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OKADA, C. T. C. Efeito dos aines na fertilidade, perda gestacional precoce e
mobilidade embriondria de éguas receptoras de embrido. Botucatu 2017, 70p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

RESUMO

A administragdo de antiinflamatérios ndo esteroides (AINES) no momento da
transferéncia de embrido em éguas € empregada usualmente para conter a inflamacéo
uterina e produgdo de prostaglandina F2a (PGF2a), na tentativa de evitar a lutedlise. No
entanto, estes farmacos podem prejudicar a producdo de prostaglandinas pelo concepto
e alterar o mecanismo de mobilidade embrionaria e reconhecimento materno fetal.
Nesse estudo foi avaliada a acdo do flunixin meglumine (FM) em um grande namero de
receptoras de embrido (n=409) em um centro comercial de reproducdo equina,
verificando estatisticamente a agdo deste medicamento na taxa de prenhez e perda
gestacional precoce. Os animais foram divididos em dois grupos (FM e controle),
recebendo uma unica aplicacdo de FM na dose de 1,1mg/kg imediatamente apos a
transferéncia de embrido em éguas alternadas para correta randomizagdo. A taxa de
prenhez aos 15 dias do grupo controle foi de 70,95% e a do grupo tratado 75,22%, sem
diferenca entre os grupos (p=0,3337). Aos 60 dias o grupo controle apresentou taxa de
prenhez de 65,22% e o grupo tratado de 65,92%, sem diferenca estatistica (p>0,05). No
entanto, foi observado que a perda embrionéria até 60 dias do grupo controle foi 5,03%
e no grupo tratado 10,0%, havendo tendéncia (p=0,0578) para perda gestacional
precoce. Em um segundo experimento, AINEs de outras categorias como COX-2
seletivo: firocoxibe e COX-2 preferencial: Meloxicam foram determinados a fim de
tentar estabelecer um tratamento antiinflamatério menos prejudicial a fase de
mobilidade embrionaria. A comparacdo dos AINEs foi mensurada de acordo com a
guantidade de movimentos realizados pela vesicula embrionaria ap6s o pico de
concentracdo plasmética de cada farmaco a partir de ultrassonografias seriadas. Os
animais foram separados em 3 grupos de 10 éguas cada (flunixin meglumine, firocoxib
e meloxicam) e, a partir da confirmacdo da gestacdo aos 12 dias, foram iniciadas
ultrassonografias por meio de palpacéo retal a cada 5 minutos durante 1 hora com o

proposito de mapear a localizagdo do embrido e o nimero de seus movimentos. A



segunda série de ultrassonografias foi realizada ap6s o pico plasmatico de cada AINE
estabelecido por grupo e a terceira série ap6s 24 horas da aplicacdo do farmaco. A dose
para o FM foi de 1,1 mg/kg, para o firocoxib 0,2 mg/kg e para o meloxican 0,6 mg/kg.
O grupo FM apresentou média de movimentos embrionarios por hora de 5.8+0.3
durante o momento controle e depois do tratamento 2.3+0.5, correspondendo uma queda
de 60%. No grupo que recebeu meloxicam o numero de movimentos do embrido no
momento controle foi de 5.9+0.3, diminuindo para 1.9+0.3 durante o pico sérico do
medicamento, representando queda de 67%. Contudo, o firocoxib ndo modificou os
padrGes de movimentagdo embrionaria da hora controle (5.7+0.4) para a hora apds
tratamento (5.8+0.3), sugerindo que o fa&rmaco ndo interferiu com a mobilidade do
concepto. ApoOs 24 horas do tratamento todos os parametros de mobilidade estavam
dentro da normalidade, indicando que ndo héa efeito colateral permanente do FM e
meloxicam. Em concluséo, o firocoxib foi o Unico AINE relatado nesse estudo que ndo
alterou a mobilidade embrionéria, sendo considerado mais seguro para ser administrado

em éguas no inicio da gestacéo.

Palavras-chave: Antiinflamatorio ndo esteroide, ciclooxigenase, transferéncia de

embrido, reconhecimento materno da gestacéo.
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OKADA, C. T. C. Effect of NSAIDs on fertility, early pregnancy loss and embryo
mobility in recipients mares. Botucatu 2017, 70p. Thesis (Master degree) — Faculty of
Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu city, Sdo Paulo State University
“Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

ABSTRACT

The administration of nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) at the time of
embryo transfer is usually used to inhibit uterine inflammation and prostaglandin F2a
(PGF2a) production in an attempt to prevent luteolysis. However, these drugs may
impair the production of prostaglandins by the conceptus and alter the mechanism of
embryo mobility and maternal fetal recognition. In this study, the action of flunixin
meglumine (FM) was evaluated in a large number of embryo recipients mares (n = 409)
at a commercial center of equine reproduction, stating the action of this drug on the
pregnancy rate and early pregnancy loss. The animals were divided into two groups
(FM and control), receiving a single FM application at the dose of 1.1mg / kg
immediately after the embryo transfer in alternate mares for correct randomization. The
pregnancy rate at 15 days in the control group was 70.95% and 75.22% on the treated
group, with no difference between groups (p = 0.3337). At 60 days the control group
presented a pregnancy rate of 65.22% and the treated group of 65.92%, with no
statistical difference (p > 0.05). Nevertheless, it was observed that the pregnancy loss up
to 60 days in the control group was 5.03% and in the treated group 10.0%, with a trend
(p = 0.0578) to early pregnancy loss. In a second experiment NSAIDs of other
categories as selective COX-2: firocoxib and preferential COX-2: meloxicam were
determined in order to try to establish an anti-inflammatory treatment less damaging to
the stage of embryonic mobility. The comparison of NSAIDs was measured according
to the number of movements performed by the embryonic vesicle after the peak plasma
concentration of each drug beginning at serial ultrasonography. The animals were
separated into 3 groups of 10 mares each (flunixin meglumine, firocoxib and
meloxicam) and from the confirmation of pregnancy at 12 days, ultrasonography was
started by rectal palpation every 5 minutes during 1 hour for mapping the location of the
embryos and the number of its movements. The second series of ultrasound was
performed after each NSAID peak plasma established per group and the third series was
performed after 24 hours after application of the drug. For FM, a therapeutic dose of 1.1
mg/kg was used, for firocoxib the dose was 0.2 mg/kg and for meloxican the dose was
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0.6 mg/kg. The FM group showed average of embryonic movements per hour of 5.8 £
0.3 for the time control and after treatment 2.3 + 0.5, representing a decrease of 60%. In
the group receiving meloxicam the number of movements of the embryo at the time of
the control was 5.9 + 0.3, decreasing to 1.9 + 0.3 during the serum peak of the drug,
representing a reduction of 67%. However, firocoxib did not modify the patterns of
embryonic movement of the control hour (5.7 = 0.4) for the hour after treatment (5.8 =
0.3), suggesting that the drug did not interfere with the conceptus mobility. After 24
hours of treatment all mobility parameters were within normal range, indicating that
there is no permanent side effect of FM and meloxicam. In conclusion, firocoxib was
the only NSAID reported in this study that did not alter embryonic mobility, being

considered safer to be administered in mares at the beginning of gestation.

Keywords: Non-steroidal anti-inflammatory, cyclooxygenase, embryo transfer, embryo

mobility.



CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

A transferéncia de embrido (TE) na espécie equina foi descrita pela primeira vez em
1972, sendo difundida para uso comercial a partir dos anos 80. A principio a técnica foi
utilizada em éguas idosas, com historico de subfertilidade, problemas mausculo-
esqueléticos e abortamentos subsequentes. Atualmente a TE também é indicada para
animais de alto desempenho atlético e valor zootécnico, em combinagdo com outras
biotecnologias para ampliar os tratamentos e o nimero de descendentes por animal
(HARTMAN, 2011; SAMPER; PYCOCK; MCKINNON, 2007).

A eficiéncia do método € prejudicada pela possibilidade de contaminacdo uterina
durante o procedimento, a excessiva manipulagcdo da cérvix pelo técnico e o préprio
contato do embrido no Utero da receptora podem promover uma resposta inflamatdria
momentanea que, apesar de subclinica, pode liberar quantidades suficientes de

prostaglandina F2a (PGF2a), consequente lutedlise e perda embriondria precoce

(KASK; ODENSVIK; KINDAHL, 1997; NEELY; STABENFELDT; SAUTER, 1979).

Seguindo essa compreensdo, Koblischke et al. (2008) menciona que a administracéo
de antiinflamatérios ndo esteroides (AINE) no momento da TE é frequentemente
empregado para conter a inflamagdo local e producdo de PGF2a no endométrio. No
entanto, o farmaco pode alterar o ambiente uterino, prejudicando o mecanismo de

mobilidade embrionéria e reconhecimento materno-fetal.

O embrido equino produz as prostaglandinas PGE-2, PGF e PGI-2, responsaveis
pela sinalizagcdo ao Gtero (WATSON; SERTICH, 1989). As prostaglandinas liberadas
pelo embrido possuem agdo local e ndo atingem niveis séricos na égua suficientes para
induzir lutedlise (STOUT; ALLEN, 2002). A partir dessa sinalizacdo, a vesicula
embrionaria ativa mecanismos desencadeadores da mobilidade no periodo que varia de
6 a 16 dias apo6s a ovulacdo, que promove o deslocamento do embrido pelo lumen
uterino. Esse fenbmeno é essencial para que ocorra 0 reconhecimento materno da
gestacdo (LEITH; GINTHER, 1984). A migracdo do embrido por toda a superficie
uterina garante a distribuicdo do fator anti-luteolitico adequadamente que inibe a
producdo de prostaglandina F2o que proporciona a manutencdo da producdo de
progesterona e gestacdo (MCDOWELL et al., 1985).



