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RESUMO

RESENDE, Alvaro Mendes de. Efeito do tratamento anti-inflamatério na
histologia endometrial, producio de prostaglandina e taxa de gestacio apés
transferéncia de embrides e/ou manipulacio cervical em éguas. 2009. 95 p.
Tese (Doutorado em Zootecnia) Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

A técnica de transferéncia de embrides (T.E.) é atualmente a principal
ferramenta no melhoramento genético do rebanho eqiiino. Mas € necessario
melhorar as taxas de prenhez para reduzir os custos, ainda elevados. Entre os
diversos fatores que influenciam os resultados desta técnica, destaca-se o manejo
de receptoras. Atualmente o método utilizado é a transferéncia ndo cirtrgica
transcervical. Profissionais que praticam a T.E. em eqiiinos observam que
quanto menor a manipulacdo cervical das receptoras durante a transferéncia
maiores sdo as taxas de prenhez. Estes resultados provavelmente estdo
relacionados ao estimulo de produ¢do de prostaglandinas ou endometrite apos
manipulacdo do trato genital. O principal objetivo deste estudo ¢ avaliar a
associagdo entre liberagdo de prostaglandina F2a (PGF2a) e endometrite com
manipulacdo cervical e implantagdo de embrido com passagem transcervical de
pipeta. Foi também investigado se a droga anti-inflamatoria, flunixin meglumine
(FM), ¢ eficiente em inibir a producao de PGF2a e endometrite, sendo assim,
associada a melhores taxas de gestacdo. Neste estudo 209 éguas foram utilizadas
em 3 experimentos. No experimento 1 as éguas controle apresentaram altas
concentragdes de 13,14-dihidro-15-ceto-PGF2a (PGFM) ap6s manipulacdo
cervical e passagem de pipeta comparadas com as €guas que receberam injecao
de FM as 6, 3 e 0 horas do estimulo cervical. No segundo experimento 42 éguas
de abatedouro foram agrupadas aleatériamente para 1 de 4 tratamentos antes do
abate: Gl — sem manipulagdo cervical e sem injecdo de FM, G2 - com
manipulacdo e sem FM, G3 — com manipulacdo e com FM (1,1 mg/kg P.V.) e
G4 — sem manipulagdo e com FM. Os grupos G2 ¢ G3 apresentaram maior
ocorréncia de endometrite. Entretanto nove éguas do G3 (81,8%) apresentaram
infiltrado inflamatério do endométrio, apesar do tratamento com FM. Nao foi
possivel estabelecer se a endometrite foi produzida pela manipulagdo cervical.
As alteragcdes morfoldgicas mais freqiientes foram inflamagdo (57,57%), atrofia
(37,37%) e fibrose endometrial (27,57%). No experimento 3 o uso de FM
mostrou associacdo com menores taxas de prenhez das receptoras. As taxas de
gestagdo das éguas ndo tratadas foram mais elevadas (72,15%), quando
comparadas com as taxas de gestacdo das éguas que receberam FM (58,13%).

! Orientador: Professor José Camisdo de Souza.
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Nosso experimento demonstrou uma associagdo entre manipulacdo cervical e
producdo de PGFM. As variagdes de concentragdo de PGFM associadas a
passagem transcervical de pipeta foram mais discretas. A associagdo do uso de
Flunixin meglumine com produ¢do de PGFM nao acompanhou um padrio,
assim como, ndo foi evidenciado um efeito deste medicamento na inibi¢do de
endometrite. Nas condi¢des que foi realizado este estudo, a utilizagdo de FM foi
deletéria para a reproducdo e seu uso com o objetivo de melhorar as taxas de
prenhez deve ser desaconselhado.
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ABSTRACT

RESENDE, Alvaro Mendes de. Effect of anti inflammatory treatment in
endometrial histology, prostaglandin production and pregnancy rates
after embryo transfer and/or cervical manipulation in mares. 2009. 95 p.
Theszis (Doctor in Animal Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

Embryo transfer is currently the main breeding tool in equine
reproduction. However it is still necessary to improve pregnancy to lower its
costs.Among many factors that influence ET results, recipient mare management
should be underlined. Currently the method utilized is non surgical transcervical
transfer. Equine ET professionals observed that the less cervical manipulation in
recipients during transfer the higher the pregnancy rates. These results are
probably related to prostaglandin production stimulus or endometritis post
genital tract manipulation. The main objective of this study is to evaluate the
association between prostaglandin F2a (PF2a) release and endometritis with
cervix manipulation and the embryo implanting rod passage through the cervix.
It was also investigated whether the anti inflammatory drug, Flunixin
Meglumine is efficient in the inhibiting of PGFM production and endometritis,
thus, associated with better recipient pregnancy rates. In this study, 209 mares
were used. In experiment control mares had higher PGFM concentrations after
cervix manipulation and rod passage compared to FM injected mares which
received injections at 6, 3 and zero hours in relation to the cervix stimulus. In the
second experiment, 42 mares were allocated randomly to one of four treatments
before slaughter: Gl — no manipulation and no FM injection; G2 — cervix
manipulation and no FM; G3 — cervix manipulation and FM injection (1.1
mg/kg of body weight) and G4 — no manipulation and FM injection. More G2
and G3 mares had endometritis. However, nine G3 mares (81.8%) had
inflammatory infiltration in the endometrium, despite having received FM. It
was not possible to establish if the endometritis were caused by cervix
manipulation. The majority of alterations were inflammation (57.57%), atrophy
(37.37%) and endometrial fibrosis (27.57%). In the third trial FM lowered
recipient pregnancy rates. An association between cervix manipulation and
PGFM production was found. Variations on PGFM concentrations associated to
the passing of an embryo implantation rod were discrete. There was no apparent

2Advisor: Professor José Camisio de Souza



pattern in the association between FM injection and PGFM production, as no
effect of FM on the inhibition of endometritis was observed. Under the
conditions of this study the utilization of FM was deleterious to reproduction

and its use with the objective of improving pregnancy rates in mares should be
discouraged.
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1 INTRODUCAO

A industria eqiiina tem passado por diversas modificacdes no que diz
respeito as técnicas reprodutivas. Isto tem contribuido para melhorar o padrdo
genético dos animais, com maior eficiéncia reprodutiva, promovendo maior
incentivo aos criadores.

Atualmente a técnica de reproducgdo assistida empregada rotineiramente
¢ a transferéncia de embrides. Na espécie eqiiina, a transferéncia de embrides € a
solucdo mais utilizada para aumento do nimero de descendentes/ano/matriz.

No cendrio mundial, o Brasil ocupa posi¢do de destaque (3° lugar),
acompanhando os dois principais paises (Estados Unidos e Argentina) na
utilizacdo desta técnica (Squires et al., 2003).

A primeira transferéncia de embrides eqiiinos (TEE) que logrou sucesso
foi realizada no Japao por Oguri &Tsutsumi (1972). No Brasil, os trabalhos
foram iniciados em 1986, no Estado de Sdo Paulo, e foram realizados com
sucesso na raca Mangalarga (Fleury et al., 1989). Na raca Mangalarga
Marchador, a técnica foi reconhecida e aceita pelo seu conselho deliberativo
técnico em 1995 e, desde entdo, tem sido muito utilizada (Caiado et al., 2005).
Apesar desta técnica ser bastante utilizada, ainda precisa ser aprimorada para
melhorar sua eficiéncia e garantir melhores taxas de prenhez. Fatores que
demonstram afetar a taxa de prenhez apés TEE incluem: método de
transferéncia, sincronismo entre doadora e receptora, qualidade do embrido,
manejo da receptora, e habilidade do técnico. (Squires et al., 1999; Carnevale et
al., 2000).

A técnica empregada atualmente € ndo cirtirgica através da introducdo
transcervical do embrido no utero da receptora. Técnicos que praticam a TEE

observam que quanto menor a manipula¢do cervical durante o procedimento,



maiores sdo as taxas de prenhez, possivelmente pela menor contaminag@o,
menor inflamag¢do do endométrio e/ou menor estimulo de producdo de PGF2a
endometrial; mas estas hipdteses ndo estdo comprovadas cientificamente.

As taxas de prenhez variam bastante apds a transferéncia cirirgica ou
transcervical (Squires et al., 1999; Carnevale et al., 2000; Fleury et al., 2007).
Duas possiveis causas de menor eficiéncia no método transcervical sdo:
contamina¢do bacteriana com subseqiiente endometrite, ¢ mudangas hormonatis,
estimuladas pela manipulacdo cervical, que, interferem com mecanismos
regulatorios da funcdo luteotrofica (Higgins & Lees, 1984; Handler et al., 2003).

Apesar de a resposta inflamatdria permanecer sub-clinica, ela pode ser
ocasionada pela liberagdo de prostaglandina F2a (PGF2a) como parte de um
processo inflamatorio ja sugerido em técnicas reprodutivas humanas (Egbase et
al., 1996).

Adicionalmente a PGF2a pode ocasionar lutedlise e indiretamente
provocar a morte embrionaria e absor¢ao fetal antes do reconhecimento materno.
A reagdo inflamatoria depois da transferéncia do embrido pode ser induzida pelo
proprio embrido, pelo meio de transferéncia agindo como material estranho ou
por bactérias introduzidas no utero durante a técnica de transferéncia, como ja
foi evidenciado em bovinos (Brand et al., 1976) e humanos (Franchin et al.,
1998). Também existe a hipotese que o estimulo mecanico da cérvix induz
liberagdo de PGF2a suficiente para inibir a fungado corpo luteo (Higgins &
Lees, 1984). Foi demonstrado que a transferéncia de embrido transcervical e
dilatagdo cervical ndo foram associadas com o aumento direto da liberag¢do de
PGF2a, mas depois da dilatacdo cervical, o tempo de permanéncia do corpo
luteo foi menor (Sirois et al., 1987; Handler et al., 2003). Em outro estudo, altas
concentragoes de PGFM foram encontradas em seis de nove éguas receptoras,
mas ndo suficiente para a indugo da luteolise (Kask et al., 1997). Em bovinos, a

transferéncia transcervical foi seguida por liberagdo de PGF2a e o tratamento



com um anti-inflamatério ndo esteroidal, flunixin meglumine (FM), no momento
da transferéncia aumentou as taxas de prenhez (Scenna et al., 2005).

Drogas antiinflamatdrias ndo esteroidais inibem a lutedlise em diferentes
espécies de ruminantes (Cooke et al., 1983; Skidmore et al., 1998).

Em éguas, tratamento com o antiinflamatério ndo esteroidal
fenilbutazona atrasou a lutedlise associada com coleta de fragmento do
endométrio para biopsia. Os autores sugerem que a fenilbutazona acumulada no
endométrio irritado agiu diretamente no processo inflamatorio (Ellysworth-
Swihart et al., 1985). Em outro estudo concluiu-se que tratamento com acido
meclofenamico melhorou as taxas de prenhez em éguas receptoras (Wilsher,
2006) e fémeas de camelos (Skidmore et al., 2002; Skidmore et al., 2005).

Entretanto, existe uma contradi¢do entre os pesquisadores a respeito da

liberagdo ou ndo de PGF2a ap6s a manipulacdo cervical.



2 OBJETIVOS

Neste estudo os objetivos principais sdo avaliar a ocorréncia de
endometrite, producdo de PGFM (principal metaboélito da PGF2a), e fertilidade
apos a manipulagdo cervical utilizada no procedimento de transferéncia de
embrido eqiiino (TEE) e se o anti-inflamatério,flunixin meglumine, ¢ eficiente
em inibir a inflama¢do do endométrio e/ou producdo de PGFM, estando

associado as taxas de prenhez em programas de TEE.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Prostaglandinas

As prostaglandinas sdo acidos graxos hidroxilados insaturados com vinte
atomos de carbono e um anel ciclopentano. O 4cido araquiddnico, um &cido
graxo essencial, ¢ o precursor da maioria das prostaglandinas intimamente
associadas com os aspectos reprodutivos, principalmente a PGF2a e a
prostaglandina E2 (PGE2). As prostaglandinas sdo produzidas, em varios tecidos
e no utero, sendo responsaveis pela luteolise (Hafez, 1996).

A primeira indica¢do que PGF2a poderia ser a substancia luteolitica que
controla a integridade do corpo liteo (CL), e a duragdo do ciclo estral, dos
animais domésticos ¢ atribuida a Pharris & Wyngarden (1969). Eles relataram
que o tamanho do corpo liteo e concentragdo de progesterona em ratas pseudo-
gestantes diminuiram bastante apds uma Unica injecao intramuscular de PGF2a.

O 4cido araquidonico ¢ liberado na forma livre, como resultado da
hidrélise de fosfolipidios de membrana pela enzima fosfolipase A, sendo assim
convertido para prostaglandinas ou compostos relacionados pelas vias da ciclo-
oxigenase usando uma enzima microsomal conhecida coletivamente como
prostaglandina sintetase (Samuelsson, 1981).

Prostaglandina F2a e Prostaglandina E2 sdo as duas prostaglandinas
mais intimamente associadas com reproducdo em mamiferos e, ambas, podem
ser liberadas por diversos tipos de células dentro do trato reprodutivo em
resposta a varios estimulos endocrinos, neurais e fisicos (Daels et al., 1987).

Prostaglandinas endogenas sdo metabolizadas rapidamente pelo
organismo no local de producdo e também nos pulmdes, figado, e rins
(Samuelsson0, 1970). Na égua, PGF2a ¢ metabolizado primeiro para 15 — ceto —

PGF2a, entdo para 13, 14 — dihidro — 15 — ceto — PGF2a, e finalmente para um



grupo de 11 — ceto + tetranor — PGF compostos (Kindahl et al., 1976). Embora
o metabdlito 13, 14 — dihydro — 15 — ceto - PGF2a (PGFM) tenha uma meia
vida bioldégica de apenas 5 minutos na circulacdo periférica, ele ¢
consideravelmente mais estavel em plasma ou soro quando separado das células
vermelhas do sangue. Por esta razdo, tem sido aceito que a medida das
concentragdes de PGFM no soro ou plasma oferece uma correlagdo direta com
as concentragdes de PGF2a liberadas pelos tecidos (Haluska et al, 1988).

Embora exista pouco conhecimento do real papel da PGE2 na
reproducgdo eqiiina, existem solidas evidéncias de que a PGF2a ¢ o horménio
uterino luteolitico que controla a duragdo do ciclo estral em éguas ndo gestantes
seguindo as demonstragdes originais da potente propriedade luteolitica da
PGF2a e seus analogos sintéticos, produzidos em 1972 pela ICI Pharmaceuticals
Division (Douglas & Ginther, 1972; Allen & Rowson,1973). Douglas & Ginther
(1976) foram os primeiros a demonstrar o aumento na libera¢do uterina de
PGF2a endogena na égua associada com lutedlise durante o ciclo estral.

PGF2a ¢ liberada pelo endométrio em ondas pulsateis de curta duragio.
No ciclo estral tipico das éguas estas liberagdes ocorrem proximas ao 14° até o
17 dia apos a ovulagdo e o primeiro pulso ocorre, geralmente, 3 a 4 horas antes
do primeiro declinio de progesterona plasmatica (Allen et al., 1974). A liberagao
de PGF2a continua por mais 24 — 48 horas apds completar a lutedlise (Neely et
al., 1979).

Diferente de outras espécies a égua ndo possui anastomose entre a veia
uterina e artéria ovariana, que permite a perfusdo em contracorrente de PGF2a
na artéria ovariana. Assim, a PGF2a endometrial liberada, somente atinge o
ovario passando através do sistema cardiovascular, estando sujeita ao
metabolismo nos pulmdes e outros orgdos (Samuelsson, 1970). Isto talvez
justifique a grande sensibilidade das éguas ao uso de pequenas doses de PGF2a

exogena ou seus analogos através do efeito luteolitico (Allen & Cooper, 1975).



Entre os trabalhos estudados ha contradigdes quanto a liberagdo ou nio
de prostaglandina apds a manipulagdo cervical, infusdo ou lavado uterino.

