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RESUMO

FARIA, L.G. EFEITO DA ADMINISTRACAO DE DOSES ELEVADAS DE
FIROCOXIBE NA OVULAGAO DE EGUAS. Botucatu — SP. 2025. 55p. Qualificagdo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

Os anti-inflamatdrios nédo esteroidais (AINEs) sdo amplamente utilizados na medicina
reprodutiva equina, especialmente no manejo da endometrite persistente pos-
cobertura (EPPC), devido a sua capacidade de modular a resposta inflamatéria
uterina. O Firocoxibe, um inibidor seletivo da ciclooxigenase-2 (COX-2), apresenta
propriedades farmacocinéticas favoraveis, como meia-vida longa, elevada
biodisponibilidade oral e alta seletividade tecidual, o que o torna uma alternativa
promissora para protocolos reprodutivos. Estudos prévios, como o de Friso et al.
(2019), demonstraram que a administracao de Firocoxibe em éguas com EPPC nao
compromete a ovulacdo, contudo os efeitos sobre a resposta inflamatéria pds
cobertura ndo foram plenamente efetivos, sugerindo a necessidade de ajustes na
dose para maior eficacia. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar
o efeito da administragdo de Firocoxibe, em doses terapéutica e supraterapéutica,
sobre a dinamica folicular, o padrédo de edema endometrial e a ovulagao de éguas.
Foram avaliadas 70 éguas sem raga definida, ciclando, com histérico reprodutivo
conhecido e clinicamente saudaveis, divididas aleatoriamente em trés grupos
experimentais: G1 (n=27), tratado com 0,1 mg/kg de Firocoxibe; G2 (n=22), com 0,3
mg/kg; e grupo controle (n=21), sem administracdo de AINE. O Firocoxibe (Firovet
Horse 2%, Botupharma, Brasil) foi administrado por via intravenosa nos dias D-2 e D-
1. A indugdo da ovulacédo foi realizada no D-2, concomitantemente a primeira
aplicagao, utilizando 250 ug de analogo de GnRH (Strelin®, Botupharma, Brasil). O
monitoramento ultrassonografico foi conduzido nos dias D-2, D-1 e DO, D1, D2 e D3,
com avaliagado do didmetro folicular (mm), grau de edema uterino (escala de 0 a 5),
confirmagado da ovulagdo e presenga de corpo luteo. Todas as éguas ovularam
normalmente, sem formagédo de foliculos anovulatérios hemorragicos ou falhas
ovulatérias. O tempo médio até a ovulagao foi de 48,0 + 11,4 horas no grupo controle,
50,0 £ 9,8 horas no G1 e 51,3 £ 10,2 horas no G2, sem diferenca estatistica entre os
grupos (P > 0,05). A analise da distribuicdo da ovulagédo revelou que, no grupo
controle, todas as éguas (100%, 21/21) ovularam até 48 horas apds a indugdo. No
G1, 88,9% (24/27) e no G2, 86,4% (19/22) ovularam até 48 horas, com 11,1% (3/27)
e 13,6% (3/22) respectivamente ovulando até 72 horas. O percentual do crescimento
folicular médio no intervalo de 48 horas apoés a indugao foi de 6,01% + 1,55 no Grupo
Controle, 6,07% * 2,28 no G1 e 6,23% * 2,00 mm no G2, sem diferenca significativa
entre os grupos (P > 0,05). A regressdo do edema endometrial apresentou variacéao
entre os grupos durante o periodo periovulatorio. Embora ndo tenha havido diferencga
no dia D-2 (P = 0,7338), o grupo tratado com a dose mais elevada de Firocoxibe (0,3
mg/kg) apresentou redugao significativa no grau de edema no dia D-1 em comparacao
aos demais grupos (P = 0,0001). Ainda assim, os resultados demonstram que a
administracdo de Firocoxibe, mesmo em dose trés vezes superior a terapéutica, ndo
comprometeu os principais paradmetros reprodutivos das éguas, preservando a
dindmica folicular e a taxa de ovulagdo. Esses achados reforcam o potencial do
Firocoxibe como agente seguro para uso em programas reprodutivos, especialmente
em contextos clinicos que exijam maior controle da resposta inflamatéria uterina no
periodo periovulatoério.
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ABSTRACT

FARIA, L.G. EFFECT OF HIGH-DOSE FIROCOXIBE ADMINISTRATION ON
OVULATION IN MARES. Botucatu — SP. 2025 55p. Qualificagdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are widely used in equine
reproductive medicine, particularly in the management of persistent post-breeding
endometritis (PPBE), due to their ability to modulate the uterine inflammatory
response. Firocoxib, a selective cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor, exhibits
favorable pharmacokinetic properties such as a long half-life, high oral bioavailability,
and strong tissue selectivity, making it a promising alternative for reproductive
protocols. Previous studies, such as that by Friso et al. (2019), have shown that
Firocoxib administration in mares with PPBE does not impair ovulation. However, its
effects on the post-breeding inflammatory response were not fully effective, suggesting
that dosage adjustments may be required to improve efficacy. Given this context, the
present study aimed to evaluate the effect of Firocoxib administration, at both
therapeutic and supratherapeutic doses, on follicular dynamics, endometrial edema
pattern, and ovulation in mares. A total of 70 cyclic, clinically healthy, crossbred mares
with known reproductive history were randomly assigned to three experimental groups:
G1 (n=27), treated with 0.1 mg/kg of Firocoxib; G2 (n=22), treated with 0.3 mg/kg; and
a control group (n=21), which received no NSAID. Firocoxib (Firovet Horse 2%,
Botupharma, Brazil) was administered intravenously on days D-2 and D-1. Ovulation
was induced on D-2, concurrently with the first Firocoxib administration, using 250 ug
of a GnRH analog (Strelin®, Botupharma, Brazil). Ultrasonographic monitoring was
performed on days D-2, D-1, and DO, assessing follicular diameter (mm), uterine
edema score (scale 0 to 5), and ovulation confirmation. All mares ovulated normally,
with no formation of hemorrhagic anovulatory follicles or ovulatory failure. The average
time to ovulation was 48.0 £ 11.4 hours in the control group, 50.0 + 9.8 hours in G1,
and 51.3 £ 10.2 hours in G2, with no statistical difference between groups (P > 0.05).
The ovulation distribution analysis revealed that in the control group, all mares (100%,
21/21) ovulated within 48 hours after induction. In G1, 88.9% (24/27) and in G2, 86.4%
(19/22) ovulated within 48 hours, with 11.1% (3/27) and 13.6% (3/22), respectively,
ovulating by 72 hours. The average follicular growth rate over the 48-hour interval post-
induction was 6.01% £ 1.55 in the control group, 6.07% + 2.28 in G1, and 6.23% *
2.00 in G2, with no significant differences between groups (P > 0.05). Endometrial
edema regression varied among groups during the periovulatory period. Although no
difference was observed on day D-2 (P = 0.7338), the group treated with the higher
Firocoxib dose (0.3 mg/kg) showed a significant reduction in endometrial edema on D-
1 compared to the other groups (P = 0.0001). Still, the results demonstrate that
Firocoxib administration, even at a dose three times higher than the therapeutic level,
did not compromise key reproductive parameters in mares, preserving follicular
dynamics and ovulation rates. These findings reinforce the potential of Firocoxib as a
safe agent for use in reproductive programs, especially in clinical contexts requiring
enhanced control of uterine inflammatory response during the periovulatory period.

Keywords: Endometritis; Anti-inflammatory; Subfertility; Ovulation; Reproduction
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CAPITULO 1



1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A ovulacao é um processo fisiolégico dindmico e multifatorial, amplamente
regulado por eventos hormonais e inflamatérios. Diversos mediadores inflamatorios
participam da maturagcédo final do foliculo dominante, da ruptura folicular e da
remodelacédo do tecido ovariano. Dentre esses mediadores, as prostaglandinas
desempenham papel central, sendo sintetizadas a partir do acido araquidénico sob
acdo das enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2). A COX-1 é expressa
constitutivamente e estd envolvida na manutengdo da homeostase fisioldgica,
enquanto a COX-2 é induzida por estimulos hormonais e inflamatérios, apresentando
expressao aumentada nas células da granulosa nas horas que antecedem a ovulagao
(Cuervo-Arango et al., 2012; Vernunft et al., 2022).

A inibicao dessas enzimas por anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) reduz
a sintese de prostaglandinas, conferindo os efeitos analgésico, antipirético e anti-
inflamatério tipicos desses farmacos. No entanto, essa mesma propriedade pode
impactar negativamente a fisiologia reprodutiva, particularmente durante o periodo
periovulatério, ao suprimir a produgéo de prostaglandinas essenciais para a ovulagéao
(Cuervo-Arango; Newcombe, 2010). Essa preocupacao é ainda mais relevante em
éguas, nas quais a sincronizagao precisa entre ovulagao e transferéncia embrionaria

€ determinante para o sucesso reprodutivo.

