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RESUMO

FRISO, A. M. RESPOSTA INFLAMATORIA UTERINA DE EGUAS COM
ENDOMETRITE PERSISTENTE POS-COBERTURA TRATADAS COM
FIROCOXIB. Botucatu — SP. 2016, p.52. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual

Paulista

A endometrite persistente pos-cobertura (EPPC) é uma afec¢do que acomete
uma parcela significativa das éguas que estdo em programas de reproducéao.
Em vista disso, o objetivo desta revisdo de literatura foi abordar a fisiopatologia
da EPPC e seus tratamentos. ApGs a cobertura ou inseminacao artificial (1A) é
fisiolégico que ocorra inflamacdo no interior do Utero a fim de promover a
limpeza uterina e drenagem dos debris celulares e contaminantes. Eguas que
sdo susceptiveis a EPPC permanecem com acumulo de liquido uterino e
elevado infiltrado neutrofilico no interior do Utero por mais de 36 horas apés o
contato com o sémen. Para que essas fémeas possam ser utilizadas na
reproducdo e se obtenha indices de fertilidade aceitaveis é necessario controlar
a inflamacao, oferecendo um ambiente uterino adequando para o embrido. A
maioria dos tratamentos usados para as éguas com EPPC sé&o paliativos, como
a utilizacdo de farmacos echdlicos e lavagem uterina para auxiliar na retirada
do liquido e os polimorfonucleares (PMNs) acumulados no interior do Gtero.
Outros tratamentos tem sido sugeridos, como os imunomoduladores que atuam
blogueando a resposta inflamatoria inicial, evitando a liberagdo de mediadores
inflamatorios. Recentemente tem sido mencionada a utilizagdo de anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) para o tratamento de éguas susceptiveis,
que atuam bloqueando a cicloxigenase (COX) interrompendo assim liberacéo
das prostaglandinas (PGs) que sdo as causadoras do processo inflamatorio.
Um dos AINEs utilizado em equinos para o tratamento de outras alteracdes € o
firocoxib, por ser seletivo a COX-2, ndo atua sobre a COX-1, evitando 0s
efeitos adversos por essa via fisioldgica. Esse medicamento pode se tornar
uma opc¢ao para o tratamento de EPPC ap0s ser comprovada sua eficiéncia.



Xi

Palavras-chave: Anti-inflamatoério ndo esteroidal, equino, endométrio, resposta

inflamatoéria.

ABSTRACT

FRISO, A. M. INFLAMATORY UTERINE RESPONSE OF MARES WITH
PERSISTENT POST BREEDING ENDOMETRITIS TREATED WITH
FIROCOXIB. Botucatu — SP. 2016, p.52. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

The persistente post-breedind endometritis (PPBE) is one pathology that affects
significant part of the mares that are in breeding programs. The objective of this
study was to make a literature review on the PMIE and their possible
treatments. After mating or artificial insemination (Al) an physiological
inflammation happens inside the uterus for uterine cleaning and drainage of
cellular debris and contaminants. Mares that are susceptible to this type of
endometritis can not make the proper uterine cleaning and remain with
accumulated fluid and a high neutrophilic infiltrate inside the uterus for more
than 36 hours after contact with semen. For that these females can be used for
reproduction and be able to get acceptable fertility rates is necessary the control
of this inflammation, offering a suitable uterine environment for the embryo.
Most treatments that are used for PMIE mares are palliative, such as the use of
ecbolic drugs and uterine wash to aid in removal of liquid and
polymorphonuclear (PMNs) accumulated in the uterus. Other treatments have
been suggested, such as the imunomodulatory treatment that act by blocking
the initial inflammatory response, preventing the release of inflammatory
mediators. Recently it has been mentioned the use of nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) for the treatment of susceptible mares, working by
blocking the cyclooxygenase (COX) and interrupting the release of
prostaglandins (PGs) that are the cause of the inflammatory process. A NSAID
used in horses for treatment of other pathologies is firocoxib, being a selective

COX-2 drug that has no effect on COX-1, avoiding the adverse effects by this



Xii

physiological route. This medicine may become an option for the treatment of
PMIE after proven effectiveness tests.

