Grau | (0,0%; 0/3). Néao
houve diferenca (P= 0,59) entre as éguas Grau Ill e as Grau Il (70%; 7/10); estas

Gltimas tenderam (P= 0,07) a ter maior percentual com indice Caslick acima de 200 do
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que as fémeas com Grau I. O indice Caslick médio comparado entre 0s graus
histologicos revelou maior indice nas éguas Grau |1l do que nas éguas Grau | (252,0 vs
78,3; P=0,007). As éguas com Grau Il apresentaram indice intermediario (174,6). Nao
houve associacdo entre a presenca de cistos uterinos e o grau histopatologico das
bidpsias (P= 0,813). Eguas com cistos uterinos tiveram 16,7%, 41,7% e 41,7% das
bidpsias classificadas no exame histolégico como Graus I, 11 e Ill, respectivamente.
Esses percentuais nas éguas sem cistos foram de 11,1%, 55,6% e 33,3%, para 0s Graus
I, Il e I, respectivamente. A idade média das fémeas foi similar (P= 0,112) entre as
fémeas com e sem cistos uterinos (20,3 vs 16,3 anos). No experimento 2, a aplicacdo de
20 mL de meio condicionado de células tronco no lumen uterino das seis éguas com

endometrose grau Il e 111 ndo resultou em melhoria na condi¢cdo endometrial.

Palavras-chave: endometrose, éguas, fertilidade, meio condicionado, células tronco.
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Abstract
During the mare reproductive life, the endometrium is exposed to events such as

copulation, parturition, puerperium, and infections. Such circumstances may gradually
lead to a decrease in the functional capacity of the endometrium, resulting in a drop in
fertility. The objective of this study was to evaluate, by using ultrasonographic,
cytological, bacteriological and histopathological exams, the effect of a treatment with
mesenchymal stem cell-conditioned medium on the endometrium of 21 mares with
uterine fibrosis that did not foal in at least two seasons. In experiment 1, 21 mares were
evaluated by using ultrasonographic, cytological, bacteriological and histopathological
exams. In experiment 2, from 21 females four mares classified by the endometrial
histopatology as grade 11 and two mares classified as grade I11 were submitted to uterine
infusion with mL of mesenchymal stem cell-conditioned medium to promote the
endometrial regeneration. In experiment 1, the evaluation revealed the presence of
uterine edema in 81.0% (17/21) intrauterine liquid was 23.81% (5/21) and uterine cysts
in 57.14% mares (12/21). Bacteriological examination revealed that 42.86% (9/21) of
the mares showed bacterial growth, and the microorganism with the highest incidence
was Escherichia coli (4/21). The cytological exam showed inflammatory process in
44.4% (4/9) females with bacteria growth, while 16.7% (2/12) mares without bacteria
growth showed inflammatory process (P = 0,331). Inflammatory process of the uterus
was observed in 28.6% (6/21) of the mares. Uterine biopsy and histopathological
evaluation allowed identifying 14.3% (3/21), 47.6% (10/21), and 38.1% (8/21) of mares
belong to Grade I, 11 and I11, respectively. There was a significant positive correlation (r
=0.69, P = 0.0005) between the degree of endometrosis evaluated by the Caslick Index
and the grade attributed after histopathological examination. Higher percentage of
mares with Caslick index over 200 was observed (P= 0.0242) in females classified as
grade Il than grade I (0.0%; 0/3). There was no difference between mares grade 111 and
grade Il (70%; 7/10); the latter tended (P = 0.07) to have a higher percentage with a
Caslick index above 200 than the females grade I. The mean Caslick index compared
between the histological grades revealed a higher index in grade Il than in grade I
mares (252.0 vs 78.3, P = 0.007). Mares grade Il showed intermediate index (174.6).
There was no association between the presence of uterine cysts and the
histopathological grade of the biopsies (P = 0.813). Mares with uterine cysts had 16.7%,
41.7% and 41.7% of the biopsies classified in the histological examination as grades I,

I1 and 11, respectively. These percentages in mares without cysts were 11.1%, 55.6%
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and 33.3%, respectively for Grade I, 1l and 11 respectively. The mares mean age was
similar (P=0.112) among females with or without uterine cysts (20.3 vs 16.3 years). In
experiment 2, the application of 20 mL of mesenchymal stem cell-conditioned medium
in the uterine lumen of six mares with endometrosis Grade 11 and 111 did not result in
improvement in the endometrial condition.

Key-words: endometriosis, mare, fertility, conditioned medium, stem cells.



INTRODUCAO

A competéncia reprodutiva de uma égua, manifestada pela producdo de um
potro viavel por ano, é de extrema importancia para o manejo dos criatorios de equinos,
sendo de grande interesse para criadores e médicos veterinarios (GINTHER, 1986;
MOLLER, 2007). Dentre as afec¢Bes que acometem o sistema reprodutivo da égua, as
infeccdes uterinas, principalmente as endometrites, sdo consideradas como a principal
causa de subfertilidade e infertilidade (PYCOCK, 1999; BRINSKO et al., 2011).

A inflamacdo uterina pode ser classificada como aguda, crénica, subclinica, pos-
parto, bacteriana, fungica, viral, persistente poOs-cobertura e endometrose
(TROEDSSON, 1997; HURTGEN, 2006; HOFFMANN et al., 2009). Em casos de
endometrites cronicas ocorre influxo recorrente de neutréfilos polimorfonucleares no
atero, que subsequentemente, auxilia no desenvolvimento de fibrose no endométrio
(GALVAO et al., 2012). O termo endometrose, conforme definido para o endométrio
das éguas, foi descrito inicialmente por Kenney (1992) para substituir o termo
endometrite cronica degenerativa (ALLEN, 2001).

Schoon et al. (1992) descreveram que a endometrose equina € uma doenca
associada a idade, que cursa com alteracdo degenerativa das glandulas uterinas e
estromais ao seu entorno, estando diretamente relacionada a problemas de fertilidade.
Hoffmann et al. (2003) a descrevem como uma fibrose periglandular ou do estroma do
endométrio, a qual inclui alteracGes glandulares no foco fibrotico. Como resultado, a
endometrose torna o endométrio incapaz de funcdo adequada, crucial para a
sobrevivéncia do embrido jovem, levando, em Ultima analise, & perda precoce da
gestacdo (REBORDAO et al., 2014).

O uso de terapia com células tronco tem se tornado uma importante ferramenta
no tratamento de patologias na espécie equina, especialmente para lesdes tendineas
(CARMO & ALVARENGA, 2015). Na década passada, as células tronco foram
utilizadas com sucesso para tratamento de artrites, lesdes nos ligamentos e tenddes de
equinos, devido ao seu poder de regeneracdo (LACITIGNOLA et al. 2008).