O uso de AINEs na TE e justificado pela diminui¢do da inflamacdo e menor
liberagdo de prostaglandina uterina apds o procedimento, embora os efeitos que estes
medicamentos causam no embrido, na mobilidade embrionaria e no reconhecimento
materno ainda ndo estejam totalmente esclarecidos. O propdsito desse estudo foi
elucidar o efeito dos AINEs na fertilidade, na perda gestacional precoce e na mobilidade

embrionaria de éguas receptoras de embrido.
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROSTAGLANDINAS NO SISTEMA REPRODUTOR DA EGUA

Dentre as funcBes reprodutivas na égua, as prostaglandinas atuam na lutedlise
(ALLEN; ROWSON, 1973; STABENFELDT et al., 1981), ovulacdo (BOERBOOM;
SIROIS, 1998; SIROIS; DORE, 1997), passagem do embri&o pela tuba uterina (VAN
NIEKERK; GERNEKE, 1966), mobilidade embrionaria durante o reconhecimento
materno da gestacdo (MCDOWELL et al., 1985; STOUT,; ALLEN, 2001), e parto
(BARNES et al., 1978).

As prostaglandinas séo lipideos mensageiros derivados do acido araquidénico com
potente atividade metabdlica. No inicio da cascata de reacBes para a producdo de
prostaglandina, a fosfolipase C é ativada pela proteina acopladora da guanosina
trifosfato (GTP), convertendo o fosfatidil inositol bifosfato em diacilglicerol e trifosfato
inositol. O trisfosfato inositol atua no reticulo endoplasmatico celular a fim de liberar
calcio para o citoplasma, estimulando a enzima proteina quinase C (PKC) que ativa a
fosfolipase A2 (AXELROD; BURCH; JELSEMA, 1988; BERRIDGE; IRVINE, 1984)

Os acidos graxos essenciais sdo precursores na sintese de prostaglandinas (VAN
DORP et al., 1964). Em decorréncia de estimulo quimico ou elétrico, os fosfolipidios da
membrana celular sofrem esterificacdo por acdo da fosfolipase A2, liberando acido
araquidénico (AA), classificado como acido graxo poli-insaturado (5,8,11,14-cis-acido
eicosandico) (SHIMIZU; WOLFE, 1990).

O AA ¢ transformado em prostaglandinas a partir da enzima prostaglandina
endoperoxido sintase (PTGS), também denominada como prostaglandina G/H sintase
ou ciclooxigenase (COX). A COX incorpora duas moléculas de oxigénio a molécula de

AA, gerando a prostaglandina G2 (15-hidroperoxi-9,1 1 — endoperoxido) que é reduzida



a partir da reacdo peroxidase formando a prostaglandina H2 (15 — hidroxi anéalogo)
(HAMBERG et al., 1974; NEEDLEMAN et al., 1986; SAMUELSSON et al., 1978).

As duas isoformas da COX s&o diferenciadas estruturalmente pela isoleucina 523 na
COX-1 substituido por valina na COX-2, que abre sitio de ligacao hidrofobico onde se
aderem os AINEs COX-2 seletivos. Comparado a COX-1, a COX-2 possui um sitio de
ligacdo 25% maior e apresenta um sitio secundario, permitindo elaboracéo de AINEs de
ligagdo especifica (LUONG et al., 1996).

A sintese de prostaglandinas envolve a dupla oxigenagdo pela acdo da enzima
dioxigenase, que adiciona moléculas de oxigénio nos carbonos estruturais para formar
diferentes compostos. Ao incorporar um oxigénio ao C15 forma-se um perdxido e ao
C9 juntamente com C11 compde um endoperdxido. Grupos hidroxilas nos C9 e C11
origina a prostaglandina F, um grupo cetona no C9 e hidroxila no C11 resulta em
prostaglandina E (HIGGINS; LEES, 1984).

As enzimas prostaglandina E sintase (PTGES) e prostaglandina F sintase (PTGFS)
convertem a PGH2 em PGE e PGF respectivamente, as quais sdo relacionadas as
funcbes fundamentais do sistema reprodutor como ovulacdo, lutedlise, fertilizacdo e

implantagcdo embrionéria (ATLI et al., 2010).

Para que a ovulacdo ocorra, o foliculo dominante sofre acdo do hormoénio
luteinizante (LH) para completar seu desenvolvimento e maturagdo. O LH também
possui a funcdo de promover a ovulagao, amplificando a expressédo da COX-2 na parede
do foliculo que aumenta as concentracdes de PGF e PGE no liquido folicular (SIROIS;
DORE, 1997).

Na lutedlise em éguas, o Utero regula o tempo de atividade do corpo lateo (CL) por
intermédio da produ¢do de PGF2a, processo denominado lutedlise que inicia a partir de
13 a 16 dias ap6s ovulagdo. A PGF2a alcanga o tecido ovariano por meio da circulagédo
sanguinea sistémica, ocasionando queda detectavel nos niveis plasmaticos de

progesterona em 4 horas e < 1ng/ml depois de 40 horas (BRINSKO et al., 2011).

Durante a lutedlise a PGF2a atua reduzindo o aporte sanguineo do tecido luteal,
bloqueia esteroidogénese e impede acdo de fatores luteotroficos, promovendo apoptose
celular. A biossintese da progesterona diminui rapidamente por inibi¢cdo do transporte
intracelular de componentes devido a queda de RNAm e proteina carreadora de esterol



(SCP-2) que reduz a entrada de colesterol na mitocondria (MCLEAN et al., 1995).
Segundo Girsh et al. (1996), a PGF2a se liga aos receptores de membrana das células
luteais ativando a PKC que diminui a biodisponibilidade de colesterol no interior da
célula, promove diminuicdo da expressdo dos receptores LH e estimula a sintese de

endotelina-1, potente vasoconstritora.

A PGF2a ¢ amplamente utilizada na reprodugdo equina com o objetivo de
manipular o ciclo estral, sincronizacdo de receptoras para TE, interromper gestacao
inicial, tratar infeccdes uterinas e estimular a liberacdo de gonadotrofinas. Os analogos
comerciais mais utilizados sdo dinoprost trometamina, cloprostenol, luprositol e d-
cloprostenol (STAEMPFLI, 2011).

As prostaglandinas também possuem importante atividade na permanéncia da
gestacdo inicial das éguas por meio do reconhecimento materno-fetal, responsavel por
evitar a formacdo da lutedlise. O interferon-delta (IFNG) foi descrito em suinos e
equinos, sendo expressos entre os dias 16 e 22 de gestacdo, podendo estar envolvido na
comunicacdo entre endométrio e embrido depois da fase de reconhecimento materno
inicial (COCHET; VAIMAN; LEFEVRE, 2009). Em ruminantes o interferon-tau
produzido pelo embrido é o sinalizador para bloqueio da producdo de PGF2a
endometrial (HELMER et al., 1989).

O embrido equino secreta PGE a partir de 5 dias ap6s ovulacdo sendo a quantidade
secretada diretamente proporcional ao desenvolvimento embrionario, de modo a
desencadear o transporte pela tuba uterina e passagem seletiva através da papila
tubarica. Posteriormente a entrada no Gtero, o concepto continua a produgdo de PGE,

podendo estar envolvida no reconhecimento materno da gestacao (Weber et al., 1992).

Somente embriGes em desenvolvimento conseguem traspor a papila tubérica e os
odcitos ndo fertilizados ficam retidos na tuba uterina (VAN NIEKERK; GERNEKE,
1966). A PGE embrionéaria relaxa a musculatura lisa presente na papila tubaria,
promovendo dilatagdo do esfincter e passagem do embrido para o utero (WEBER et al.,
1991).

S&o encontrados quatro tipos de receptores para PGE na tuba uterina (Sugimoto e

Narumiya, 2007). Segundo Wanggren et al. (2008) os receptores classificados como



EP1 e EP3 sdo encarregados de induzir contracbes da musculatura enquanto 0s
receptores EP2 e EP4 causam o relaxamento.

O embrido equino permanece com a cépsula rigida e ndo aderido ao endomeétrio para
percorrer toda a extensdo uterina de modo a sinalizar sua presenca e manter a luteostase
até 17 dias de gestacdo, quando inicia o processo de fixacdo (ORIOL; SHAROM;
BETTERIDGE, 1993). Dentre os mediadores bioquimicos as prostaglandinas PGF2a e
PGE estimulam as contragdes miometriais para que ocorra a mobilidade embrionéria e

consequente reconhecimento materno da gestacdo (STOUT; ALLEN, 2001).

2.2 RECONHECIMENTO MATERNO DA GESTAQAO EM EGUAS

A sinalizacdo que o embrido realiza no Utero é um dos fatores que promove o
reconhecimento materno da gestacdo na égua, resultando no prolongamento da fase
luteal e, consequentemente, a continua producdo de progesterona. As contragdes do
miométrio sdo estimuladas pela liberacdo dos prostandides embrionarios,
impulsionando a vesicula por toda a extensdo do utero (GASTAL et al.,, 1998;
KASTELIC; ADAMS; GINTHER, 1987).

Em ambiente uterino, a cépsula glicoproteica do blastocisto é secretada pelo
trofectoderma, localizada entre este tecido embrionario e a zona pelicida. Nao é
esclarecido se o Gtero é um ambiente favoravel para a formagdo da cépsula ou se
fornece elementos estruturais. A zona pellcida desaparece ap6s a conclusdo da capsula
gue aumenta de espessura até o dia 11 depois da ovulacdo (STEWART et al., 1995). A
capsula participa do reconhecimento materno devido ao seu contato intrinseco com o
endométrio (STOUT; MEADOWS; ALLEN, 2005).

A cépsula permanece viadvel até 22 dias de gestacdo, considerando que fatores
nutricionais uterinos necessitam atravessa-la para alcancar os tecidos embrionarios
(BETTERIDGE et al., 1982). A proteina 19 kDa ndo glicosilada é sintetizada pelos
endométrio pela acdo da progesterona e incorporada pela capsula do embrido, operando
como uma proteina transportadora de moleculas pequenas e hidrofobicas entre mae e
concepto (CROSSETT; ALLEN; STEWART, 1996).

O contato fisico e a pressdo exercida pela vesicula também desempenha papel
antiluteolitico conforme Rivera del Alamo et al. (2008) relata em seu estudo, onde

utilizaram uma esfera composta de polipropileno com 20 mm repleta de 4gua pesando



aproximadamente 3,6 gramas como dispositivo intrauterino. Das 12 éguas utilizadas, 9
(75%) apresentaram permanéncia do corpo luteo priméario e prolongamento da fase

luteal.