Estudos prévios demonstraram que AINEs nado seletivos, como a flunixina-
meglumina, podem bloquear a ovulagido em éguas quando administrados préximos a
indugao ovulatéria (Cuervo-Arango; Domingo-Ortiz, 2011). A ocorréncia desse tipo de
falha ovulatéria compromete a receptividade uterina e a sincronizagao com o embrido,
podendo reduzir significativamente as taxas de prenhez (Carnevale; Ginther;
Berlinsky, 1989).

O Firocoxibe € um AINE seletivo para COX-2, com vantagens farmacocinéticas
relevantes, como elevado volume de distribuicdo, meia-vida prolongada (em torno de
30 a 34 horas) e possibilidade de administragdo em intervalos de 24 horas (Friso et
al., 2019). Sua seletividade reduz significativamente os efeitos adversos associados

aos AINEs nao seletivos, como lesdes gastricas e comprometimento da fungao renal



(Macpherson et al., 2020), além de teoricamente minimizar os riscos de interferéncia

nos processos fisioloégicos mediados por COX-1.

Embora estudos com outros AINEs, como fenilbutazona e meloxicam, tenham
demonstrado efeitos deletérios sobre a ovulagdao quando administrados no periodo
pré-ovulatorio (Lima, 2015), alguns trabalhos apontam que AINEs seletivos como o
vedaprofeno nao alteram significativamente as taxas ovulatdrias (Rojer; Aurich, 2010).
De forma semelhante, Friso et al. (2019) observou que a administracdo de Firocoxibe
na dose de 0,2 mg/kg, iniciada no momento da indugao ovulatéria, ndo comprometeu
a ocorréncia da ovulagdo. No entanto, os resultados clinicos do uso de Firocoxibe na
dose convencional (0,1 mg/kg) em éguas com endometrite persistente pds-cobertura
(EPPC) nao foram completamente satisfatérios, evidenciando apenas uma reducao
parcial da inflamacédo uterina, embora a ovulacdo tenha permanecido preservada
(Friso et al., 2019).

Esses achados sugerem a necessidade de investigacao sobre a seguranca da
administracdo de doses elevadas de Firocoxibe, especialmente diante da demanda
clinica por intervengdes anti-inflamatérias mais intensivas em situagdes reprodutivas
desafiadoras. A compreensao dos efeitos do uso supraterapéutico sobre a dinamica
folicular, a regressao do edema uterino e a ocorréncia de ovulagdo pode permitir a

ampliacado do uso clinico desse farmaco em protocolos reprodutivos.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
administracdo intravenosa de Firocoxibe, em doses terapéutica (0,1 mg/kg) e
supraterapéutica (0,3 mg/kg), interfere na dindmica folicular, no padrao de edema
endometrial e na ovulacdo de éguas. A hipotese central € que a administragcéo
supraterapéutica do farmaco nado compromete os parametros reprodutivos avaliados,
sustentando seu uso seguro em protocolos clinicos que exijam maior suporte anti-

inflamatdrio durante o periodo periovulatério.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo estral

As éguas sao classificadas como fémeas poliéstricas estacionais de dias
longos, apresentando atividade ovariana ciclica predominantemente durante os
periodos de primavera e verdo, em resposta ao aumento da fotoperiodicidade (Aurich,
2011). O ciclo estral tem duragdo média entre 21 e 22 dias, podendo variar de 18 a 26
dias, e € composto por duas fases principais: a fase folicular (estro) e a fase luteal
(diestro) (Dascanio, 2011).

A regulagao do ciclo estral depende da interagao entre os componentes do eixo
hipotalamo-hipofise-gbnadas (HHG), cuja atividade é modulada pela variagdo de
luminosidade ambiental. O prolongamento da exposi¢ao a luz reduz a secregao de
melatonina pela glandula pineal, o que resulta na ativagéao do eixo HHG e subsequente
liberagdo de gonadotrofina liberadora de horménio (GnRH) pelo hipotalamo. Este
neuro-hormdnio, por sua vez, estimula a hipofise anterior a liberar os horménios
foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante (LH), essenciais para a regulagao da fungao
ovariana (Alexander, Irvine, 2011).

Durante a fase folicular, o FSH promove o recrutamento e o crescimento de
foliculos antrais, os quais produzem crescentes quantidades de estrogenos (E2),
principalmente o estradiol-178. O aumento dos niveis circulantes de E2 promove
alteragbes comportamentais e fisiolégicas associadas ao estro, incluindo a
receptividade sexual ao garanhdo. Esta fase dura em média de 4 a 7 dias e culmina
com a ovulagao, desencadeada pelo pico de secregédo de LH (Samper, 2008).

Com a ocorréncia da ovulagao, inicia-se a fase luteal do ciclo, caracterizada
pela formagao e desenvolvimento do corpo luteo (CL), responsavel pela produgéo de
progesterona (P4). Este horménio tem a fungao de inibir a manifestagéo do estro e
promover a preparacao do ambiente uterino para a implantacdo embrionaria. Os
niveis de P4 se mantém elevados até, aproximadamente, o 12° dia do ciclo estral
(Ginther et al., 2004; Dascanio, 2011).

Na auséncia de gestacéo, entre os dias 15 e 16 do ciclo, 0 endométrio inicia a
liberagdo de prostaglandina F2a (PGF2a), que promove a regressao funcional e

estrutural do CL, denominada lutedlise, resultando na queda dos niveis de P4 e



reinicio do desenvolvimento folicular. A ocitocina, secretada tanto pelo hipotalamo
quanto pelo préprio CL, participa do processo de lutedlise ao induzir a liberacao
pulsatil de PGF2a e estimular a contratilidade uterina (Bueno, Bastos, Rechsteiner,
2021).

Ao final da fase luteal, com a redugéo da concentragdo de progesterona e a
elevagéao progressiva do FSH, um novo foliculo dominante é recrutado, elevando os
niveis de E2 e iniciando um novo ciclo. A fisiologia reprodutiva das éguas se distingue
da de outras espécies domésticas, como bovinos e ovinos, principalmente pela

particularidade da absorgéo e resposta sistémica a PGF2a (Ginther, Beg, 2012).

2.2 Mecanismo de ovulacao

A ovulagao em éguas é um evento fisioldgico altamente regulado, que culmina
na ruptura do foliculo dominante e liberacéo do odcito viavel no interior da tuba uterina.
Este processo ocorre de maneira coordenada, sendo desencadeado por alteragdes
hormonais e moleculares que promovem a remodelacdo da parede folicular e a
liberagao do conteudo folicular na fossa ovulatéria do ovario (Ginther, 1994; Gaber et
al., 2024).

A fase final da maturagéo folicular é precedida por um aumento gradual na
secrecao do LH, promovido pela liberagdo de GnRH do hipotalamo. A elevacao de LH
inicia-se cerca de dois a trés dias antes da ovulagao, atingindo seu pico entre 48 horas
antes até 24 horas apos o evento ovulatério. Esta elevacdo € responsavel por
desencadear uma cascata de sinais intracelulares no foliculo pré-ovulatério, incluindo
a ativacdo de genes associados a resposta inflamatéria, a remodelagdo da matriz
extracelular e a lise da parede folicular (Jacob et al., 2009; Duffy et al., 2019).

Paralelamente, observa-se um modesto aumento nos niveis de FSH,
aproximadamente dois dias antes da ovulagao. Esse pico pré-ovulatorio contribui para
o inicio do recrutamento da proxima onda folicular. A agdo combinada do estradiol e
da inibina, secretados pelo foliculo dominante, exerce retroalimentagao negativa sobre
o FSH, promovendo a selecéo final do foliculo ovulatério e suprimindo o crescimento
de foliculos subordinados. Apds a ovulacédo, ha um novo aumento nas concentragdes
de FSH, essencial para o recrutamento e desenvolvimento de uma nova onda folicular
(Ginther et al., 2004; Jacob et al., 2009).



Em éguas, a ovulagao ocorre tipicamente entre 24 e 48 horas antes do término
do estro. O foliculo dominante, ao se aproximar da ovulagdo, sofre mudancas
morfolégicas caracteristicas, passando de um formato esferoidal para uma
conformacgéo piriforme, acompanhada de redugéo do turgor folicular. Tais alteragées
sao indicadores confiaveis da proximidade da ovulagdo e apresentam consisténcia
entre diferentes ciclos reprodutivos (Cuervo-Arango, Newcombe, 2008).

No nivel molecular, o pico de LH induz a expressédo de enzimas proteoliticas,
sobretudo as metaloproteinases da matriz (MMPs), responsaveis pela degradacao da
matriz extracelular e pela ruptura da parede folicular. Este processo € amplamente
mediado por prostaglandinas, cuja sintese é dependente da atividade da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2), também denominada prostaglandina endoperoxido
sintase-2 (PGHS-2), cuja expressao € induzida nas células da granulosa
aproximadamente 30 horas apds o inicio do aumento de LH, independentemente da
inducgao fisioldgica ou farmacoldgica (Sirois, Doré, 1997; Cuervo-Arango,Newcombe,
2008).