Berglund et al. (1982) avaliaram o efeito da técnica de coleta de
embrides na concentragdo de PGF2a na cavidade uterina de éguas poneis. Em
seus resultados observaram maior concentragdo de PGF2o quando o ttero foi
lavado pelo método transcervical do que apos a histerectomia. A concentragdo
de PGF2a foi significativamente maior em éguas ndo gestantes. Concluiram que
a manipulagdo cervical aumenta a concentragao de PGF2a.

Ja Wilde et al. (1989) realizaram estudo para avaliar o efeito da
dilatagdo cervical na concentracdo plasmatica do metabolito de PGF2a (PGFM).
Nao houve diferenga significativa nos padroes de PGFM entre os grupos e os
pesquisadores concluiram que ndo ha liberagdo de PGF20 em resposta a
dilatagdo cervical no diestro.

Kask et al. (1997) investigaram se houve a liberagdo de PGF2a ap6s o
procedimento de TE ndo cirurgico em éguas, mas em seus resultados obtiveram
3 padrdes distintos de liberagdo de PGF2a e a concentragdo ou declinio de
progesterona ndo foram correspondentes a estes padrdes de PGF2a. Os autores
concluiram que deve haver variagdo individual muito grande e deve-se aumentar
o numero de animais para tornar o experimento mais confiavel.

Sharp et al. (1997) investigaram em 18 éguas poneis o efeito da biopsia
endometrial transcervical nas concentragdes plasmaticas de ocitocina e PGFM.
Eles concluiram que a liberagdo de PGF2a foi induzida por ocitocina e foi
mediada por receptoras de ocitocina. Inibicdo da liberagdo de PGF2a induzida
por prenhez ndo foi associada com a supressdo da liberagdo de ocitocina ou
densidade de receptores de ocitocina. Eles sugeriram que um fator derivado do
embrido ¢ provavelmente responsavel pela inibi¢ao da liberacdo e/ou sintese de
PGF2a e interrupgdo da interagdo ocitocina — PGF2a na gestacdo precoce em

éguas.



Nikolakopoulos et al. (2000) pesquisaram a liberagdo de ocitocina e
prostaglandina F2o no momento da rufiagdo, monta natural e manipulagdo
manual do trato genital. Eles concluiram que manipulagdo de clitoris, vagina e
cérvix causaram aumento significativo de ocitocina em todas as éguas ¢ a
infusdo intra-uterina de 500 mL de salina fosfatada tamponada (PBS) causou
aumento em 3 de 5 éguas. Entretanto, somente uma égua teve aumento
significativo de PGFM ap6s manipulacdo cervical e apenas uma respondeu com
aumento de PGFM depois da infusdo uterina com PBS. Eles concluiram que
procedimentos como manipulagdo ou infusdo frequentemente ocasionam
aumento nas concentragdes de ocitocina, mas raramente determinam aumento de
PGFM.

Mais recentemente Koblischike et al. (2008) testaram a hipotese que
endometrite subclinica ocorre depois da transferéncia de embrido (ET). As éguas
receptoras foram tratadas com acido meclofenamico (AM) ou FM (F) depois de
TE ou foram deixadas sem tratamento. Os pesquisadores concluiram que o
tratamento de éguas receptoras de embrido com drogas antiinflamatdrias néo
esterdides inibe a resposta inflamatéria do endométrio depois da transferéncia do
embrido (TE). Eles também sugeriram que o AM poderia ser mais apropriado
quando comparado ao FM, devido a diferente influéncia na sintese de
prostaglandinas que ndo resultaria em inibi¢do da mobilidade embrionaria

necessaria ao processo de reconhecimento materno.

3.2 Anti-inflamatodrios nao esteroidais e flunixin meglumine

Anti-inflamatérios ndo esteroidais, (AINES) por defini¢do, inibem com
intensidade diferente, as enzimas da via ciclooxigenase (COX). Isto impede o
metabolismo de acido araquiddnico para o endoperoxido PGG2 (Ziel & Krupp,
1975).



Atualmente duas isoformas das enzimas COX, conhecidas como COX1
e COX2 sdo conhecidas (Vane & Botting, 1995). A enzima COX-1 ¢ produzida
constitutivamente em muitos tecidos e tem sido proposto que esta isoforma ¢
responsavel pela producao de prostaglandinas (PGs) nas fung¢des de homeostase,
de plaquetas, mucosa gastrointestinal, rins e outras func¢des essenciais ao
organismo (Mitchell et al., 1993).

A producdo de COX-2, entretanto, pode ser induzida em muitas células,
incluindo aquelas primariamente associadas com o processo inflamatorio. A
maior parte dos efeitos indesejaveis do uso de AINES se deve a inibi¢do de
COX-1. Com o objetivo de diminuir estes efeitos adversos associados com a
terapia por AINES, novos compostos com inibigdo seletiva de COX-2 t€m sido
desenvolvidos (Insel, 1996). Embora numerosos produtos seletivos para COX-2
estejam disponiveis para uso humano, poucos destes compostos tém sido
estudados nas espécies animais. Aparentemente a seletividade € espécie
dependente. Sendo assim, um medicamento seletivo para uma espécie pode ndo
ser seletivo para outra. O carprofeno, por exemplo, ¢ um inibidor seletivo para
COX-2 em cées, mas esta seletividade ndo foi confirmada para outras espécies,
como o cavalo (Ricketts et al., 1998). Existem evidéncias que a maior parte dos
AINES ndo afeta o metabolismo do 4cido araquidonico pela via da
lipooxigenase, o que permite a produgdo de leucotrienos (LT). Estes apresentam,
de maneira similar as prostaglandinas, um importante efeito inflamatério. LTB4
¢ um potente agente quimiotatico para leucocitos (Owens et al., 1996).

Existem evidéncias que alguns AINES, como 4acido meclofenamico e
cetoprofeno tém algum efeito inibitério em lipooxigenase (Stadler et al., 1994).

O FM, derivado do 4&cido nicotinico, ¢ um potente analgésico e
antiinflamatorio usado regularmente para controlar dor abdominal em cavalos.

Adicionalmente, tem sido mostrado em diversos modelos experimentais um



efeito antiendotoxémico do FM com a utilizagdo de doses inferiores aquelas
utilizadas nos processos inflamatoérios (Jackman et al., 1994).

Em cavalos, a farmacocinética de FM estd bem definida. Quando
utilizado na dose recomendada de 1,1 mg/kg possui uma meia vida plasmatica
curta de aproximadamente 1,5 a 3 horas, mas persiste no sitio inflamatoério por
até 16 horas (Soma et al., 1988).

A farmacodindmica de FM em cavalos demonstra que ele é um eficiente
antiinflamatdrio ndo esteroidal quando usado nas doses recomendadas. Em um
modelo inflamatério, o FM inibiu producdo de TXB2 e PGE2 no soro por mais
que 24 horas e 30 horas respectivamente (Londoni & Lees, 1995). O efeito
maximo de FM foi obtido com 1mg/kg. Doses mais altas ndo aumentam a
eficiéncia, mas prolongam a duragdo do efeito de 16 horas com 1 mg/kg para até
24 horas com 2 mg/kg (Toutain et al., 1994).

Coakley et al., (1999) investigaram a farmacocinética de FM em
jumentos, muares e cavalos. Os pesquisadores concluiram que existem
diferencas significativas quanto a disposicdo soroldgica de FM em jumentos
quando comparadas aos muares e cavalos. Consequentemente as doses destes
antiinflamatdrios  rotineiramente utilizados em jumentos podem = ser
inapropriadas.

Semrad et al. (1985) compararam a farmacocinética de FM com
diferentes dosagens em cavalos saudaveis. Depois da administragdo intravenosa
de FM nas doses de 1,1 mg/kg, 0,25 mg/kg e 0,1 mg/kg, supressao significativa
de tromboxanos no soro persistiu por 12, 4 e 3 horas respectivamente. Repetidas
administracdes de FM na dose de 0,25 mg/kg a cada 8 horas manteve
significativa supressdo de tromboxano durante todo o tratamento. Depois da
interrupgdo do tratamento os valores sorologicos de tromboxano excederam os
valores basais pré-tratamento. Entre os grupos ndo ocorreram diferengas

significativas nos valores de 6 — keto prostaglandina F1a.
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Os beneficios dos antiinflamatdérios ndo esteroidais na eficiéncia
reprodutiva tém sido investigados e o FM tem sido ostensivamente utilizado por
profissionais de campo, no momento da transferéncia do embrido, com o
proposito de melhorar as taxas de prenhez em receptoras que sofrem exagerada
manipulacdo cervical e provavelmente produzem mais PGF2a endometrial.

Berglund et al. (1982) também avaliaram a eficiéncia do FM. Eguas ndo
gestantes tratadas com FM tiveram a mesma concentragdo de PGFM de éguas
prenhes. Concluiram que a manipulagdo cervical aumenta a concentragdo de
PGFM e o FM foi capaz de inibir este aumento.

Além da concentracdo de PGFM, Wilde et al. (1989), também avaliaram
a eficiéncia do FM em inibir a producdo de PGF. Um dos grupos recebeu 500
mg de FM 30 minutos antes da manipulagdo cervical. Observaram que a
concentragdo plasmatica média de PGFM foi menor na estimulagdo cervical
acrescida de FM do que a estimulacdo cervical e o controle. Concluiram que a
administracdo de FM deprimiu as concentragdes plasmaticas de PGFM,
provavelmente devido a inibi¢@o da rota metabolica da ciclooxigenase.

Daels et al. (1991a) avaliaram os efeitos do FM na secrecdo de PGF
induzida pela endotoxina da Salmonella typhimurium durante inicio da gestagdo
em éguas. A concentracdo de progesterona nao foi alterada e a sintese de PGF2a
foi inibida por varias horas naquelas éguas que receberam o FM 10 minutos
antes da endotoxina. Os achados destes pesquisadores sugerem que o efeito
inibitério do FM ¢ rapido, pois a concentracdo de PGF2a diminuiu a um limite
de detec¢do dentro de 30 minutos apds a administracdo intravenosa deste
medicamento.

Giri et al. (1991) estudaram a fungdo dos ecosanoides no aborto ¢ na sua
prevencdo através do tratamento com FM em vacas durante o primeiro trimestre
de gestacdo. Nenhuma vaca tratada com FM abortou apds a infusdo de

Escherichia coli. Segundo os autores deste experimento, embora o FM tenha
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falhado em impedir os aumentos das concentragdes de cortisol e acido latico
plasmaticos induzidos pela endotoxina, ele efetivamente preveniu a queda das
concentragdes de progesterona e o aumento de PGF2a, TxB2 e 6-ceto-PGF2a.
Eles concluiram que o uso de FM demonstra ser uma terapia promissora na
prevencao do aborto bovino resultante de infec¢do bacteriana endotoxémica no
inicio da gestagao.

Daels et al. (1995) avaliaram a secre¢ao endogena de PGF2a durante a
inducdo de aborto com cloprostenol em éguas e analisaram a eficacia do FM em
impedir a liberacdo de PGF2a e consequentemente o aborto. Neste experimento,
o FM néo alterou a sintese de PGF2a e, portanto os autores sugeriram que o FM
¢ ineficiente para modular a secrecdo de PGF2a uterina apos inducdo com
cloprostenol.

Aba et al. (2000) realizaram um estudo para avaliar a habilidade do FM
em inibir a lutedlise em lhamas ndo-gestantes. A dose utilizada (2,2 mg/kg)
provou ser efetiva na depressdo da sintese de PGF2a. Este efeito foi claramente
percebido nos dois primeiros dias de tratamento, ndo sendo, no entanto
suficiente para inibir a lutedlise.

Purcell et al. (2005) conduziram um experimento para testar o efeito do
FM e insercdo de progesterona intravaginal (CIDR; PFIZER INC., New York,
NY, USA), administrados no momento da transferéncia do embrido, nas taxas de
prenhez e ressincronizagdo do estro em bovinos de corte. Eles concluiram que
receptoras tratadas com FM, no momento da transferéncia de embrido,
melhoraram suas taxas de prenhez, mas este resultado foi influenciado pelo local
do experimento. As receptoras que receberam o implante intravaginal de
progesterona tiveram melhor re-sincronizacdo do estro sem reducdo de sua

fertilidade.
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3.3 Ciclo estral na égua

A égua ¢ um animal poliestral estacional. A atividade reprodutiva ¢é
regulada primariamente por fotoperiodo, mas também por aspectos nutricionais
e climaticos principalmente temperatura.

O ciclo estral é definido como a sequéncia repetitiva de eventos que
preparam a fémea para a concep¢do. Na égua ele pode ser convenientemente
dividido em estro (fase folicular) e diestro (fase luteal). Durante o estro a égua ¢é
sexualmente receptiva ao garanhdo, o trato genital é preparado para aceitar e
transportar o espermatozdide e a ovulagdo ocorre. Durante este periodo o
foliculo dominante se desenvolve e secreta estrogeno que induz receptividade
sexual. A ovulagdo geralmente ocorre 24 a 48 horas antes do final da
receptividade sexual. Diestro é o periodo no qual a égua ndo é receptiva ao
garanhdo e o trato genital é preparado para aceitar e nutrir o concepto. Depois da
ovulacdo o foliculo rompido desenvolve um corpo luteo, que secreta
progesterona. O periodo em que ocorre secrecao do corpo luteo ¢ denominado
diestro. O fim do diestro ¢ marcado pela regressao do corpo luteo (lutedlise) 14 a
15 dias apos a ovulagdo. (Mc Kinnon & Voss, 1993).

Diferengas na duracdo da fase luteal sdo geralmente associadas com
desordens uterinas ou ovarianas, causando regressdo prematura do corpo luteo
através da secreg@o de prostaglandina F2a, ou nos casos de prolongamento desta
fase devido a uma persisténcia do corpo lateo.

A duragdo da fase folicular ¢ primariamente influenciada pela estacao,
mas também por variagdes individuais, raca e status folicular no inicio do estro.
A duragdo do estro geralmente diminui & medida que a estacao progride, com o
estro mais rapido durante o verdo. (Ginther, 1979).

Durante o ciclo estral, hormoénios do hipotalamo, pituitaria, ovario e
utero controlam a dindmica no trato genital e comportamento sexual através de

complexas interagdes. Estes hormoénios incluem: o horménio liberador de
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gonadotrofinas (GnRH) produzido no hipotadlamo, as gonadotrofinas (horménio
foliculo estimulante — FSH e horménio luteinizante — LH) da pituitaria anterior,
hormonios esterdides (progesterona e estradiol) e peptideos (inibina) do ovario e
prostaglandina F2a do endométrio (Mc Kinnon & Voss, 1993).

Produgdo da atividade reprodutiva por mudanga de fotoperiodo ocorre
através da secre¢do de GnRH.

A glandula pineal desempenha um importante papel quanto a
informagdo fotoperiddica para o hipotdlamo através do hormdnio melatonina. O
GnRH chega até a pituitaria anterior via sistema portal e estimula a sintese e
secre¢do de gonadotrofinas que chegam aos ovarios através da circulagdo
sist€émica (Kilmer et al., 1982; Evans & Irvine, 1976).

O LH se mantém em concentragoes baixas entre os dias 5 a 16 do ciclo
estral (ovulagdao=dia 0) e ele ¢ o principal agente luteotr6fico na égua. Depois da
lutedlise seus niveis aumentam progressivamente para atingir o pico maximo 2
dias apos a ovulagdo e entdo diminuir progressivamente para baixos valores no
diestro (Geschwind et al., 1975).

Durante o diestro a secregdo de progesterona pelo corpo luteo ¢ mantida
por concentragdes basais de LH. Depois da lutedlise o feedback negativo da
progesterona na secrecdo de LH pituitario ¢ removido e o estrogeno produzido
pelos foliculos estimula a secrecdo de LH. Assim, o LH estimula o
desenvolvimento e matura¢do do foliculo primario e a secrecdo de estrogeno
folicular, criando uma onda de feedback positivo. A égua diferente de outras
espécies ndo mostra o pico pré-ovulatorio de LH. Nao existe ainda uma
explicacdo para a duragdo dos altos niveis de LH apos a ovulagdo na égua
(Montovan et al., 1990).