O indicador precoce de gestacdo em equinos denominado early pregnancy fator
(EPF) foi mensurado por Takagi et al. (1998) em éguas prenhes a partir de 2 dias de
ovulacdo comparando os valores séricos com éguas ndo prenhes. O EPF é uma proteina
estrutural e funcional classificada como proteina de choque térmico (CAVANAGH;
MORTON, 1994), atribuida a regulacdo imunoldgica da prenhez e propriedades
reguladoras de crescimento celular (MORTON et al., 1992; NOONAN et al., 1979). A
dosagem de seu nivel sérico na égua indica fertilizacdo, esse método é utilizado para
avaliar a viabilidade embrionaria ou morte embrionaria precoce (OHNUMA et al.,
2000; TAKAGI et al., 1998).

As proteinas de choque térmico sdo abundantemente expressas na gestacao,
incluindo HSPB7 (heat shock protein family B (small) member 7), CRYAB (crystallin
alpha B) e HSPB8 (heat shock protein family B (small) member 8), atribuidos a
receptividade uterina e ao preparo do endométrio para o embrido (Klein et al., 2010).

Para auxiliar a modulacdo do desenvolvimento do embrido, Rambags et al. (2008)
descreve a presenca de receptores de horménios esteroides no concepto no inicio da
gestacdo, no momento em que ha grande concentracdo de hormdnios em seu meio. O
embrido equino ndo expressa receptores intracelulares de progesterona, porém apresenta
expressdo para receptores na membrana plasmatica, indicando a agdo direta da
progesterona no concepto. Nao foi localizada expressdo para receptor de estrdgeno no
nucleo celular e sim no trofectoderma extraembrionario que apresentou enzimas para a

producdo de estrégeno.

O sinal produzido pelo concepto para o reconhecimento materno da gestagéo nao foi
especificado, porém foram encontradas proteinas de massa molecular de 1 a 6 kDA
(WEITHENAUER et al., 1987 apud STOUT, 2016) ou 3 a 10 kDa (ABABNEH et al.,
2000). Alem desses fatores, ha diversos mediadores quimicos gerados pelo embrido
que regulam essa sinalizagdo como os fatores de crescimento semelhantes a insulina
(Insulin-like growth factors — IGF-1), estrogenos (WALTERS; ROSER; ANDERSON,
2001), prostaglandinas (STOUT; ALLEN, 2002), entre outros, capazes de alterar

composicao dos fatores secretados pelo utero, aumentar vascularizacao local e estimular



contracdo do miométrio responsavel pela mobilidade embrionaria (SILVA et al., 2005;
STOUT; ALLEN, 2001).

Diversos fatores embrionarios associados a fatores endometriais s&o necessarios
para manutencdo da gestacdo, de modo que o0s elementos uterinos essenciais ao
concepto podem ser ampliados pelo estrégeno embrionario (MCDOWELL; SHARP,
2011). De acordo com Walters et al. (2001), a fisiologia do embrido equino difere do
suino, pois os IGF-1 de origem endometrial e fetal ndo séo estimulados diretamente pela
producdo embrionaria de estrogeno, demonstrando que o modelo de reconhecimento
materno nas éguas é distinto. O IGF-1 € encontrado dentro da blastocele e possui
importante papel como fator de crescimento celular, além de possivelmente participar

da comunicagdo materno-fetal.

Os altos niveis de estrogeno e estrona presentes no Iimen uterino entre 10 e 20 dias
de gestacdo podem estar associados ao aumento de producdo de proteinas especificas
pelo Utero (ZAVY et al., 1984). As proteinas disponibilizadas pelo embrido e Gtero
podem atuar efetivamente na comunicacdo, ativando receptores, enzimas ou hormodnios
(MCDOWELL et al., 1990).

Dentre as proteinas secretadas pelo estimulo da progesterona, a uterocalina pode ser
detectada no diestro e inicio da gestacdo. Sua funcéo é transportar moléculas pequenas e
hidrofobicas entre mae e concepto através da cédpsula do blastocisto, sendo mais
evidentes nas glandulas endometriais entre 16 e 28 dias de gestacdo. A uteroglobina é
altamente especifica para ligagdes lipofilicas que pode influenciar na aquiescéncia
uterina e implantacdo embrionéria, protegendo o embrido do sistema imune da gestante.
A uteroferrina possui funcdo de carrear moléculas de ferro através da placenta e como
fator de crescimento hematopoiético, tornando-se evidenciada em quantidades
irrelevantes aos 16 dias e sua expressao aumenta apena aos 38 dias no trofoblasto e
alantocorion (ELLENBERGER et al., 2008). Segundo Zavy et al. (1982) a uteroferrina
ndo e detectada na prenhez inicial ou antes de 12 dias apds ovulagéo.

Presumivelmente, a migracdo do embrido pela extensdo uterina deve ser realizada
de modo repetitivo e constante com o propdsito de suprimir adequadamente os fatores
desencadeadores da lutedlise (MCDOWELL et al., 1988). Vernon et al (1981), ao dosar
quantidades expressivas de PGF2a no utero de éguas prenhes, constatou que esse

prostanoide pode estar envolvido no reconhecimento materno-fetal ao inves da lutedlise.



O embrido equino necessita percorrer toda a area uterina entre os dias 7 e 17 de
gestacdo para garantir que seu fator de reconhecimento materno seja distribuido
uniformemente por todo endométrio. Para isso secreta quantidades consideraveis de
PGF2a e PGE2 pela membrana coreovitelina, estimulando localmente as contracfes da
musculatura lisa uterina de forma peristaltica para impulsionar a vesicula (STOUT;
ALLEN, 2002).

Em contrapartida, a mobilidade do embrido durante o inicio da gestacdo estabelece a
diminuicdo da resposta aos receptores de ocitocina e da expressdo da enzima COX-2 no
endométrio, impedindo a produ¢do de PGF2a em quantidades suficientes para alcancar
a circulacdo sistémica e iniciar o processo luteolitico por volta de 12 a 13 dias ap6s
ovulagéo (EALY; EROH; SHARP, 2010).

Segundo Starbuck et al. (1998), a presenca do embrido equino diminui a
concentracdo de receptores de ocitocina no endométrio e sua capacidade de ligacdo aos
mediadores entre os dias 10 e 16 de gestacdo. No entanto, Boerboom (2004) relata do
que ao contrario do que ocorre nos ruminantes, 0s receptores de ocitocina permanecem
elevados no periodo esperado de lutedlise, referindo-se ao embrido como responsavel na

inibicdo da expressédo de COX-2 e consequente liberagao de PGF2a.

Em consequéncia a sinalizacdo embrionaria, o fator inibidor da sintese de
prostaglandina endometrial (EPSI) é expresso e contribui no blogueio do processo de
lutedlise em complemento a diminui¢do da expressdo dos receptores de ocitocina,
impedindo a conversdo do &cido araquidénico em PGF. Os dois mecanismos em
conjunto sdo capazes de impedir a progressdo da lutedlise no inicio da gestacdo
(GAIVAO; STOUT, 2007; SHARP, 2000).

O gene receptor estrégeno 1 (estrogen receptor 1- ESR1) esta envolvido na
instituicdo da lutedlise em éguas ciclicas e a diminuicdo da expressdo génica no
endométrio aos 13,5 dias de gestacdo é autorregulada negativamente pelo estrogeno

liberado do préprio embrido (Klein et al., 2010).

Para Bazer et al. (1986) as secrecOes sintetizadas pelo embrido poderiam ter fungéo
antiluteolitica ou luteotréfica. Porem, Klein e Troedsson (2011) relataram que o
reconhecimento materno fetal resulta em fatores de caracteristica antiluteolitica ao invés

de inibir a agdo da prostaglandina nos receptores luteais ou no suporte funcional ao CL
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(luteotrdfico). Considerando a diminui¢do na liberagdo de PGF2a e ndo a inibigdo em

decorréncia da presenga do embrido no Utero.

Watson e Sertich (1989) observaram a menor concentragdo de PGF2a no meio
contendo células endometriais provenientes de éguas prenhes juntamente com o
embrido comparado ao endométrio de éguas ciclantes, verificando a producéo
embrionaria de prostaglandinas F, E2 e 12, importantes na sinalizacdo uterina, sendo que
a PGE2 e PGI2 demonstraram ter acdo antagonista a lutedlise em outras espécies

domeésticas.

De acordo com Weber et al. (1992), a lutedlise pode ser impedida pela liberacdo de
PGE2 embrionaria no Utero, pois participa do processo de reconhecimento materno-
fetal. A PGE em espécies domésticas desempenha papel antiluteolitico, como em
ovelhas (MAGNESS et al., 1981) e porcas (FORD; CHRISTENSON, 1991). Segundo
Stout e Allen (2002), apesar de ndo haver comprovacao cientifica da funcdo da PGE no
endométrio da égua, grandes concentracdes dessa prostaglandina sdo encontradas no

I[imen uterino até 20 dias de gestacao.

Em um estudo relatado por Klein et al. (2010), avaliando os genes envolvidos com
motilidade celular, comunicacdo celular, ligacdo de proteinas e resposta a estimulos do
endométrio em éguas no inicio da gestacdo e ndo prenhes, 106 genes foram mais
expressos (up-regulated) e 47 genes foram menos expressos (down-regulated) em éguas
prenhes. O estrdgeno ativa 27% dos genes mais expressos e inibe 31% dos genes menos
expressos. Entre 0s genes mais expressos estdo: SLC36A2 (transporte celular) e GM2A
(ativador de gangliosidio) que é a proteina mais expressa no trofoblasto do concepto até

18 dias, responsavel pelo transporte de lipideos, descrita para uterocalina.

Ao avaliar o endométrio de éguas prenhes entre os dias 8 e 12 de gestacdo Merkl et
al. (2010) observaram aumento da expressdo dos receptores de PGE: PTGERS3 e
PTGER4. Além da PGE originada no embrido, o endométrio também sintetiza esse
prostanoide com base no aumento da expressdo de PTGES no inicio da gestacgéo,
auxiliando a produgdo embriondria a fim de estimular a contragdo uterina
(BOERBOOM, 2004).

Cultivo celular de endométrio na presenca de embrido deprimiu a sintese de PGF,

mas as concentragOes de PGE e 6-keto-PGF-la. permaneceram elevadas (WATSON;
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SERTICH, 1989). A PGE2 ¢ considerada estimuladora da mitose celular (mitogénese) e
da proliferacdo endotelial para formacdo de novos vasos sanguineos, imunomoduladora
e anti-apoptdtica (TSUJII et al., 1998; TSUJII; DUBOIS, 1995).