A COX-2 catalisa a conversédo do acido araquiddnico em prostaglandina H2
(PGH2), precursor comum de outras prostaglandinas bioativas, como PGE2 e PGF2a.
A PGE2 pode ser convertida em PGF2a por enzimas redutases ou metabolizada em
compostos inativos por desidrogenases especificas (Takahashi et al., 2006; Duffy et
al., 2019). Em éguas, os niveis de PGE2 e PGF2a no fluido folicular aumentam de
forma significativa entre 33 e 36 horas apds a administracdo de gonadotrofina
coribnica humana (hCG), sendo observada uma relagdo média de 4:1 entre PGE2 e
PGF2a (Cuervo-Arango, Newcombe, 2008).

Essas prostaglandinas desempenham papéis fundamentais no aumento do
fluxo sanguineo local, na elevagao da presséo intrafolicular e na ativagdo das MMPs,
fatores que, em conjunto, culminam na desestabilizacdo da parede folicular e
consequente liberagdo do odcito (Phillips, Poyser, 1981; Ginther, 1994; Sirois, Doré,
1997). Assim, a ovulagdo é considerada um processo inflamatério fisiolégico
controlado, cuja sincronizagdo hormonal e celular é essencial para o sucesso

reprodutivo da espécie.



2.4 Endometrite persistente pés-cobertura

A endometrite equina € amplamente reconhecida como uma das principais
causas de infertilidade nas éguas (Troedsson, 1999; Liu, Troedsson, 2008; LeBlanc,
2010; Troedsson, Woodward, 2016; Canisso et al., 2020). Dentre as diferentes formas
clinicas, destaca-se a endometrite persistente pos-cobertura (EPPC), considerada a
principal responsavel pela reducao da fertilidade na espécie. Essa condigdo é
classificada como a terceira enfermidade mais comum em equinos, precedida apenas
por colicas e doencas respiratorias (Troedsson, 1999).

A resposta inflamatéria uterina induzida pela deposi¢céo de sémen é fisioldgica
e temporaria em éguas férteis, com resolugcéo espontanea em até 48 horas, por meio
de mecanismos eficientes de depuragdao do lumen uterino. Entretanto, em éguas
suscetiveis, essa inflamacao persiste além desse periodo, caracterizando-se como
EPPC. Nesses casos, observa-se retencdo de fluido intrauterino, presenca
prolongada de neutrofilos e ativagao de processos inflamatérios que comprometem a
viabilidade embrionaria e a taxa de prenhez (Christoffersen, Troedsson, 2017;
Canisso, Segabinazzi, Fedorka, 2020).

Se nédo tratada de forma eficaz, a EPPC pode evoluir para quadros de
endometrite infecciosa ou para processos degenerativos crénicos, como fibrose
endometrial, agravando o prognostico reprodutivo (Canisso et al., 2016). O
diagnéstico presuntivo baseia-se na detecgao ultrassonografica de acumulo de liquido
no lumen uterino, geralmente superior a 2 cm, durante o estro ou nas primeiras 36
horas apds a inseminacéao (LeBlanc, 2010).

Eguas predispostas podem apresentar acimulo de fluido uterino antes mesmo
da inseminacgao artificial ou cobertura natural (Bucca et al., 2008), enquanto outras
desenvolvem a condigcdo somente apds o estimulo seminal. O fluido acumulado
propicia ambiente propenso a proliferacdo bacteriana, dificultando a implantacao
embrionaria (Lefranc, Allen, 2008). Clinicamente, essas éguas costumam apresentar
utero flacido, edema excessivo, distensdo do lUmen uterino e historico de ciclos estrais
repetitivos (Morel, 2003; Bucca et al., 2008).

O estimulo inflamatério inicial é desencadeado pelo contato dos
espermatozoides com o endométrio. O plasma seminal induz quimiotaxia de

leucécitos polimorfonucleares (PMNs), resultando em migragdo intensa dessas



células para o utero (Troedsson et al., 1993; 2001). A magnitude dessa resposta é
diretamente proporcional a quantidade de espermatozoides depositados, com pico de
migracao entre 2 e 4 horas apos a inseminagao.

A inflamagédo estimula a producdo de PGF2a, importante mediadora das
contracdes uterinas miométricas. Essas contragdes sdo responsaveis, inicialmente,
pelo transporte dos espermatozoides até a papila tubaria, e posteriormente pela
eliminagao de residuos celulares e micro-organismos pelo colo uterino (Troedsson,
1997; Troedsson et al., 1998). Contudo, em éguas com EPPC, os mecanismos
naturais de depuracao sao ineficazes, perpetuando a retencao de fluido e a inflamacao
intrauterina (LeBlanc, 2003).

A manutencéao do processo inflamatério pode induzir lutedlise precoce, uma vez
qgue o endométrio inflamado secreta niveis elevados de PGF2a, comprometendo a
funcdo lutea e resultando em perda embrionaria precoce (England, 2005). Dessa
forma, embora a resposta inflamatéria pds-inseminagcédo seja um evento fisiolégico
essencial a protecdo uterina, sua persisténcia além do periodo adequado constitui um

fator patoldgico que compromete a fertilidade.

2.5 Eguas susceptiveis a endometrite persistente pés-cobertura

Durante a fase estrogénica do ciclo estral, o utero das éguas dispbe de
mecanismos fisioldgicos eficientes para a resolugéo da inflamacgéo transitéria induzida
pela inseminacao artificial ou cobertura natural, os quais atuam em um intervalo de
até 48 horas. Contudo, em determinadas éguas, esses mecanismos apresentam
falhas funcionais, resultando na manutengdo da inflamacdo além do periodo
fisiologico. Essa condigdo, denominada endometrite persistente pds-cobertura
(EPPC), decorre da ineficacia na depuragdo uterina e estd associada a aderéncia
microbiana a mucosa endometrial, favorecendo alteragdes histopatolégicas e
prejuizos a fertilidade (LeBlanc, 2003; Troedsson, 1997).

As éguas suscetiveis a EPPC sao aquelas que, por multiplos fatores, néo
conseguem eliminar adequadamente o conteudo uterino apés a inseminacdo. A
predisposigao esta relacionada a elementos anatémicos, funcionais e imunoldgicos.
Dentre os principais fatores de risco, destacam-se a senilidade, alteracées na

conformacgéo perineal, incompeténcia cervical, redugdo da contratilidade uterina e



presenca de alteragdes degenerativas no endométrio (LeBlanc, Causey, 2009). O
envelhecimento reprodutivo promove disfungdes imunes sistémicas e locais, incluindo
a reducgao da proliferacao linfocitaria e o aumento da expressao de citocinas pro-
inflamatérias, como IL-1B e TNF-a, o que contribui para a perpetuacao da inflamacéao
(Canisso et al., 2016; Asbury et al., 1986).

Alteragbes morfofuncionais do trato genital, como ma conformagao vulvar,
incompeténcia do esfincter vagino-vestibular, elongagdo do vestibulo vaginal,
laceragdes cervicais e pneumovagina, favorecem a contaminagdo ascendente do
utero, aumentando a suscetibilidade a EPPC (LeBlanc, 2008; Pycock, 2007). Do ponto
de vista funcional, éguas predispostas frequentemente apresentam redugdo na
sintese de PGF2a, comprometendo a contratilidade miometrial e dificultando a
eliminagcao de fluidos, células inflamatérias e contaminantes (Nikolakopoulos et al.,
2000).

Diferengas significativas na dindmica de contracdo uterina sdo observadas
entre éguas normais e suscetiveis. Enquanto nas éguas férteis as contragbes sao
ritmicas e direcionadas dos cornos uterinos em diregéo ao colo, nas éguas suscetiveis
essas contragbes ocorrem de forma desorganizada e, por vezes, retrograda,
comprometendo a eficiéncia da depuragéo uterina e favorecendo a estagnacgéo de
conteudo inflamatério (Troedsson, 1999).

Sob o ponto de vista imunoldgico, a ativagdo da resposta inflamatéria uterina
ocorre em ambos os grupos, porém a modulacao dessa resposta € ineficaz nas éguas
suscetiveis. Nestes casos, hd manutencdo de altos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias, especialmente IL-183, IL-6, IL-8 e TNF-a, resultando em recrutamento
exacerbado de PMNs, maior dano tecidual e predisposi¢cao a infecgdo secundaria
(Woodward et al., 2013; Fioratti, 2013).