A secregdo de FSH durante o ciclo estral é bifasica com ondas de 10 a
12 dias de intervalo. Valores de pico sdo atingidos no final do estro,

imediatamente apds a ovulagdo e do meio até o final da fase luteal,
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aproximadamente 10 dias antes da proxima ovulagdo (Evans & Irvine, 1975). O
FSH mantém o continuo crescimento dos pequenos foliculos e estimula a
secre¢do de estrogeno folicular. Progesterona tem um efeito de feedback
negativo para secre¢do de FSH . Um aumento da secre¢do de FSH no final do
diestro ¢ o principal estimulo para desenvolvimento folicular. Quando o foliculo
atinge o estdgio pré-ovulatorio produz horménios protéicos, provavelmente a
inibina, que inibe a secrecao de FSH pela pituitaria. Assim, a queda da secre¢do
de FSH com o efeito estimulante do estrégeno na secrecdo de LH cria o
ambiente necessario para a maturagdo final do foliculo e impede o
desenvolvimento dos foliculos imaturos (Bergfelt & Ginther, 1985).

Secregdo de estrogeno folicular atinge um pico um a dois dias antes da
ovulacdo. Depois da ovulagdo o estrogeno atinge concentragdes basais em 2
dias. Uma segunda onda na secreg@o de estrogeno pode ocorrer durante o diestro
(Daels et al., 1991b). Provavelmente os inimeros foliculos que estdo presentes
no diestro podem contribuir para os niveis de estrogeno nesta fase. Na auséncia
de progesterona a secrecdo de estrogeno determina a receptividade sexual,
relaxamento cervical e vulvar, estimula as secre¢des do tutero, cérvix e vagina,
permite a passagem e transporte do sémem e participa da maturacdo folicular e
ovulagdo (Lasley et al., 1990). Durante o estro, as concentra¢des de progesterona
no plasma estdo abaixo de 1 ng/mL.

Depois da ovulacdo, as concentracdes de progesterona aumentam
rapidamente para valores maximos em seis dias, permanecendo alta durante o
diestro (6 a 10 ng/ml) e entdo, diminui rapidamente apds a regressao do corpo
luteo nos dias quatorze a quinze do ciclo estral. A progesterona inibe o
comportamento do estro, determina a contragdo e fechamento da cérvix e
prepara o Utero para a gestacdo. Os efeitos da progesterona no comportamento e
caracteristicas morfologicas da cérvix e utero sdo dominantes sobre os efeitos do

estrogeno. Progesterona inibe o pico pré-ovulatorio de LH, entretanto, diferente
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de outras espécies, a progesterona nao inibe completamente a foliculogénese e
ovulagdo nas éguas. Assim, durante o diestro, os foliculos podem continuar a
crescer ¢ ovular, mesmo com concentracdes elevadas de progesterona
(Stabenfeldt et al., 1981) permitindo que fémeas gestantes passem apresentar

sinais de estro.

3.4 Inicio da gestacao nas éguas

A vida do embrido eqiiino livre pode ser dividida em fases tubaria e
uterina. A fase tubaria dura 5 ou 6 dias quando a mérula ou blastocisto inicial
passa através da juncdo TUtero-tubaria. A fase uterina continua até que o
trofoblasto e o epitélio uterino comecem a formar uma nidagdo por volta de
quarenta dias. Assim, o periodo que o concepto se mantém livre dentro da
cavidade uterina, sem estabelecer uma adesdo ¢ localizagdo no endométrio, é
especialmente prolongado na égua, excedendo as outras espécies domésticas
(Mc Kinnon & Voss, 1993).

Embrides recuperados do titero a partir do sexto dia apos a fertilizagao
se encontram nos estagios de morula ou blastocisto inicial circundados pela zona
pelicida. Neste estagio ocorre uma rapida expansdo destes embrides
acompanhada por diferenciacdo e formacdo de uma capsula embrionaria que
quando completamente formada mede aproximadamente 4 pm de espessura e ¢
composta por uma glicoproteina que ¢ diferenciada da zona pelicida por
caracteristicas fisioquimicas e imunolégicas. (Bousquet et al., 1987).

Infelizmente as informagdes quanto ao periodo da ruptura desta capsula
sdo escassas. Enders & Liu (1991) observaram que dois embrides examinados
aos 20 dias ainda estavam encapsulados, mas a cépsula ja se encontrava
deslocada aos 22 dias.

O concepto eqiiino se desloca continuamente dentro da cavidade uterina,

com uma movimentagdo maxima entre os dias 14 e 15 apds a fertilizacdo. A
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fung¢do desta peregrinacdo aparentemente estd relacionada a reconhecimento
materno da gestag@o, porque quando o embrido ndo tem acesso a totalidade do
endométrio, ele deteriora por insuficiéncia luteal (Mc Dowell et al., 1988).
Inibig¢do farmacolédgica da contracdo uterina prejudica a mobilidade embrionaria
indicando que o miométrio é primariamente responsavel. Entretanto embrides
artificiais ndo se movem de maneira semelhante, sugerindo que existe um fator
embriondrio que pode estimular o utero (Ginther, 1986).

O concepto normalmente cessa de se movimentar para sua fixa¢ao aos
15 ou 16 dias apos a fertilizagdo. O aumento progressivo do tonus miometrial

durante o inicio da gestacdo parece favorecer a fixagdo (Enders & Liu, 1991).

3.5 Reconhecimento materno de gestacio

O ciclo estral ¢, como o préprio nome indica, um fendmeno repetitivo
para permitir multiplas oportunidades de acasalamento e fertilizagao.

Basicamente a regressdo do corpo liteo divide as fases do ciclo estral.
Assim, o reconhecimento da gestacdo depende de eventos € mecanismos que
impedem a regressdo do corpo lateo. Uma forma precoce de reconhecimento
ocorre no oviduto, que somente permite o transporte de 6vulos fertilizados, mas
somente este evento, isoladamente, ndo oferece garantia de continuidade da
gestacdo e estabilidade do corpo ltiteo. O ttero € necessario para a regressao do
corpo luteo na maioria dos mamiferos, e mais especificamente o endométrio
desempenha um importante papel na regressdo normal do corpo luteo (Ginther
& First, 1971).

Zavy et al. (1979) relataram que diferente de éguas ciclando
normalmente as éguas gestantes ndo apresentam nenhum aumento de PGF2a 14
dias apds a ovulagdo. De maneira semelhante Berglund et al. (1982), relataram

que endométrio coletado em éguas gestantes de 14 dias incubados com tecido de
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concepto produzia significativamente menos PGF?a do que endométrios
incubados sem tecido embrionario.

E evidente que o concepto deve estar presente para que ocorra
reconhecimento materno da gestagdo, mas ¢ possivel transferir o concepto de
uma égua fertilizada para outra égua ndo fertilizada e obter uma gestagdo com
sucesso. Evidentemente, existe um periodo critico pelo qual o concepto deve
agir ou sofrer as conseqiiéncias da regressdo do corpo luteo e perda de secrecdes
uterinas vitais para uma gestagdo. Na pratica, as transferéncias de embrides sdo
efetuadas no dia 6 a 8 apds ovulag@o para que o sucesso da transferéncia seja
maior. Estas taxas de prenhez declinam com a idade do concepto transferido.
Ainda ndo esta claro se esta redug¢do ocorre devido as dificuldades técnicas
provocadas por um embrido excessivamente grande ou por um fendmeno
fisiologico real que ocorre pelo insuficiente tempo de interacdo entre o concepto
e o utero materno (Hershman & Douglas, 1979).

Existem diversas hipdteses para o mecanismo de acdo do concepto para
manutencdo do corpo liteo. Entre estas a¢des a que possui mais evidéncias € que
0 concepto possui um efeito na prevengdo da secrecdo de prostaglandina F2a,
contribuindo assim, para a manutencdo do corpo luteo. Zavy et al. (1979)
reportaram que a concentragdo de PGF2a em lavados uterinos de éguas ndo
fertilizadas atingia altas concentragdes aos 14 dias pds ovulagdo, mas as
concentragdoes de PGF2a em lavados de éguas gestantes ndo aumentavam. Este
estudo sugere que na presenca do concepto, a secrecdo uterina de PGF2a ¢
reduzida ou bloqueada.

Em bovinos e ovinos, um grupo de proteinas denominadas proteinas
trofoblasticas € sintetizada e secretada pela membrana do concepto no periodo
do reconhecimento da gestagdo, mas existem poucas evidéncias de que isto
ocorra de forma semelhante em éguas. Em suinos o fator ligado ao concepto que

parece ter uma maior participagdo no reconhecimento materno € o estréogeno
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(Bazer et al., 1989). A idéia de que o estrogeno ¢ o sinal do concepto para o
reconhecimento gestacional em éguas persiste por que existem relatos na
literatura cientifica de que a administracdo de estrogeno garante a manutengao
da fung¢do do corpo luteo, mas a maioria dos trabalhos tem fracassado em provar
esta hipotese (Heap et al., 1982).

Finalmente, um experimento demonstrou migracdo embriondria do
concepto até 16 dias apos a ovulagdo, estabelecendo contato com a maior parte
possivel da superficie do endométrio aparentemente é um importante mecanismo
para assegurar a inibi¢do da producdo da PGF2a e consequentemente contribuir

para a manutengdo do corpo luteo (Mc Dowell et al., 1988).

3.6 Morte embrionaria em éguas

Pesquisas efetuadas nas ultimas décadas tém demonstrado que a perda
embrionaria precoce em éguas ¢ um dos principais fatores de subfertilidade e
baixa eficiéncia reprodutiva em éguas.

Foram relatadas 9% de perdas embrionarias em éguas jovens férteis e
taxas de 62 a 73% para éguas velhas subférteis (Ball et al., 1986; Ball et al.,
1989).

Muitos fatores podem ocasionar morte embriondria em éguas. Os fatores
maternais incluem problemas enddcrinos, do oviduto, utero e idade da égua. Os
fatores externos podem estar relacionados a stress, clima, manejo, nutricdo e
causas iatrogénicas. Os fatores embrionarios incluem defeitos genéticos e
imunogenéticos (Mc Kinnon & Voss, 1993).

A progesterona ¢ fundamental para a manutengdo da gestagdo em éguas.
Durante o periodo embrionario a fonte de progesterona depende do corpo luteo
primario formado a partir da ovulagdo inicial. A manutencdo deste corpo luteo

depende da habilidade do concepto em bloquear a producdo de PGF2a
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endometrial dentro do processo de reconhecimento materno de gestagdo (Sharp
et al., 1989).

Depois dos 30 dias de gestagdo a produgdo de progesterona pelo corpo
luteo primario ¢ aparentemente estimulada e assegurada com a produgdo de
gonadotropina coridnica eqiiina (eCG) pelos calices endometriais (Ginther,
1979). A reducdo nas concentragdes de progesterona, ocasionando a morte
embriondria, provavelmente seja devido a trés mecanismos; que incluem falha
de reconhecimento materno da gestagdo, insuficiéncia luteal primaria e lutedlise
induzida pelo utero devido a inflamagdo e estimulo endometrial (Ginther,
1985b).

A falha no reconhecimento materno da gestacdo pode resultar em baixas
concentragdes de progesterona antes do 11° dia pds-ovulagdo, mas a lutedlise
induzida pelo utero pode comprometer as concentragdes de progesterona depois
do dia 4 ou 5 pés-ovulagdo, ou seja, de forma muito precoce Ginther (1985a).
Para demonstrar de maneira conclusiva um defeito luteal primario é necessario
excluir lutedlise secundaria a endometrite ou falha no reconhecimento materno.
Isto exige medidas da concentracdo de PGF2a ou de seu metabolito (PGFM) a
fim de excluir luteo6lise (Darenius et al., 1989).

Adams et al. (1987) demonstraram luteélise induzida pelo utero como
causa de redugdo da concentragdo de progesterona e perda embrionaria em éguas
com evidéncia ultrassonografica de endometrite.

Inoculagdo intra-uterina de leveduras em éguas gestantes resultou em
endometrite, lutedlise e morte embrionaria. Nestas éguas a perda embrionaria
coincidiu com declinio nas concentracdes de progesterona plasmatica, entretanto
¢ importante considerar os efeitos inflamatorios e patologicos locais como
possiveis causas de morte embriondria (Ball et al., 1988).

Daels et al. (1987) Daels et al. (1989) demonstraram morte embriondria

em éguas até 55 dias de gestacdo causada por liberagdo de PGF20 mediada por
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endotoxinas. Como endotoxemia ¢ uma complicagdo usual de diversas
condigdes patologicas, a lutedlise e morte embrionaria podem ser uma
importante ocorréncia nestas doencas. Embora FM efetivamente bloqueie a
liberacdo de PGF2a resultante de endotoxemia, ele deve ser administrado antes
do inicio da produg¢do de endotoxinas para demonstrar mais eficiéncia.
Entretanto, estes autores concluiram que a administracdo de progesterona parece
ser a melhor alternativa para prevenir morte embrionaria decorrente de
endotoxemia. A administracdo do progestageno sintético altrenogest (44 mg) 12
horas ap6s o inicio da produgdo de endotoxinas impediu eficientemente a morte
embrionaria.

O concepto eqiiino produz concentragdes detectaveis de estrogeno in
vitro a partir dos 6 aos 12 dias depois da ovulagdo. A produgdo de estrogeno
pelo concepto tem sido investigada como um importante fator de
reconhecimento materno (Marsan et al., 1987). Um pouco mais tarde, entre 35 e
40 dias de gestacdao ocorre um aumento em estrogenos conjugados que tem sido
utilizado para atestar viabilidade fetal, pois morte embrionaria pode ser
associada ao rapido declinio em sulfato de esteronas plasmaticas (Kasman, et al.,
1988).

A funcdo do oviduto ¢ importante em muitos aspectos iniciais do
desenvolvimento embrionario e existem algumas caracteristicas que ocorrem
somente nas éguas. O embrido eqiiino permanece no oviduto por um periodo
consideravelmente maior nas éguas quando comparado a outras espécies
domésticas. O periodo médio de deslocamento do embrido no oviduto, até
alcancar a cavidade uterina, € de 5,5 dias. Quando o embrido chega ao utero seu
estagio ¢ de moérula ou blastocisto inicial (Betteridge et al., 1979).

O tempo de transporte no oviduto parece ser critico para proporcionar
condigdes de formacdo de um meio uterino favoravel a permanéncia

embrionaria.
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Se esse deslocamento no oviduto ¢ acelerado, o meio uterino pode ser
indesejavel para a sobrevivéncia embrionaria. Entretanto, estudos em
transferéncia de embrides tém demonstrado que o ambiente uterino ¢ capaz de
suportar o desenvolvimento embriondrio a partir do 4° dia apds a ovulacdo (Ball
et al., 1989).

Outro aspecto Unico da funcdo do oviduto em éguas é o transporte
diferenciado de embrides e oodcitos ndo fertilizados. Existe um mecanismo que
assegura o transporte de embrides, mas ndo garante o deslocamento de oocitos
que ndo foram fertilizados adequadamente. Um relato recente demonstrou que
embrides iniciais comegam seu transito no oviduto provavelmente pela secrecdo
de prostaglandina E2 (Weber et al., 1991). Falha na secre¢do embrionaria de E2
pode resultar em transito inadequado e perda embrionaria antes que chegue ao
utero.

O ambiente uterino ¢ fundamental para o desenvolvimento embrionario
apds o 6° dia da fertilizagdo. Como a formagdo microcotiledonaria da placenta s6
ocorre apos 40 dias, a nutrigdo e desenvolvimento do concepto dependem
exclusivamente das secregdes uterinas (Leite uterino) produzidas pelas glandulas
endometriais sob o estimulo da progesterona (Mc Kinnon & Voss, 1993).

Secregdo de proteinas uterinas tem sido demonstrada em éguas com
aumento significativo na concentrag@o destas proteinas através da influéncia de
progesterona (Mc Dowell et al., 1990). Embora as proteinas endometriais sejam
influenciadas pela progesterona, éguas gestantes e em diestro possuem proteinas
semelhantes aos 12 a 18 dias pos-ovulagdo.

Clinicamente a relagdo entre ambiente uterino anormal ¢ morte
embrionaria tem sido investigada. Estas anormalidades uterinas incluem
endometrite e fibrose periglandular. Kenney (1978) sugeriu uma relagdo entre

fibrose endometrial e perdas embriondrias. O efeito desta anormalidade na
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fertilidade das éguas é complicado porque esta alteragdo ocorre frequentemente
em éguas mais velhas.