A enzima COX-2 foi encontrada em grandes quantidades em endométrio de éguas
ciclantes no dia 15 apo6s ovulacdo, diferentemente de éguas gestantes em que a
expressdo foi menor, associado a supressdo de PGF2a uterina. O embrido promove

diretamente dessensibiliza¢do (downregulation) da COX-2 (BOERBOOM, 2004).

A COX-1 é considerada constitutiva ou enddgena e participa do metabolismo
fisiologico de diversos tecidos no organismo, enquanto a COX-2 é classificada como
indutiva (HABENICHT et al., 1985). A ativacdo da COX-2 pode ocorrer por meio de
fatores de crescimento tumoral (DE LEDINGHEN et al., 2002), hormdnios foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH) (SIROIS; SIMMONS; RICHARDS, 1992),
citocinas inflamatérias (JONES et al., 1993) e endotoxinas provenientes de macréfagos
(MONICK et al., 2002).

A expressdo génica da COX-1 no endométrio de éguas prenhes é aumentada devido
a presenca de estrogeno no inicio da gestacdo (18 dias), visto que sua maxima
concentracdo é alcangada aos 22 dias. Considerando a diminuicdo na expressdo da
COX-2 nessa fase, a COX-1 é a principal enzima que fornece PGH2 para PTGFS e
PTGES, similarmente mais expressas, resultando em producdo de prostaglandinas
uterinas no inicio da gestacdo. O aumento do receptor PTGER2 estad envolvido no
relaxamento do Utero assim como na receptividade e, apesar da produgdo uterina de
PGF o receptor PTGFR é suprimido (ATLI et al., 2010).

Embrides de 10 a 32 dias encubados em cultivo celular produziram quantidades
significantes de PGF2a e PGE2, sendo que os maiores niveis encontrados dos
prostanoides foram aos 10 dias, a PGF2a caiu aos 14 dias e permaneceu em niveis
basais e a PGE2 permaneceu relativamente alta. Porém ao adicionar FM, AINE inibidor
de COX-1 e COX-2, no cultivo de embrides de 14 dias houve reducdo apenas nas
concentracdes de PGE2 no meio, sendo preservada a liberagcdo de PGF2a (STOUT;
ALLEN, 2002).

Desse modo, as prostaglandinas provenientes do embrido estimulam a contragdo da

musculatura lisa uterina que comprime a vesicula e a impulsiona pelo IUimen,
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distribuindo fatores de reconhecimento materno por toda extensdo do endométrio
(MCDOWELL et al., 1988), incluindo estrégeno, INF§, IGF-1, EPF, uterocalina,

uteroglobina, entre outras proteinas que sdao capazes de modificar o ambiente uterino

para que o embrido se desenvolva adequadamente.
2.2.1 Mobilidade embrionaria durante a gestacdo em égua

O embrido migra para o Utero aos 8 dias permanecendo movel até 15 a 17 dias,
podendo ser encontrado desde a ponta do corno uterino a cérvix, desse modo é
importante que o diagnostico de gestacdo seja realizado por todo o Gtero. Foi observado
que o concepto pode ir de um corno uterino ao outro de 10 a 20 vezes em um dia,
suportando contracdes endometriais a cada 5 a 14 segundos. Sua resisténcia € atribuida
a elasticidade da capsula e do saco vitelino (GINTHER, 1998).

O tamanho e crescimento adequados da vesicula embrionéria € uma condigdo para
que ocorra o reconhecimento materno-fetal (GINTHER, 1983), pois o atraso no
desenvolvimento é a maior causa de perda embrionaria precoce nessa fase (GINTHER,
1985).

Ginther (1983) determinou por ultrassonografia transretal realizada 3 ou 4 vezes por
dia, a localizacdo do embrido e observaram mobilidade entre os dias 11 e 15 de
gestacdo. Na presenca de duas vesiculas embrionérias, o acompanhamento
ultrassonografico sugeriu que cada embrido tem seu préprio padrdo de mobilidade. A
migracdo do concepto comecou a diminuir no dia 15 de gestacdo e cessou aos 17 dias,
visto que a fixacdo ocorreu no corno uterino contralateral a prenhez registrada

anteriormente.

Em um experimento conduzido por Leith e Ginther (1984), a mobilidade do embrido
foi analisada a partir de palpacdo transretal seriada do Utero acompanhada de
ultrassonografia a cada 5 minutos. O registro da localizacdo do concepto foi realizado
baseado em desenho esquematico de Utero dividido em 9 partes: cada corno e corpo
foram divididos em 3 partes. Inicialmente nos dias 9 e 10 de gestacdo o concepto foi

encontrado com maior frequéncia no corpo do Utero.

A contracdo uterina € observada prevalentemente no segmento uterino que esta em

contato com o embrido recebendo estimulos quimicos de forma direta e, apds a
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movimentacdo da vesicula, a intensidade de contragdes locais é diminuida, sugerindo
que o fator embrionario (prostaglandina) possui a¢éo de curta duracdo. A administracdo
de estrogeno em éguas prenhes ndo induz o aumento da contratilidade uterina,
indicando que ndo ha interferéncia desse hormdnio na estimulacdo das contracfes do
miomeétrio relacionadas ao embrido (GRIFFIN; GINTHER, 1993).

As prostaglandinas PGE2 e PGF2a sdo encontradas em grandes quantidades no saco
vitelino e liquido alantoidiano de embrifes a partir de 10 dias de gestagcdo. ApoOs
inibicdo das ciclooxigenases de embribes com 14 dias pelo anti-inflamatério nao
esteroide flunixin meglumine (FM), a queda significativa da PGE2 indica interrupgéo
da producdo continua (de novo) pelo embrido enquanto a PGF2a continuou em altas
concentra¢fes no meio, sugerindo liberacdo da prostaglandina pré-formada (STOUT;
ALLEN, 2002).

Aos 18 dias de idade o embrido equino produz predominantemente a PGEZ2,
apresentando maior atividade no periodo apos fixacdo e inicio da implantacdo. A
PGF2a ¢é sintetizada em maior quantidade no momento referente & mobilidade
embrionaria (até 16 dias) estimulando a contracdo do miométrio responsavel pelo
deslocamento da vesicula embrionaria. A PGF2a de origem embriondria possui efeito
local e ndo atinge a circulacdo sisttémica (STOUT; ALLEN, 2001, 2002). Aplicacdo de
PGE2 intrauterina aumentou a contratilidade e ténus do miométrio, constatando sua
influéncia na migracdo do concepto (GASTAL et al., 1998; GINTHER, 1998).

Comprovando a atividade das prostaglandinas na mobilidade embrionéaria, Stout e
Allen (2001) administraram AINE inibidor das enzimas COX-1 e COX-2 FM em éguas
com 12 e 14 dias de gestacdo, observando queda significativa da quantidade de
movimentos embrionarios. A maior probabilidade é a producdo de prostaglandina pela
regido do endométrio em contato direto com o embrido, suficiente para estimular a

contracéo local.

Para demonstrar que a interacdo entre embrido e todo o endométrio é fundamental
para o reconhecimento materno e inibicdo da lutedlise, McDowell et al. (1988) em seu
estudo limitaram o espago para a migracdo embrionaria com ligaduras no Utero e
registraram morte embrionaria precoce nos grupos onde o embrido tinha acesso a um

corno uterino ou a um corno com o corpo uterino. As gestacdes tiveram continuidade



14

guando os embrides tinham disponibilidade de um corno uterino, corpo e 80% do corno
contralateral.

2.3 USO DE ANTIINFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES EM RECEPTORAS
DE EMBRIAO

2.3.1 Tipos de AINEs

Os AINEs sdo acidos organicos fracos (CHAHADE, 2008). Seu mecanismo
terapéutico pode ter acdo central (analgésico e antipirético) e periférica como nas
reagOes inflamatorias teciduais, atividade antitrombdtica, analgesia e antiendotoxica.
Sua principal consequéncia € a inibicdo das ciclooxigenases e lipoxigenases, impedindo
a degradacdo do acido araquidénico. O pH baixo dos tecidos inflamados favorecem a
concentracdo de AINEs no local, aumentando a sua afinidade pela lesdo (TASAKA,
2006).

Sao utilizados como primeira escolha nos tratamentos de afeccbes inflamatorias
(SIMMONS; BOTTING; HLA, 2004). A maioria dos AINEs atua na inibigdo da
ciclooxigenase e sua acao terapéutica esta relacionada ao bloqueio, em diferentes
propor¢Oes, das enzimas COX-1 e COX-2, podendo ser classificados como COX néo
seletivo, COX-2 preferencial e COX-2 seletivo de acordo com a especificidade de agéo
(TASAKA, 2006). A inibicdo da COX-2 (indutiva) pelos AINEs elucida seu beneficio
terapéutico. Contudo, o bloqueio realizado na COX-1 (constitutiva) é associado aos
efeitos colaterais dos medicamentos, principalmente no estdmago e rins (Mitchell et
al.,1993).

2.3.1.1  Flunixin Meglumine

O FM ¢é classificado como &cido aminonicotinico, sua acdo esta relacionada a
diminuicdo das prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos. Sua grande eficacia
antiinflamatdria e analgésica pode transpor a falsa melhora do animal, considerada 4
vezes mais potente do que a fenilbutazona, com meia vida de 2 horas nos equinos
(SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2006).

Apesar de sua meia-vida curta, o FM possui efeitos farmacoldgicos acima de 30
horas apds aplicacdo Unica. Ao aplicar a dose de 1 mg/kg via intravenosa, a

concentragcdo plasmadtica subiu imediatamente para 10 pg/ml e diminuiu para 5 pg/ml
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apos 12 minutos da aplicacdo, niveis basais de 0,1 pg/ml foram alcangados dentro de 12
horas (CHAY et al., 1982).