Em contraste, éguas consideradas resistentes apresentam regulacao eficiente
da resposta inflamatéria, com incremento na expressdao de citocinas
imunomoduladoras, como IL-10, IL-6 e IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra), promovendo
a resolugédo do processo inflamatério em menor tempo (Christoffersen et al., 2012;
Kaplanski et al., 2003). Esses animais também demonstram melhor modulagéo da via
de sinalizagao por receptores do tipo Toll (TLRs), como TLR-2 e TLR-4, embora os

efeitos dessas vias na resposta ao sémen ainda sejam objeto de debate, devido a
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resultados divergentes entre estudos (Marth et al., 2015; Eaton et al., 2010; Nash et
al., 2010).

A expressao de IL-8, importante quimiocina envolvida na atracao de PMNs para
o lumen uterino, é significativamente mais intensa e prolongada nas éguas
suscetiveis, especialmente entre 12 e 24 horas apds a inseminacao (Fumuso et al.,
2003; 2006). Esses achados reforcam a importdncia da competéncia imunoldgica
uterina na prevencéao da EPPC e destacam o papel das citocinas como biomarcadores

para a identificagdo de éguas com maior risco reprodutivo.

2.6 Tratamento para EPPC

O tratamento da EPPC visa restabelecer a homeostase uterina, promovendo a
resolucao da inflamacgao e criando condigbes adequadas a sobrevivéncia embrionaria.
O desafio terapéutico reside na identificagdo precoce das éguas predispostas e na
adocéao de estratégias eficazes que previnam a progressao do processo inflamatoério
fisioldgico para um quadro patoldgico (LeBlanc, Causey, 2009).

As abordagens terapéuticas mais amplamente empregadas incluem a lavagem
uterina com solugdes fisiolégicas ou isotbnicas, geralmente realizada nas primeiras
24 a 48 horas ap6s a inseminag¢ao, com o objetivo de remover fisicamente o conteudo
inflamatorio, como fluidos, restos celulares, espermatozoides degenerados e
microrganismos, e de estimular mecanicamente a contratilidade uterina (Pycock,
Newcombe, 1996; Rose et al., 2018).

Além disso, podem ser complementadas por terapias farmacoldgicas, como a
administragdo de antibidticos, ecbdlicos, mucoliticos e, mais recentemente, agentes
imunomoduladores, que visam n&o apenas controlar a carga microbiana, mas também
modular a resposta inflamatéria exacerbada. Os mucoliticos, por exemplo, contribuem
para a fluidificagao e drenagem do exsudato intrauterino, enquanto os ecbdlicos, como
a ocitocina ou o cloprostenol, promovem contra¢gdes miometriais que facilitam a
eliminacao do conteudo uterino (Gores-Lindholm et al., 2013; Woodward et al., 2015).

A crescente preocupacdo com o uso indiscriminado de antibiéticos na medicina
veterinaria tem incentivado a investigacao de alternativas terapéuticas que atuem
sobre os mediadores da inflamagao, com menor impacto sobre a saude publica e

menor risco de selecdo de cepas resistentes. Nesse contexto, agentes
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imunomoduladores vém sendo estudados como ferramentas promissoras para o
controle da EPPC, com resultados favoraveis quanto a reducao da inflamacao e a
melhora dos indices de concepgao (Fumuso et al., 2003; DellAqua Jr. et al., 2006;
Bucca et al., 2008; Fioratti et al., 2013; Metcalf, 2012).

2.6.1 Anti-inflamatoérios ndo esteroidais

Os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) constituem uma classe
farmacoldégica amplamente utilizada na medicina veterinaria equina, com o objetivo de
mitigar processos inflamatérios, inclusive aqueles associados a EPPC. Seu
mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo competitiva das enzimas ciclooxigenases
(COX-1 e COX-2), responsaveis pela conversdao do acido araquiddénico em
prostaglandinas, mediadores chave da inflamagéao, dor e febre. Embora seu uso possa
reduzir o quadro inflamatério intrauterino, ha preocupacbes quanto a possivel
interferéncia nos mecanismos fisiolégicos da ovulagdo e contratilidade miometrial
(Cuervo-Arango, Domingo-Ortiz, 2011; Rojer, Aurich, 2011).

Entre os AINEs mais estudados na reproducido equina destaca-se o flunixim
meglumine, cujo efeito anti-inflamatério potente € acompanhado por impacto negativo
na fung¢ao ovariana quando administrado em altas doses e em momentos criticos do
ciclo estral. Estudos demonstram que sua administracao sistémica, duas vezes ao dia,
em éguas com foliculos 232 mm, resultou em falha ovulatéria em até 83% dos animais
tratados, ao passo que nenhuma ocorréncia foi registrada no grupo controle (Cuervo-
Arango, Domingo-Ortiz, 2011).

Outros AINEs, como a fenilbutazona, o meloxicam e o vedaprofen, também
foram avaliados quanto a sua influéncia sobre a fisiologia reprodutiva. Em
investigacao conduzida por Lima et al. (2015), a administracdo periovulatoria de
meloxicam e fenilbutazona promoveu bloqueio da ovulagado em 91% e 82% das éguas,
respectivamente. Esses resultados evidenciam que a inibicdo da sintese de
prostaglandinas, especialmente nas fases criticas do ciclo, pode comprometer os
eventos que culminam na ruptura folicular.

Apesar desses efeitos adversos potenciais, a acdo dos AINEs sobre a
contratilidade uterina tem sido explorada como ferramenta terapéutica na EPPC.

Cadario et al. (1995) demonstraram que o uso de fenilbutazona associado a ocitocina
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foi capaz de promover depuracéao uterina eficiente, com mais de 90% de remocéo de
radiocoldide em 30 minutos. No entanto, na auséncia do ecbolizante, a taxa de
remocgao caiu para apenas 23,5% em duas horas, reforcando a necessidade de
associagao com agentes que promovam contragées miometriais (LeBlanc, 1997).

No contexto da transferéncia de embrides (TE), Koblischke et al. (2008)
avaliaram a administragéo de flunixim meglumine e acido mefenamico por quatro dias,
iniciando no dia anterior a TE. Ambos os farmacos promoveram redugao da resposta
inflamatdria e dos niveis séricos de PGF, embora sem alteragdo significativa na
expressao endometrial de COX-2 ou nos indices de prenhez.

Por outro lado, resultados contrastantes foram observados por Caiado et al.
(2005), que relataram aumento nos niveis de progesterona apdés administragcao de
flunixim meglumine 15 minutos antes da TE, mas com reducéo da taxa de gestacao
(55%) em comparagao ao grupo controle (75%). Resende (2009), ao aplicar o mesmo
AINE trés e seis horas antes da manipulagao cervical, observou diminuigcdo na PGF
plasmatica, porém sem melhora significativa na resposta uterina ou nas taxas de
concepgao.

Dentre os AINEs seletivos, o firocoxibe tem ganhado destaque por sua
seletividade para a COX-2 e perfil farmacolégico favoravel. Estudos demonstram que,
guando administrado na dose de 0,2 mg/kg desde a indugéo da ovulagéo até um dia
apos a inseminacgéo, o firocoxibe ndo interferiu negativamente nas taxas de ovulagao
nem induziu formacgao de foliculos anovulatérios hemorragicos (Friso et al., 2016).
Gigueére et al. (2015) também observaram que seu uso em éguas gestantes entre os
dias 306 e 343, e no periodo poés-parto (12 a 33 dias), nao resultou em eventos
adversos, com partos eutocicos e potros higidos.

Apesar dos beneficios potenciais dos AINEs na modulacdo da resposta
inflamatdria uterina, seus efeitos sobre a dindmica folicular e a ovulagdo devem ser
cuidadosamente considerados, especialmente em protocolos reprodutivos que
envolvem inducéo da ovulagao ou transferéncia de embrides. Recomenda-se cautela
quanto a dose, momento da administracao e eventual necessidade de associacao
com agentes ecbolizantes, como a ocitocina, para mitigar possiveis efeitos deletérios

a funcéo reprodutiva (Risco et al., 2009; Cadario et al., 1995).
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2.6.1.2 Farmacologia

Os AINEs constituem compostos acidos fracos, amplamente utilizados na
medicina veterinaria pela sua eficacia no controle da dor, febre e inflamagdes, tanto
de origem sisttmica quanto local. Seu efeito terapéutico €& exercido
predominantemente por meio da inibicdo das COXs e, em alguns casos, também da
lipoxigenase, bloqueando assim a conversdo do acido araquidbnico em
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos,mediadores fundamentais do processo
inflamatdrio (Simmons, Botting, Hla, 2004; Chahade, 2008; Tasaka, 2006).

A atividade dos AINEs esta diretamente relacionada ao pH dos tecidos
inflamados, uma vez que seu carater acido favorece a penetragdo e a acumulagao
seletiva nos locais de lesdo, onde o pH tende a ser reduzido. Tal propriedade
farmacocinética resulta em maior concentracdo do farmaco no ambiente inflamatdrio,
potencializando sua acao anti-inflamatéria e analgésica (Chahade, 2008).