O meio condicionado ¢ o meio utilizado para cultura de células, o qual é
descartado posteriormente ao crescimento e retirada das células, sendo considerado um
subproduto contendo metabdlitos, fatores de crescimento e proteinas da matriz

extracelular secretadas pelas células cultivadas (FRESHNEY, 2005). H& poucos anos
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foram identificados fatores estimulantes angiogénicos e factores de crescimento tais
como interleucinas, EGF (factor de crescimento epidmico) e PDGF (fator de
crescimento derivado de plaquetas) no meio condicionado de células tronco
mesenquimais equinas, revelando que esses fatores poderiam induzir a proliferacdo e
formacdo de células endoteliais in vitro (FRESHNEY, 2005; BUSSCHE e VAN DE
WALLE, 2014). Isto implica que o meio condicionado obtido a partir da cultura de
células tronco mesenquimais contém todos os fatores secretados por essas células,
podendo ser usado como uma terapia regenerativa isenta de células (MAGUIRE, 2013;
HAARER et al., 2015). Corroborando estes achados, Corradetti et al. (2014) indicaram
0 meio condicionado como terapia livre de células para aplicacbes na medicina
regenerativa.

No presente estudo, foi investigada a associa¢do entre as seguintes variaveis:
conformacéo vulvar, aspecto ultrassonografico (presenca ou ndo de edema uterino,
liquido uterino e cistos uterinos), citologia, bacteriologia e histopatologia das 21
éguas (Experimento 1). Na sequéncia, foi avaliado o efeito da infus@o uterina do meio
condicionado de células tronco mesenquimais, em éguas com fibrose confirmada por
avaliacdo histopatologica, com o objetivo de promover a regeneracdo do endométrio.
A confirmacdo ou ndo da regeneracdo foi avaliada com base no exame
histopatoldgico uterino, apos o tratamento em seis éguas classificadas como Grau 1l e

Grau 111 de degeneracgéo uterina (Experimento 2).

1. MATERIAL E METODOS

2.1 Historico e exames clinicos

Durante o periodo de julho de 2017 a fevereiro de 2018 foram selecionadas 21
éguas (Crioula, Puro Sangue de Corrida, Quarto de Milha e Brasileiro de Hipismo) na
faixa etaria dos 7 aos 28 anos, média de 18,61 + 5,68, com historico de nenhum parto
nas duas Ultimas duas temporadas reprodutivas. As éguas pertenciam a diferentes
criatorios localizados na regido central do RS. Nessas fémeas, foi efetuado o exame
ginecolégico completo. A conformacdo vulvar foi avaliada de acordo com o indice
Caslick (PASCOE, 1979) e o Utero e ovarios por ultrassonografia. Todas as éguas foram

submetidas aos exames citoldgico e bacterioldgico, bem como a bidpsia uterina.
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Do total de 21 animais, 6 éguas classificadas na avaliacdo histopatoldgica como
Grupo 11 ou Il (BARROS & MASUDA, 2009) foram selecionados para infusdo

intrauterina com meio condicionado de células tronco mesenquimais.

2.2 Indice Caslick

Com auxilio de uma régua, um paquimetro e um transferidor foram mensurados
a angulagdo, o comprimento total e o comprimento efetivo da vulva. O produto do
comprimento efetivo vulvar multiplicado pelo &ngulo fornece o Indice Caslick
(PASCOE, 1979).

2.3 Exame do trato reprodutivo e avaliacdo ultrassonografica

Por meio de palpacdo retal e avaliagcdo ultrassonografica transretal, o trato
reprodutivo de cada égua foi avaliado. Para identificacdo do estagio do ciclo estral de
cada égua foram avaliadas as seguintes estruturas ou caracteristicas: cervix, tamanho e
tdnus uterino, presenca ou ndo de edema uterino, estruturas presentes nos ovarios,
numero, tamanho de foliculos e corpos luteos. O grau de edema uterino foi avaliado
considerando as seguintes classes: 0= auséncia de ténus; 1= leve; 2= moderado; 3=
edema caracteristico de cio, e 4= edema alterado/patoldgico. A presencga ou auséncia de
liguido no ldmen uterino foi observada e registrada. Ainda, por meio da
ultrassonografia, todo Gtero de cada égua foi mapeado quanto a presenca, quantidade e a

localizag@o dos cistos uterinos, bem como sua quantidade foi registrada.

2.4 Avaliacdo citologica

A higienizacdo da regido perineal, foi efetuada para na sequencia proceder a
coleta de secre¢do uterina para exame citoldégico com auxilio de uma escova citologica
(coletor uterino para éguas — Provar, Brasil). Este coletor possui uma protecdo que
permite que a escova citoldgica, ao ser introduzida na cervix para alcancgar o Gtero, nao
entre em contato com a mucosa cervical. A escova foi posicionada na parede uterina e
girada com movimento rotacional por tempo aproximado de 10 segundos. Apds a

coleta, foram realizados esfregacos pelo rolamento da escova em laminas estéreis para
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microscopia que foram submetidas a coloragdo com Pandtico Rapido (Laborclin, Parana
— Brasil). As amostras foram enviadas para um laboratério de referéncia para avaliagéo.
Células com displasia associada a quantidade moderada de neutréfilos foi utilizada para

caracterizar um processo inflamatério.

2.5 Avaliagdo Bacteriologica

Com o intuito de prevenir contaminacdes, a mesma escova citoldgica utilizada
para a coleta da amostra citoldgica foi acondicionada em meio de transporte Stuart para
proceder a analise bacteriol6gica, conforme protocolo de identificacdo das espécies
descrito por Murray et al. (1999) e Facklam (2002). As amostras foram encaminhadas
para um laboratério de referéncia para isolamento e identificacdo bacteriana,

considerando-se apenas as culturas puras de crescimento bacteriano.

2.6 Avaliacéo Histopatoldgica

A biopsia uterina foi realizada com ping¢a Yeoman e o fragmento uterino retirado
foi armazenado em solucdo Bouin, pelo periodo de 12 horas. Posteriormente, 0s
fragmentos da biopsia foram submetidos a varios banhos em alcool 70° e foram
mantindos no mesmo produto até serem encaminhadas ao laboratério para confeccédo
das laminas. A classificacdo dos resultados das bidpsias uterinas foi efetuada de acordo
com Kenney (1978) e Barros & Masuda (2009).