Em um estudo realizado por Beretta et al. (2005) observou que eu uma
concentracdo de FM suficientes para inibir 80% das enzimas COX-2, bloqueou 83,81%

as enzimas COX-1.
23.1.2 Firocoxib

O firocoxib (FIRO) é um AINE da segunda geracdo dos coxibs, considerado um
inibidor altamente seletivo para a COX-2, 265 vezes mais seletivo para COX-2 do que
para a COX-1 no equino (MCCANN et al., 2004). A dose recomendada para equinos €
de 0,1 mg/kg uma vez ao dia, sua meia-vida é longa (31,5 horas) (COX et al., 2012).

Somente a inibicdo da COX-2 é suficiente para debelar a reacdo causada por algum
processo inflamatorio, prevenindo os efeitos colaterais indesejaveis relacionados com a
inibicdo da COX-1. Porém em uso continuo, a inibicdo da COX-2 também apresenta
efeitos indesejaveis como diminuicdo do fluxo sanguineo e supressao da producao de
PGE pela mucosa gastrica (BRZOZOWSKI et al., 2001)

Em equinos, a biodisponibilidade do FIRO atinge o pico sérico 3,9 horas apds
administracdo oral. Devido a sua meia-vida de 30 horas, a frequéncia de aplicacéo se faz
necessaria uma vez ao dia. O principio ativo é difusamente distribuido por todo o
organismo do animal em razdo de sua caracteristica lipofilica. A dose terapéutica de
0,2mg/kg pode ser utilizada em equinos (KVATERNICK et al., 2007).

2.3.1.3 Meloxicam

O meloxicam (ML) pertence ao grupo dos oxicans, inibindo preferencialmente a
COX-2 com meia vida de aproximadamente 3 horas em equinos. Esse farmaco impede
a liberacdo de prostaglandinas e tromboxanos, com otimas propriedades analgésicas e
antipiréticas (TASAKA, 2006).

Em uma concentracdo eficiente para inibir 80% das enzimas COX-2, o ML se ligou
a 70,97% dos receptores de COX-1 (BERETTA; GARAVAGLIA; CAVALLI, 2005).
Sua estrutura enol-carboxamida possui um grupo 5-metil no anel tiazolil da molécula,
que possui maior afinidade pelo sitio de ligacdo da enzima COX-2 (SIMMONS;
BOTTING; HLA, 2004).
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Comparado ao FM e fenilbutazona, o ML possui afinidade 5 a 12 vezes maior pela
COX-2 no equino, sua aplicacdo intravenosa ou oral pode ser realizada por até 14 dias
consecutivos em tratamentos antiinflamatorios na dose de 0,6 mg/kg, considerando
meia-vida de 5 horas. Os efeitos colaterais também sdo diminuidos e permite a correta

recuperacdo do sistema gastrointestinal quando ha les6es (BURNS et al., 2010).

Apesar de sua utilizacdo segura, pelo fato de ser COX-2 preferencial sua dose
terapéutica sempre vai ocasionar diminuicdo da acdo da COX-1 durante o tratamento
(BROOKS et al., 1999).

2.3.2 Principais AINEs utilizados na reproducdo e seus efeitos

O efeito dos AINEs na medicina veterinaria equina, particularmente na reproducao,
tem sido analisado por diversos pesquisadores, principalmente o FM (Caiado et al.,
2005; Cuervo-Arango e Domingo-Ortiz, 2011; Koblischke et al., 2008; Resende, 2009;
Risco et al., 2009; Stout e Allen, 2001, 2002; Wilde et al., 1989), assim como o &cido
mefenamico (CABRERA, 2012; KOBLISCHKE et al., 2008), meloxicam (Lima et al.,
2015; Pinto et al., 2017) e firocoxib (Friso et al., 2016; Gigueére et al., 2015).

O tratamento com FM com aplicacao sistémica de altas doses na frequéncia de duas
vezes ao dia iniciada quando a égua apresentava foliculos maiores que 32 mm
promoveu o desenvolvimento de foliculo anovulatério hemorragico em 83% dos
animais (5/6) contra nenhuma do grupo controle (CUERVO-ARANGO; DOMINGO-
ORTIZ, 2011).

Koblischke et al. (2008) realizaram tratamento antiinflamatorio em éguas no intuito
de conter a inflamacdo endometrial causada de TE. Os AINEs FM e acido mefenamico
(AM) foram aplicados a partir de 1 dia antes da TE duas vezes ao dia até completar 4
dias apo6s procedimento. Os tratamentos foram efetivos na diminuicdo da resposta
inflamatoria uterina e nos niveis séricos de PGFM, porém ndo houve diferenca entre os
grupos que receberam AINE e o controle em relacdo a expressdo de COX-2 no

endométrio.

O tratamento com uma unica aplicacdo de FM em eguas receptoras de embrido 15
minutos antes da TE influenciou na concentracdo sérica de progesterona, sendo maior

no grupo tratado em comparag¢do com as eguas que nao receberam medicagdo. Porém, a
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taxa de gestacdo foi maior no grupo controle (75%) do que no grupo tratado (55%),
demonstrando a ineficiéncia do tratamento (CAIADO et al., 2005).

A terapia elaborada por Resende (2009) consistiu em aplicar FM 6 e 3 horas antes
de realizar manipulacdo da cérvix, resultando em menor concentracdo plasmatica de
PGFM mas éguas tratadas. Porém ap0s tratamento com FM em éguas com endometrite
ndo foi observada melhora na inflamagdo uterina. Para avaliar a influencia do FM na
taxa de prenhez de éguas receptoras foi administrado FM logo apds a TE, resultando em

72,15% de éguas gestantes no grupo controle e 58,13% no grupo tratado.

Ao estudar tratamento com FIRO, Gigueére et al. (2015) relata que o uso desse AINE
em éguas prenhes entre os dias 306 e 343 de gestacdo e 12 a 33 dias pos-parto ndo
evidenciou efeitos colaterais referentes ao tratamento, com partos eutocicos e potros
saudaveis. Friso et al. (2016) relataram que o uso do FIRO ndo influenciou na taxa de
ovulagdo em éguas e na taxa de recuperagdo embriondria, diferentemente de outros
AINEs, como FM e ML.

Em éguas que manifestaram endometrite persistente pds-cobertura e receberam o
AINE vedaprofen com acdo em COX-2, ndo apresentaram melhora no quadro
inflamatério analisado por citologia uterina, com resultados semelhantes ao grupo
controle (ROJER; AURICH, 2010).

A utilizacdo de ML e fenilbutazona em éguas com foliculos maiores que 32 mm,
causou formacdo de 91% e 82%, respectivamente, de foliculos anovulatérios
luteinizados devido ao bloqueio das enzimas ciclooxigenases na producdo de

prostaglandinas importantes no processo ovulatério (LIMA et al., 2015).

Em bovinos, o FM ndo apresentou diferenca na taxa de prenhez quando aplicado
nos dias 14 a 16 ap6s inseminacdo artificial (RABAGLINO et al., 2010; VON
KRUEGER; HEUWIESER, 2010), porem quando aplicado no momento da TE a taxa
de gestacdo nas receptoras foi maior. Isso se deve ao efeito prejudicial da PGF2a
presente no limen uterino no desenvolvimento do embrido bovino (PURCELL et al,
2005; SCENNA et al., 2005).

Na transferéncia de embrides em camelos, o 4&cido meclofenamico pode ser utilizado
para retardar o processo de lutedlise em receptoras de embrido, contudo o FM néo
obteve resultados semelhantes. O FM aplicado 15 minutos antes da TE em receptoras
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reduziu a taxa de prenhez significantemente (16%) comparado com o controle (67%),
pois reduz a motilidade uterina e 0os movimentos embrionarios, podendo prejudicar o
reconhecimento materno da gestacdo, processo semelhante aos equinos (SKIDMORE,
2006).

Concluimos que o reconhecimento materno da gestacdo em equinos é complexo e
depende de diversos fatores, embrionarios e uterinos, que atuam simultaneamente para
garantir a eficAcia do processo e a continuidade da gestacdo, ndo dependendo

necessariamente de um fator primordial, mas sim do conjunto de todos os elementos.
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HIPOTESE

O flunixin meglumine prejudica as taxas de prenhez apos transferéncia de embriGes
equinos, por meio da acdo em COX-1 e COX-2 no endométrio e embrido, que diminui a
quantidade de prostaglandina para estimular a mobilidade embrionaria e consequente

reconhecimento materno da gestacao.

Os antiinflamatorios ndo esteroides flunixin meglumine, meloxicam e firocoxib
interferem na mobilidade embrionaria em equinos devido ao efeito antiprostaglandinico
dos AINEs

OBJETIVOS

e Avaliar o efeito da administragio do AINE flunixin meglumine, aplicado
imediatamente ap0s a transferéncia, na taxa de prenhez e perda gestacional precoce

em éguas receptoras.

e Comparar o efeito dos AINEs flunixin meglumine, meloxicam e firocoxib na
mobilidade embrionaria, de acordo com a intensidade que estes AINEs interferem

na movimentagdo do embrido pelo Utero.



32

CAPITULO 2



33

Artigo |

Artigo redigido segundo as normas da revista Journal of Equine Veterinary Science,
http://www.j-evs.com/content/authorinfo. ISSN 0737-0806, fator de impacto 0,73,
ranqueada como B1 pelo QUALIS — CAPES de 2015.

Efeito da aplicacao de flunixin meglumine nas taxas de prenhez em

programas de transferéncia de embrido equino

RESUMO

Durante a transferéncia de embrido (TE) em equinos, a manipulacdo da cérvix das
receptoras pode estimular a liberacdo de prostaglandina F2a (PGF2a) tecidual.
Antiinflamatérios ndo esteroides como o flunixin meglumine (FM) sdo utilizados com
frequéncia no intuito de impedir a lutedlise causada pela PGF20, esse tratamento €
justificado devido a possibilidade de inflamacdo endometrial ap6s TE. No entanto,
apesar de diminuir a reacdo inflamatoria e a liberacdo de prostaglandinas, os resultados
da taxa de prenhez com uso do FM e a perda embrionéria ndo sdo conclusivos. O
objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do FM na taxa de prenhez e perda gestacional
precoce em éguas receptoras de embrido. Foram utilizados dados de 409 TE de um
centro de reproducdo comercial, onde 179 éguas formaram o grupo controle e 230
receptoras receberam um aplicacdo de 1,1 mg/kg de FM imediatamente apds a TE. Os
resultados ndo demonstraram diferenca estatistica (p>0,05) para a taxa de prenhez aos
15 dias (70,95% no grupo controle e 75,22% no tratado) e aos 60 dias (65,22% no
controle e 65,92% no tratado). Porém, foi observada taxa de perda gestacional até 60
dias de 5,03% no grupo controle e 10% no grupo tratado, com tendéncia estatistica para
aumento de perda gestacional (p=0,0578). Concluimos a partir dos resultados do
presente experimento que o flunixin meglumine ndo melhora a taxa de prenhez nas

éguas receptoras de embrido, podendo aumentar a perda gestacional precoce.