Keywords: Non-steroidal anti-inflammatory, equine, endometrium, inflammatory
response



CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

Com a grande valorizacdo econbmica dos cavalos de genética
comprovada e boa funcionalidade, os criadores procuram otimizar a0 maximo a
eficiéncia reprodutiva desses animais, na maioria das vezes, utilizando as
biotecnologias da reproducéo. No caso das fémeas, uma das biotecnologias
utilizadas é a transferéncia de embrido (TE), em que se consegue produzir
varios potros durante o ano, filhos de uma mesma égua.

Devido a excessiva manipulacdo do trato reprodutivo e as repetidas IAs
das fémeas que estdo em programas de TE, que na sua maioria sado éguas de
idade avangada, ocorre um aumento das desordens uterinas com consequente
comprometimento da fertilidade. Como consequéncia, é comumente relatada a
queda na taxa de concepc¢do, aumento do numero de servigo por concepgao e
sobrevivéncia embrionaria prejudicada, levando a um grande prejuizo
econdmico aos criadores.

Apbs a monta natural ou IA, ocorre uma inflamacéo uterina fisiol6gica
transitéria em reposta ao sémen, fazendo com que o contedado presente no
Gtero seja eliminado pelas contraces miometriais e o ambiente uterino fique
em condi¢Bes adequadas para a chegada do embrido (TROEDSSON, 1999).

Em algumas fémeas essa inflamacao uterina torna-se exacerbada e com
intensa migracdo de PMNs para interior do Gtero e a inflamacdo ndo é
controlada entre 36 e 48h ap6s o coito como nas éguas normais (KATILA,
1995). Essa afecgcdo é chamada de EPPC e geralmente acomete éguas mais
velhas com as caracteristicas anatbmicas ja alteradas, com posicionamento
pendular do uUtero na cavidade abdominal devido ao afrouxamento dos
ligamentos, circulagdo linfatica falha e producdo de poucas e anormais
contracdes uterinas apdés a monta natural ou IA (LEBLANC et al.,, 1994;
LEBLANC et al., 1998).

Para que esses animais possam permanecer nos programas de
reproducdo e se consiga controlar essa inflamacéo uterina persistente, varios
estudos ja foram realizados. Os tratamentos utilizados visam auxiliar a limpeza
do utero apds a cobertura, sendo apenas uma medida paliativa, ndo atuando

diretamente na causa da inflamacéo.



Alguns estudos tém demonstrado que a imunomodulacdo da resposta
inflamatdria anteriormente ou apds a cobertura é capaz de melhorar as taxas
de prenhez, jA que ha atuacdo diretamente nos mediadores inflamatérios,
impedindo uma resposta exacerbada e persistente (FUMUSO et al.,, 2003;
DELL AQUA JR et al., 2006; BUCCA et al., 2008).

Pesquisas vém sendo realizadas com a utilizacdo de AINEs para atuar
diretamente no bloqueio da COX, principalmente com medicamentos seletivos
para COX-2, interrompendo a cascata inflamatéria e a producdo de
prostaglandinas, que sdo responsaveis pelo processo inflamatoério, e ainda
produzindo poucos efeitos adversos ao organismo do animal (CLARK, 2006).

Alguns dos resultados obtidos mostraram que os AINEs podem evitar
que ocorra o desenvolvimento da EPPC em éguas com atraso de limpeza
uterina apés a IA e também podem levar a uma diminuicdo da expressao de
COX-2 no estrato compacto do endométrio mostrando sua acdo anti-
inflamatdria (AURICH et al., 2010; VILES et al., 2013).

O objetivo desta revisdo de literatura foi abordar a fisiopatologia da EPPC

e os tratamentos que ja foram estudados.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Endometrite persistente pés-cobertura

2.1.1 Interagdo do sémen com o endométrio

7

Na monta natural e na inseminacdo artificial o sémen é igualmente
depositado no corpo uterino. Com a chegada dos espermatozoides ao utero
ocorre um processo denominado quimiotaxia que ordena um influxo de PMNs

(Polimorfonucleares) para o limen uterino (KOTILAINEN et al., 1994).