Endometrites podem ocasionar morte embrionaria pela lutedlise ou
efeito direto da inflamagdo e patogenos sobre o concepto. Eguas subférteis e
idosas podem ser mais susceptiveis a endometrite apds cobertura ou
inseminag¢do. Falha nos mecanismos de defesa uterina e eliminagcdo de agentes
contaminantes do utero podem resultar em endometrite cronica durante a fase
luteal, ocasionando perda embrionaria (Hughes & Loy, 1975).

Stress € proposto como um importante fator de morte embrionaria em
éguas. Niekerk & Norgenthal (1982); relatou um declinio importante nas
concentragdes periféricas de progesterona em éguas submetidas ao stress
relacionado a dor ou doencas infecciosas e sugeriu que a queda nas
concentragdes de progesterona era provocada pela liberagdo de cortisol.

Palpagdo transretal foi considerada como um fator relacionado a perdas
embriondrias. Um estudo evidenciou maiores perdas quando o controle de
gestagdo por palpacdo foi efetuado entre os dias 20 e 30 pos fertilizagdo
comparado com controles apds 40 dias de gestagdo (Osborne, 1975). Em outro
estudo o n° de perdas de gestagdo foi similar independente do periodo em que as
éguas foram examinadas por palpacdo transretal (Irwin, 1976). A grande
incidéncia de perdas embrionarias deve ser considerada no inicio da gestagdo
como uma ocorréncia usual em éguas saudaveis e férteis, entretanto, palpagdo
transretal efetuada por técnicos qualificados, aparentemente, ndo afeta as taxas

de prenhez (Voss et al., 1975).

3.7 Causas infecciosas e inflamatérias de infertilidade
A patogenia das infec¢des uterinas ¢ complexa e pouco compreendida.

Fatores imunologicos e fisicos devem ser considerados no mecanismo de defesa
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uterino. Os elementos mais conhecidos deste mecanismo de defesa sdo os
fagdcitos e a evacuagdo mecanica do conteudo da cavidade do ttero.

A combina¢do de uma rapida e eficiente ingestdo de bactérias por
fagocitos e imediata expulsdo de material celular e outros produtos inflamatorios
através da cérvix resultam em um retorno ao ambiente uterino normal em
algumas horas. O fator critico € tempo, porque o embrido desce para a cavidade
uterina entre 5 e 6 dias ap6s a ovulacdo e neste momento o utero deve estar livre
de todo material embriotoxico para que a gestagdo seja estabelecida em
condigdes uterinas favoraveis. Endometrite ativa ¢ incompativel com saude
embrionaria. Adicionalmente, um processo inflamatorio no endométrio a partir
do 5° dia de gestagdo pode comprometer o corpo luteo através da liberacdo de
prostaglandina. Entretanto todas as éguas desenvolvem endometrite ap6s trauma
ou contaminag¢ao uterina, mas éguas férteis consideradas resistentes recuperam o
ambiente uterino de maneira rapida e eficiente. (Hughes & Loy, 2003).

Imediatamente apos a introdu¢@o de bactéria ou qualquer outro material
antigénico dentro do utero da égua os neutrdfilos e proteinas séricas sdo
direcionados para a cavidade uterina e o Utero € estimulado a evacuar seu
conteudo através da cérvix aberta. A contragdo do miométrio ¢ mais eficiente
sob a influéncia estrogénica. Opsoninas, especialmente imunoglobulinas e
complemento s3o muito importantes nos processos de fagocitose porque
estimulam a aderéncia de microorganismos a membrana celular dos fagocitos.
Secregdes uterinas de éguas susceptiveis a endometrite foram menos eficientes
em opsonizar bactérias do que éguas férteis resistentes (Watson et al., 1987).

Reducdo na habilidade para evacuar conteudo uterino corresponde
geralmente a éguas que perdem gradativamente sua resisténcia a endometrite. O
processo tem a tendéncia de se agravar gradualmente na medida em que ocorrem
sucessivos partos e miltiplos insultos cervicais e uterinos. Eguas mais velhas

com o Utero espesso e edematoso e com alteracdes degenerativas como fibrose
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periglandular e estase linfatica do Utero sdo mais susceptiveis a redugoes

significativas da drenagem uterina e a endometrites (Kenney, 1978).

3.8 Biopsia endometrial

A bidpsia endometrial para exame histologico é uma importante
ferramenta na avaliagdo reprodutiva de éguas.

O principal valor desta técnica é a de oferecer base para previr a futura
habilidade uterina de conduzir uma gestacdo a termo. Esta técnica ¢ eficiente
também em detectar mudangas citologicas e histopatoldgicas relacionadas com
baixa fertilidade, que n3o s3o facilmente diagnosticadas por outros métodos.
(Mc Kinnon & Voss, 1993).

Uma variedade de instrumentos tem sido usada para obter amostras
endometriais aceitdveis. A mais utilizada ¢ uma pinga Chevalier Jackson (Chas.
F. tahackray Ltd., P.O. Box 171, Leeds LS1RQ Pilling Surgical Instrument Co.,
Fort Washington, PA) que fornece amostras de 1 a 2 cm de endométrio. Na
auséncia de anormalidades uterinas aparentes, apenas uma amostra pode ser
suficiente e representativa do endométrio na sua totalidade. Como a cérvix
uterina ¢ facilmente dilatada, amostras podem ser obtidas em qualquer fase do
ciclo estral. A arquitetura endometrial muda com o estagio do ciclo e a estagdo
do ano e por esta razdo, o técnico envolvido no exame deve ser informado do
estagio do ciclo e dos achados anatomopatoldgicos na ocasido da coleta.
(Kenney, 1978).

Os fixadores mais utilizados sdo formalina a 10% e solugdo de Bouin. A
solucdo de Bouin aparentemente fornece uma amostra mais firme que a
formalina, com menos distor¢ao tecidual durante a sec¢do. Depois de 2 a 4 horas
em liquido de Bouin o tecido deve ser transferido para formalina antes que seja
transportado para o laboratorio. Excessiva fixacdo em solugdo de Bouin pode

resultar em amostras muito densas, dificultando a coloragdo com hematoxilina.
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Apos os procedimentos histologicos de rotina as secgdes sdo coradas em
hematoxilina-eosina (Mc Kinnon & Voss, 1993).

As caracteristicas histologicas observadas nas amostras da biopsia
endometrial devem ser fisiologicas (ciclicas ou estacionais), patologicas ou
artefactuais. O so6lido conhecimento das alteragdes fisiologicas € necessario para
permitir a interpretagdo de mudangas patoldgicas. Durante anestro as glandulas
endometriais sdo inativas. As células epiteliais glandulares e luminais sdo
cubdides ou escamosas. As células epiteliais t€m um aumento na basofilia
citoplasmatica. Os ramos glandulares individuais tém um didmetro seccional
pequeno. Caracteristicas histologicas do endométrio transicional ndo sao
claramente definidas. A correta interpretagdo ¢ dificil em razdo de
comportamento estral erratico. Durante esta transi¢do do inverno para a
primavera, ou seja, do anestro para a fase de ciclicidade o endométrio retorna
gradualmente sua atividade.

Durante o estro as células epiteliais glandulares e luminais sdo
colunares. S3o de coloragdo palida, e vacuolos na porgdo basal do epitélio
luminal sdo comuns. Poucos leucocitos polimorfonucleados sdo geralmente
localizados nos capilares sobre o epitélio da margem de vénulas na lamina
propria e consideravel edema da ldmina propria pode ocorrer. Os ramos
glandulares seccionados mostram um didmetro aumentado e as seccdes
longitudinais demonstram um padrdo glandular relativamente reto com auséncia
de tortuosidade.

Durante diestro as células epiteliais variam de colunares a cubdides
dependendo do estagio precedente ou seqiiencial ao estro. O padrdo glandular é
geralmente tortuoso (Kenney, 1978).

As alteragdes endometriais mais encontradas no exame histologico sdo a
degenerac@o glandular, lacunas linfaticas, atrofias endometriais e infiltragdes

celulares. As alteragcdes degenerativas incluem fibrose periglandular, dilatagdo
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cistica das glandulas e necrose glandular. A fibrose ocorre geralmente em torno
das glandulas ou em associagdo com a membrana basal do epitélio luminal.
Distensdo cistica glandular é comum nos grupos de fibrose. Estas dilatagdes
podem ocorrer no periodo sexual transicional, para finalmente desaparecer na
estagdo reprodutiva normal. Quando estas alteragdes persistem durante os
periodos de ciclo estral fisioldgico normal elas sdo consideradas patoldgicas e
sdo associadas a uma reducao na fertilidade (Kenney, 1978).

Destruiggo e necrose glandular sdo um achado menos comum. Processos
de necrose geralmente sdo associados a uma intensa resposta celular e o clinico
deve estar alerta quanto a infec¢des fungicas (Hurtgen & Commings, 1982).

Derivadas de dilatagdo linfatica, as lacunas linfaticas sdo de formato
irregular, contendo material eosinofilo levemente corado circundados por uma
margem endotelial delgada. A atrofia endometrial se caracteriza por células
epiteliais glandulares e luminais cuboides inativas, associadas a contragdo do
limen glandular. Atrofia endometrial ¢ um achado caracteristico de anestro
estacional e passa a ser anormal se for observada durante a estagdo reprodutiva
fisiologica. Atrofia disseminada é frequentemente ocasionada por deficiéncia
hormonal esteroidal dos ovarios e pode ser observada em éguas velhas com
atividades ovarianas deficientes (Mc Kinnon & Voss, 1993).

As infiltragdes celulares consistem de polimorfonucleados, linfocitos,
células plasmaticas, eosinofilos, macréfagos e mastocitos. Leucocitos
polimorfonucleados (PMNS) sdo indicativos de processos, inflamatérios e
endometrite.

Em amostras para bidpsia de ¢éguas com inflamag¢do aguda do
endométrio, PMNS sdo usualmente encontrados no estrato compacto e entre as
células epiteliais luminais migrando para o limen uterino, mesmo em casos
severos ndo encontramos grande numero de PMNS no limen. Em casos

extremamente severos os PMNS podem ser encontrados em camadas profundas
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da lamina propria. Glandulas dilatadas contendo PMNS degenerados podem ser
encontradas em endometrite aguda independentemente do grau de severidade.

Inflamagdes cronicas s@o caracterizadas por infiltragdo de linfocitos,
células plasmaticas e com menor freqiiéncia eosinofilos e mastocitos.
Infiltragdes cronicas acometem geralmente o estrato compacto e rea¢des agudas
e cronicas podem ser visualizadas juntas.

Reacgdes cronicas sdo comuns na lamina propria profunda, usualmente
na forma de focos discretos ou distribuigcdo difusa. Eosinofilos sdo encontrados
com pouca freqiiéncia e geralmente em casos de endometrite provocada por
fungos e pneumoutero. Macréfagos podem ser encontrados em éguas
recentemente paridas ou apds processos abortivos (Kenney, 1978).

Kenney & Doig (1986) propdés um sistema de classificagdo do
endométrio inicialmente em 3 categorias, sendo posteriormente modificado em
quatro categorias: endométrio normal (Categoria I), mudanca endometrial leve
(Categoria II A), mudanca endometrial moderada (Categoria II B) e mudanca
endometrial severa (Categoria III).

A utilizagdo do sistema originariamente proposto por Kenney & Doig
(1986) pode oferecer um prognodstico razoavel do futuro reprodutivo das éguas
examinadas com a probabilidade de obter um potro saudavel a termo. E
importante saber que a confiabilidade deste sistema ¢ relativa podendo ocorrer
inimeras exceg¢des (Kenney & Doig, 1986), pois inimeros fatores além das
mudancas endometriais podem interferir na fertilidade (Waelchli, 1990).

Em um estudo comparativo de éguas repetidoras ou ndo de cio através
da avaliacdo histolégica do endométrio Moreira et al. (2007) concluiram que
nem todas as éguas classificadas na categoria I e II levaram a gestagdo a termo ¢
nem todas da categoria III tiveram falhas na reprodugdo, pois, deve-se
considerar que outros fatores podem influenciar na manutengdo da gestacdo. A

biopsia endometrial demonstrou ser uma técnica facil, segura, barata ¢ com um
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desconforto minimo para o animal. Sugeriram que esta técnica juntamente com
outros dados, constitui uma importante ferramenta para avaliagdo da fertilidade
da égua.

Ricketts & Alonso (1991) demonstraram que o exame de duas amostras
de bidpsia endometrial coletadas antes e apods tratamento uterino especifico,
considerando a habilidade de recuperacdo da égua, seria mais eficiente em
estabelecer o progndstico reprodutivo que a coleta de uma amostra.

Em uma investigacdo sobre a utilizagdo de bidopsia endometrial em éguas
inférteis, Doig et al. (1981) concluiram que a bidpsia endometrial ¢ uma técnica
diagnostica e prognostica valida, mas quando o grau de fibrose ¢ usado para
prever a probabilidade de um potro chegar a termo, a idade e o manejo
reprodutivo também devem ser considerados para um prognostico mais

confiavel.

3.9 Transferéncia de embriio em éguas

A aceitacdo de transferéncia de embrides entre éguas pela maioria das
associagdes de registro tem estimulado esta técnica durante as ultimas décadas.
Esta técnica acrescenta algumas vantagens como: obter potros de éguas velhas
ou subférteis, aumentar a producdo de éguas consideradas geneticamente
desejaveis ou superiores, garantir a producdo de potros em éguas comprometidas
com uma carreira esportiva ou outras tarefas e acelerar o inicio reprodutivo de
éguas excessivamente jovens (Mc Kinnon & Voss, 1993).

Entretanto, diversas caracteristicas biologicas especificas da espécie
eqiiina assim como problemas técnicos t€ém limitado sua eficiéncia quando
comparada com a industria bovina. Fatores que afetam a recuperagdo dos
embrides podem estar relacionados ao dia da coleta, numero de ovulagdes, idade

da doadora, qualidade do sémen e técnicas utilizadas.

29



Geralmente as coletas sdo efetuadas no 7° ou 8° dia apds a ovulagio.
Nos casos em que se opta pelo congelamento do embrido esta coleta deve
ocorrer no 6° dia pds-ovulagdo por razdes técnicas do processo. A maioria das
coletas ¢ efetuada em éguas com ovulagdo Unica.

Atualmente, ainda ndo existe preparacdo hormonal comercial que seja
eficiente para induzir multiplas ovulacdes na égua. Extrato de pituitaria eqiiina
tem sido utilizado, com resultados variaveis. O FSH de origem ovina ou suina
ndo tem demonstrado efeito em indugdo de ovulagdes na espécie eqiiina.

Alguns fatores que afetam as taxas de transferéncia de embrides incluem
o método de transferéncia, o sincronismo entre doadora e receptora, ¢ manejo da
receptora.