2.7 Producédo do meio condicionado de células tronco mesenquimais

A selecdo das células tronco e producdo do meio condicionado foi conduzida
conforme técnica descrita por Mambelli et al. (2013) e Corradetti et al. (2014), a partir
de coleta de tecido gorduroso da regido lombar de um equino.

2.8 Selecdo dos Animais para Tratamento (Experimento 2)

Com base nas informagdes obtidas no momento da avaliacdo histopatolégica, de

todas as 21 éguas, apenas seis (1 da raca Crioula e 5 da raca Brasileira de Hipismo)
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foram selecionadas para a realizacdo de infusdo intrauterina de meio condicionado de
celulas tronco mesenquimais, quatro com classificacdo Grau Il e duas como Grau Il de
endometrose. Com auxilio de uma pipeta de inseminacdo artificial, 10 mL do meio
condicionado foi infundido por corno uterino, conforme protocolo adaptado de
Mambelli et al. (2013). Apoés a aplicacdo do meio em um corno, foram administrados 5
mL de solucdo estéril de NaCl a 0,9% para garantir que todo o volume do meio
condicionado fosse infundido. Na sequéncia, o procedimento foi repetido no corno
contralateral. Desta forma, um volume total de 20 mL de meio condicionado foi
infundido no Utero de cada égua.

Decorrido o periodo de 21 dias ap6s o tratamento com meio condicionado, as

seis éguas foram submetidas a bidpsia uterina para avaliacdo histopatolégica.

2. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando a versdo verséo 9.4; 2013 do SAS (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). A distribuicdo da frequéncia de fases do ciclo estral,
edema uterino, liquido uterino, cistos uterinos, conformacdo cervical, grau
histopatoldgico das bidpsias, ocorréncia de crescimento bacteriano e presenca de
processo inflamatorio foi determinada usando o procedimento FREQ. A associacao
entre as variaveis avaliadas foi analisada pelo teste exato de Fisher.
A correlacdo de Spearman, entre o indice de Caslick e o grau histopatologico
das biopsias uterinas, foi analisada pelo procedimento CORR.
A comparacao do indice de Caslick entre os grupos de grau histopatoldogico foi
efetuada com o procedimento GLIMMIX.
Os gréaficos foram obtidos usando a versdo 3.10 GraphPad Instat para Windows

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA, www.graphpad.com).

3. RESULTADOS

Ao efetuar o exame ginecoldgico das fémeas no experimentol, foi constatado

que 33,3% animais se encontravam no anestro (7/21), 14,3% no estro (3/21) e 52,4% no
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diestro (11/21). O percentual de fémeas que se encontrava com a cervix fechada foi de
71,4% (15/21).

O edema uterino observado pela avaliacdo ultrassonogréfica foi identificado em
81,0% (17/21) das fémeas e a presenca de liquido intrauterino em 23,8% (5/21). A
presenca de cistos uterinos foi observada em 57,1% das éguas (12/21).

O exame bacterioldgico (Tabela 1) revelou que 42,9% (9/21) das éguas
apresentaram crescimento bacteriano e 0 micro-organismo com maior incidéncia foi
Escherichia coli (4/21). Nas fémeas com crescimento bacteriano, o exame citoldgico
revelou processo inflamatorio em 44,4% das fémeas (4/9), enquanto 16,7% (2/12) das
éguas sem crescimento bacteriano tinham presenca de processo inflamatério (P =
0,331).



Tabela 1 - Identificacdo da raca, idade, ultimo parto (anos), indice Caslick, presenca ou auséncia de edema e liquido uterino, analise

bacterioldgica, citoldgica e histopatoldgica do Utero de éguas com histérico de nenhum parto nas duas Ultimas duas temporadas reprodutivas.
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Eguas Raca Idade Ultimo Caslick Edema quu_ldo Bacterioldgico Citoldgico Histopatoldgico
parto (anos) uterino uterino
1 Crioula 26 2 405 Presente  Ausente  Enterobacter aerogenes Processo Inflamatério GHI
2 Crioula 19 1 210 Presente  Ausente Negativo Processo Inflamatério Gll
3 Crioula 20 6 230 Presente  Presente Negativo Processo Inflamatério GHI
4 Quarto de Milha 21 2 245 Presente  Ausente Negativo Sem Alteracéo Gll
5 Quarto de Milha 16 3 45 Ausente  Ausente Negativo Sem Alteracéo Gl
6 Crioula 25 5 270 Ausente Ausente Negativo Sem Alteracao GHI
7 Crioula 28 3 280 Ausente Presente Negativo Sem Alteracdo GHI
8 Crioula 24 2 45 Presente  Ausente Escherichia coli Processo Inflamatdrio Gl
9 Crioula 21 1 210 Presente  Ausente Sgggrgg)ﬁ(;%%zuss Processo Inflamatdrio Gll
10 Crioula 24 1 240 Presente  Ausente Negativo Sem Alteracéo Gll
11 Crioula 24 1 245 Presente  Ausente Negativo Sem Alteracéo Gl
12 BH 19 1 245 Presente  Ausente Negativo Sem Alteracéo Gl
13 BH 16 1 108 Presente Ausente  Enterobacter aerogenes Sem Alteracéo Gll
14 BH 20 2 160 Presente  Ausente Klebisiella oxytoca Sem Alteracao Gl
15 BH 15 2 204 Presente  Ausente Negativo Sem Alteracao Gll
16 BH 15 3 204 Ausente Presente Negativo Sem Alteracéo Gll
17 BH 16 5 296 Presente  Ausente Negativo Sem Alteracéo Gl
18 Crioula 7 4 45 Presente  Ausente Escherichia coli Processo Inflamatério Gll
19 Crioula 7 4 30 Presente  Presente Escherichia coli Sem Alteracéo Gl
20 Crioula 13 1 60 Presente  Presente  Enterobacter aerogenes Sem Alteracéo Gll
21 PSI 15 1 220 Presente  Ausente Escherichia coli Sem Alteracéo Gll
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A inflamac&o uterina foi detectada em 28,6% (6/21) das éguas. O processo

inflamatorio pode ser visualizado nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1 — Citologia compativel com processo inflamatério. Podem ser observados
alguns fibroblastos (1), bactérias cocos (+) (1), presenca de neutréfilos degenerados (111)
e células epiteliais displasicas (V).