Essa resposta inflamatoria tem o intuito de destruir os microrganismos e
retirar do interior do Utero os espermatozoides mortos e as sujidades que
permaneceram no local. Os PMNs fagocitam as bactérias e as células
esperméaticas mortas. Além disso, outras a¢gbes se iniciam, como a cascata do
acido araquidénico ocorrendo a liberacédo de prostaglandina F2a (PGF2a) que

induzird a contracbes uterinas proporcionando a drenagem do conteudo em



direcdo a cérvix e pela circulacdo linfatica (TROEDSSON et al.,, 1993;
TROEDSSON et al., 1999). Os PMNs chegam ao lumen uterino em meia hora
apos a deposicao do sémen no utero e a inflamacéao é controlada em torno de
36 a 48 horas ap0Os a cobertura ou IA na maioria das éguas, propiciando um
ambiente adequado para o embrido no momento de sua migracado para o utero
(KATILA, 1995).

Essa resposta inflamatéria € denominada como endometrite induzida
pela cobertura e € um processo fisioldgico nas éguas, sendo eficaz na remocéao

dos contaminantes e excesso de espermatozoides (TROEDSSON, 2006).

2.1.2 Eguas resistentes e susceptiveis a endometrite pds-cobertura

Animais resistentes a endometrite conseguem conter a inflamacéo uterina
em até 48 horas pés-cobertura. No entanto, um grupo de éguas ndo consegue
resolver o processo inflamatorio naturalmente, apresentando falhas na limpeza
uterina (BRITO; BARTH, 2003). A endometrite persistente pdos-cobertura
(EPPC) prejudica a fertilidade e ameaca a viabilidade do embrido ao chegar no
atero (OGURI; TSUTSUMI, 1972; BETTERIDGE et al., 1982). Segundo
Troedsson (1999) a EPPC € uma das principais causas da reducdo de

fertilidade em éguas.

Véarios fatores que caracterizam a endometrite persistente e que
contribuem para que ela ocorra sdo amplamente estudados. A idade avancada
das éguas tem sido correlacionada por varios autores com a susceptibilidade a
doenca. Com o passar dos anos e com um elevado numero de partos, as
eéguas apresentam posicionamento horizontal da vulva e o posicionamento do
Utero se modifica tornando-se pendular na cavidade abdominal devido ao
afrouxamento dos ligamentos. Alteragdes cervicais e contratilidade endometrial
deficiente acabam dificultando a drenagem do conteddo que se acumula no
[imen uterino apods a inseminacéo ou coito (HEMBERG et al., 2005; LEBLANC
et al., 1994; LEBLANC et al., 1998; LEBLANC, 2003; CARD, 2005).

E sugerido que nas éguas susceptiveis a inflamacdo uterina o

endométrio apresente diversas alteracbes como elevado grau de fibrose e
alteracdo da circulacéo linfatica (WOODWARD et al., 2012).



2.2 Mecanismos de defesa uterina

2.2.1 Barreiras fisicas

Para que o lumen uterino se mantenha protegido, livre de sujidades e
contaminantes € necessario que as barreiras fisicas como a vulva, o vestibulo
e 0 colo uterino estejam funcionais e impecam que ocorra uma infeccao
uterina. Essas barreiras nao influenciaram no caso da inseminacao artificial ou
coito em que o sémen € depositado no interior do utero (PASCOE, 1979;
HINRICHS et al., 1988; CASLICK, 1937).

2.2.2 Contrag0es uterinas

As contracdes uterinas sdo importantes apdés inseminacédo artificial ou
monta natural para inicialmente conduzir as células esperméticas até o local da
fertilizacdo e posteriormente fazer a limpeza uterina eliminando pela cérvix as
células espermaticas mortas e os contaminantes. A frequéncia das contracdes
uterinas move o sémen para frente e para tras entre 0 corpo e 0S cornos
uterinos durante a primeira meia hora. Passadas quatro horas apds a
inseminacdo a maioria dos espermatozoides foram eliminados para fora do
Utero das éguas sadias (KATILA, 1995).