Um aspecto importante no processo de transferéncia atual ¢ a
possibilidade de armazenamento do embrido refrigerado a 5°C garantindo seu
deslocamento e implantacdo em receptoras distantes do local de coleta, sem
comprometimento da fertilidade. Atualmente a eficiéncia e sucesso das técnicas
de congelamento do embrido ainda sdo insuficientes para garantir a utilizagdo
rotineira deste processo, Apenas pequenos embrides de 6 dias t€m alcancado
algum resultado nas técnicas de congelamento. Estudos adicionais sdo
necessarios para viabilizar técnicas eficientes de congelamento para embrides de
7 e 8 dias pos-ovulagdo. A demanda para desenvolvimento de técnicas de
reproducdo assistida tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos. Coleta
de oocistos eqiiinos através de punc¢do transvaginal guiada por ultrasson e a
transferéncia destes oocistos em receptoras comega a ser utilizada para obter
gestacdo de doadoras incapazes de produzir embrides. Entretanto a fertilizagdo
in vitro tem encontrado grandes dificuldades na espécie eqiiina. Uma alternativa
para a fertilizagdo in vitro é a injegdo intracitoplasmatica do espermatozoide,
mas esta técnica também encontra dificuldades porque os meios de cultura para

embrides in vitro tem se mostrado inadequados (Squires et al., 1999).
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Carnevale et al. (2000) concluiram um estudo de 638 transferéncias de
embrides durante 3 anos consecutivos. O objetivo foi determinar quais fatores
(receptora, embrido e transferéncia) influenciaram significativamente as taxas de
prenhez e a freqiiéncia de perdas embriondrias, a fim de melhorar a eficiéncia
desta técnica. Nos dias 7 a 8 pds-ovulacdo os embrides (frescos ou refrigerados
para transporte) foram transferidos pelo método cirirgico e ndo-cirurgico em
receptoras ovulando de 5 a 9 dias antes da transferéncia. As taxas de prenhes aos
50 dias foram significativamente mais altas para as receptoras que apresentavam
bom tonus uterino. Os fatores embrionarios que afetaram significativamente as
taxas de prenhez foram grau morfologico, diametro e estagio de
desenvolvimento. As taxas de perda embrionaria foram maiores em receptoras
utilizadas dos 7 aos 9 dias apos ovulagdo quando comparadas as receptoras de 5
a 6 dias. Embrides com poucas mudangas morfologicas (grau 2) resultaram em
maiores perdas que embrides sem anormalidades (grau 1). Entre os dias 12 a 50
de gestacdo o maior n° de perdas embriondrias ocorreu no intervalo de 17 a 25
dias pods-ovulagdo. Neste estudo, os autores concluiram que os aspectos
morfolégicos do embrido sdo um fator importante para a viabilidade gestacional.
O atraso no desenvolvimento do embrido até o momento da coleta ou no seu
desenvolvimento apds implantagdo sdo fatores determinantes de perda
embrionaria. Aspectos como idade e dia pds-ovulagdo afetaram

significativamente as taxas de prenhez.
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4 HIPOTESES

A manipulagdo transcervical de éguas estimula a producdo de
prostaglandinas e induz processo inflamatdério do endométrio.

A administragdo de flunixin meglumine inibe a producdo de
prostaglandinas e a ocorréncia de endometrite apds manipulagdo
transcervical.

A utilizagdo de flunixin meglumine no momento da transferéncia de

embrido aumenta o nimero de fémeas gestantes.
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5 MATERIAL E METODO

Foram utilizados 209 animais em 3 experimentos, sendo 161 éguas

mangalarga marchador e 48 éguas mestigas.

Experimento 1

Este experimento objetivou avaliar descritivamente concentragdes
individuais de PGFM de animais submetidos a diferentes horarios de aplicagdo
de FM em relagdo a manipulagdo transcervical. Também foi avaliada a variagao
circadiana parcial, ou efeito fixo do tempo, das concentragdes médias de PGFM,
independentemente da FM.

No primeiro experimento foram utilizadas 11 éguas separadas em duas
réplicas. Na primeira réplica seis éguas mesticas com idade entre 7 ¢ 11 anos e
peso entre 380 e 450 kg, ciclando normalmente e sem alteragdes patoldgicas ao
exame reprodutivo transretal e ultrassonografico, foram sincronizadas (Figura 1)
com aplicagdo de 1800 mg de progesterona de agdo prolongada ou P4 (P4",
Biotech, Botucatu, SP) por via intramuscular. Dez dias apds a aplicacdo de P4
foram aplicados 10 mg de dinoprost trometamina (Lutalyse”, Laboratorio Pfizer
Ltda, Paulinia, SP) por via intramuscular. Das seis éguas quatro delas
apresentaram sinais de estro durante a rufiagdo 4 a 5 dias apds a aplicagdo de
Lutalyse®, uma niio mostrou sinais de estro sendo descartada do experimento e a
outra égua veio a obito por acidente ofidico. O estro destas 4 éguas identificadas
como éguas 61, 31, 01 e C1, foi acompanhado diariamente por ultrassonografia
transretal, com sonda linear de 5,0 MHz (Aloka 500, Berger,SP) para
determinacdo do dia da ovulagdo. Todas as quatro éguas que apresentaram estro
ovularam num periodo de 4,0+1,0 d depois de detectado o inicio do estro. Aos
7,0£1,0 d apos a ovulacdo as éguas foram submetidas a vigorosa manipulagio

digital, dilatando a abertura cervical com o dedo indicador, ¢ submetidas a
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técnica de transferéncia ndo cirargica de embrido (Squires et al., 1985) com
passagem transcervical de pipeta de inseminag¢do em éguas. Antes da introdugao
da pipeta, a genitalia externa (vulva e regido perineal) foi lavada com solugdo de
iodo (Povidina Degermante® (Glicolabor, Ribeirao Preto, SP), enxaguada em
seguida com agua e secada com papel toalha. O brago do operador foi revestido
com luva plastica de palpacdo transretal (Distribuidora Veterinaria, Mogi-Mirin,
SP) lubrificada com pomada a base de dgua (Ky®, J&J, Sdo Jose dos Campos,
SP). A pipeta protegida por camisa plastica sanitaria foi introduzida, juntamente
com o brago, no canal vaginal e conduzida até o dstio cervical caudal. Apds
introdug@o e passagem do conjunto de aplicagdo através do canal cervical, foram
depositados 0,5 ml de meio Ham-F10 modificado (Nutricell®, Campinas, SP), no

interior do corpo uterino.

Procedimentos
P4 PGF2a Cio Ovulagao Manipulagdo
0 10 14 18 25
DIAS

FIGURA 1 Protocolo de sincronizagdo de éguas do experimento 1,
réplica 1 (n=6). P4: aplicacdo de 1800,00 mg progesterona de longa

acio (P4™); PGF2a: aplica¢do de 10 mg de dinoprost trometamina.

Na segunda réplica foram utilizadas 5 éguas da raga Mangalarga
Marchador identificadas como éguas 62, 32, 02, C2 e N, com idade entre 6 ¢ 15
anos, peso entre 400 e 450 kg, em diestro e sem altera¢des patologicas do trato
reprodutivo ao exame transretal e ultrassonografico. Todas as éguas
apresentavam nutricio e manejo semelhantes. Todas as 5 éguas foram

submetidas a passagem transcervical de pipeta para inseminagdo em éguas, com
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minima manipulagio cervical, e deposi¢do de 0,5 ml de Ham F10 (Nutricell”,
Campinas, SP) no interior do utero.

As éguas das réplicas 1 e 2 foram submetidas aos seguintes protocolos
de injecdes (Figura 2): as éguas 61 e 62 receberam uma aplicacdo endovenosa
de 1,1 mg/kg de peso vivo de FM (Flumedin®, Jofadel, Varginha, MG ), 6 horas
antes da manipulagdo cervical. Utilizando a mesma técnica as éguas 31 e 32
receberam a mesma dosagem de FM, 3 horas antes da manipulacdo. As éguas
Ole 02 receberam a injecdo de FM imediatamente apds o procedimento. As
éguas controle, C1 e C2 receberam uma injecdo de 10 ml de soro fisiologico
0,9% por via endovenosa no mesmo momento das éguas 01 e 02, ou seja, logo
apos o procedimento de manipulagdo cervical. A égua N somente foi submetida
a manipulagdo cervical, sem aplicagdo de injecao.

Apos o procedimento de manipulagdo cervical e deposicdo do meio
intra-uterino foi coletado de cada égua das duas réplicas uma amostra de 10 ml
de sangue da jugular e depois mais 11 amostras idénticas consecutivas com
intervalos de 30 minutos. Em torno de 24 horas apds a 122 coleta foi retirada a

13® amostra.

Procedimentos

Ammoginas da saomoe
Procedimentolmnscervies 1 23 4 5§ I
-6 3 01 2

i 9101112 13

TYYYY Y
4 3 19:39

U U ﬂ HORAS
Eenas 61262 Emasi1e32 Eeas01022CLCIT

Ll

FIGURA 2 Protocolo de injegdes e da coleta de sangue das éguas das 2 réplicas
do experimento 1(n=9). - injecdo de 1,1 mg/kg de peso vivo de flunixin

meglumine (Flumedin®, Jofadel, Varginha, MG).
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**Receberam injecdo de solucdo salina (C1 e C2).
Observagao: égua N ndo recebeu injecao.

Foi isolado o soro de cada frasco coletado e cada amostra foi
identificada e congelada a -20°C. Cada uma das amostras foi analisada para
determinar a concentragdo de 13, 14-dihidro-15-ceto prostaglandina F2a
(PGFM) utilizando kit EIA® (Cayman Chemical, 1180 E. Ellswurth Road Ann
Arbor, MI, 48108 USA). A metodologia para a execucdo do teste de ELISA

utilizou técnica imunoenzimatica por quimioluminescencia.

Experimento 2

No segundo experimento, procurou-se investigar a relagdo entre
manipulacdo cervical e endometrite, assim como, a eficiéncia do FM na inibigdo
do processo inflamatério Para tal, foram utilizadas 42 éguas mesticas de
abatedouro. Estas éguas foram separadas em 4 grupos distintos. Todas as
inje¢des foram compostas de 1,1 mg de FM/kg de peso vivo (Flumedin®,
Jofadel- Varginha/MG) via endovenosa. As éguas do grupo I, ndo foram
submetidas & manipulacdo cervical digital ¢ nao foram injetadas com FM. No
grupo II as éguas sofreram manipulacdo digital cervical com introducao do dedo
indicador na abertura cervical e ndo foram injetadas com FM. No grupo III todo
o0 s éguas foram manipuladas e injetadas com FM. As éguas do grupo IV foram
injetadas com FM, mas nao foram submetidos a manipulagao cervical digital. As
manipulacdes consistiam na introdug¢do do dedo indicador na abertura cervical
movimentando por alguns segundos. As manipulagdes e injegdes foram
efetuadas num periodo que variava de 35 a 45 minutos antes do abate.

Todas os grupos utilizados neste experimento foram submetidas, apds o
abate, a coleta de fragmento da parede uterina na regido medial do corno direito
com dimensdo de 2,0cm x 1,5cm. Das 42 éguas, 9 animais ndo foram coletados

apos o abate, pois estavam gestantes.

36



Os fragmentos coletados, medindo aproximadamente 2,0 x 1,5cm, foram
fixados por até 24 horas em liquido de Bouin, lavados em alcool 70% e
processados rotineiramente para exame histologico, corados pela hematoxilina e
eosina e examinados por microscopia otica (Ricketts, 1975a), no laboratoério de
patologia da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Lavras.

O fttero e ovarios isolados das carcagas foram seccionados para
visualizacdo de estruturas como endométrio, dobras endometriais, foliculos e
corpo luteo com o intuito de caracterizar a fase do ciclo estral ¢ eventuais
patologias. Utero e ovarios foram identificados e fotografados. Foram coletadas
33 amostras de fragmento uterino, sendo sete, nove, onze e seis dos grupos I, II,
IIT e IV, respectivamente.

Todas as amostras foram coletadas no frigorifico, imediatamente apo6s o
abate, nao ultrapassando o periodo de 30 minutos entre abate e coleta do

fragmento uterino para exame histopatolégico.

Experimento 3

Neste experimento foi avaliada a influéncia da utilizagdo ou ndao de FM
nas taxas de prenhez de receptoras em programas de transferéncia de embrides
em 4 haras diferentes .

Foram utilizadas 156 éguas receptoras da raca mangalarga marchador,
entre 3 ¢ 15 anos de idade, que estavam sendo utilizadas em programas de
transferéncia de embrides durante a estacdo reprodutiva de 2006/2007. Destes
animais 25 eram do haras A, 31 do haras B, 74 do haras C e 26 do haras D. A
égua numero 47 do Haras A, a 3 do haras B, as éguas nimero 6, 13, 81, 10, 75 ¢
43 do haras C e a L87 do haras D foram reutilizadas neste experimento
totalizando 165 transferéncias de embrido. Os criatorios A, B e D se localizam

no estado de Minas Gerais e o Haras C no estado de Sergipe. No haras B, o FM
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foi aplicado em todas as éguas. Sendo assim, os dados de prenhez somente
foram incluidos na andlise geral de propor¢do de éguas prenhez.

Das 165 transferéncias de embrido, 86 foram acompanhadas de injegdo
endovenosa de FM na dose de 1,1 mg/kg de peso vivo, logo apds o
procedimento de deposicdo intra-uterina do embrido. Nas 79 transferéncias
restantes ndo foi utilizado o antiinflamatorio, perfazendo o grupo controle.

Todas as receptoras foram identificadas e as seguintes informacdes
foram registradas em ficha individual (Anexo I): Haras, nimero de identificagdo
ou nome, presenca ou ndo de potro ao pé, medida do foliculo pré-ovulatério,
aplicagio ou nio de Gonadotrofina Coriénica Humana ou hCG (Vetecor”,
Hertape-Calier Saude Animal S.A., Juatuba, MG) para inducdo da ovulagdo,
duracdo em dias do estro, dia pds ovulagdo da transferéncia, aplicagdo ou nao de
FM, utilizacdo ou ndo de P4 exdgena, classificagdo do trato reprodutivo e
finalmente diagnostico de gestacao.

A qualidade da receptora no momento da transferéncia foi determinada
através da palpacgdo e ultrassonografia transretal. A presencga de tonus uterino,
corpo luteo visivel com ecogenicidade homogénea e contragdo cervical
determinaram a égua como boa e apta a receber o embrido. A presenca de
foliculos acima de 30mm em crescimento, dobras endometriais, cistos do
endométrio e presenca de liquido ou ar intra-uterino determinavam o animal
como inaceitavel (ruim) para o procedimento de transferéncia de embrido. A
classificagdo média se referia a éguas com caracteristicas intermediarias
(Carnevale et al., 2000).

Do total de éguas, 76 éguas do Haras C foram submetidas ao protocolo
de tratamento com progesterona para utilizag@o de receptoras anovulatorias. Este
protocolo consistiu na aplicacdo das receptoras em anestro ou pouca atividade
ovariana, de 5,0 mg de benzoato de estradiol (Estrogin®, Biofarm Quimica

Farmac€utica Ltda, Jaboticabal, SP) por via intramuscular por 2 dias
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consecutivos, seguido por aplicagdo no 3° dia de 1800,0 mg de progesterona.
Estas ¢guas foram utilizadas a partir do 5° dia apés a aplicagio de P4™ e quando
utilizadas receberam uma segunda dose idéntica de P4” no momento da
transferéncia. Apos a transferéncia estas éguas receberam inje¢cdes semanais da
mesma dose de P4 até os 110 dias de gestacio, quando entdo foi interrompido
este tratamento, sendo os niveis de progesterona a partir deste momento
mantidos pela produgdo de progesterona placentaria.

Todas as éguas foram submetidas ao método ndo cirurgico de
transferéncia de embrido, (Squires et al., 1985), sendo o embrido transferido para
o interior do utero com pipeta de inseminagio de éguas (Provar”, Provar
Comercio Ltda, Sdo Paulo, SP) ou com bainha azul e aplicador universal IMV
juntamente com meio de conservagio HAM F10® ou Encare® (Agrofarma,
Mogi-Mirim, SP).

As éguas receptoras que receberam o embrido foram submetidas ao
diagnoéstico de gestacdo por ultrassonografia transretal aos 15, 30 e 60 dias de
gestagdo, sendo considerado como resultado final o diagndstico de gestagdo aos
60 dias. Estas receptoras ndo foram acompanhadas a partir dos 60 dias até o

parto.
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6 ANALISES ESTATISTICAS

Experimento 1

No primeiro experimento, cujo delineamento foi inteiramente
casualizado, os dados foram submetidos a analise de variancia de acordo com o
procedimento Statistical Analysis System, SAS, (2004) apds teste de
normalidade via Proc Univariate', e as médias comparadas pelo teste SNK. O
modelo inicial foi:

Y iikij = M + Trat; + Tempo; + Réplicay + Trat;*Tempo; + errojjq
onde y = concentragdo de PGFM;

| = constante inerente a todas as varidveis

Trat= Tratamento

€ jju = erro residual do i-ésimo animal (aleatorio) !

Foi constatada distribui¢do anormal para os valores de prostaglandina,
sendo assim, foi efetuado o procedimento para detectar outliers (SAS, 2004),
sendo os dados espurios entdo desconsiderados. A concentragdo media inicial
(amostra 1) foi utilizada como covariavel paraa ANOVA

Para efeito de comparacao, as concentracdes de PFGM de todas as éguas
que receberam FM foram agrupadas (o grupo foi denominado FM) e
comparadas com os animais controle.