Figura 2 — Aspecto citologico fisiologico de regido uterina de égua. Observa-se
pequena quantidade de bactérias cocos. A alta celularidade é composta por células
epiteliais basais uniformes (Il), dispostas em monocamada. Estas células apresentam
citoplasma indistinto e basofilico, o niucleo é redondo com cromatina densa e
nucléolos inconspicuos. Pode ser visualizada a presenca de pequena quantidade
fibroblastos individualizados (I11).
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A biopsia uterina seguida de avaliacdo histopatoldgica (Tabela 1) possibilitou
identificar 14,3% (3/21) das éguas pertencentes a classe Grau I, 47,6% Grau Il (10/21) e
38,1% Grau Il (8/21). Verificou-se correlagdo positiva significativa (r = 0,69; P =
0,0005) entre o grau de endometrose avaliado pelo Indice de Caslick e o grau atribuido
apos exame histopatologico. Um maior percentual de éguas com indice Caslick superior
a 200 foi observado (P= 0,0242) nas éguas classificadas como Grau Il (87,5%; 7/8) do
que as classificadas como Grau | (0,0%; 0/3; Figura 3). N&o houve diferenca (P= 0,59)
entre as éguas Grau Il e as Grau Il (70%; 7/10); estas ultimas tenderam (P= 0,07) a ter
maior percentual com indice Caslick acima de 200 do que as fémeas com Grau |I.
Quando o indice Caslick médio foi comparado entre os graus histoldgicos, o observou-
se maior indice nas éguas Grau Ill do que nas éguas Grau | (252,0 vs 78,3; P= 0,007),
enquanto éguas com Grau Il apresentaram indice intermediario (174,6).
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Figura 3 — Associacdo entre o indice de Caslick e o grau de endometrose avaliado
por exame histopatoldgico de bidpsia uterina. Alguns pontos estdo superpostos, pois
algumas fémeas de mesmo grau histopatoldgico possuem o mesmo valor de indice de
Caslick.

A necessidade de vulvoplastia, avaliada pelo indice de Caslick >200 foi
observada em 66,7% (14/21). Das 14 éguas com indicacdo de vulvoplastia, 100%

tiveram idade igual ou superior a 15 anos (Figura 4). Esse percentual foi
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significativamente superior (P= 0,0263) ao das fémeas sem indicacdo para vulvoplastia
(57,1%; 4/7). A idade média das fémeas com recomendacdo para vulvoplastia foi
significativamente superior (P=0,0218) a idade das fémeas sem recomendac&o cirurgica
(20,6 vs 14,7 anos).
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Figura 4 — Associacdo entre a idade das éguas e o indice Caslick. Nesta figura sdo
visualizados apenas 20 pontos, uma vez que duas fémeas da mesma idade também
tiveram o mesmo valor de indice de Caslick.

N&o houve associacdo entre a presenca de cistos uterinos e 0 grau
histopatolégico das biopsias (P= 0,813). Eguas com presenca de cistos uterinos no
exame ultrassonografico tiveram 16,7%, 41,7% e 41,7% das bidpsias classificadas
como Graus I, Il e I, respectivamente, no exame histoldgico. Nas éguas sem cistos,
esses percentuais foram de 11,1%, 55,6% e 33,3%, para os Graus I, Il e Ill,
respectivamente. A idade média das fémeas foi semelhante (P= 0,112) entre as fémeas
com e sem cistos uterinos (20,3 vs 16,3 anos). O resultado da avaliacdo histopatolégica
(Experimento 2) das seis éguas submetidas ao tratamento com o meio condicionado de

células tronco mesenquimais foi similar antes e apds o tratamento (Figura 6 e Tabela 2).



Figura 5 — Biopsia endometrial equina Grau Ill. A — Ninhos com dilatacéo glandular e
fibrose. B — Ninho com dilatacdo glandular e fibrose apds tratamento com meio
condicionado de células tronco.

Dessas seis eéguas, cinco ndo foram cobertas.As fémeas provinham de um érgéo
estatal que, na temporada de monta de execu¢do do estudo, ndo dispunha de recursos
para 0 programa de cobertura ou inseminacdo artificial. A outra égua tratada foi
descartada por opcdo do proprietario. Assim, nenhuma tentativa de procedimento
reprodutivo foi conduzida nessas seis fémeas que haviam sido tratadas com meio

condicionado de células tronco mesenquimais.

Tabela 2 - Classificacdo histopatologica pré e pos-tratamento com meio condicionado

de células tronco mesenquimais de 6 éguas categorizadas como Grau Il e Il1.

- Histopatologico Pre-Tratamento Histopatologico Pos—Tratamento
Egqua — —
Grau Descricao Grau Descricao
Ninhos com dilatagéo glandular Ninhos com dilatac&o glandular
10 I . n_.
Fibrose extensa Fibrose extensa
13 I Inicio de formacdo de ninhos I Formacao de ninhos
Poucas areas de fibrose Avreas de fibrose
Fibrose com dilatacdo glandular Fibrose com dilatacdo glandular
15 1 « . I :
Formacao de ninhos glandulares Ninhos glandulares
Fibrose focal com formacéo de Formacao de ninhos com
16 Il ninhos Il fibrose
Dilatacdo glandular Dilatacao glandular
Ninhos glandulares Ninhos glandulares
12 11 Dilatagdo glandular e fibrose 11 Dilatacdo glandular
Nodulos linfoides Nodulos linfoides
Discreto foco de fibrose Atrofia do endométrio
17 i Formacao de ninhos i Poucas glandulas
Endométrio atrofico Ninhos glandulares
Pequena populacdo glandular Fibrose discreta
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DISCUSSAO

Durante a vida reprodutiva, o endométrio é submetido a eventos que podem, sob
determinadas circunstancias, ser considerados agressoes, tais como a copula, o parto, o
puerpério e as infeccBes genitais, 0s quais gradativamente diminuem a capacidade
funcional do endométrio, tendo como consequéncia a infertilidade (SILVA et al., 1987).

No experimento 1, as fémeas com recomendacgéo de vulvoplastia tiveram idade
igual ou superior a 15 anos. Sabe-se que as alteracGes da conformagéo vulvar podem
estar relacionadas com idade da égua, com a condicao corporal, com o0 nimero de partos
sucessivos. Eguas mais velhas geralmente tém menor tonus muscular no abdémen e
maior relaxamento dos ligamentos sacroisquiaticos (DASCANIO, 2011).

Das éguas com bacteriol6gico positivo, 44,4% (4/9) apresentaram o crescimento
de Escheria coli, corroborando os achados descritos por Carvalho et al. (2011). De
acordo com McCue (2009), as infecgdes por Streptococcus zooepidemicus sdo
responsaveis por cerca de 40-50% dos casos de endometrite bacteriana, seguido por
Escheria coli em 20% dos casos. Entretanto, nenhuma cepa de Streptococcus foi
isolada.