Eguas que sdo suscetiveis a EPPC tém atraso da limpeza uterina. As
razbes para essa queda na atividade do miométrio permanecem obscuros.
Rigby et al. (2001) observaram uma disfunc¢éo contratil do miométrio em éguas
que tinham uma limpeza uterina retardada e que a disfuncdo nao foi
dependente de idade e do numero de partos. Foi demonstrado que as éguas
resistentes a EPPC tém contragcfes uterinas mais longas e mais intensas do
que as éguas que apresentam limpeza uterina atrasada e que as contragdes
miometriais de éguas resistentes tendem a ocorrer em diregcdo a cérvix,
facilitando a eliminagédo do conteddo acumulado no lumen uterino, enquanto
gue em eguas susceptiveis, essas contracdes acontecem na direcdo oposta
(REITZENSTEIN et al., 2002).

Troedsson et al.(1993) verificaram um aumento visivel da eletricidade do

miométrio em todas as éguas (resistentes e susceptiveis) apos a infusdo de



bactérias no uUtero. No entanto, as éguas resistentes apresentaram maior
atividade miometrial do que as susceptiveis. Leblanc et al. (1998) utilizaram a
cintilografia para demonstrar o posicionamento uterino de éguas normais e de
éguas que acumulavam liquido no interior do Utero apds cobertura. Esse
estudo demonstrou que éguas que apresentavam a ceérvix mais vertical e o
atero inclinado ventralmente em relagdo ao assoalho pélvico foram

predispostas a reter liquido no interior do Utero apos acasalamento (Figura 1).

Nikolakopoulos et al.(2000) avaliaram a concentracdo de ocitocina e de
13,14-di-hidro-15-ceto PGF2a (PGFM) apdés a IA de éguas resistentes e
susceptiveis, e observaram um aumento significativo nas concentracdes de
ocitocina em ambas as fémeas, ndo havendo diferenga significativa na
liberacdo de ocitocina entre os dois grupos de éguas. No entanto, as
concentracbes médias de PGFM foram significativamente maiores no grupo de
éguas resistentes durante os primeiros 30 minutos apos a IA, ndo explicando
as alteracOes das contracdes uterinas durante todo periodo da inflamacéo pos-

cobertura, apenas na fase inicial.

Em um segundo experimento no qual foram realizadas aplicacbes de
ocitocina nas éguas resistentes e susceptiveis, a administracdo de ocitocina
exdgena causou maior liberacdo de PGF2a em fémeas resistentes do que nas
susceptiveis. Essa observacdo da reducdo das concentracbes de PGFM no
grupo de éguas susceptivel apos a administracdo de ocitocina e da IA indica
um possivel defeito na libertacdo PGF2a a nivel do receptor da ocitocina ou
pos-receptor (NIKOLAKOPOULOQOS., et al 2000).

Sendo assim, falhas na atividade mioelétrica, alteragbes anatbmicas do
utero e falhas de liberacdo hormonal podem ser as principais causas da
instalacdo da EPPC (TROEDSSON, 1999) e o acumulo de liquido intrauterino
ainda proporciona um ambiente adequado para o0 desenvolvimento de
microrganismos oportunistas, predispondo desta forma, a instalacdo de
infeccdes uterinas (LEBLANC, 2003).



Anterior

FIGURA 1. Lado esquerdo representando a cintilografia de uma égua normal
reprodutivamente, e lado direito representando uma égua com atraso nha limpeza
uterina. A cérvix, 0 corno uterino e a vagina séo rotulados como o angulo U-C
(LEBLANC et al., 1998).

2.2.3 Resposta inflamatéria uterina

Uma reacdo inflamatdria acontece fisiologicamente apds a inseminacao
artificial/cobertura como resposta do sistema imune contra as células
espermaticas e contaminantes depositados no interior do Utero, com intuito de

evitar infeccdes e lesdes teciduais.