A seletividade dos AINEs pelas isoformas COX-1 e COX-2 é determinante para
o seu perfil de seguranga e eficacia. A COX-1 é expressa de forma constitutiva em
diversos tecidos e exerce fungdes fisioldgicas essenciais, como a manutengdo da
integridade da mucosa gastrointestinal, a regulagdo do fluxo sanguineo renal e a
agregacao plaquetaria. Ja a COX-2 é induzida em resposta a estimulos inflamatdrios,
sendo a principal responsavel pela sintese de prostanoides no contexto de inflamacao.
Assim, AINEs seletivos para COX-2 promovem maior eficacia terapéutica com menor
incidéncia de efeitos adversos gastrointestinais e renais, frequentemente observados
com AINEs néo seletivos (Mitchell et al., 1993; Tasaka, 2006).

Dentre os inibidores seletivos de COX-2, destaca-se o firocoxib, um coxib de
segunda geragado com alta seletividade e afinidade pela isoforma induzivel. Estudos
em equinos demonstraram que o firocoxibe possui uma afinidade aproximadamente
265 vezes maior pela COX-2 em comparagédo a COX-1, o que contribui para um perfil
de seguranga superior, especialmente em tratamentos prolongados (McCann et al.,
2004).

O firocoxibe apresenta caracteristicas farmacocinéticas favoraveis, incluindo
alta biodisponibilidade oral, meia-vida terminal prolongada e amplo volume de
distribuicdo. Apds administragcado oral em equinos, atinge concentragbes plasmaticas

estaveis entre o quinto e o sétimo dia de tratamento continuo, com meia-vida terminal



14

média de 29,6 horas. Seu volume de distribuigdo é estimado em 1,69 + 0,53 L/kg,
refletindo sua elevada lipofilicidade e capacidade de penetragao tecidual (Kvaternick
et al., 2007; Letendre et al., 2008).

As doses terapéuticas recomendadas para equinos variam de acordo com a via
de administracao: 0,09 mg/kg por via intravenosa, a cada 24 horas, por até cinco dias,
ou 0,1 mg/kg por via oral, com a mesma frequéncia, por até 14 dias. Para situagdes
clinicas que demandam resposta mais rapida, recomenda-se a administracdo de
doses de ataque, seguidas por dose de manutengao, a fim de alcangar rapidamente
os niveis plasmaticos desejaveis (Tozer, Rowland, 2006).

No contexto reprodutivo, o firocoxibe tem se mostrado uma alternativa
promissora ao controle da inflamacao uterina pds-cobertura, especialmente em éguas
suscetiveis a EPPC, por combinar eficacia anti-inflamatéria com baixa interferéncia
sobre a funcao ovariana. Sua alta seletividade pela COX-2 reduz o risco de efeitos
adversos sobre a mucosa gastrointestinal e funcao renal, aspectos relevantes em
protocolos reprodutivos prolongados ou de repeticao (Brzozwski et al., 2001; McCann
et al., 2004).

3. CONSIDERAGOES FINAIS

Esta revisdo demonstra que, embora AINEs nao seletivos possam interferir na
ovulagao de éguas, o Firocoxibe, como inibidor seletivo da COX-2, parece apresentar
um perfil de seguranga reprodutiva favoravel. Os dados disponiveis sugerem que seu
uso ndo compromete os principais eventos ovulatérios. Contudo, a literatura ainda
carece de informacgdes detalhadas sobre os efeitos de doses supraterapéuticas de
Firocoxibe em diversos parametros reprodutivos, como a dindmica folicular e a
regressdo do edema endometrial. A compreensdo precisa da interacédo entre a
inibicdo seletiva da COX-2 e os complexos mecanismos da ovulagdo equina, que
envolvem ambas as isoformas da ciclooxigenase, permanece um desafio a ser
totalmente explorado. Portanto, pesquisas futuras sao essenciais para detalhar a
seguranga e a eficacia do Firocoxibe em diferentes cenarios clinicos e doses,
contribuindo para otimizar os protocolos de manejo reprodutivo em éguas e garantir

sua fertilidade.
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4. HIPOTESE E OBJETIVOS

4.1 Hipotese

A administragdo de Firocoxibe, mesmo em doses terapéutica e
supraterapéutica (0,1 mg/kg e 0,3 mg/kg), ndo compromete a dinamica folicular, a
ovulagcdo ou o padrdo de edema endometrial em éguas durante o periodo

periovulatdrio.

4.2 Objetivo(s) geral(s)

Avaliar a correlagdo da administragcao de doses elevadas de Firocoxibe (0,1
mg/kg e 0,3 mg/kg) sobre a dindmica folicular, a ovulagédo, o edema endometrial e

durante o periodo periovulatorio em eguas.

4.3 Objetivo(s) especifico(s)

Quantificar o tempo até a ovulagao e a taxa de ovulagdo em éguas tratadas
com Firocoxibe em diferentes doses.

Comparar o crescimento folicular pré-ovulatério e a ocorréncia de foliculos
anovulatérios hemorragicos entre os grupos de tratamento e controle.

Avaliar o grau de edema endometrial e sua regressao em éguas submetidas

aos diferentes tratamentos com Firocoxibe
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Resumo

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) tém sido amplamente empregados
na medicina reprodutiva equina, sobretudo no manejo da endometrite persistente
pos-cobertura (EPPC), devido a sua capacidade de modular a resposta
inflamatdria uterina e melhorar o ambiente endometrial para a concepgao. Entre
esses, o Firocoxibe, um inibidor seletivo da ciclooxigenase-2 (COX-2), destaca-
se por seu perfil farmacocinético favoravel, caracterizado por elevada
biodisponibilidade oral, meia-vida longa e reduzido impacto adverso sobre a
mucosa gastrointestinal e a fungao renal. Apesar de sua crescente utilizagdo em
protocolos clinicos, os efeitos do Firocoxibe durante o periodo periovulatério
ainda nao estdo completamente elucidados, particularmente no que se refere a
dindmica folicular, regressdo do edema endometrial e fertilidade. Diante disso, o
presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos da administragéo de
Firocoxibe em doses terapéutica (0,1 mg/kg) e supraterapéutica (0,3 mg/kg)
sobre parametros reprodutivos de éguas clinicamente saudaveis, ciclando e com
histérico reprodutivo conhecido. Foram avaliadas 70 éguas sem raga definida,

alocadas aleatoriamente em trés grupos experimentais: G1 (n = 27), G2 (n = 22)
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e grupo controle (n = 21), sem administragcdo de AINE. O Firocoxibe (Firovet
Horse 2%, Botupharma, Brasil) foi administrado por via intravenosa nos dias D-
2 e D-1, sendo a primeira aplicagao concomitante a inducido da ovulagdo com
250 ug de andlogo de GnRH (Strelin®, Botupharma, Brasil). O monitoramento
ultrassonografico transretal foi realizado nos dias D-2, D-1, DO, D1, D2 e D3,
avaliando-se o didmetro folicular, o grau de edema uterino (escalade 0 a 5) e a
ocorréncia de ovulagao. Os resultados indicaram que todas as éguas ovularam
normalmente, sem formacao de foliculos anovulatérios hemorragicos ou falhas
ovulatérias. O tempo médio até a ovulagao foi de 48,0 £ 11,4 horas no grupo
controle, 50,0 + 9,8 horas no G1 e 51,3 £ 10,2 horas no G2, sem diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (P > 0,05). A distribuicao temporal
da ovulagao revelou que 100% das éguas do grupo controle ovularam até 48
horas, comparado a 88,9% no G1 e 86,4% no G2, também sem diferenca
significativa (P > 0,05). O percentual do crescimento folicular médio no intervalo
de 48 horas ap6s a indugao foi de 6,01% + 1,55 no Grupo Controle, 6,07% + 2,28
no G1 e 6,23% £ 2,00 mm no G2, sem diferenga significativa entre os grupos (P
> 0,05). Aregressao do edema endometrial apresentou variagao entre os grupos
durante o periodo periovulatério. Embora nao tenha havido diferenca no dia D-2
(P =0,7338), o grupo tratado com a dose mais elevada de Firocoxibe (0,3 mg/kg)
apresentou reducgao significativa no grau de edema no dia D-1 em comparagao
aos demais grupos (P = 0,0001). Este estudo demonstra que o Firocoxibe,
mesmo em doses elevadas (0,1 e 0,3 mg/kg), ndo interfere na ovulagao,
crescimento folicular ou regressao do edema endometrial em éguas no periodo
periovulatorio, com a dose de 0,3 mg/kg exibindo um efeito anti-inflamatério local.
A auséncia de impacto nos parametros ovulatorios induz a acreditar que a
inibicdo da COX-2 nao interfere na ovulacdo equina, sugerindo outros
mecanismos fisioldgicos envolvidos. Assim, o Firocoxibe se consolida como uma
opgao segura para manejo reprodutivo, especialmente onde o controle da

inflamacao uterina é necessario

Palavras-chave: Endometrite; Anti-inflamatério; Subfertilidade; Ovulagéo.
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1. Introducgao

A ovulagdo é desencadeada pela ruptura do foliculo pré-ovulatério,
culminando na liberagéo do odcito e do fluido folicular no infundibulo da tuba
uterina. Este evento é induzido pelo pico do horménio luteinizante (LH), o qual
desencadeia uma cascata de eventos mediados por substancias hormonais e
enzimaticas [1]. Dentre os mediadores envolvidos, destacam-se as
prostaglandinas, cuja sintese é catalisada pela ciclooxigenase-2 (COX-2). Essas
moléculas exercem papel essencial na promocdo do aumento do fluxo
sanguineo, da pressao intrafolicular e da ativacdo de enzimas proteoliticas
responsaveis pela lise da parede folicular, condi¢cdes indispensaveis a ovulagao
[2].