Uma das formas de avaliar a presenca de bactérias no Utero da égua € pela
cultura uterina (GINTHER, 1986; McCUE, 2009). Schumacher & Moll (2007) reforcam
que ao realizar este exame o0 swab pode ser facilmente contaminado, desta forma os
resultados positivos de cultura bacteriana devem ser correlacionados com a avaliagcdo
citologica. No presente estudo, a auséncia de associacao entre o crescimento bacteriano
e a presenca de processo inflamatdério reforcam a necessidade do cuidado na
interpretacédo do resultado do exame bacterioldgico.

Dentre as éguas diagnosticadas por exame citolégico com processo inflamatério
(6/21), duas delas (33,3%; 2/6) tiveram resultado negativo no exame bacterioldgico.
Estes achados sdo condizentes com LeBlanc (2010) que descreve que nem todos 0s
patdgenos uterinos resultam os sinais classicos de inflamacdo uterina. Desta forma,
muitas vezes € necessario realizar a cultura bacteriana a partir de um fragmento da
bidpsia endometrial, ou a avaliacdo por meio de um lavado de baixo volume uterino que
seria mais sensivel a identificacdo de patdgenos.

Outra hipdtese para éguas com bacteriolégico negativo e presenca de processo
inflamatdrio no exame citoldgico seria a presenca de fungos. As infecgdes fungicas sdo

comumente diagnosticadas em éguas com idade avangada e historico de problemas
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reprodutivos crénicos (McCUE, 2009). Esta hipdtese poderia justificar o processo
inflamatorio observado nas duas éguas da nossa pesquisa, que possuiam 19 e 20 anos.
Todavia, a presenca de fungos ndo foi avaliada no estudo.

Um achado importante foi a presenca de cistos endometriais em mais da metade
(57,14%; 12/21) das éguas avaliadas. A pesquisa desenvolvida por Eilts et al. (1995)
detectou que animais com idade igual ou superior a 11 anos possuem maior
predisposicdo a desenvolverem cistos do que aqueles mais jovens. No presente estudo,
90,5% das éguas tinham idade superior a 11 anos, o que pode explicar o percentual
relativamente elevado de fémeas com cistos uterinos, mesmo que a idade média tenha
sido semelhante entre fémeas com e sem cistos.

A pneumovagina é uma das causas mais comuns das infecc¢fes uterinas podendo
levar a quadros de inflamacéo crbnica da vagina e do (tero na égua, provocada por
fechamento insuficiente da vulva e vestibulo, associada a deficiéncia de conformacao
perineal (CASLICK, 1937, BRINSKO et al., 2011). As lesdes histopatologicas
observadas foram dilatagdo das glandulas uterinas, formacdo de ninhos glandulares e
fibrose endometrial. As éguas que apresentaram maior grau de degeneracdo uterina
(Grau I11) foram as mesmas que possuiam maior valor no indice de Caslick. Fémeas
mais velhas também tiveram maior indice de Caslick. O conjunto dessas
observacGescorrobora a citacdo de que a idade, inflamacdo endometrial repetida,
reproducdo, multiplas gestacbes e partos foram considerados ao longo das ultimas
décadas potenciais fatores etioldégicos das alteracdes degenerativas do endométrio
(HOFFMANN et al., 2009).

Na medicina veterinaria equina, o uso de células tronco mesenquimas (CTMs)
tem sido amplamente utilizado como forma de tratamento regenerativo. Tais tipos
celulares estdo envolvidos no processo de crescimento, remodelacdo e cicatrizacao
tecidual, aumentando o nimero de células progenitoras que estdo presentes no tecido
afetado. Consequentemente, hd& um aumento no potencial de regeneracdo tecidual
(FORTIER e TRAVIS, 2011; YAMADA et al., 2011). O fato de néo ter sido verificada
regeneracao endometrial, nas 6 éguas tratadas, nos leva a hipotese de que por um lado o
volume de meio infundido pode ndo ter sido suficiente, ou em concentracdo de fatores
de crescimento e de fatores angiogénios, 0s quais ndo foram quantificados no presente
estudo. No entanto, na pesquisa realizada por Mambelli et al. (2013) com infusdo de

células tronco e no trabalho realizado por Reghini (2016) com a infusdo de plasma rico
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em plaquetas intrauterino, o volume de 20mL foi suficiente para promover tanto
regeneracgdo tecidual do endométrio, quanto para diminuir a reacao inflamatoria uterina.

Mambelli et al. (2013) infundiram CTMs em seis éguas com endometrose e
compararam com tratamento-placebo. Quando avaliadas as bidpsias uterinas ficou
evidente que houve melhoria significativa das lesdes. A evolugdo foi observada na
morfologia das glandulas uterinas sete dias apds a infusdo, sendo confirmada com
amostras coletadas nos dias 21 e 61. Nos animais tratados com placebo, ndo houve
recuperagdo. Diferentemente do nosso estudo, Mambelli et al (2013) fizeram uso de
células tronco mesenquimais que podem se diferenciar no local onde séo depositadas e
promovem a regeneragdo dos tecidos adjacentes. Os meios condicionados foram
testados em ligamentos e tenddes de equinos atletas, promovendo a reorganizacéo
tecidual e a neovascularizacdo (LACITIGNOLA et al., 2008; LANGE-CONSIGLIO et
al., 2013).

Os meios condicionados ja foram testados em ligamentos e tendBes de equinos
atletas, promovendo a reorganizacdo tecidual e a neovascularizacdo (LACITIGNOLA
et al., 2008; LANGE-CONSIGLIO et al., 2013). Recentemente, foram identificados
fatores estimulantes angiogénicos no meio condicionado de CTMs equinas
demonstrando que esses fatores poderiam induzir a proliferacdo e formacao de células
endoteliais in vitro (BUSSCHE e VAN DE WALLE, 2014). Desta forma, 0 meio
condicionado obtido a partir da cultura de CTMs contém todos os fatores secretados
pelas CTMs, podendo ser usado como terapia regenerativa isenta de células
(MAGUIRE, 2013; HAARER et al., 2015). Corradetti et al. (2014) descreveram 0
potencial in vitro da utilizacdo do meio condicionado de CTMs para a proliferacéo e
regeneracdo celular endometrial. A determinacdo dos fatores de crescimento e
angiogénicos e o volume de meio a ser infundido poderdo servir de embasamento para

estudos futuros.
4. CONCLUSAO
Houve relacdo entre o aumento do valor do indice de Caslick, que sugere a

necessidade de vulvoplastia e a presenca de lesdes endometriais. O tratamento com 10

mL de meio condicionado de células tronco mesenquimais por corno uterino em uma
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Unica aplicagdo, em éguas com endometrose, ndo induziu regeneracdo endometrial e,

como consequéncia, ndo teve efeito sobre a fibrose endometrial.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os dados apresentados nesta dissertacdo é possivel concluir que
houve relacdo entre o aumento do valor do indice de Caslick com a presenca de lesdes
endometriais.