A defesa contra microrganismos € iniciada pela protecdo da imunidade
inata e mantida pelas respostas mais tardias do sistema imune adaptativo. A
imunidade inata € a primeira linha de defesa contra os microrganismos, pode
iniciar suas atividades em alguns minutos, conseguindo assim responder
rapidamente a infeccbes. Esse mecanismo é ativado por produtos dos
microrganismos e células lesionadas mantendo a mesma forma de resposta
independente do numero de vezes que foi exposta ao microrganismo. Faz
parte dos componentes da imunidade inata: barreiras epiteliais, células
fagociticas, células dendriticas, células natural killer e proteinas plasmaticas,
incluindo as proteinas do sistema complemento. A resposta imune inata realiza

a defesa inicial e estimula a resposta imune adquirida (ABBAS et al., 2015).

Para colaborar com a erradicacdo da infeccdo existe também a resposta
imune adaptativa. Ao contrario da resposta inata, ocorre um aumento da sua
capacidade defensiva a cada nova exposi¢cdo ao microrganismo agindo sobre

um grande numero de substancias microbianas e ndo microbianas. A



imunidade adaptativa possui uma caracteristica chamada de especificidade
que faz com que o sistema imune consiga diferenciar substancias e
microrganismos. Sao componentes exclusivos da imunidade adaptativa os
linfécitos e produtos secretados por eles como os anticorpos. Para que as
atividades do sistema imune inato e adaptativo sejam reguladas, ocorre a
liberacdo de um grupo de proteinas chamadas citocinas como as interleucinas
(IL) e o fator de necrose tumoral (TNF) (ABBAS et al., 2015).

A inflamagéo aguda se desenvolve rapidamente e pode durar alguns dias,
se a infeccdo ndo for eliminada nesse periodo ou o dano tecidual for
prolongado, a inflamacédo passa a ser classificada como crbnica, podendo
ocorrer remodelamento tecidual, angiogénese e fibrose. (COLLINS et al.,
1999).

2.3 Ativacao da respostaimune

Segundo Troedsson et al. (1993; 2001), a ativacdo da resposta imune é
iniciada pelo contato do sémen no interior do Utero ap0s a cobertura ou IA.
Essa resposta é mediada primeiramente pela imunidade inata para que o
sémen do mesmo garanhdo possa ser utilizado varias vezes na mesma égua
sem que ocorra resposta imune mediada impedindo a fecundacédo (LYLE,
2011). Com a presenca do sémen no limen uterino inicia-se as ativacdes do
sistema imune, os patdgenos e células esperméaticas sdo reconhecidos por
células sentinelas no endométrio. Ocorre a liberagdo dos padrdes moleculares
associados aos patogenos (PAMPS) que entdo estimulam a resposta
inflamatoria pela liberacéo de lipopolissacarideos (LPS) e lipoproteinas que se
ligam aos receptores do tipo Toll (TLRs) das células endometriais e das células
sentinelas principalmente aos macrofagos circulantes no endométrio (TAKEDA;
AKIRA, 2004; TIZARD, 2008).

e

A ativacdo dos TLRs é a chave para o inicio da reacao inflamatoria
(TAKEDA; AKIRA, 2004) estimulando a sintese do fator nuclear kappa-p (NF-
KB). O fator de transcricdo NF-kP regula numerosos genes que funcionam em
diversos processos, incluindo respostas inflamatodrias ativando os genes para a

codificacdo de citocinas pro-inflamatorias (GHOSH et al., 1998). As citocinas



sd0 pequenas proteinas ndo estruturais que sdo produzidas e atuam nas
células nucleadas. Algumas citocinas promovem a inflamacao e sdo chamadas
citocinas pré-inflamatérias como a interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 8 (IL-8), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e o interferom gama
(IFNy) (DINARELLO, 2000). A interleucina 1 alfa (IL-1a) e a interleucina 1 beta
(IL-1B) séo liberadas no inicio da inflamacdo, sendo responsaveis pela
regulacdo positiva para transcricdo de outras citocinas pro-inflamatorias. O
IFNy € uma citocina pro-inflamatoria envolvida na resposta imune inata e
adaptativa que atua sobre a regulacdo do oxido nitrico induzivel (iNOS), que
produz de éxido nitrico (NO) levando a um aumento do fluxo sanguineo e
ampliando a resposta inflamatoria (ALGHAMDI et al., 2005) (WOODWARD et
al., 2013).