Por outro lado, os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) vém sendo
amplamente utilizados em protocolos de manejo reprodutivo com o intuito de
minimizar os efeitos de processos inflamatérios, particularmente em éguas
predispostas a disturbios uterinos, como a endometrite persistente pés-cobertura
(EPPC) [3]. Aproximadamente 15% das éguas desenvolvem EPPC apds a
inseminagao artificial, caracterizando-se por acumulo de fluido intrauterino e
inflamagao prolongada. Essa condigéo leva a reducao da fertilidade, aumento
das taxas de perda embrionaria precoce e encurtamento das fases luteas,
podendo evoluir para formas crénicas de infecgéo uterina [4,5].

A acdo dos AINEs se da por meio da inibicado da atividade da
ciclooxigenase (COX), enzima-chave na conversédo do acido araquidénico em
prostaglandinas. Dessa forma, a administracdo desses farmacos resulta na
supressao da producao de prostanoides, impactando diretamente a fisiologia
reprodutiva [6]. O Firocoxib, um inibidor seletivo da COX-2, destaca-se dentro
dessa classe por apresentar propriedades farmacocinéticas favoraveis, como
elevado volume de distribuicho e meia-vida prolongada, permitindo sua
administragdo em intervalos de 24 horas [7]. Sua seletividade reduz
significativamente os efeitos colaterais comuns a outros AINEs, como ulcerac¢des
gastricas e comprometimento da funcao renal [8].

Apesar de seu perfil terapéutico vantajoso, ha relatos na literatura
associando o uso de AINEs ao aumento na incidéncia de falhas ovulatérias [3,

6, 9]. Lima [3] demonstrou que a fenilbutazona e o meloxicam interferem
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negativamente nas taxas de ovulagédo, achados que foram corroborados por
Cuervo-Arango e Domingo-Ortiz [9], os quais reportaram que a administragcéo de
flunixim meglumine em doses elevadas no periodo pré-ovulatério pode impedir
a ocorréncia da ovulagdo. Em contrapartida, Rojer e Aurich [10] n&o observaram
efeitos deletérios sobre a ovulagdo com o uso clinico do vedaprofen (preferencial
para COX 2, assim como Friso [7] reportou que a administracdo de Firocoxibe
(seletivo para COX 2) na dose de 0,2 mg/kg, iniciada na indugao da ovulagao e
mantida até um dia apds a inseminagao, nao esteve associada a formacao de
HAFs.

Considerando a necessidade do uso de AINEs seletivos como o
Firocoxibe durante o periodo periovulatério para a prevencédo da EPPC em éguas
susceptiveis, torna-se essencial compreender sua seguranca reprodutiva,
especialmente em doses que poderiam ser mais eficazes no controle
inflamatério. Embora estudos anteriores [7, 10] sugiram que o Firocoxibe nao
compromete a ovulagao, os efeitos em doses elevadas sobre a dindmica folicular
e a regressdo do edema endometrial ainda ndo estdo completamente
elucidados.

Nesse contexto, hipotetizamos que a administracdo de Firocoxibe,
mesmo em doses terapéutica e supraterapéutica (0,1 mg/kg e 0,3 mg/kg), nao
compromete a dindmica folicular, a ovulagao ou o padrao de edema endometrial
em éguas durante o periodo periovulatorio. Com base nisso, o objetivo geral do
presente estudo foi avaliar o impacto dessas diferentes doses de Firocoxibe

sobre esses parametros reprodutivos em éguas.

2 Material e métodos

2.1 Aspectos éticos

Os aspectos éticos recomendados pelo Conselho Nacional de
Experimento Animal (CONCEA) foram considerados em cada etapa desse
estudo, tendo sido aprovado pela Comiss&o Institucional de Etica no Uso de
Animais (CEUA), sob protocolo n°® 155/2024.
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2.2Local e animais

O presente estudo foi realizado na Central Equina de Reproducao (CER),
situada na cidade de Boituva, Sdo Paulo, Brasil (latitude 23°16’33.2” S, longitude
47°44°30.4” W), durante o periodo de Dezembro de 2023 a Margo de 2024,
periodo caracterizado pela estacdo de monta no Hemisfério Sul. Um total de
setenta éguas sem raca indefinida, com idades variando entre 4 e 14 anos
(média de 7 anos), com historico reprodutivo conhecido, foram empregadas
neste experimento. As éguas foram alojadas na propriedade e organizadas em
lotes contendo 0 mesmo numero de animais, sob regime de confinamento. A
dieta fornecida as éguas consistiu em volumoso a base de silagem de milho,
complementado com feno pré-secado, concentrado de racdo GUABI® e agua ad
libidum.

As éguas participantes da pesquisa foram submetidas a exames
ginecoldgicos no inicio de cada estacao reprodutiva. Os exames incluiram a
avaliagao uterina por ultrassonografia transretal (Infinity 3V® — Ultramedic, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil) e palpacédo transvaginal para avaliagcao
cervical e citologia uterina. Todos 0s animais apresentaram aptiddao para a

estacao reprodutiva.

2.3 Grupos experimentais

As éguas foram distribuidas aleatoriamente, por meio de randomizacgao,
em trés grupos experimentais distintos. O Grupo 1 (n=27) recebeu Firocoxibe
(Firovet Horse 2%®, Botupharma, Botucatu, Brasil) na dose de 0,1 mg/kg por via
intravenosa, com média etaria de 7 anos. O Grupo 2 (n=22) foi tratado com 0,3
mg/kg de Firocoxibe por via intravenosa, correspondente a uma dose trés vezes
superior a convencional, com média etaria de 6 anos. O Grupo 3 (n=21) serviu
como controle, sem administracdo de AINEs, com média etaria de 8 anos.

A primeira dose de Firocoxibe foi administrada no dia D-2,
simultaneamente a inducdo da ovulacdo, realizada mediante aplicacao
intramuscular de 250 ug de analogo de GnRH (Strelin®, Botupharma, Botucatu,

Brasil), em éguas que apresentavam foliculo dominante 235 mm e edema uterino
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1 degrau 3 (em escala de 0 a 5). A segunda dose foi administrada 24 horas apds

2 aprimeira, no dia D-1, totalizando dois dias consecutivos de tratamento.

2.4 Avaliagao ultrassonografica

As éguas foram submetidas a exames ultrassonograficos transretais a
intervalos de 24 horas, durante o perido da manha, utilizando-se o aparelho
Infinity 3V® (Ultramedic, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil) em modo B,

com o intuito de monitorar a ciclicidade. As imagens ultrassonograficas foram

© 00 N o v b~ W

registradas seguindo uma padronizag&o cronoldgica, considerando o tamanho,
10 a forma e a consisténcia do utero, o conteudo do lumen uterino e as estruturas
11  ovarianas, com a finalidade de identificar eventuais alteracoes.

12 O edema endometrial foi avaliado subjetivamente por meio de uma escala de
13 0 a5, sendo 0 a auséncia de edema e 5 a intensidade maxima, de acordo com
14 a gravidade do edema nas dobras endometriais. A avaliagéo foi realizada por
15 meio de cortes ultrassonograficos transversais dos cornos uterinos e
16  longitudinais do corpo uterino, conforme a metodologia descrita por Ginther [11]

17  considerando a proeminéncia das dobras endometriais.

18

19 Figura 1. Representacéo ultrassonografica dos diferentes graus de edema endometrial (escala
20 de 0 a 5) em éguas durante o estro. Da esquerda para a direita: grau 0 — auséncia de edema,
21 endométrio homogéneo; grau 1 — discreta arborizagdo; grau 2 — inicio de arborizagdo mais
22 evidente; grau 3 — padrdo arboriforme moderado; grau 4 — arborizagdo intensa com
23 espessamento uterino; grau 5 — edema acentuado com lumen uterino distendido e presencga de

24  conteudo anecogénico.