Como ocorreram perdas substanciais de dados no tratamento com FM de
3 horas antes da manipulacdo cervical, os dados da réplica 2 foram analisados
separadamente. Os dados das concentragdes de PGFM foram submetidos a
analise de varidncia utilizando os procedimentos ANOVA do pacote

Minitab15.0 e SPSS 16.0.
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Experimentos 2 e 3

Com o objetivo de verificar a presenca de associag@o entre o uso do FM
e a propor¢do de éguas com inflamacdo, dilatagdo glandular, ninho glandular,
dilatagdo linfatica, atrofia ou fibrose (2° experimento), assim como, na
associagdo do uso do FM e propor¢do de éguas gestantes (3° experimento), foi
utilizado o teste Qui-quadrado. O teste exato de Fisher foi usado no caso de
tabelas com valores esperados menores que cinco, usando o procedimento Proc
Freq (SAS, 2004).

Para estudar a relacdo entre o tempo de duragdo do estro (em dias) e as
taxas de gestacdo das éguas, foram construidos modelos de regressdo logistica,
utilizando como varidvel a resposta ao diagnodstico de gestacdo e como variavel
explicativa o tempo de duracdo do estro.

Nas analises estatisticas nos dois ultimos experimentos, foram também
utilizados os softwares estatisticos Minitab 15.0 e SPSS 16.0. Para todas as

analises foi utilizado o nivel de significancia de §%.
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7 RESULTADOS

6.1 Resultados experimento 1

As concentragdes médias de PGFM foram mais baixas (p<0,0001) para as
éguas que receberam FM (Tabela 1). Os diferentes horarios de inje¢do de FM
nao influenciaram as concentracdes de PGFM, ou seja, os valores médios de
PGFM foram semelhantes entre os animais injetados 6 e 3 horas antes € no

momento da manipulacdo.

TABELA 1 Influéncia do momento de aplicagdo do flunixin meglumine sobre as

concentragoes médias de PGFM em éguas. Numeros sdo médias dos quadrados

minimos.
Tratamentos’ Medla(PzG FM) EPM?
(pg/mL)
Controle 632,82° 25,38
0 252,70° 23,30
3H 191,31° 47,64
6H 266,65° 25,58

'Controle-aplicagdo de solugio salina no momento da manipulagio cervical
(MC); 0-aplicacdo de FM no momento da MC; 3H-aplicagdo de FM 3 horas
antes da MC; 6H-aplicagdo de FM 6 horas antes da MC.

*Médias com letras distintas na coluna sio estatisticamente diferentes

( P<0,0001).

’EPM=Erro padrio da média

Comparando o grupo de animais aplicados, como um todo, com os

animais controle, os tempos referentes as coletas ndo influenciou as

concentragoes de PGFM (Figura 3).

42



900 + —— Controle
800 - —t— M

600 -
500 -
400 -
300 -

200 4

Concentragdo de PGFM (ng/mL)

100 -+

U T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 12 13

Amostras
FIGURA 3 Concentragoes de PGFM dos tempos de amostragem relativos a

manipulacdo cervical em éguas.

Entre as éguas da réplica 2 no experimento 1, foi constatada diferenga (p
= 0,002) nas concentracdes de PGFM entre os momentos de aplicagdo (Figura 5
e Tabela 2). Quando realizada a comparagdo multipla, foram encontradas

diferencas entre as éguas 3 e 4 (p =0,004) e entre as ¢guas 3 e 5 (p=0,012).

Na réplica 2, isoladamente, também houve efeito da aplicagdo de FM (p =
0,041) sobre as concentragdes de PGFM, pois as éguas que receberam aplicagdo
apresentaram valores médios de 190,04 + 63,49 ng/mL e a égua que ndo recebeu

aplicacdo apresentou valor médio de 253,63 = 51,75 ng/mL.

Também, na réplica 2, houve influéncia do FM nas concentragdes de

PGFM entre éguas. Quando comparadas as éguas que receberam FM (1, 2 e 3)
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com as que ndo receberam (4 e 5), o valor médio das primeiras foi de 172,49 +

63,15 enquanto nas ultimas o valor médio foi de 240,04 + 37,65 (p = 0,000).

TABELA 2 Concentragdes médias de PGFM nos diferentes momentos de

aplicagdo*.
Fgua Meédia Desvio—
(pg/mL) padrio
Aplicagio 6 horas antes da manipulagio (62)*° | 181,02 47,49
Aplicagdo 3 horas antes da manipulagio (32)*° | 188,35 38,61
Aplicagdo no momento da manipulagéo (02)" 156,74 82,84
Aplicagdo de soro fisiologico (C2)° 244,45 16,46
Sem aplicagio (N)° 235,63 51,75

* ANOVA: F =5,05; p=0,002.

* Letras iguais representam grupos estatisticamente iguais (p =1,000)
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FIGURA 4 Valores médios das concentragdes de  PGFM para os

diferentes momentos de aplicagdo de FM, na replica 2.

7.2 Resultados experimento 2

Houve efeito da manipulacdo sobre a proporcdo de éguas com
inflamac¢do (p = 0,073), mas ndo sobre a dilatacdo glandular (p = 1,000),
ninho glandular (p = 0,360), dilatacdo linfatica  (p = 0,659), atrofia (p =
0,270) ou fibrose (p =1,000)(Figura 6 e Tabelas 3-8).
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FIGURA 5 Efeito da

manipulacdo sobre a propor¢do

de éguas com

inflamagdo, dilatacdo glandular, ninho glandular, dilata¢do linfatica, atrofia e

fibrose do endométrio.

TABELA 3 Efeito da manipulagio cervical sobre a proporgdo de éguas com

inflamacdo uterina.

Sem Percentual Com Percentual
Manipulacio | . ~ sem . = com TOTAL
inflamacio | . ~ | inflamacéo | . ~
inflamacéao inflamacéao
Nao 8 61,54 5 38,46 13
Sim 6 30,00 14 70,00" 20
TOTAL 14 42,42 19 57,58 33

* Teste qui-quadrado: p = 0,073
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TABELA 4 Efeito da manipulagido sobre a propor¢do de éguas com dilatagdo

glandular.
Percentual Percentual
Sem som Com com
Manipulagao d;;fgﬁ?aor dilatagdo dllifgﬁiaor dilatagdo TOTAL
& glandular & glandular
Nio 12 92,31 1 7,69 13
Sim 17 85,00 3 15,00 20
TOTAL 29 87,88 4 12,12 33

* Teste exato de Fisher: p = 1,000

TABELA 5 Efeito da manipulagdo* sobre a proporcdo de éguas com ninho

glandular.
Sem ninho Percentual Com Percentual
Manipulagdo sem ninho ninho comninho | TOTAL
glandular
glandular | glandular | glandular
Nao 10 76,92 3 23,08 13
Sim 18 90,00 2 10,00 20
TOTAL 28 84,85 5 15,15 33

* Teste exato de Fisher: p = 0,360

TABELA 6 Efeito da manipulagcdo* sobre a propor¢do de éguas com dilatagdo

linfatica.
Percentual Percentual
Sem sem Com com
Manipulagao d}latfalc.;ao dilatacio d}lat?gao dilatacio TOTAL
linfatica e linfatica e
linfatica linfatica
Nio 10 76,92 3 23,08 13
Sim 17 85,00 3 15,00 20
TOTAL 27 81,82 6 18,18 33

* Teste exato de Fisher: p = 0,659
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TABELA 7 Efeito da manipulagdo™ sobre a propor¢do de éguas com atrofia.

Manipulacio | ot | somaofia | awofia | comatrofis | TOTAL
Nio 7 53,85 6 46,15 13
Sim 15 75,00 5 25,00 20
TOTAL 22 66,67 11 33,33 33

* Teste exato de Fisher: p=0,270

TABELA 8 Efeito da manipulagdo™* sobre a propor¢ao de éguas com fibrose.

Manipulasio | il | som ibrose | ivose | com nbrose | TOTAL
Nio 9 69,23 4 30,77 13
Sim 15 75,00 5 25,00 20
TOTAL 24 72,73 9 27,27 33

* Teste exato de Fisher: p = 1,000

Nao houve efeito estatistico do uso do FM sobre a propor¢ao de éguas

com inflamac¢do (p = 0,119), dilatagdo glandular (p = 0,335), ninho glandular (p
= 0,656), dilatacdo linfatica (p=1,000), atrofia (p=0,622) ou fibrose (p=1,000)

(Figura 7 e Tabelas 9-14).
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FIGURA 6 Efeito do uso do FM sobre a propor¢do de éguas com inflamagao,

dilatacdo glandular, ninho glandular, dilatacdo linféatica, atrofia e fibrose do

endométrio.

TABELA 9 Efeito do uso do FM* sobre a propor¢do de éguas com inflamagdo.

Sem Percentual Com Percentual
Tratamento | . N N sem . 0 o com TOTAL
inflamacao | . ~ inflamagdo | . ~
inflamagao inflamacao
Flunixin 5 29,41 12 70,59 17
Controle 9 56,25 7 43,75 16
TOTAL 14 42.42 19 57,58 33

* Teste qui-quadrado: p=0,119
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TABELA 10 Efeito do uso do FM* sobre a propor¢ao de éguas com dilatagdo

glandular.
Percentual Percentual
Sem sem Com com
Tratamento | dilatagdo . ~ dilatagdo . ~ TOTAL
landular dilatagao glandular dilatagdo
g glandular glandular
Flunixin 16 94,12 1 5,88 17
Controle 13 81,25 3 18,75 16
TOTAL 29 87,88 4 12,12 33

* Teste exato de Fisher: p = 0,335

TABELA 11 Efeito do uso do FM* sobre a propor¢do de éguas com ninho

glandular.
Sem ninho Percentual Com Percentual
Tratamento landular sem ninho ninho com ninho TOTAL
g u glandular glandular glandular
Flunixin 15 88,24 2 11,76 17
Controle 13 81,25 3 18,75 16
TOTAL 28 84,85 5 15,15 33

* Teste exato de Fisher: p = 0,656

TABELA 12 Efeito do uso do FM* sobre a propor¢do de éguas com dilatagdo

linfatica.
Percentual Percentual
Sem sem Com com
Tratamento | dilatacdo . ~ dilatagdo . - TOTAL
P dilatagao P dilatagdo
linfatica . s linfatica s
linfatica linfatica
Flunixin 14 82,35 3 17,65 17
Controle 13 81,25 3 18,75 16
TOTAL 27 81,82 6 18,18 33

* Teste exato de Fisher: p = 1,000
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TABELA 13 Efeito do uso do FM* sobre a propor¢ao de éguas com atrofia.

Sem Percentual Com Percentual
Tratamento atrofia sem atrofia atrofia com atrofia TOTAL
Flunixin 12 70,59 5 29,41 17
Controle 10 62,50 6 37,50 16
TOTAL 22 66,67 11 33,33 33

* Teste qui-quadrado: p = 0,622

TABELA 14 Efeito do uso do FM* sobre a propor¢ao de éguas com fibrose.

Sem Percentual Com Percentual
Tratamento fibrose sem fibrose fibrose com fibrose TOTAL
Flunixin 12 70,59 5 29,41 17
Controle 12 75,00 4 25,00 16
TOTAL 24 72,73 9 27,27 33

* Teste exato de Fisher: p = 1,000

O quadro 1 ilustra a ocorréncia detalhada e a distribui¢do das patologias
uterinas em relacdo aos animais tratados ou ndo com FM.

No experimento 2, as 7 éguas do G 1 ndo foram manipuladas e ndo
receberam injecdo de FM. Neste grupo 2 éguas (28,57%) apresentaram processo
inflamatorio discreto do endométrio.

Das 9 éguas do G 2, 5 delas (55,5%) apresentaram processo
inflamatorio. Das 11 éguas do G 3 que foram submetidas a manipulagdo com
aplicagdo de FM, 9 (81,8%) apresentaram inflamacdo endometrial.

Entre as 6 éguas do G 4, 3 (50%) demonstraram reacdo inflamatoria.

As principais caracteristicas morfologicas endometriais encontradas no
exame histologico se relacionaram a inflamacao, atrofia, fibrose, dilatagdo
linfatica, ninhos e dilatagdo glandular. Conforme observado no anexo 2, as
alteracdes endometriais mais freqiientes foram: infiltrado inflamatério do

endométrio (57,57%), seguido por atrofia (33,33%), fibrose (27,27%).
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As demais alteragdes, como, dilatagdo linfatica, glandular e ninhos glandulares
ocorreram com menor freqiiéncia

Cinco éguas apresentaram o endométrio completamente normal (anexo

2)

FIGURA 7 Imagem histolégica do endométrio da égua 33 do experimento 2,

corada pela hematoxilina e eosina, demonstrando endométrio normal.
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FIGURA 8 Imagem histologica do endométrio da égua 32 do experimento 2,

corada pela hematoxilina e eosina, demonstrando infiltrado inflamatdrio.
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FIGURA 9 Imagem histologica do endométrio da égua 11 do experimento 2,

corada pela hematoxilina e eosina, demonstrando atrofia endometrial.
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FIGURA 10 Imagem histologica do endométrio da égua 19 do experimento 2,
corada pela hematoxilina e eosina, demonstrando ninhos glandulares, fibrose

periglandular e infiltrado inflamatério.
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FIGURA 11 Imagem histologica do endométrio da égua 29 do experimento 2,
corada pela hematoxilina e eosina, demonstrando ninhos glandulares e fibrose

peringladular.

6.3 Resultados experimento 3

Quando observadas as 165 transferéncias em todos os haras, o uso de
FM diminuiu a proporgdo de éguas gestantes (p = 0,060), assim como quando
analisadas os resultados de cada haras D (p = 0,068), A ¢ C (p = 0,036). No
haras B ndo foi possivel associar a aplicagdao ou ndo de FM porque todas as
éguas do haras B receberam inje¢des de FM no momento da transferéncia

(figura 12 e tabelas 15, 16, 17, 18 ¢ 19)

56



100,00 - O Flumexin aplicado

90,00 | B Flumexin ndo aplicado
80,00 -|
70,00 -|
60,00 -
50,00 -|
40,00 -

30,00 -

PERCENTUAL DE GESTANTES

20,00 -

10,00 |

0,00

Geral Haras A Haras B Haras C Haras D

FIGURA 12 Efeito do uso do FM sobre a propor¢do de éguas gestantes.

*Todas as éguas do Haras B receberam FM

TABELA 15 Efeito do uso do FM* sobre a propor¢do de éguas gestantes em 4
haras da raga Mangalarga Marchador. Os dados foram analisados pelo teste do

qui-quadrado, segundo o procedimento Proc Freq (SAS, 2004).

Percentual Percentual
Tratamento** Vazias . Gestantes de TOTAL

de Vazias

Gestantes

Flunixin 36 41,86 50 58,13 86
Controle 22 27,84 57 72,15 79
TOTAL 58 34,85 107 65,14 165
*FM= 1,1mg de flunixim meglumine

**P<0,0059
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TABELA 16 Efeito do uso do FM* sobre a propor¢ao de éguas gestantes no

Haras A. Os dados foram analisados pelo teste do qui-quadrado, segundo o

procedimento Proc Freq (SAS, 2004).

Percentual Percentual
Tratamento** Vazias . Gestantes de TOTAL
de Vazias
Gestantes
Flunixin 7 50,00 7 50,00 14
Controle 1 8,33 11 91,67 12
TOTAL 8 30,77 18 69,23 26

*FM=1,1mg de flunixin meglumine
** Teste exato de Fisher: p = 0,036

TABELA 17 Proporg¢do de éguas gestantes recebendo FM* no Haras B.