As citocinas devem ser ativadas pela enzima caspase-1, que também é
sintetizada pelo estimulo do NF-kB (Figura 2) (TIZARD, 2008).

Utero

FIGURA 2. Reconhecimento das células espermaticas e dos patdgenos pelas células
sentinelas com posterior liberacdo dos PAMPs e producdo de LPS, que se ligam a
receptores do tipo toll-ike desencadeando a transcricdo génica de fatores pro-
inflamatérios pelo NF-kB (Adaptado de TIZARD, 2008).

A partir da sintese de quimiocinas e citocinas, principalmente IL-1, IL-6,
TNF-a e IFNy é desencadeada a cascata de mediadores inflamatoérios, com a

liberacdo de &cido araquidbnico a partir de fosfolipidos da membrana. O &cido
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araquidénico livre é convertido em prostaglandina G2 (PGG2) pela
ciclooxigenase (KAM; SEE, 2000). A prostaglandina G2 é convertida em
prostaglandina H2 (PGH2) por uma reacdo de peroxidase, que é também
catalisada pela enzima ciloxigenase (COX). A PGH2 sintetisa a prostaglandina
E2 (PGE2), prostaglandina D2 (PGD2), PGF2a, prostaglandina | (PGI) e
tromboxano A (TxA).

A PGEZ2 é entdo convertido em outras PGs, prostaciclinas e tromboxanos
por isomerases do tecido. Dentro das plaquetas, quase toda a PGH2 é
convertido em tromboxano A2 (SMITH, 1992)(Figura 3). Com o producédo da
COX-2 e posterior liberagcdo de prostaglandinas e tromboxamos ocorre o
aparecimento dos sinas clinicos da inflamacdo e ainda ocorre
concomitantemente a migracdo das células do sistema imune para o local da

lesdo.

MEMBRANE PHOSPHOLIPID
Fhospholipase Az

S-lipaxygenase
LIPO-OXYGENASE 44— ARACHIDONATE — . CYCLO-OXYGENASE Pro-inflammatory
PATHWAY PATHWAY mediators
LTC4 Bronchial

+
LTD4 spasmogens /

LTE4 Vasodilators “CONSTITUTIVE/S “INDUCIBLE”
PHYSIOLOGICAL?

COX-1 /

Leukotrienes:

TR cox-2
(found in all tissues, (kidney, GI Tract, CNS,
especially GI tract) endothelium: becomes upregulated

within these tissues)

Thromboxane: Prostaglandins: Prostaglandins:
TXA,: Platelet aggregation PGE,: Tmucous, Lacid in stomach PGE;:  Pyretic agent
Vasoconstriction Regulates body temperature | Nociceptor
Renal homeostasis threshold
PGl Vasodilator L Na/H,0 resoption
Inhibits platelet aggregation kidney
Renal homeostasis
PGD,: Sleep! wake eycle PGl Vasodilator
PGF,: Labour Inhibits platelet
aggregation

FIGURA 3. Funcdo das cicloxigenases (COX-1 e COX-2) na producdo dos
eicosanoides (JUSTICE; CARRUTHERS, 2005).

As citocinas anti-inflamatdrias podem bloquear este processo ou pelo
menos suprimir a intensidade da cascata inflamatoria, sdo estas a interleucina
1 receptor antagonista (IL-1(ra)), interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10) e a
interleucina 13 (IL-13). A IL-1(ra) se liga ao receptor de IL-1 e impede a ligacao
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da IL-1, a IL-10 e a IL-6 em uma fase mais avancgada, tem importante papel no
término da resposta inflamatoria. Portanto, ha um "equilibrio" entre os efeitos
pré-inflamatérios e anti-inflamatérios das citocinas em animais saudaveis para
controlar o processo inflamatorio (DINARELLO, 1992 ,2000).