26 Fonte: Arquivo pessoal
27

28 O diametro folicular foi mensurado com o auxilio de um paquimetro
29 eletrbnico, sendo considerada a area transversal maxima entre altura e largura

30 para cada foliculo, com medigdes perpendiculares ao antro em angulos retos. As
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medi¢des foram obtidas a partir de imagens estaticas no monitor do aparelho de
ultrassom.

A ovulacéo foi identificada pela auséncia do foliculo previamente observado
no ovario, sendo posteriormente confirmada pela presenca de um corpo
hemorragico (CH) ecogénico no mesmo ovario. A ruptura do foliculo dominante
pré-ovulatorio foi caracterizada pelo colapso do foliculo, com evacuagéao de mais
de 90% do fluido folicular. Apds a ovulacdo, a area pds-ovulatoria manteve-se
hipoecogénica, sem aumento do volume de liquido ou sangue, por pelo menos
12 horas. O desenvolvimento do corpo luteo (CL) foi confirmado apds 24 horas
da ovulacdo. Para esse acompanhamento, realizou-se avaliacao
ultrassonogréfica a cada 12 horas até 48 horas apds a ovulagao, com o objetivo

de confirmar a presenca e evolugao do corpo luteo.

Figura 2. Sequéncia ultrassonografica representando os estagios do processo ovulatério em

éguas. A) D-2 - Dia da indugao da ovulagdo. B) D-1 - Inicio da alteragdo morfologica do foliculo.

C) DO - Momento da ovulagéo. D) D1 - Corpo luteo.
Ao — s [

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 3. Protocolo experimental de administracdo de Firocoxibe 2% e avaliagdo
ultrassonografica de éguas. O Firocoxibe foi administrado nos dias D-2 e D-1, juntamente a
inducdo da ovulagdo com analogo de GnRH (250 ug) no D-1. As éguas foram monitoradas por

ultrassonografia transretal nos dias D-2, D-1, DO, D1, D2 e D3.

Avallacao
ultrassonografica

Avallacao
ultrassonografica

Firocoxib 2%
+
[
-
=S
Analogo de
GnRH Firocoxib 2%
+ -

Avallacao
ultrassonografica

2.5Analise estatistica

A analise estatistica foi conduzida utilizando o software Stata® (StataCorp
LLC, College Station, EUA), adotando-se um nivel de significancia de 5% (P <
0,05). As variaveis continuas foram inicialmente submetidas ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, aplicado separadamente para cada grupo
experimental. A homogeneidade das varidncias foi avaliada pelo teste de
Levene.

A variavel percentual de crescimento folicular, por atender aos
pressupostos de normalidade e homogeneidade, foi analisada por meio de
Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via, com posterior teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni. Para as variaveis continuas que nao atenderam a esses
pressupostos, como os didmetros foliculares nos dias D-2 e D-1, e para variaveis
ordinais, como o grau de edema endometrial, utilizou-se o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis. Nos casos em que foram observadas diferengas significativas,

as comparacgdes par a par foram realizadas pelo teste de Dunn, com corregao
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de Bonferroni.

As variaveis categoricas, como o tempo até a ovulagéo (< 48h ou 48 até
72h), foram avaliadas por meio do Teste Exato de Fisher, considerando-se o
tamanho amostral reduzido em algumas categorias. A variavel “ocorréncia de
ovulagcao” foi excluida da analise inferencial, uma vez que todos os animais
ovularam, ndo havendo variagdo observavel nesse parametro.

Todas as analises foram interpretadas a luz de seus respectivos testes
estatisticos, com base no valor de P obtido, sendo considerados estatisticamente

significativos os resultados com P < 0,05.

3. RESULTADOS

Todas as fémeas (n = 70) ovularam em até 72 horas, sem registro de falhas
ovulatérias ou formacgao de foliculos anovulatérios hemorragicos. A analise da
distribuicdo temporal da ovulagdo demonstrou que no Grupo 1 (0,1 mg/kg),
88,9% (24/27) ovularam até 48 horas e 11,1% (3/27) ovularam entre 48 e 72
horas. No Grupo 2 (0,3 mg/kg), 86,4% (19/22) ovularam até 48 horas e 13,6%
(3/22) ovularam posteriormente. No Grupo Controle (sem AINE), todas as éguas
(100%; 21/21) ovularam até 48 horas. A comparagao entre os grupos, realizada
por meio do Teste Exato de Fisher, ndo revelou associacdo estatisticamente
significativa entre o tratamento e o tempo de ovulagdo (P > 0,05), conforme

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo do tempo até a ovulagdo (£ 48h e até 72h) em éguas submetidas a
administragdo de diferentes doses de Firocoxibe durante o periodo periovulatério. Nao houve

diferenca estatistica entre os grupos (P > 0,05).

Grupos Dose de Numero de Ovulagcaode 24 Ovulagao
Firocoxib éguas a48h de 48 a 72h
Grupo 1 0,1 mg/kg 27 24 (88,9%) 3(11,1%)
Grupo 2 0,3 mg/kg 22 19 (86,4%) 3 (13,6%)
Controle (sem
Grupo 3 AINE) 21 21 (100%) 0 (0%)
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Em relagcdo a dinamica folicular, a avaliagdo dos diametros do foliculo
dominante nos dias D-2 e D-1 ndo revelou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos experimentais (P = 0,3535 e P = 0,2152,
respectivamente; teste de Kruskal-Wallis). No dia da indugéao (D-2), os diametros
médios foram de 41,2 + 4,5 mm no Grupo 1, 41,2 £ 3,9 mm no Grupo 2 € 40,6 £
3,8 mm no Grupo Controle. No dia subsequente (D-1), os valores médios foram
de 43,6 £+4,3mm, 43,6 £ 3,9 mm e 42,8 + 3,6 mm, respectivamente. Além disso,
o crescimento folicular percentual entre D-2 e D-1 também né&o diferiu entre os
grupos (P =0,9338; ANOVA), com percentual de 6,07% + 2,28 (Grupo 1), 6,23%
1+ 2,00 (Grupo 2) e 6,01% £ 1,55 (Controle). Esses achados indicam que o
Firocoxib, em ambas as dosagens testadas, nao interferiu na progressao folicular

pré-ovulatoria (Grafico 1).

Grafico 1 — Mediana e desvio padrao do didmetro folicular (mm) nos dias D-2 e D-1 em éguas
tratadas com Firocoxibe nas doses de 0,1 mg/kg (Grupo 1) e 0,3 mg/kg (Grupo 2), comparadas
ao grupo controle (Grupo 3). O aumento do didmetro reflete o desenvolvimento folicular no

periodo periovulatério. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (P > 0,05).

- D2
D-1

42.8 £3.6

50 436 43 436 £39

w .
o o

N
o

Diametro folicular (mm)

10

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(0,1 ma/kg) (0,3 mg/kq) (Controle)

A avaliagdo do grau de edema endometrial evidenciou auséncia de
diferenga entre os grupos no dia D-2 (P = 0,7338). No entanto, no dia D-1, foi
observada reducao significativa no grau de edema no Grupo 2 (0,3 mg/kg) em
comparagao aos demais grupos (P = 0,0001; Teste de Kruskal-Wallis com pds-

teste de Dunn). O Grupo 2 apresentou escores medianos de 3 (2,5-3), inferiores
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aos observados no Grupo 1 e no grupo controle, ambos com mediana de 3 (3—
3), indicando um possivel efeito anti-inflamatdrio da dose elevada de Firocoxib
(Tabela 2).

Tabela 2 — Mediana do grau de edema endometrial (escala de 0 a 5) em éguas tratadas com
Firocoxibe nas doses de 0,1 mg/kg (Grupo 1) e 0,3 mg/kg (Grupo 2), comparadas ao grupo
controle (sem AINE, Grupo 3), nos dias D-2 e D-1 em relagdo a ovulagdo. Observou-se uma
discreta regressao fisioldgica do edema em todos os grupos, com diferenga estatistica no D-2,
entre o G2 em comparagédo ao G1 e G3, conforme Teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de

Dunn,

Dia da avaliagdo Grupo 1 (n=27) Grupo2 (n=21) Grupo 3 (n=21)

D-2 3 (3-4) 3 (3-4) 3 (2,5-4)
D-1 3 (3-3) 3 (2,5-3) 3 (3-3)
4. DISCUSSAO

A presente investigacao objetivou avaliar os efeitos da administragéo do
Firocoxib, um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE) seletivo da ciclooxigenase-
2 (COX-2), sobre variaveis reprodutivas de éguas. As evidéncias obtidas
demonstraram que o uso do farmaco, nas doses de 0,1 e 0,3 mg/kg, ndo exerceu
influéncia estatisticamente significativa sobre a a ovulagéo, resultado que
diverge dos efeitos deletérios descritos para AINEs nao seletivos, como o flunixin
meglumine, cuja administracdo em doses elevadas bloqueou a ovulagdo em
83% das éguas tratadas [2].