Palavras-chave: égua, AINEs, mobilidade embrionaria.
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1. INTRODUCAO
Durante a transferéncia de embrido (TE) em equinos, a manipulacdo excessiva do
trato reprodutivo das receptoras pode ocasionar lesdes no Utero e cérvix, estimulando a
liberacao de prostaglandina F2a (PGF2a) tecidual, que pode ser suficiente para iniciar 0
processo luteolitico [1]. A TE pode causar uma reacdo inflamatdria subclinica aguda
ndo infecciosa no endométrio e aumento de PGF2a de 2 a 4 dias ap6s o procedimento
[2]. Betteridge et al. [3] verificaram um incremento nos niveis seéricos de PG ap0s

manipulacdo do trato genital com realizacdo de lavado uterino.

As prostaglandinas sdo produzidas a partir da enzima prostaglandina G/H sintase
(PTGS), também denominada prostaglandina endoperdxido sintase ou ciclooxigenase
(COX) [4-6]. A COX possui duas isoformas: a COX-1, enddgena ou constitutiva, e a
COX-2, considerada indutiva [7].

Wilde et al. [8] demonstraram que a aplica¢do do um antiinflamatorio ndo esteroide
(AINE) flunixin meglumine (FM) logo apds manipulacdo cervical reduziu a liberacao
de PGFM em éguas. Na tentativa de conter a reacdo inflamatdria do endométrio apos a
TE, Koblischke et al. [2] utilizaram dois AINEs: FM e acido meclofendmico (AM),
resultando na diminuicéo de células polimorfonucleares no Utero e nos niveis séricos de

PGFM de éguas tratadas comparadas ao grupo controle.

De acordo com Vernon et al. [9], a PGF2a no limen uterino de éguas prenhes pode
estar envolvida no reconhecimento materno da gestagdo. O embrido secreta PGF2a e
PGE2 para estimular contragdes miometriais e promover a mobilidade embrionaria, de
modo que ocorra a distribuigdo uniforme dos fatores de reconhecimento materno da

gestacdo [10].

No entento, ha discordancia entre os autores sobre a eficiéncia da utilizacdo de FM
na TE de equinos, pois embora atue prevenindo a reacdo inflamatdria uterina pode
influenciar a mobilidade embrionaria e reconhecimento materno da gestagéo,
dependentes das prostaglandinas embrionaria e endometrial [2,11]. Desta forma, o
objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da administracdo do antiinflamatério néo
esteroide FM aplicado imediatamente apds a TE na taxa de prenhez de éguas receptoras

e na perda gestacional precoce.
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2 MATERIAL E METODO

Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética e uso animal (CEUA), com nimero de
protocolo 127/2016, da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”
(UNESP), campus Botucatu, SP, Brasil.

2.1 Local e Animais
O estudo foi realizado em um centro comercial de reproducdo equina, localizado no
sul do estado de Minas Gerais, municipios de Uba (latitude: 21°07'12"S e longitude:
42°56'34"W), no periodo da estacdo de monta 2014/2015.

Foram selecionadas um total de 409 transferéncias de embrido para éguas sem raca
definida, com idade entre 3 e 10 anos, escore corporal entre 5 e 7 em uma escala de 1 a
9 [12], pluriparas, ciclicas a partir do segundo cio apos periodo de anestro, mantidas em
piquete com pasto, sal mineral e &gua ad libitum. As éguas foram escolhidas
aleatoriamente, de modo que o tratamento foi alternado para apropriada randomizacao.

2.2 Critério de excluséo
Animais que apresentaram historico de alteracdes anatbmicas ou no sistema
reprodutor que comprometam o procedimento padrdo de transferéncia de embrido (TE)

nao foram incluidas nos dados do estudo.

Apdbs andlise dos dados, éguas que receberam tratamento de progesterona e/ou
antibidtico foram retiradas do estudo, assim como as transferéncias que ocorreram no
inicio ou no final da estacdo de monta e receptoras as quais foram transferidos embrides

de doadoras idosas (>18 anos).

Inicialmente, foram realizadas 620 TE, porém destas, 22 animais receberam outros
tratamentos como: antibidtico e progesterona exdgena de longa acdo (P4LA), 30
animais receberam antibidtico e 95 animais foram tratados com P4LA. Das 265 éguas
tratadas com FM, 35 eram idosas e foram retiradas do estudo. A partir das 208 éguas
selecionadas como grupo controle, 16 foram retiradas por serem idosas e 13 por
receberem embrides no final da estacdo de monta (a datar de abril). Portanto, dados de

230 animais foram designados para o grupo tratado e 179 para o grupo controle.
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2.3 Transferéncia de Embrido
Os lavados uterinos para coleta de embrido e as transferéncias para receptoras foram
realizados sempre pelo mesmo meédico veterinario. As éguas doadoras eram examinadas
por ultrassonografia (iBEX PRO, E.l. Medical Imaging®, Colorado, EUA) até a
deteccdo de um foliculo de 35 mm e edema uterino grau 3 (de uma escalade 0 a5) e a
ovulagéo foi induzida com 1 mg de acetato de deslorelina (Sincrorelin, Ouro Fino®, SP,

Brasil) para a inseminacéo artificial (1A) no dia seguinte.

A confirmacdo da ovulacdo das éguas doadoras 1 dia ap0s a IA foi considerado DO
da doadora e uma receptora ciclante com foliculo de 35 mm ou maior e edema uterino
foi selecionada e induzida a ovulagdo com 1 mg de acetato de deslorelina, sua ovulagéo
foi confirmada dois dias ap6s.

As coletas de embrido foram realizadas de 7 a 9 dias apds a ovulagdo da doadora,
utilizando o método de lavado fechado a partir de uma sonda cateter tipo “bullet”
transcervical (Embryo Flushing Catheter Bullet tip, Pets-Inc®, Canton, Texas, USA)
acoplada a um tudo “Y” com copo coletor em uma extremidade e um litro de ringer

com lactato em outra. A lavagem uterina era realizada até 3 vezes com 1 litro cada.

Os embribes (categorias 1 e 2 [13]) foram lavados com meio de manutencdo de
embrido (Botuembryo, Botupharma®, Botucatu, Brazil) acondicionados em pipeta de
inseminacdo (PROVAR®, Sdo Paulo, Brasil) para a transferéncia nas receptoras via

transcervical.

2.4 Tratamento
Uma unica aplicacdo do FM (Flunixin Injetavel, Chemitec®, SP, Brasil) foi
administrada por via intravenosa imediatamente ap6s a transferéncia dos embrides
alternadamente, na dose de 1,1 mg/kg. Para melhor padronizacdo as éguas receptoras
estavam entre os dias 4 a 7 pos-ovulagdo (D4 a D7). As éguas foram distribuidas em
dois grupos, tratado e controle, de modo que a randomizacgdo ocorreu alternando-se as

aplicagdes conforme as transferéncias foram ocorrendo na rotina das propriedades.

O diagnostico de gestagédo foi realizado com 15 dias (D15) a partir da ovulacdo da
doadora, as eéguas foram avaliadas novamente para observagédo de perda embrionaria aos
60 dias.
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2.5 Andlise Estatistica

Os dados foram avaliados pelo software Bioestat 5.4 (Belém, PA, Brasil) usando o
modelo de regressao logistica simples, na qual a taxa de concep¢do nos momentos 15 e
60 foram consideradas como variaveis dependentes e o efeito do tratamento como
variavel preditora. A taxa de perda embrionaria foi calculada pela subtragdo do nimero
de receptoras prenhez no D15 pelo nimero de receptoras prenhez no D60 (X100),
utilizando o mesmo modelo de regressdo logistica simples. Diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05 e tendéncias foram consideradas quando
0,05<p<0,10.

3. RESULTADOS

Aos 15 dias de idade dos embrides, foi observada taxa de prenhez de 70,95% no
grupo controle e 75,22% no grupo tratado (p>0,05). Aos 60 dias a taxa de prenhez do
grupo controle foi de 65,22% e do grupo tratado 65,92% (p>0,05). A perda gestacional
no grupo controle foi de 5,03% e no grupo tratado de 10%. Surpreendentemente, foi
observada tendéncia estatistica para aumento da taxa de perda gestacional no grupo de
éguas que receberam FM (p=0,0578), mesmo com valores dentro da normalidade.

4. DISCUSSAO

Estudos desenvolvidos nas Gltimas décadas demonstrou que a transferéncia de
embrido ou a manipulacdo do trato reprodutivo da égua pode causar liberacdo de
PGF2a, horménio precursor da lute6lise. Betteridge et al. [3], observaram o aumento de
PGFM apéds lavagem uterina, mas ndo apds a TE, resultado semelhante ao estudo de
Wilde et al. [8], no qual a manipulaggo cervical ndo estimulou a liberagdo de PGF2a.
Com resultados divergentes, Kask et al. [1], relataram que 6 das 9 éguas utilizadas como
receptora de embrides, apresentaram valores altos de PGFM apds TE, mas ndo houve

inducdo da lutedlise.

O uso de FM na TE é recomendado por Koblischke et al. [2], em razdo da
atenuacdo do processo inflamatério no endométrio que procedimento pode causar, além
de diminuir a PGFM plasmatica. Um estudo realizado por Resende [24] demonstrou que
houve diminuicdo dos niveis de PGFM apo6s aplicacdo de FM 3 e 6 horas antes da TE,
entretanto, o AINE ndo foi eficiente no controle do processo inflamatério uterino.
Segundo Wilde et al. [8], a manipulacdo excessiva da cérvix ndo aumentou as PGFM,

porém as concentra¢Ges plasméticas foram menores nas éguas que receberam o AINE.
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A partir de 165 TE, 86 éguas tratadas com FM logo apds a TE e 79 que ndo
receberam tratamento, Resende [24] observou queda significativa nas taxas de prenhez
aos 60 dias de gestacdo, resultando em 58,13% de éguas prenhes no grupo tratado e
72,15% no grupo controle. Caiado [11], obteve taxas de prenhez avaliadas até 28 dias,
maiores no grupo controle 75% (15/20) do que no grupo tratado 55% (11/20), que
recebeu Unica aplicacdo de FM 15 min antes da TE. Em ambos os trabalhos, ndo foram

apresentados dados de perda gestacional precoce.