Percentual
Uso de Vazias Percentpal Gestantes de TOTAL
FM de Vazias
Gestantes
Flunixin 9 28,13 23 71,88 32

*FM=1,1mg de flunixin meglumine

TABELA 18 Efeito do uso do FM* sobre a propor¢ao de éguas gestantes no

Haras C.
Percentual Percentual
Tratamento** Vazias . Gestantes de TOTAL
de Vazias
Gestantes
Flunixin 13 61,90 8 38,10 21
Controle 21 35,59 38 64,41 59
TOTAL 34 42,50 18 57,50 80

* FM=1,1mg de flunixin meglumine
**Teste qui-quadrado: p = 0,036
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TABELA 19 Efeito do uso do FM* sobre a propor¢ao de éguas gestantes no

Haras D.
Percentual Percentual
Tratamento Vazias u Gestantes de TOTAL
de Vazias
Gestantes
Flunixin 7 36,84 12 63,16 19
Controle 0 0,00 8 100,00 8
TOTAL 7 25,93 20 74,07 27

*FM=1,1mg de flunixin meglumine
** Teste exato de Fisher: p = 0,06

Quando observado o didmetro do foliculo pré ovulatério as taxas de

gestagdo foram superiores para receptoras com foliculos de didmetro superior ou

igual a 40 mm (tabela 20)

TABELA 20 Efeito da classe de didmetro do foliculo pré-ovulatério sobre a

proporcao de éguas gestantes. Os didmetros foliculares foram agrupados e

analisados pelo teste do qui-quadrado segundo o procedimento Proc Freq (SAS,

2004).

Classe de Percentual Percentual

Diametro Vazias de Vazizs Gestantes de TOTAL
Folicular* Gestantes

<40 mm 31 31,96 66 68,04 97

> 40 mm 10 14,71 58 85,29 68
TOTAL 41 24,85 124 75,15 165
*P<0,0116

Neste experimento ndo houve efeito do local nas taxas de gestagdo das

éguas receptoras. (tabela 21)
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TABELA 21 Efeito de haras sobre a propor¢do de éguas gestantes. Os dados

foram agrupados e analisados pelo teste do qui-quadrado segundo o

procedimento Proc Freq (SAS, 2004).

Bouas Percentual Eouas Percentual
Haras* su de éguas & de éguas TOTAL
vazias - gestantes
vazias gestantes
A 8 30,77 18 69,23 26
B 9 28,13 23 71,88 32
C 24 30,00 56 70,00 80
D 7 25,92 20 74,00 27
TOTAL 48 28,7 117 71,27 165
*P<0,0132

A presenga de potro ao pé teve um efeito favoravel nas taxas de gestagéo

das receptoras. (tabela 22)

TABELA 22 Efeito da presenca do potro ao pé sobre a propor¢do de éguas

gestantes. Os dados foram analisados pelo teste do qui-quadrado segundo o

procedimento Proc Freq (SAS, 2004).

Presenga
do Pot P tual Percentual
0 (,) ro a0 Vazias ereentu Gestantes de TOTAL
pé da de Vazias
Lk Gestantes
Egua
Potro 36 27,69 94 72,31 130
Ausente
Potro 5 14,29 30 85,71 35
Presente
TOTAL 41 24,85 124 75,15 165

*P<0,1033




As receptoras que receberam hCG apresentaram melhores taxas de

gestagdo quando comparadas as receptoras que ndo receberam este hormoénio.

(tabela 23)

TABELA 23 Efeito do uso da Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG) sobre a

propor¢do de éguas gestantes. Os dados foram analisados pelo teste do qui-

quadrado, segundo o procedimento Proc Freq (SAS, 2004).

Uso de Percentual Percentual
Vazias | Gestantes de TOTAL
hCG* de Vazias
Gestantes
h.CG 4 11,76 30 88,24 131
aplicado
hCG ndo 37 11,76 94 71,76 34
aplicado
TOTAL 41 24,85 124 75,15 165
P<0,476

Em relacdo ao exame do trato reprodutivo através da palpacdo e da

ultrassonografia as receptoras classificadas como boas e médias obtiveram taxas

de gestagdo similares. Quando o trato genital era classificado como ruim nao

ocorreu nenhuma gestagdo aos 60 dias. (tabela 24)
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TABELA 24 Efeito da classificacdo do status do trato genital da égua receptora

sobre a propor¢do de éguas gestantes. A imagem do trato reprodutivo ao

ultrassom foi classificada em boa, média e ruim. Os dados foram analisados pelo

teste do qui-quadrado, segundo o procedimento Proc Freq (SAS, 2004).

Classificacao
do trato Eouas Percentual Eouas Percentual
genital da su de éguas g de éguas TOTAL
. vazias . gestantes
egua vazias gestantes
receptora®
Boa 27 21,09 101 71,88 128
Média 9 28,13 23 71,88 32
Ruim 5 100,0 0 0,00 5
TOTAL 41 24,85 124 75,15 165
*P<0

O uso da progesterona ndo incrementou as taxas de gestacdo neste

experimento. (Tabela 25)

TABELA 25 Efeito do uso da progesterona* sobre a propor¢do de éguas

gestantes. Os dados foram analisados pelo teste do qui-quadrado, segundo o

procedimento Proc Freq (SAS, 2004).

Percentual
Uso de Vazias Percentpal Gestantes de TOTAL
progesterona*® de Vazias
Gestantes
Controle 17 19,10 72 80,90 89
Progesterona 24 31,58 52 68,42 76
TOTAL 41 24,85 124 75,15 165
* P<0,0645
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Quando analisadas as 165 transferéncias, ndo houve efeito da duragdo do

estro na propor¢do de éguas gestantes (p = 0,534), assim como quando

analisadas as éguas dos haras A, B ¢ D separadamente. No entanto, para as

éguas do haras C a chance de gestacdo na égua diminuiu com o aumento da

duracdo do estro (p =0,015)

TABELA 26 Efeito da duragdo do estro (em dias)* sobre a propor¢ao de éguas

gestantes (regressao logistica).

Duragao . Percentual Percentual
do estro Vazias** de Vazias Gestantes™** de TOTAL
Gestantes

1 dia 6 20,69 23 79,31 29
2 dias 27 52,94 24 47,06 51
3 dias 8 25,81 23 74,19 31
4 dias 7 41,18 10 58,82 17
5 dias 3 21,43 11 78,57 14
6 dias 5 27,78 13 72,22 18
7 dias 2 40,00 3 60,00 5

TOTAL 58 35,15 107 64,85 165

*p=0,534

** Média £ desvio-padrao: 2,94 + 1,61
*** Média + desvio-padrao: 3,12 £ 1,77
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TABELA 27 Efeito da duragdo do estro (em dias)* sobre a propor¢ao de éguas

gestantes — Haras A (regressao logistica).

Duracao . Percentual Percentual
do estro Vazias** de Vazias Gestantes™** de TOTAL
Gestantes
1 dia 0 - 0 - 0
2 dias 0 0,00 2 100,00 2
3 dias 0 0,00 3 100,00 3
4 dias 5 50,00 5 50,00 10
5 dias 2 33,33 4 66,67 6
6 dias 1 20,00 4 80,00 5
7 dias 0 - 0 - 0
TOTAL 8 30,77 18 69,23 26
*p=0,717

** Média + desvio-padrao: 4,50 = 0,76
*** Média + desvio-padrao: 4,28 £ 1,32
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TABELA 28 Efeito da duragdo do estro (em dias)* sobre a propor¢ao de éguas

gestantes — Haras B (regressdo logistica).

Duragao . Percentual Percentual
do estro Vazias** de Vazias Gestantes™** de TOTAL
Gestantes
1 dia 0 - 0 - 0
2 dias 0 0,00 1 100,00 1
3 dias 7 29,17 17 70,83 24
4 dias 2 40,00 3 60,00 5
5 dias 0 0,00 2 100,00 2
6 dias 0 - 0 - 0
7 dias 0 - 0 - 0
TOTAL 9 28,13 23 71,88 32
*p=0,873

** Média + desvio-padrao: 3,22 + 0,44

*** Média + desvio-padrao: 3,26 £ 0,69
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TABELA 29 Efeito da duragdo do estro (em dias)* sobre a propor¢ao de éguas

gestantes — Haras C (regressdo logistica).

Duragao Vazias** Percentgal Gestantes™*** Percg:: . TOTAL

do estro de Vazias Gestantes
1 dia 6 20,69 23 79,31 29
2 dias 27 56,25 21 43,75 48
3 dias 1 33,33 2 66,67 3
4 dias 0 - 0 - 0
5 dias 0 - 0 - 0
6 dias 0 - 0 - 0
7 dias 0 - 0 - 0

TOTAL 34 42,50 46 57,50 80

*p=0,015

** Média + desvio-padrao: 1,85 + 0,44
*** Média + desvio-padrao: 1,54 £ 0,59
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TABELA 30 Efeito da duracao do estro (em dias)* sobre a proporcdo de éguas

gestantes — Haras D (regressdo logistica).

Duragao . Percentual Percentual
do estro Vazias** de Vazias Gestantes™** de TOTAL
Gestantes
1 dia 0 - 0 - 0
2 dias 0 - 0 - 0
3 dias 0 0,00 1 100,00 1
4 dias 0 0,00 2 100,00 2
5 dias 1 16,67 5 83,33 6
6 dias 4 30,77 9 69,23 13
7 dias 2 40,00 3 60,00 5
TOTAL 7 25,93 20 74,07 27
*p=0,183

** Média £ desvio-padrao: 6,14 + 0,69
*** Média + desvio-padrdo: 5,55 £ 1,05
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8 DISCUSSAO

A literatura € bastante contraditoria em relagdo ao efeito da manipulagéo
do trato genital na secrecdo de PGF2a em éguas. Kask et al. (1995) através de
um estudo evidenciaram secrecdo de PGF2a de 2 em 4 éguas relacionada a
transferéncia de embrido. Sirois et al. (1987) trabalhando com 13 éguas ndo
encontraram aumento das concentracdes de PGFM apds transferéncia de
embrido ndo cirurgica no 6° dia pds ovulacdo. Entretanto, foram coletadas
somente uma amostra de sangue antes da transferéncia e outra, 2 minutos ap6s o
procedimento. Bowen, (1990) ndo observaram qualquer alteracdo na média de
duragdo do cio e concluiram que se ocorre liberagdo de PGF20, esta ¢
insuficiente para induzir lutedlise. Diversos autores tém relatado que a
manipulacdo dos 6rgdos reprodutivos, como dilatagdo cervical, palpacdo do
utero ou lavagem e infusdo uterina com substincias diversas, pode induzir e
estimular a liberagdo de PGF2a (Hurtgen & Ganjam, 1979; Betteridge et al.,
1985; Pascoe et al., 1989). Todas as quatro éguas da réplica 1 do experimento 1
foram submetidas & manipulagdo cervical e infusdo de meio de conservacao de
embrido no utero. No entanto, somente a égua Cl ou controle apresentou
concentragoes elevadas de PS. As éguas 61 e 31 receberam inje¢des de FM 6 e 3
horas antes da manipulagdo. A égua 01 foi medicada com FM no momento da
manipulacdo cervical e a égua C1 recebeu uma inje¢ao de NaCl 0,9% no mesmo
momento da égua 01. O efeito do FM e de outros antiinflamatérios nao
esteroidais na inibi¢do da producdo de PGF2a endometrial também ¢é bastante
contraditério na literatura cientifica. Berglund et al. (1982) concluiram que a
manipulacdo cervical aumenta a concentragdo de prostaglandinas e que o FM foi
capaz de inibir este aumento. Semrad et al. (1985) administraram pequenas

doses de FM ¢ ndo observaram alteragdo na produgdo de PGFM. Wilde et al.
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(1989) avaliaram a eficiéncia do FM em inibir a producdo de PGFM e
concluiram que a administragdo de FM deprimiu as concentragdes plasmaticas
de PGFM. Em ruminantes domésticos, inclusive lhamas, o uso de FM,
aparentemente, tem relacdo com menores concentragdes de PGFM e melhores
taxas de prenhez (Aba et al., 2000; Purcell et al., 2005). Neste estudo o FM
utilizado na égua 31, trés horas antes da transferéncia transcervical, ndo impediu
a elevacdo das concentragdes de PGFM. Apesar de este animal apresentar
comportamento mais inquieto, dificultando o procedimento com maior nivel de
stress e se encontrar no 8° dia pds- ovulacdo isto ndo justifica as concentragdes
mais altas de PS quando comparadas com os resultados das éguas 61 ¢ 01 que
também receberam FM. Em contraste com outros trabalhos, nos quais
geralmente as injecdes de FM eram realizadas ap6s a manipulacao, neste estudo
o FM foi aplicado as 6 e 3 horas antes do procedimento de manipulagéo cervical,
com a inten¢do de verificar variagdes do periodo da aplicagdo na inibigdo de
PGF20. O maior numero de amostras foi coletado para avaliagdo das
concentragdes de PGFM em um periodo mais prolongado. A observagdo de
concentragdoes médias inferiores de PGFM nas éguas 61 e 01, comparadas as da
égua Cl, sugerem o efeito inibitério na producdo de PGFM associado ao FM.
Por outro lado, as altas concentragdes de PGFM da égua 31 permanecem
injustificadas. Nao foi possivel obter normalidade dos dados desse animal,
através das transformagdes estatisticas disponiveis, tendo sido, entdo,
descartados para efeitos de comparagdes com os demais tratamentos.

Na réplica 2 do experimento 1, todas as éguas foram submetidas a
passagem transcervical com pipeta de inseminagdo em éguas e deposicao de 0,5
ml do meio embrionario Han-Fan 10 no interior do utero. Neste grupo foram
observadas menores variacdes das concentragdes de PGFM nas cinco éguas
estudadas. Houve diferengas nas concentragdes de PGFM entre os momentos de

aplicag@o; principalmente entre as éguas 3 e 4 (p=0,004) e entre as éguas 3 e 5
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(p=0,012) quando realizada a comparacdo multipla. Se comparadas as duas
réplicas do experimento 1 observa-se que as éguas da segunda réplica
responderam a passagem transcervical com menor intensidade de producgao de
PGFM. Entretanto, podemos concluir que houve influéncia do FM na
concentragdo da PGFM. Quando comparadas as éguas que receberam FM com
as que ndo receberam, as concentracdes de PGFM foram 172,49 =+ 63,15 ¢ de
240,04 £ 37,65, respectivamente.

No experimento 1 foi utilizado 2 grupos diferentes de égua em
condi¢des de campo. A replica 1 (n=4) era composto de éguas que nunca foram
submetidas a procedimentos de manejo e controle reprodutivo. Adicionalmente
este grupo de éguas foi submetido a uma manipulagdo cervical mais agressiva.
Na réplica 2 (n=5) as éguas utilizadas eram receptoras em periodo de programa
reprodutivo e habituadas a rotina de exames ginecologicos freqiientes. Nesta
réplica 2 o procedimento na area cervical se restringiu a passagem transcervical
de pipeta e manipulagdo do cervix menos agressiva. Em todas estas cinco éguas
este procedimento foi considerado tecnicamente facil, ndo exigindo muita
manipulacdo. Esta diferenca dos procedimentos pode estar associado a resposta
nas concentragdes de PGFM, ou seja, os animais mais estressados com
manipulacdo mais intensa produzem mais PGF2a através destes estimulos.
Entretanto nosso experimento ndo pode comprovar esta hipotese. Kask et al.
(1997) observaram em um estudo que a maior parte das éguas que oS
procedimentos de transferéncia de embrides foram considerados dificeis de
realizar, demonstraram aumento significativo dos niveis de PGFM.

Provavelmente um maior nimero de éguas poderia oferecer uma analise
mais representativa e consistente.