Tal discrepancia pode ser atribuida a elevada seletividade do Firocoxibe
pela COX-2, o que restringiria sua atuagao a vias predominantemente mediadas
por essa isoforma, sem interferir em mecanismos ovulatérios potencialmente
dependentes de outras vias fisioléogicas ou da COX-1. Alternativamente, é
possivel que mesmo baixos niveis de expressao da COX-2 sejam suficientes
para desencadear o processo ovulatério. Friso et al. [7] e Giguére et al. [12]
demonstraram que o uso do Firocoxibe em protocolos reprodutivos néo
compromete parametros fundamentais a fertilidade, o que corrobora seu perfil

seguro e sugere que a COX-2 pode ndo ser critica para a cascata ovulatéria em



© 00 N o U b W N R

W W W W W NN N NN NNNNDNRPR P P R R R R R R R
A W N R O O © N O B B W N P O O O N O O A W N L, O

44

éguas.

De modo semelhante, Friso et al. [7] relataram que a administracdo de
Firocoxibe na dose terapéutica de 0,2 mg/kg, iniciada no momento da indugao
ovulatéria e mantida até o dia subsequente a inseminacao, ndo comprometeu o
momento da ovulagdo nem induziu aumento na incidéncia de foliculos
anovulatérios hemorragicos (HAFs). Adicionalmente, observou-se uma redugao
significativa na expressao endometrial de COX-2 24 horas apds a inseminagao
em éguas tratadas com o farmaco, em comparacgao ao grupo controle (P < 0,05)
embora sua expressao nao tenha sido completamente suprimida. Indicando que
o Firocoxibe atenua, mas nao elimina, a expressao de COX-2 no endométrio, o
que pode permitir a manutencao de fungdes fisioldgicas importantes, como a
ovulagdo, mesmo diante da modulagao farmacolégica da inflamacgao.

Estudos de farmacologia indicam que a COX-1 esta associada a
manutencdo de fungdes fisiologicas basais, enquanto a COX-2 é expressa
principalmente em processos inflamatérios patolégicos [13, 14]. Sendo a
ovulagdo uma resposta inflamatéria fisiolégica, € possivel levantar a hipotese de
que a COX-1 tenha uma participagao significativa em éguas, e que a COX-2 nao
seja o unico ou principal mediador para a ocorréncia da ruptura folicular.

Evidéncias funcionais provenientes de modelos animais e estudos
clinicos reforcam a hipotese de que a COX-1 pode atuar de forma compensatéria
a COX-2 em processos ovulatorios. Wang et al. [15] demonstraram, em
camundongos com delegcédo genética da COX-2, que a fertilidade foi restaurada
guando os animais apresentavam fundo genético CD1, devido a superexpressao
da COX-1 nas células da granulosa mural. Esse achado revela que, quando
expressa no tempo e local adequados, a COX-1 & capaz de substituir
parcialmente a funcéo ovulatéria normalmente atribuida a COX-2.

De forma semelhante, Vernunft et al. [16] mostraram que, em vacas, a
ovulagao so6 foi bloqueada com a administragcao de inibidores nao seletivos de
COX (indometacina e flunixina), enquanto os inibidores seletivos da COX-2
(meloxicam e NS-398) ndo foram capazes de impedir a ovulagdo, mesmo
reduzindo significativamente a produgdo de prostaglandina E,. Em humanos,
Pall et al. [17] observaram que o uso do inibidor seletivo da COX-2 (rofecoxibe)
promoveu atraso na ruptura folicular em 67% das mulheres avaliadas, mas nao

suprimiu totalmente a ovulagdo, sugerindo a atuacdo de vias alternativas,
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possivelmente mediadas pela COX-1.

Por outro lado, estudos como o de Sirois et al. [13], identificaram indugao
da expressdo de COX-2 nas células da granulosa e da teca interna de foliculos
pré-ovulatérios em éguas tratadas com hCG, sugerindo que a COX-2 esta
envolvida na cascata ovulatéria, Em contrapartida, a COX-1 também presente
no ovario, ndo apresentou variagbes significativas em sua expressao durante
esse periodo, permanecendo em niveis baixos e constantes, o que sugere sua
natureza constitutiva e auséncia de envolvimento direto na ovulacéo.

Contudo, os resultados do presente estudo contrastam com esses
achados ao demonstrar que a inibicdo seletiva da COX-2 pelo Firocoxibe,
mesmo em dose supraterapéutica, ndo comprometeu a ovulagcdo. Essa
divergéncia sugere que a ovulagdo em éguas pode nao depender
exclusivamente da via da COX-2, havendo possivel redundancia fisiolégica
mediada pela COX-1 ou por vias prostanoides alternativas.

A analise do crescimento folicular periovulatério demonstrou auséncia de
diferencgas estatisticas entre os grupos experimentais (P > 0,05), reforcando que
a inibicao seletiva da COX-2 nédo altera a dinamica folicular. Este achado esta
em consonancia com Ginther et al. [11], que destacam que o crescimento
folicular € predominantemente regido por gonadotrofinas (FSH e LH), sendo
pouco influenciado por mediadores inflamatdrios. Além disso, Martines-Bovi et
al. [2] mostraram que, embora o flunixin meglumine nao tenha alterado a taxa
de crescimento folicular, a dexametasona reduziu significativamente essa
variavel, o que corrobora a neutralidade do Firocoxibe sobre essa funcéao.

Quanto ao edema endometrial, observou-se diferenga significativa entre
os grupos no Dia -1 (P < 0,05). indicando preservacao da resposta estrogénica
e da regressao progesterona-dependente. Estudos anteriores corroboram que
anti-inflamatérios podem modular o edema endometrial de forma variavel:
Martines-Bovi et al. [2] relataram que o flunixin meglumine n&o alterou o padrao
de edema, enquanto a dexametasona provocou sua regressao antecipada, o que
reforga que a magnitude e o tempo da resposta podem variar conforme a classe
e dose do anti-inflamatdrio utilizado.

Estudos com outros AINEs, como meloxicam e fenilbutazona, associaram
seu uso a formacédo de HAFs em éguas [3]. Tais efeitos deletérios podem ser

atribuidos ao perfil farmacolégico desses compostos: enquanto a fenilbutazona
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€ ndo seletiva, o meloxicam, embora preferencial para a COX-2, ainda mantém
atividade sobre a COX-1 [18,19]. Em contraste, o Firocoxibe apresenta razao
COX-1:COX-2 superior a 200, sendo considerado um inibidor altamente seletivo
da COX-2 [20,21]. Essa seletividade preserva as fungdes fisioldgicas da COX-1,
que na espécie equino poderia estar auxiliando na producéo de prostaglandinas
essenciais a ruptura folicular e a fungao endometrial normal.

Complementarmente, Giguére et al. [12] demonstraram que a
administracao de Firocoxibe entre os dias 306 e 343 da gestacdo, bem como no
pos-parto, ndo comprometeu a dindmica gestacional ou o desenvolvimento
neonatal, reforgcando seu perfil seguro. Okada et al. [22] também mostraram que
o Firocoxibe ndo prejudicou a mobilidade embrionaria, evento crucial para o
reconhecimento materno da gestagao, ao contrario do flunixin meglumine.

Do ponto de vista farmacocinético, o Firocoxibe apresenta elevada
biodisponibilidade oral, longa meia-vida plasmatica e seletividade marcante pela
COX-2, caracteristicas que favorecem sua aplicagcao em protocolos reprodutivos
em que a estabilidade fisioldgica é essencial [23]. Ignacio et al. [24] relataram
seguranga mesmo ap6s administragéo continua por 40 dias.

Dessa forma, os resultados obtidos nesta pesquisa endossam o uso
racional do Firocoxibe no periodo periovulatorio de éguas, particularmente
naquelas com predisposigdo a endometrite persistente pos-cobertura (EPPC),
conforme sugerido por Amorim [25] e Pascottini et al. [26]. A auséncia de
impactos negativos sobre variaveis fisiolégicas-chave refor¢ca sua segurancga e

potencial como adjuvante no controle da inflamacgao uterina em éguas.
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5. CONCLUSAO

Este estudo conclui que a administragéo de Firocoxibe (0,1 e 0,3 mg/kg)
no periodo periovulatério de éguas é segura, nao interferindo na dindmica
folicular, ovulagao ou na regressédo do edema endometrial. A dose de 0,3 mg/kg
ainda demonstrou um efeito significativo na redugcdo do edema uterino. Esses
achados reforcam a seguranca reprodutiva do Firocoxibe e indicam que a
ovulagdo em éguas pode nao ser criticamente dependente da inibicdo da COX-
2, sugerindo outros mecanismos fisiologicos envolvidos. O Firocoxibe, assim,
representa uma ferramenta valiosa e segura em programas de manejo
reprodutivo equino, especialmente onde a modulagcédo da inflamacao uterina é
desejada. Pesquisas futuras deverdo focar na elucidagdo detalhada dos

mecanismos moleculares da ovulagéo equina.
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