Outrossim, observou-se que na populacdo analisada, éguas acima de 16 anos
apresentaram maior predisposi¢do de pneumovagina.

O tratamento com meio condicionado de CTMs, no volume de 10 mL por corno
uterino em uma Unica aplicacdo, em éguas com endometrose ndo induziu regeneragao
endometrial, consequentemente, ndo reduziu a fibrose endometrial.

Como perspectiva do presente trabalho, sugere-se avaliar o efeito de maior
concentracdo de células tronco mesenquimais para produgdo do no meio a ser infundido
no limen uterino de éguas, bem como se volume superior a 10 mL poderia resultar em

melhoria da condicdo endometrial.



REFERENCIAS

ALLEN, W.R. Luteal deficiency and embryo mortality in the mare. Reproduction in
Domestic Animals, v. 36, n. 3-4, p. 121-131, 2001.

ALLEN, W.R. et al. Fetal membrane differentiation, implantation and early
placentation. Equine Reproduction. Oxford, England: Wiley-Blackwell, p. 2187-2199,
2011.

ARRUDA, R.P., et al. Tratamento das endometrites em éguas. Anais do | SINEQ,
Curitiba-PR, p. 03-13, 2003.

ATAMAS, S.P. Complex cytokine regulation of tissue fibrosis. Life Science, [S.1], v.
72, p. 631-643, 2002.

BACK, D.G. et al. Observations on the sexual behavior of non-lactating mares. Journal
of the American Veterinary Medical Association, v. 165, n. 8, p. 717-720, 1974.

BALL B.A. Embryonic Death in mares. In McKinnon A.O., Voss J.L. Equine
Reproduction. Philaddelphia, EUA: Lea & Febiger, p. 532-536, 1993

BARROS, S.S.; MASUDA, E.K. Biopsia endometrial na égua. Diagndstico e
prognostico. 1. ed., Santa Maria, [s.n.], 2009.

BARTOL, F.F. et al. Uterine differentiation as a foundation for subsequent
fertility. Journal of Reproduction and Fertility. Supplement, v. 54, p. 287-302, 1999.

BETTERIDGE, K.J. Embryo morphology, growth and development. In: McKinnon
AO, Squires EL, Vaala WE, Varner DD. Equine Reproduction. 2.ed. Oxford, UK:
Blackwell, p. 2167-2186, 2011.

BETTERIDGE, K.J. et al. Development of horse embryos up to twenty two days after
ovulation: observations on fresh specimens. Journal of Anatomy, v. 135, n. 1, p. 191,
1982.

BORJESSON, D.L.; PERONI, J.F. The regenerative medicine laboratory: facilitating
stem cell therapy for equine disease. Clinics in Laboratory Medicine, v. 31, n. 1, p.
109-123, 2011.

BRINSKO, S.P., et al. Endometritis. In: Manual of Equine Reproduction, 3 ed.
Estados Unidos: Mosby Elsevier, cap. 6, p. 73-84, 2011.

BRUNCKHORST, D. et al. Morphologische, enzym-und immunhistochemische
Charakteristika des endometrialen Zyklus bei der Stute. Fertilitat, v. 7, p. 44-51, 1991.

BUSSCHE, L; VAN DE WALLE, G.R. Peripheral Blood-Derived Mesenchymal
Stromal Cells Promote Angiogenesis via Paracrine Stimulation of Vascular Endothelial
Growth Factor Secretion in the Equine Model. Stem Cells Translational Medicine, v.



55

3, n. 12, p. 1514-1525, 2014.
https://stemcellsjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.5966/sctm.2014-0138

CARD, C. Post-breeding inflammation and endometrial cytology in
mares. Theriogenology, v. 64, n. 3, p. 580-588, 2005.

CARMO, M.T.; ALVARENGA, M.A. Uso de Células Tronco e PRP na Reproducédo
em Eguas Subférteis. In: Simposio Nacional de Equinos, 1., 2015, Porto Alegre.
Anais... Porto Alegre, RS: Universidade do Rio Grande do Sul, Faculdade de
Veterinaria, 2015.

CARVALHO, C.F.P.M et al. Diagnéstico bacterioldgico, citologico e histopatolégico
da endometrite equina. Revista Brasileira de Ciéncia Veterinaria, v. 18, n. 1, 2011.

CASLICK, E.A. The vulva and the vulvo-vaginal orifice and its relation to genital
health of the thoroughbred mare. The Cornell Veterinarian, v. 27, p. 178- 187, 1937.

CHAMBERS, R.C. Procoagulant signalling mechanisms in lung inflammation and
fibrosis: novel opportunities for pharmacological intervention? British Journal of
Pharmacology, v. 153, p. 367-378, 2008.

CHEN, J.C.J.; GOLDHAMER, D. J. Skeletal muscle stem cells. Reproductive Biology
and Endocrinology, v. 1, n. 1, p. 101, 2003.

CONRAD C., HUSS R. Adult Stem cell lines in regenerative medicine and
reconstructive surgery. Journal of Surgical Research, v.124, p. 201-208, 2005.

CORRADETTI, B. et al. Amniotic membrane-derived mesenchymal cells and their
conditioned media: potential candidates for uterine regenerative therapy in the
horse. PloS one, v. 9, n. 10, p. e111324, 2014.

CUERVO-ARANGDO, J.; NEWCOMBE, J.R. Effect of changes in endometrial edema
score following mating on pregnancy rate in the mare. Animal Reproduction Science,
v. 121, p. S115-117, 2010.

DITTMER, J.; LEYH, B. Paracrine effects of stem cells in wound healing and cancer
progression. International Journal of Oncology, v. 44, n. 6, p. 1789-1798, 2014.

EIGENHEER-MOREIRA, J.F. et al. Estudo comparativo de éguas repetidoras ou nao
de cio através da avaliacdo histolégica do endométrio e das concentracdes plasmaticas
de progesterona. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 27, n. 12, p. 506-512, 2014.

FERRIS, R.A.; BOHN, A.; McCUE, P.M. Equine endometrial cytology: collection
techniques and interpretation. Equine Veterinary Education, v. 27, n. 6, p. 316-322,
2015.

FIALA, S.M. et al. Endometrial fibrotic changes. Is one biopsy enough to diagnose
degenerative changes? Animal Reproduction Science, v. 121, p. S89-S90, 2010.