No experimento 2 procuramos relacionar manipulagdo cervical com
processo inflamatorio do endométrio em 4 grupos de éguas com protocolos

diferentes. Os grupos 3 e 4 receberam injecdo de FM para avaliar o efeito
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inibitorio desta droga na endometrite. Papa et al. (1978) Sbservaram que 100%
das éguas com histérico de subfertilidade apresentaram evidéncias
histopatologicas endometriais. J& Ricketts (1975b) encontrou alteragdes em
93,3% das éguas e Rickets (1975a) e Doig et al. (1981) em 90%. Assim,
pressupde-se a importancia do endométrio estar isento de anormalidade para a
manutencdo da gestacdo (Kenney, 1978). No estudo de Doig et al. (1981) 51%
das éguas inférteis apresentaram endometrite aguda ou cronica. A fibrose
endometrial foi encontrada em 88% das éguas. O autor sugere que a freqiiéncia
de fibrose endometrial aumenta gradualmente com a idade das éguas. No
experimento 2, o histérico reprodutivo das éguas nao era conhecido, mas a
grande frequéncia (14 em 20) de processos inflamatérios do endométrio dos
grupos 2 e 3, submetidos a manipulagdo, sugere que este procedimento pode
estar também associado a endometrite (p = 0,073). A grande maioria das éguas
foi manipulada 35 a 50 minutos antes do abate e da coleta do fragmento uterino.
Somente as éguas 27, 29, 30, 31, 32 e 33 (N=6) foram manipuladas no dia
anterior ao abate ¢ coleta de material para exame histologico. Se estas reacdes
inflamatoérias do endométrio na maioria das éguas estiverem relacionadas a
manipulacdo transcervical, a resposta endometrial ocorreu rapidamente apos o
estimulo. Koblischike et al. (2008) concluiram que mesmo sem contaminagio
bacteriana, transferéncia de embrido pode induzir uma resposta do niimero de
polimorfonucleados no sitio inflamatorio por até 4 dias. Adicionalmente esta
resposta inflamatodria pode estar associada com o aumento das concentragdes de
PGF2a. No experimento 2 ndo foram medidas as concentragdes de PGFM, para
investigar esta associacdo. Como estas éguas nao estavam sendo acompanhadas
até o experimento, existe a possibilidade de que as reagdes inflamatorias do
endométrio ja estivessem presentes com caracteristica cronica ¢ ndo tenham
associa¢do com o estimulo da manipulagdo durante o estudo. Como a primeira

parte do experimento 2 foi realizada no inicio de setembro, o grande ntimero de
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éguas com atrofia do endométrio pode estar relacionado ao periodo de transicdo
reprodutiva estacional que ocorre durante este periodo em nossa regido. Neste
periodo as éguas ainda ndo apresentam atividade reprodutiva ciclica. A alta
freqliéncia de fibrose endometrial provavelmente ¢ um achado comum em
abatedouros, que recebem grande niumero de éguas velhas.

A alta freqiiéncia de processos inflamatorios endometriais do grupo 3
(81,81%as), no experimento 2, que foi submetido a manipulagdo associada a
aplicagdo de FM, sugere que esta droga antiinflamatoéria utilizada nao foi
eficiente em regredir o processo inflamatorio neste grupo. Estes achados sdo
conflitantes com os resultados de Koblischike et al. (2008) que concluiram que
acido meclofenamico e FM inibiram o processo inflamatorio endometrial sem
efeitos negativos para o endométrio. Entretanto estes autores também
concluiram em seu estudo que as concentragdes de PGFM no plasma das éguas
avaliadas eram significativamente mais baixas nos animais tratados com acido
meclofenamico quando comparados com o grupo que recebeu FM ou salina.
Aparentemente o acido meclofenamico foi mais eficiente na inibicdo de PGF2a
que o FM, sendo mais recomendavel para éguas receptoras de
embrido.(Koblischike et al., 2008).

Existem evidéncias que células de mamiferos contem isoenzimas PGH
sintase denominadas PGH sintases 1 ¢ 2 (PGHs-1 ¢ PGHs-2). As duas isoformas
tem a mesma afinidade por acido araquidénico e a mesma capacidade de
converter acido araquidonico para PGH. A diferenca entre elas envolve
regulagdo e expressdo. A PGHs-1 ¢ constitutiva, presente em muitos tecidos e
sua atividade geralmente se mantém constante. Em contraste, PGHs2 ndo ¢
detectavel em muitos tecidos sob condigdes fisiologicas, mas sua expressiao pode
ser aumentada durante inflamag@o ou estimulos diversos (Meade et al., 1993;
Dewitt et al., 1991). Estudos farmacologicos indicam que as duas isoenzimas

tem sensibilidade farmacologica diferente (Meade et al., 1993). Ja que isoformas
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de PGH sintase ndo foram completamente identificadas no utero de éguas,
provavelmente isto deve estar relacionado a diferenca na resposta farmacologica
a drogas antiinflamatdrias e pode explicar a auséncia de padrdo de resposta do
FM neste grupo de éguas.

O uso de anti-inflamatorios ndo esteroidais para aumentar as taxas de
prenhez de receptoras de embrido tem sido investigado, e o FM ¢ atualmente o
antiinflamatério mais utilizado para este fim, provavelmente em razdo do seu
efeito antiendotoxémico adicional (Jackman et al., 1994). Profissionais de
campo utilizam este produto no momento da transferéncia de embrido em éguas
que sofrem exagerada manipulagdo cervical ou sfo submetidas a fatores de
stress e processos infecciosos. Estas ocorréncias podem estimular a produgao de
PGS. Acredita-se que o uso de antiinflamatdrios ndo esterdides pode inibir a
liberagdao de PGF2a.

Daels et al. (1995) em um estudo sobre efeito do FM na secrecdo de
PGS induzidas por endotoxinas no inicio da gestacdo em €guas, concluiram que
a acdo inibitoria de liberagdo das PGS pelo FM ¢ rapida, podendo ocorrer em
menos que 30 minutos. Giri et al. (1991) concluiu em um experimento que o uso
de FM deve ser uma terapia promissora para diminuir as perdas gestacionais
iniciais das vacas portadoras de infecgdo bacteriana uterina. Purcell et al. (2005)
encontrou evidéncias que o uso de FM no momento da transferéncia de embrido
melhorou as taxas de prenhez em gado de corte. Adicionalmente, eles relataram
que estes resultados também foram influenciados pelo local do experimento.
Diferente destes pesquisadores, neste experimento foi observado efeito deletério
do uso de FM no momento da transferéncia de embrido nas éguas receptoras
estudadas. O percentual de éguas gestantes foi inferior nos animais que
receberam FM apds os procedimentos de transferéncia, quando considerados os
quatro haras estudados. Esta relacdo ¢ evidente principalmente no haras A,

sendo a maior propor¢do de éguas gestantes encontrada no grupo sem aplicagdo
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do FM (p = 0,036) e no haras C com maior proporc¢do de gestantes no grupo sem
aplica¢do de FM (p = 0,036). O FM foi aplicado na dosagem terapéutica e via
recomendada (Toutaim et al., 1994) logo apds a transferéncia de embrido
quando ja tinha sido escolhida a receptora apta a receber o embrido. Existem
evidéncias que o efeito do FM ocorre antes de trinta minutos apos a injegao
endovenosa (Daels et al., 1991a) o que pode garantir a acdo desejada do
medicamento de maneira rdpida. Koblischike et al. (2008) concluiram que
transferéncia de embrido induz uma resposta inflamatoria subclinica do
endométrio associada com um aumento de proteinas Cox-2 e liberacdo de
PGF2a em éguas nao tratadas. Esta resposta é independente da contaminagao
bacteriana do endométrio mas ¢ associada com regressdo prematura do corpo
luteo em 1/3 das éguas ndo tratadas. Tratamento com acido meclofendmico ou
FM inibe esta resposta sem efeitos negativos no endométrio. Mas os autores
alertaram que PGE produzida pelo concepto, além do efeito inflamatorio, esta
envolvida com reconhecimento materno porque estimula mobilidade intrauterina
do concepto eqiiino (Ginther, 1983,1985a; Stout & Allen, 2001,2002).
Tratamento de éguas com FM inibe liberagdo de PGE durante esta fase e
bloqueia a mobilidade embrionaria podendo inibir o reconhecimento materno de
gestagdo (Mc Dowell et al., 1988). A redugdo das taxas de prenhez nas éguas
receptoras tratadas com FM em nosso estudo pode estar relacionada a estes
mecanismos, embora isto ndo possa ser comprovado neste experimento.

Segundo Koblischike et al. (2008) o acido meclofendmico interfere
menos que o FM na sintese de PGE e consequentemente na mobilidade
embriondria. Tratamento das receptoras com este antiinflamatorio deve ser
considerado.

Purcell et al. (2005) utilizaram FM no momento da transferéncia do
embrido em bovinos de corte. Os autores relataram aumento das taxas de

prenhez nos animais tratados, mas observaram uma relagdo importante destes
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resultados com o local do experimento. Em nosso estudo ndo houve associago
do local (haras) com aumento do percentual de prenhez das receptoras
investigadas (tabela 3).

A utilizagdo de progesterona em quase todas as receptoras do haras C,
nao demonstrou eficiéncia na melhora das taxas de prenhez deste haras (tabela
7). Kask et al. (1997) em um estudo apos transferéncia de embrido obtiveram 3
padrdes distintos de liberacdo de PGF2a e a concentragdo ou declinio de
progesterona nao foram correspondentes com estes padrdes de PGF2a. Alguns
pesquisadores relacionam dilatagdo cervical com redugdo na secrecdo de
progesterona, associada a liberacdo de PGF2a, e recomendam a utilizagdo de
progesterona para incrementar as taxas de prenhez (Daels et al., 1987; Daels et
al., 1989; Handler et al., 2003). Em nosso experimento os resultados do uso de
progesterona exdgena sugerem que este procedimento ndo determina a garantia
de uma gestacdo bem sucedida. Provavelmente diversos outros fatores
contribuem para a sobrevivéncia do embrido. Alguns estudos sugerem que
dilatagdo cervical estd associada a baixas concentracdes de progesterona
plasmatica e que o FM influencia a producdo de progesterona. O tecido do corpo
lateo possui a habilidade de sintetizar produtos pela via da ciclooxigenase, sendo
assim, existe a prossibilidade do FM afetar a sintese de prostaglandinas pelo
corpo luteo (Milvae et al., 1983). Prostaglandina I2 causa um aumento dose-
dependente na sintese de progesterona em células luteais de bovino in vivo
(Milvae et al., 1980), consequentemente a inibicdo da via ciclooxigenase pode
ter interferido na sintese de prostaglandinas Iuteotroficas (PGI2 e PGE2), com
declinio na producdo de progesterona luteal. Entretanto, o haras C no qual foi
utilizada frequentemente a progesterona exdgena nao foram observado indices
de gestagdo superiores, comparado com os demais.

Em nosso estudo, as receptoras com potro ao pé foram mais bem

sucedidas na manuten¢do da gestacdo quando comparadas ao outro grupo de
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éguas que ndo desenvolveram gestagdo na estacdo reprodutiva anterior.
Provavelmente algumas destas receptoras ndo foram utilizadas na estagdo
anterior, mas € possivel que grande parte destas éguas falharam na manutengao
do embrido transferido, em algum momento da gestacdo, demonstrando
subfertilidade. Isto pode justificar as menores taxas de prenhez das receptoras
sem potro ao pé. Sendo assim, éguas com histdrico recente de gestagdo bem
sucedida (potro ao pé€) pode qualificar o animal como desejavel para
transferéncia de embrifo, mas ¢ evidente que outros fatores devem ser
considerados.

A gonadotrofina coridonica humana (hCG) ¢é bastante utilizada como
medicamento hormonal para estimular a ovulacdo e assim maximizar a
fertilidade nas inseminagdes programadas. Perla et al. (2007) estudaram o uso da
gonadotrofina corionica humana (hCG), visando melhorar as caracteristicas
reprodutivas em receptoras. Aqueles autores observaram que a aplicagdo de hCG
em éguas receptoras, tanto para indugdo de ovulacdo, como no dia seguinte da
ovulagdo (d1), ou ainda no dia da transferéncia (d5 a d8), promoveu o aumento
na concentra¢do plasmatica de progesterona, ¢ uma tendéncia a melhores taxas
de prenhez. Em conformidade com estas observagdes, o uso de hCG neste
estudo demonstrou efeito benéfico considerando as melhores taxas de prenhez
das éguas tratadas.

As éguas receptoras qualificadas como boas e médias apresentaram
taxas de prenhez semelhantes apds a transferéncia. Estes resultados sdo
semelhantes as observagdes de Carnevale et al. (2000), em que melhores taxas
de prenhez foram observadas em éguas qualificadas como aceitaveis. Os autores
priorizaram a presenca de tonus uterino na qualificagdo destas éguas. A
avaliagdo de receptoras no momento da transferéncia parece ser um fator

fundamental para se obter uma gestagdo bem sucedida.
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Somente no haras C, foi observado efeito da durag¢do do estro sobre a
propor¢ao de éguas gestantes, provavelmente porque a quase totalidade das
éguas eram receptoras anovulatorias sob suplementacdo de progesterona
exdgena. O periodo de estro considerado compreendeu os dois dias de
suplementacdo estrogénica inicial, o que justifica os periodos mais curtos de

estros observados, em relagdo a literatura (Mc Kinnon & Voss, 1993).
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CONCLUSAO

Ficou demonstrado que os procedimentos de manipulagdo cervical ou
passagem de pipeta transcervical estdo associados a producdo de PGFM. A
manipulacdo cervical aparentemente oferece maior estimulo a liberagdo de
PGFM.

A aplicacdo de FM influenciou os valores de PGFM, pois as éguas que
receberam o medicamento apresentaram valores médios de concentracdo de
PGFM menores.

Foi possivel associar manipulagdo cervical com endometrite, ndo
havendo, contudo, a inibi¢do de inflamagdo do endométrio pelo FM.

A utilizagdo do FM em éguas receptoras no momento da transferéncia
de embrido esta associada a menores taxas de gestacdo.

Foliculos pré ovulatérios com maior didmetro estdo associados a
melhores taxas de gestacdo das receptoras.

Nao foi observado efeito do local nas taxas de gestacao.

A presenga de potro ao pé esteve associado a melhores taxas de
gestacgdo.

Receptoras medicadas com hCG apresentaram melhores taxas de
gestacgdo.

O uso da progesterona ndo incrementou as taxas de gestacdo neste
experimento.

Quando analisadas as 165 transferéncias ndo houve efeito da durag¢do do
estro na propor¢ao de éguas gestantes.

Quando submetidas a avaliacdo do trato genital as receptoras
classificadas como boas e médias apresentaram taxas de gestacdo semelhantes.

Receptoras classificadas como ruins ndo apresentaram gestacao.
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ANEXO 1
Modelo de ficha para controle individual das receptoras no experimento 3.

FICHA INDIVIDUAL (EXPERIMENTO)

HARAS ANIMAL
PELAGEM POTRO AO PE
ESTRO
DATA OVARIO OVARIO TONUS EDEMA hCG
ESQUERDO | DIREITO | UTERINO | UTERINO

OBS.: (To6nus uterino: 1(flacido) — 3 (tonico). Edema uterina: 1 (presente), 2
(ausente)

INOVULACAO : / /

BOA: MEDIA: RUIM:

SINCRONICIDADE: D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9 (DIAS APOS
A OVULACAO) ,
VETERINARIO RESPONSAVEL:

APLICACAO DE FLUNIXIM MEGLUMINE:

RV

[ I NAO

DIAGNOSTICO DE GESTACAO (12 DIAS)

DATA OVARIO OVARIO UTERO | OBSERVACOES
ESQUERDO | DIREITO
DIAGNOSTICO DE GESTACAO (60 DIAS)
DATA OVARIO OVARIO UTERO | OBSERVACOES
ESQUERDO | DIREITO
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ANEXO 2

Principais altera¢des endometriais das éguas do experimento 2 submetidas a
histologia de fragmento do corno uterino direito.

Dilatacao

Ninho

Dilatacao

N°| Egua | Grupo | Inflamacdo glandular | glandular | linfatica Atrofia | Fibrose
1 1 1 P
2 2 1 P P
3 9 1 P P P
4 10 1 g P
5 39 1 P P P
6 41 1 P P
7 42 1
8 3 2/M P
9 4 2/M P P
10 11 2/M P
11 12 2/M P
12 13 2/M P
13 20 2/M
14 24 2/M P
15 27 2/M P P
16 29 2/M P P P P
17 5 3/MF P P
18 6 3/MF P P P
19 14 3/MF P
20 15 3/MF P P
21 19 3/MF P P P P
22 21 3/MF P P
23 22 3/MF P P P
24 30 3/MF
25 31 3/MF P
26 32 3/MF P
27 33 3/MF
28 8 4/F P P
29 16 4/F P
30 17 4/F
31 23 4/F P P P
32 25 4/F P
33 35 4/F P
TOTAL 19 04 05 06 11 09

P -Presenca / M -Manipulacio Cervical / F - Aplicacao de F
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