No presente estudo, as taxas de prenhez obtidas aos 15 dias de gestacdo, tanto do
grupo tratado com FM (75,22%) quanto no grupo controle (70,95%) s&o similares as
reportadas em outros estudos [14-18]. Porém, a taxa de prenhez do grupo tratado com
FM néo foi menor como observado nos estudos de Resende [24] e Caiado [11].

A taxa de perda gestacional precoce pode variar entre 10,4% até 15,4% dos 40 aos
60 dias de gestacdo [19-23]. Em nossos resultados, a taxa de perda gestacional aos 60
dias nas receptoras tratadas com FM foi 10% e, apesar de ser um valor considerado
normal para um programa comercial de TE, duplicou quando comparado com as éguas

que néo receberam a medicagéo (5%).

Liberadas em pequenas quantidades, as prostaglandias de origem embrionaria
possuem acdo local [25] e ativam o mecanismo de mobilidade que provome o
deslocamento do embrido por todo o lumen uterino, essencial para o reconhecimento
materno da gestacdo [26] e a distribuicdo de fatores anti-luteoliticos adequadamente
[27]. Além disso, a PGE2 estimula a mitose celular e a proliferacdo endotelial, é

imunomoduladoea e anti-apoptética [28-29].

A quantidade de prostaglandinas liberadas depende da expressdo das COX. No
endométrio, a expressdo génica da COX-2 é suprimida, no mesmo momento em que ha
aumento da COX-1, sendo considerada a principal enzima na cascata de producdo de
prostaglandina [30]. Em cultivo celular de células endometriais na presenca de um
embrido, a sintese de PGF foi reduzida enquanto as concentracGes de PGE e 6-keto-
PGF-1a continuaram elevadas [31]. A producdo de PGE ocorre simultaneamente entre
embrido e endométrio, que também sintetiza esse prostandide baseado no aumento da
expressdo na enzima prostaglandina E sintase (PTGES) no inicio da gestacéo,

estimulando as contragdes miometriais [32].
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Considerando a expressdo da COX-1 no endométrio, o FM também afeta essa
origem de prostaglandina que atua em conjunto com a sintetizada pelo embrido. Desse
modo, o FM diminui o estimulo para as contragdes da musculatura lisa uterina e reduz a
mobilidade do embrido, como demonstrado pelo estudo de Stout e Allen [33], que
observaram significante diminuicdo no ndmero de movimentos embrionarios apos

aplicacdo de FM em éguas com 12 a 14 dias de gestacao.

Embrides de 10 a 32 dias, quando incubados em cultivo cellular, produzem
quantidade significante de PGE2 e PGF2a. Porém, quando o FM pe adicionado ao meio
ocorre inibicdo de PGE2, mas ndo da PGF2a que é pré-formada e estocada [25].
Demonstrando que o FM ¢é capaz de impedir tanto a liberacdo de prostaglandinas

provenientes do embrido e Utero.

A taxa de prenhez menor observada nas éguas que receberam o tratamento com FM
[11,24] e o maior valor da taxa de perda gestacional no presente estudo podem ocorrer
seletivamente a COX. Sendo que as prostaglandinas E2, F e 12 produzidas pelo embrido
sdo importantes na sinalizacdo ao Utero [31], essencial para a mobilidade embrionaria e
reconhecimento materno da gestagdo. A restricdo da mobilidade ou diminuicdo da
superficie de contato entre endométrio e embrido podem ocasionar perda gestacional

precoce [27].

Concluimos a partir dos resultados do presente experimento, que o flunixin
meglumine ndo melhora a taxa de prenhez nas éguas receptoras de embrido, podendo

aumentar a perda gestacional precoce.
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Efeito do flunixin meglumine, firocoxib e meloxicam na mobilidade

uterina de embrides equinos

RESUMO

A mobilidade embrionéaria ocorre como resultado da producdo de prostaglandinas
pelo embrido e pelo endométrio que promovem a contragcdo da musculatura lisa do
utero, deslocando a vesicula embrionaria por toda a extensao do Iimen, importante para
0 reconhecimento materno da gestacdo. Antiinflamatorios ndo esteroides (AINES) sdo
rotineiramente utilizados na transferéncia de embrido e podem alterar a mobilidade do
concepto. Por conseguinte, a migracdo inadequada pode prejudicar o reconhecimento
materno da gestacdo. O objetivo desse estudo foi avaliar e comparar o efeito do flunixin
meglumine (FM), firocoxib (FIRO) e meloxicam (ML) na mobilidade embrionaria. Os
animais foram divididos em 3 tratamentos: FM (1,1mg/kg, 1V), FIRO (0,2mg/kg, VO) e
ML (0,6 mg/kg, 1V), com 10 éguas em cada grupo. Apos o diagnoéstico de gestacdo nos
dias 12 a 13 pos-ovulacdo, a mobilidade do concepto foi realizada a partir de
ultrassonografia via transretal a cada 5 minutos durante 1 hora de modo a visualizar a
localizagdo do embrido. As avaliacbes foram realizadas em 3 momentos, A primeira
ocorreu imediatamente antes do tratamento e a segunda foi executada apos
administracdo e os respectivos picos plasmaticos de cada AINE. Uma terceira avaliacdo
foi concluida 24 horas apos a aplicacdo dos AINEs. No grupo de éguas que receberam
FM, foi observada diminuigdo na mobilidade embrionaria de 5,8+0,3 movimentos/hora
(m/h) para 2,3+0,5 m/h (p<0,05) e, apds 24 horas os valores foram semelhantes a
primeira avaliagdo 5,9+0,2 m/h (p>0,05). O tratamento com ML também causou
diminuicdo na quantidade de movimentos embrionarios, de 5,9+0,3 m/h para 1,9+0,3
m/h (p<0,05), 24 horas apds o tratamento foram observados valores de 5,7+0,4 m/h

(p>0.05). O tratamento com FIRO néo interferiu na mobilidade do embrido tendo sido a
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quantidade de movimentos embrionérios de 5,7+0,4; 5,8+0,3 e 5,6+0.3 na primeira,
segunda e terceira avaliacOes respectivamente (p>0,05). Em concluséo, o FIRO foi o
unico AINE que ndo alterou com a mobilidade embrionaria, sendo 0 mais seguro para
uso no inicio da gestacdo de eguas. Estes resultados também sugerem que a migracao

embrionaria é dependente da expressdo da enzima ciclooxigenase 1.

Palavras-chave: ciclooxigenase, embrido, égua, prostaglandina, reconhecimento

materno.
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1 INTRODUCAO

O embrido equino sintetiza as prostaglandinas PGE-2, PGF2a e PGI-2, que
promovem a sinalizacdo ao Utero e estimulam a contragdo do miométrio e consequente
mobilidade embrionaria, fundamentais para o reconhecimento materno da gestacdo [1-
3]. As prostaglandinas embrionarias possuem acdo local e ndo alcangcam a circulagdo

sanguinea sistémica, sendo incapaz de induzir a luteolise [4].

A producéo das prostaglandinas ocorre a partir do acido araquidonico (AA) presente
na membrana plasmatica da célula [5,6]. O AA liberado € transformado em
prostaglandina pela acdo da enzima prostaglandina G/H sintase (PTGS) também
conhecida como prostaglandina endoperoxido sintase ou ciclooxigenase (COX) [6,7]. A
COX possui duas isoformas COX-1 e COX-2 classificadas como constitutiva e indutiva
respectivamente [8]. A COX-1 é a enzima predominante no endométrio da égua no

inicio da gestacdo, pois a expressdo da COX-2 é reduzida [9].

A migracdo do embrido deve ocorrer por toda a area do endométrio para garantir
que o fator de reconhecimento materno seja distribuido de modo uniforme no dtero. O

pico da mobilidade embrionéria acontece entre os dias 11 e 14 pés-ovulacdo [10,11].

A administracdo de antiinflamatdrios ndo esteroides (AINES) no momento da
transferéncia de embrido (TE) é frequentemente utilizada na tentativa de conter a
liberagdo de prostaglandina F2a (PGF2a) proveniente da inflamagdo subclinica no
endométrio e manipulacdo do trato reprodutivo da égua que pode ocorrer apds TE [12].
Contudo, antiinflamatérios como o flunixin meglumine (FM), se aplicado na fase inicial
da gestacao, podem interferir na producdo de prostaglandinas do embrido, prejudicando

a mobilidade embrionaria [10].

Com excecdo do FM, ndo ha informacBes sobre o efeito de outros AINEs na
mobilidade embrionéaria, em vista disso, o proposito desse estudo foi comparar 3
categorias de AINEs, ndo seletivo para COX-1 e COX-2 (flunixin meglumine), COX-2
preferencial (meloxicam) e COX-2 seletivo (firocoxib), a fim de verificar quais destes
interferem na quantidade de movimentos do embrido pelo utero e indicar qual
ciclooxigenase € predominante no mecanismo de mobilidade embrionéaria e,

finalemente, qual o farmaco mais seguro para ser utilizado nesta fase de gestacao.
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2 MATERIAL E METODO

Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética e uso animal (CEUA), com nimero
de protocolo 127/2016, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), campus Botucatu, SP, Brasil.

2.1 Local e Animais

Foram utilizadas 30 éguas, sem raca definida, com idade entre 8 e 20 anos com
média de idade 10,3 + 3,73, nuliparas, pesando de 350 a 450 kg, pertencentes ao
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterindria da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), campus Botucatu, SP, Brasil, (latitude 22°53'09"S e
longitude 48°26'42"W). Todas as éguas estavam em boa condicdo corporal e receberam
15 kg de pré-secado de coast-cross complementado com 1 kg de ragdo de manutencao

por dia, sal mineral e 4gua ad libitum.