56

FILHO, F.O. Palavra do Presidente. In: LIMA, R.A.S; CINTRA, A.G. Revisao do
Estudo do Complexo do Agronegdcio do Cavalo. Brasilia: MAPA, p. 7, 2016.

FRESHNEY, R.I. Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 5 Ed.
Wiley Liss; New York. p. 256, 2005

FORTIER, L.A.; TRAVIS, A.J. Stem cells in veterinary medicine. Stem Cell Research
& Therapy, v. 2, p. 9, 2011.

GASTAL, M.O.; et al. Effect of PGE, on Uterine Contractility and Tone in Mares.
Theriogenology, v.50, p. 989-999, 1998.

GINTHER, O.J. Reproductive Biology of the Mare. Basic and Applied Aspects.
Equiservices, Cross Plains, Wisconsin. 1979. 413p.

GINTHER, O.J. Ultrasonic imaging and reproductive events in the mare. Cross
Plains. WI: Equiservices. 1986. 378p.

GINTHER, O.J. Reproductive biology of the mare: basic and applied aspects. 22 Ed.
Equiservices: Madison, Wisconsin, 1992. 642p.

GONSHOR, A. Technique for producing platelet-rich plasma e platelet concentrate:
Background and process. The International Journal of Periodontics & Restorative
Dentistry, v. 22, n. 6, p. 547-557, 2002

HAARER, J. et al. Caveats of mesenchymal stem cell therapy in solid organ
transplantation. Transplant International, v. 28, n. 1, p. 1-9, 2015.

HAFEZ, E.S.E. The Behaviour of Domestic Animals. London: Bailliere Tindall. p.
532, 1975.

HANADA, M.; MAEDA, Y.; OIKAWA, M. Histopathological characteristics of
endometrosis in thoroughbred mares in Japan: results from 50 necropsy cases. Journal
of Equine Science, v. 25, n. 2, p. 45-52, 2014.

HEMBERG, E.; LUNDEHEIM, N.; EINARSSON, S. Retrospective on vulvar
conformation in relation to endometrial cytology and fertility in Thoroughbred mares.
Journal of Veterinary Medicine, v. 52, p. 474-477, 2005.

HINRICHS, K. et al. Clinical significance of aerobic bacterial flora of the uterus,
vagina, vestibule, and clitoral fossa of clinically normal mares. Journal of the
American Veterinary Medical Association, v. 193, n. 1, p. 72-75, 1988.

HOFFMANN, C. et al. Morpho-functional studies regarding the pathogenesis of the
equine endometrosis with special emphasis on uterine secretions preliminary results.
Pferdeheilkunde, v.19, p. 666-669, 2003.

HOFFMANN, C. et al. The equine endometrosis: new insights into the
pathogenesis. Animal Reproduction Science, v. 111, n. 2-4, p. 261-278, 2009.



57

HURTGEN, J.P. Pathogenesis and treatment of endometritis in the mare: a
review. Theriogenology, v. 66, n. 3, p. 560-566, 2006.

KENNEY, R.M. Cyclic and pathologic changes of the mare endometrium as detected
by biopsy, with a note on early embryonic death. Journal of the American Veterinary
Medical Association, v. 172, n. 3, p. 241-262, 1978.

KENNEY, R.M.; DOIG P.A. Equine endometrial biopsy. In. MORROW, David (Ed.).
Current Therapy in Theriogenology. Philadelphia: Saunders. p. 723-729. 1986.

KENNEY, R.M. The aetiology, diagnosis, and classification of chronic degenerative
endometritis. Equine Veterinary Journal, Newmarket, v. 125, p. 186, 1992.

KNUDSEN, O. Endometrial cytology as a diagnostic aid in mares. The Cornell
Veterinarian, v. 54, p. 415, 1964.

LACITIGNOLA, L. et al. Cell therapy for tendinitis, experimental and clinical
report. Veterinary Research Communications, v. 32, n. 1, p. 33-38, 2008.

LANGE-CONSIGLIO, A. et al. Characteristics of equine mesenchymal stem cells
derived from amnion and bone marrow: in vitro proliferative and multilineage potential
assessment. Equine Veterinary Journal, v. 45, n. 6, 2013

LEBLANC, M.M. Advances in the Diagnosis and Treatment of Chronic Infectious and
Post—Mating-Induced Endometritis in the Mare. Reproduction in Domestic Animals,
v. 45, n. s2, p. 21-27, 2010.

LEBLANC, M.M. et al. Differences in uterine position of reproductively normal mares
and those with delayed uterine clearance detected by scintigraphy. Theriogenology, v.
50, n. 1, p. 49-54, 1998.

LEY, W.B. Reproducdo em Eguas. led. So Paulo- SP: Roca, p. 220, 2006.

LEY, W.B. et al. Dimethyl sulfoxide intrauterine therapy in the mare: effects upon
endometrial histological features and biopsy classification. Theriogenology, v. 32, n. 2,
p. 263-276, 1989.

LUDWIG, S. et al. Functional pathology of the uterine blood flow in the mare-
pathohistologic and Doppler sonographic investigations. Theriogenology, v. 58, n. 2-4,
p. 511-513, 2002.

MAGUIRE, G. Stem cell therapy without the cells. Communicative & Integrative
Biology, v. 6, n. 6, p. €26631, 2013.

MAMBELLLI, L.I. et al. A novel strategy of mesenchymal stem cells delivery in the
uterus of mares with endometrosis. Theriogenology, v. 79, n. 5, p. 744-750, 2013.



58

MASSENO, A.P.B. Avaliacdo da fibrose endometrial e dos miofibroblastos nas
endometroses ativa e inativa da égua. 2012. 93f. Tese de Doutorado. Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia. Universidade Estadual Paulista.

McCUE, P.M. The problem mare: management philosophy, diagnostic procedures, and
therapeutic options. Journal of Equine Veterinary Science, v. 28, n. 11, p. 619-626,
2009.

McKINNON, A.O. Reproductive ultrasonography. In. Equine Stud Medicine
Proceedings, p. 375-430, 1996.

MOLLER, G. Desempenho reprodutivo da égua crioula.47f. Dissertacdo de
Mestrado. Programa de Po6s-Graduacdo Medicina Animal: Equinos, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, 2007.

MURRAY. P. et al. Manual of Clinical Microbiology. 7.ed. Washington DC.:
American Society for Microbiology, 1999.

NEELY, D.P. Evaluation and Therapy of Genital Disease in The Mare. In: NEELY,
D.P.; LIU, .LK.M.; HILLMAN, R.B. Equine Reproduction, Hoffmann-La Roche Inc.,
Nutley, New Jersey,1983. p.40-56.

NEELY, D. P. Evaluation and Therapy of Genital Disease in the Mare. In: NEELY,
n. 5411, p. 143-147. 1999.

ODORICO, J.S.; KAUFMAN, D.S.; THOMSON, J.A. Multiline age differentiation
from human embryonic stem cell lines. Stem Cells, v. 19, p. 193-204, 2001.

PALMER, E.; DRIANCOURT, M.A. Use of ultrasonic echography in equine
gynecology. Theriogenology, v. 13, n. 3, p. 203-216, 1980. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0093691X80900825

PASCOE, R. R. Observations on the length and angle of declination of the vulva and its
relation to fertility in the mare. Journal of Reproduction and Fertility, v. 27 (Supl.),
p. 299-305, 1979.

PAVAOQ, G.D. Utilizacdo de células tronco mesenquimais aut6logas para tratamento de
éguas com endometrite cronica degenerativa. 99f. Tese — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista, 2013.

PITTENGER, M.F. et al. Management of the problem-breeding mare. The Society for
Theriogenology, p. 79-89, 1999.

PYCOCK, JF. Management of the problem-breeding mare. The Society for
Theriogenology, p. 79-89, 1999.

PYCOCK, J.F. Vulval conformation, common vulval injuries and the Caslick's
procedure. Equine Reproductive Services, Messenger Farm, Ryton, Yorkshire, 2003.



59

PYCOCK, J.F. Therapy for mares with uterine fluid. In. SAMPER, J. C.; PYCOCK J.
F.; McKINNON, A. O. Current Therapy in Equine Reproduction. Estados Unidos:
Elsevier, cap. 14, p. 93- 101, 2007.

RANGEL, J.F. et al. Infusdo intra-uterina de querosene em éguas com historico de
infertilidade. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL, 10,
1993, Belo Horizonte. MG. Anais... Belo Horizonte: CBRA, 1993. v.2, p.303.

REBORDAO, M.R. et al. Physiopathologic mechanisms involved in mare
Endometrosis. Reproduction in Domestic Animals, v. 49, n. s4, p. 82-87, 2014.

REGHINI, M.F.S. Effect of treatment with platelet rich plasma on resistant and
susceptible post-breeding endometritis mares. Botucatu, 2013. 104 p. Dissertacéo
(Mestrado). Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu.

REGHINI M.F. et al. Inflammatory response in chronic degenerative endometritis
mares treated with platelet-rich plasma. Theriogenology, v. 86, n. 2, p.516-522, 2016.
doi:  10.1016/j.theriogenology.2016.01.029. Epub 2016 Feb 18. Acessado:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27020400

RICKETTS, S.W.; SIDNEY S. The Technique and Clinical Application of Endometrial
Biopsy 306 in the Mare. Equine Veterinary Journal, v. 7, p. 102-108, 1975.

RICKETTS, S.W.; BARRELET, A. A retrospective review of the histopathological
features seen in a series of 4241 endometrial biopsy samples collected from UK
thoroughbred mares over a 25-year period. Pferdeheilkunde, Baden-Baden, v. 13, p.
525-530, set. 1997.

ROSSDALE, P.D.; OUSEY, J.C. Fetal programming for athletic performance in the
horse: potential effects of IUGR. Equine Veterinary Education, v. 15, n. S6, p. 24-37,
2003.

ROSSDALE, P.D. et al. The maladjusted foal: influences of intrauterine growth
retardation and birth trauma. In: Proceedings of the 50th Annual Convention of the
American Association of Equine Practitioners, Denver, Colorado, USA, 4-8
December, 2004. American Association of Equine Practitioners (AAEP), p. 75-126,
2004.

SANTOS, F.C.C.; NOGUEIRA, C.E.W. Caracteristicas individuais e maternas do
cavalo crioulo em relacdo ao seu desempenho na prova do freio de ouro. In: Il
Atualizacdo em Reproducédo Equina. Pelotas, p. 12-15, 2012.

SCHOON, H.A.; SCHOON, D.; KLUG, E. Uterusbiopsien als Hilfsmittel fir Diagnose
und Prognose von Fertilitatsstorungen der Stute. Pferdeheilkunde, v. 8, n. 6, p. 355-
362, 1992.

SCHUMACHER, J.; MOLL, H.D. Manual de Procedimentos Diagndsticos em
Equinos. 1led. S&o Paulo —SP: Roca, p. 185, 2007.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27020400

60

SPENCER, T.E.; BURGHARDT, R.C.; JOHNSON, G.A.; BAZER, F.W. Conceptus
signals for establishment and maintenance of pregnancy. Animal Reproduction
Science, v. 82- 83, p. 537-550, 2004.

SILVA, C.A.M. Uma nova técnica para a corre¢do cirlrgica da pneumovagina na égua.
Revista Turf Fomento. v. 23, p. 247-248, 1983.

SILVA, C.AM.; BARROS, S.S.; ESQUERE, R.S.; SILVA, JH.S. A biopsia
endometrial na avaliacdo da fertilidade da égua. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 7,
p. 131-133, 1987.

SQUIRES, E.L. et al. Ultrasonographic studies on the reproductive tract of mares after
parturition: effect of involution and uterine fluido n pregnancy rates in mares with
normal and delayed first postpartum ovulatory cycles. Journal of American
Veterinary Medicine Association, v. 192, p. 350-353, 1988.

TROEDSSON, M.H.T. Uterine defense mechanisms in the mare. Arch. STD/HIV Res.
V. 8, p.259-269, 1994,

TROEDSSON, M.H.T. Therapeutic considerations for mating-induced endometritis.
Pferdeheilkunde, v.13, n.15, p. 516-520, 1997.

Van CAMP, S.D. Endometrial biopsy of the mare: A review and update. The
Veterinary Clinics of North America, Philadelphia, v. 4, p. 229-245, 1988.

WATSON, E.D.; SERTICH, P.L. Effect of repeated collection of multiple endometrial
biopsy specimes on subsequent pregnancy in mares. Journal of American Veterinary
Medicine Association, v. 201, n. 3, p. 438-40, 1992.

WILSHER, S.; ALLEN, W.R The effects of maternal age and parity on placental and
fetal development in the mare. Equine Veterinary Journal, v. 35, n. 5, p. 476-483,
2003.

YAMADA, A.L.M. et al. Bone marrow mononuclear cells in the treatment of complete
tear of flexor tendons and suspensory ligament in the horse. Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 63, n. 6, p. 1579-1582, 2011.