O experimento ocorreu durante a estacdo de monta, de agosto a novembro de 2016.
O ciclo estral das éguas foi acompanhado por ultrassonografia via transretal (A5v
Sonoscape®, Shenzhen, China) diariamente. Quando detectado foliculo maior que 35
mm, as ovulagdes foram induzidas com 1 mg de acetato de deslorelina (Sincrorelin®,
Ouro Fino, SP, Brasil), aplicado via intramuscular. No dia posterior, a inseminagao
artificial (1A) foi efetivada com 1 bilhdo de espermatozoides mdveis provenientes de
um garanhdo de fertilidade conhecida, pertencente ao mesmo local. A ovulagdo foi
confirmada um dia apds IA, e o diagnostico de gestacdo aos 12 dias apds a ovulagdo e

consecutivamente o primeiro momento da mobilidade embrionaria foi acompanhado.

2.2 AvaliagOes ultrassonograficas de mobilidade embrionéria

Apbs o diagnostico de gestacdo entre 12 e 13 dias por meio de ultrassonografia via
transretal e visualizacdo da vesicula embrionaria, uma série de ultrassonografias foi
realizada a cada 5 minutos durante uma hora. Cada posicdo do embrido em relacdo ao
utero foi registrada de acordo com Ginther [13] (figura 1), dividindo o Gtero em 9
partes, sendo 3 do corpo e 3 de cada corno. Essa primeira hora de exame foi

considerado momento controle das éguas.
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Figura 1: Modelo representativo de Utero de uma égua dividido em 9 partes segundo Ginther [13]. (A)
Mobilidade do embrido equino por uma hora, pré-tratamento. (B) Mobilidade embrionaria por 1 hora

pos-tratamento com FM.

2.3 Tratamentos

Os tratamentos com AINEs foram administrados logo ap6s a primeira hora de
avaliacdo ultrassonogréafica, flunixin meglumine (Flunixin Injetavel®, Chemitec, SP,
Brasil) na dose de 1,1 mg/kg aplicado intravenoso, meloxicam (ML) (Maxicam® 2%,
Ourofino, SP, Brasil) na dose de 0,6 mg/kg aplicado intravenoso e firocoxib (FIRO)
(Previcox®, comprimidos de 227mg, Merial, SP, Brasil) na dose de 0,2 mg/kg via oral.

Os comprimidos de FIRO foram triturados, diluidos em 9 mL de &gua e divididos
em 3 partes de 3 mL contendo 75mg cada porcédo e congelados a -20°C até o uso [14].
Cada porcdo foi retirada da congelacdo alguns minutos antes da administracdo nas

éguas, para descongelar em temperatura ambiente.

Apdbs a administracdo intravenosa do FM e do ML, as éguas permaneceram em
repouso por 1 hora, a fim de que o antiinflamatorio alcangasse niveis séricos maximos.
Do mesmo modo, apds administracdo do firocoxib via oral, as éguas repousaram por 4
horas, devido ao tempo necessario para esse medicamento atingir niveis plasmaticos

satisfatorios [15].

No momento previsto da maxima concentracdo plasmatica do principio ativo de
cada medicamento, a segunda serie de ultrassonografias foi realizada. Assim como a
primeira, a localizagdo da vesicula embrionaria era registrada a cada 5 minutos durante

1 hora no desenho esquematico de Utero.
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Apos 24 horas da aplicacdo dos AINEs, o terceiro exame ultrassonografio foi
executado no intuito de verificar se houve efeito remanescente dos farmacos sobre a

mobilidade embrionaria.

2.4 Andlise Estatistica

Primeiramente realizou-se uma analise descritiva dos parametros (média e erro
padrdo) de acordo com as condi¢des experimentais e avaliagdo da normalidade pelo
teste Kolmogorov-Smirnov (K-S). Para comparagdo dos dados de cada tratamento,
utilizou-se ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste poshoc de Tukey quando
os dados foram parameétricos e o teste de Friedman seguido pelo teste de Dunn quando
ndo paramétrico. Para a avaliagdo entre os tratamentos utilizou-se o teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Dunn. Diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05. As analises foram realizadas pelo Programa GraphPad Prism versdo 6.0 para

Windows (GraphPad software, LA Jolla, Caifornia, USA; www.graphpad.com).

3 RESULTADOS

Os resultados da mobilidade embrionaria nos diferentes momentos (pré-tratamento,
tratado e 24 horas pés-tratamento) com os antiinflamatérios FM, FIRO e ML na
mobilidade embrionéria estdo detalhados na tabela 1.

Movimentacdo por Hora

Tratamento Pré-tratamento Tratado 24h pos-tratamento
Flunixin Meglumine 5.8+0.3 2.3+0.5"8 5.9+0.2°
Firocoxib 5.7+0.4° 5.8+0.3*" 5.6+0.3"
Meloxicam 5.9+0.3" 1.9+0.3"° 5.7+0.4°

Tabela 1: Resultados e andlise descritiva dos parametros da mobilidade embrionaria (movimentagao por
hora). ((a,b) Letras minGsculas significam diferenca entre as colunas, p<0,05. (C x T x 24T). (A,B)
letras maiusculas significam diferengas entre as linhas, p<0,05. (FM x FIRO x ML)).

O FM e ML reduziram a mobilidade embrionaria no pico maximo esperado de
concentracdo plasmatica de cada medicamento, retornando aos mesmos valores do
momento pré-tratamento ap6s 24 horas do tratamento. A mobilidade dos embrides de

éguas que receberam tratamento com FIRO ndo sofreu interferéncia do farmaco.
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4. DISCUSSAO

A avaliagdo da mobilidade embrionaria por meio da ultrassonografia foi inicialmente
estabelecida por Leith e Ginther (LEITH; GINTHER, 1984) que dividiram o utero em 7
porcdes (corpo uterino e 3 porcbes de cada corno) e avaliaram por ultrassonografia a
cada 5 minutos durante 2 horas. Posteriormente, Ginther [13] estabeleceu em seu estudo
a divisdo do utero em 9 porgdes (3 do corpo e 3 de cada corno). Do mesmo modo, Stout
e Allen (STOUT; ALLEN, 2001), avaliaram a mobilidade com ultrassonografia seriada
dividindo o Utero em 9 porc¢oes, e apds a primeira hora de avaliagdo foi administrado
FM em éguas com 12 e 14 dias de gestacdo, seguida da segunda hora de observacéo.
Este modelo foi utilizado no presente estudo.

Em razdo dos resultados obtidos por Stout e Allen [10], os exames ultrassonogréaficos
foram realizados no pico de mobilidade embrionaria entre os dias 12 e 14 de gestacéo,
com valores de 3.0 + 1.0 e 47 £ 0.8 movimentos por hora de avaliacdo,
respectivamente, e foi observado que a inibicdo dos movimentos do embrido apds
aplicacdo do AINE foi mais evidentes nessa fase. Leith e Ginther [16] observaram
médias entre 10 e 13 movimentos embrionarios em 2 horas, equivalentes a 5 e 6,5
movimentos por hora. Os resultados de ambos os estudos sdo semelhantes aos valores
encontrados pelo presente estudo.

Segundo Stout e Allen [10], ap6s aplicacdo de FM, a quantidade de movimentos
embrionarios por hora diminuiu de 4.7 £ 0.8 para 1.8 + 0.8 e de 4.3 £ 0.9 para 0.7 £ 0.2,
aos 12 e 14 dias, respectivamente. Dados que corroboram com nossos resultados apos
tratamento com FM, com diminuigdo de 5.8 + 0.3 para 2.3 + 0.5 movimentos por hora.

A COX-1 é predominante no endométrio da égua no inicio da gestacdo devido ao
aumento da expressdo dessa enzima causada pela estimulacdo estrogénica embrionaria,
sugerindo a prevaléncia da COX-1 na producdo de prostaglandinas endometriais. Esse
mesmo estimulo do embrido causa redugdo na expressao da COX-2 [9]. Os resultados
de mobilidade embrionéaria corroboram com o perfil de expressédo génica, em razéo da
ndo alteracdo da quantidade de movimentos realizados pelo embrido apds administracdo
de FIRO, acdo COX-2 seletiva, sendo mais seguro para utilizacdo nessa fase da
gestacdo. De acordo com Giguere et al. [17], o FIRO néo causou altera¢des no final da

gestacdo e no parto, evidenciando sua eficacia e seguranca em éguas prenhes.
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Ainda ndo esta esclarecido qual COX é predominante no embrido equino durante a
producdo das prostaglandinas que promovem a mobilidade embrionaria. De acordo com
Tan et al. [18], tanto COX-1 como COX-2 sdo detectados na fase de implantacdo de
embrides humanos. Em camundongos, a COX-1 se manifesta quando o concepto possui
mais de 4 blastbmeros até blastocisto e a COX-2 aumenta a expressdo a partir do estagio
de duas células.

O FM atua néo seletivamente sobre a COX e, ao bloquear 80% da COX-2, também
afeta 83,81% da COX-1 [19], que pode alterar a producdo de prostaglandinas uterinas
dependentes de COX-1. A producdo de prostaglandina E embrionéaria reduziu
significantemente ap6s adicdo de FM em meio de cultura de embribes [4]. Isso
fundamenta a diminuicdo da quantidade de movimentos embrionarios apos tratamento
com FM.

Com resultados semelhantes ao FM, o ML também reduziu o numero de
movimentos embrionarios por hora devido a sua agdo em COX-1. Apesar do seu sitio de
ligacdo ter maior afinidade pelo COX-2, em concentracao suficiente para inibir 80% da
COX-2 também realiza ligacdo com 70% da COX-1 [19].

Em funcdo dos resultados do presente experimento podemos concluir que o
antiinflamatério FIRO n&o alterou a mobilidade embrionaria, enquanto que os outros
AINEs (FM e ML) estudados diminuiram significativamente a quantidade de
movimentos. O resultado de mobilidade do FIRO, considerando sua acédo seletiva para
COX-2, indica que o mecanismo de mobilidade embrionéria deva ser mais dependente
da COX-1. Os AINE que possuem agdo na COX-1 como o FM e ML devem ser
evitados no inicio da gestacdo, podendo comprometer a mobilidade embrionaria
transitoriamente e a distribuicdo de fatores fundamentais para o reconhecimento

materno da gestacao.
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