2.3.1 Resposta imune adaptativa

Apos algumas horas do inicio do processo inflamatério ou lesédo, é
iniciada a resposta imune adaptativa. A resposta imune adaptativa se divide em
imunidade humoral e imunidade celular. A humoral é realizada pelos linfocitos
B que produzem os anticorpos/imunoglobulinas que séo o principal mecanismo
de defesa contra microrganismos extracelulares e que ao serem secretados,
podem se ligar aos antigenos ou as suas toxinas. No trato reprodutivo séo
secretadas algumas imunoglobulinas (lg), principalmente a IgG e a IgA
(TROEDSSON, 1999). Essas imunoglobulinas atuam juntamente ao
componente C3b do sistema complemento auxiliando as células inflamatorias,
principalmente os neutrdfilos, na fagocitose de microrganismos invasores
(BRITO; BARTH, 2003). No entanto, esses mecanismos ndo aparentam ser a
causa da susceptibilidade a EPPC em éguas, ja que as concentracfes de
imunoglobulinas ndo diferem entre éguas resistentes e susceptiveis
(TROEDSSON, 1999; DELL AQUA JR et al., 2006).

Para garantir a defesa do organismo também se desenvolve a imunidade
celular que é mediada por linfocitos T. A imunidade celular realiza a protegédo
contra microrganismos intracelulares, como por exemplo virus e bactérias que
sobrevivem dentro das células do hospedeiro. Essa defesa atua destruindo os
patogenos através dos linfocitos T auxiliares ativando os macrofagos para que
destruam o microrganismo realizando a fagocitose ou causando a morte das

células infectadas com o auxilio dos linfécitos T citoliticos (ABBAS et al., 2015).

2.3.2 Recrutamento dos leucécitos para o local da infeccao

O movimento dos leucocitos do sangue para os tecidos é chamado de

migracdo ou recrutamento, mecanismo que ocorre durante 0 Pprocesso
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inflamatério. E iniciado pelo reconhecimento de microrganismos ou les&o

tecidual por células da imunidade inata e o processo € continuado com a

resposta imune adaptativa (ABBAS et al., 2015).

O processo de recrutamento comeca quando os macréfagos circulantes
encontram microrganismos e os englobam, ocorrendo a liberacéo de citocinas,
tais como IL-1 e TNF pelas células do sistema imune. Desta forma, € iniciada a
sensibilizacdo das células do endotélio para a passagem dos leucécitos para
fora do vaso em direcdo ao tecido inflamado. Os neutrdfilos e os mondcitos sao
as primeiras células a chegarem no local da inflamacdo ou de dano tecidual
(MEGIOVANNI et al., 2006). Para um efetivo recrutamento celular € necessario
a adeséo dos leucdcitos ao endotélio das vénulas e capilares, e essa adesao &
realizada com auxilio de moléculas que fortalecem essa ligacao (RIGBY et al.,
2015).

As citocinas liberadas inicialmente pelas células de defesa estimulam a
expressao endotelial de E-selectina e P-selectina, provocam dilatacdo do vaso
no local da inflamacéo e diminuicdo do fluxo sanguineo fazendo com que os
leucdcitos figuem na regido marginal do vaso permitindo assim a interacdo com
as selectinas, sendo essa ligacdo de baixa afinidade. A seguir, a L-selectina
comeca a ser expressada pelos leucécitos, ligando-se as sialomucinas das
células endoteliais aumentando a adesdo entre as células. As quimiocinas
comecam a ser produzidas nos tecido infectados ou pelas células endotelias
ligando-se aos receptores dos leucdcitos, principalmente em células T,
promovendo uma série de acdes como a ativacdo das integrinas que sao
proteinas que medeiam a adesdo de células e a sua ligagdo com a matriz
extracelular. As integrinas mais importantes expressas nos leucdcitos sdo LAF-
1 e a VLA-4. Essas integrinas se ligam em glicoproteinas de membrana como
por exemplo a ICAM-1 resultando em um estado de alta afinidade de ligacéo e
alta adesao dos leucdcitos. Apds esse processo 0s leucdcitos passam pelas
junc@es das células endoteliais e migram para fora do vaso, lembrando que os
neutrofilos, mondcitos e linfocitos T utiizam os mesmos mecanismos de
migracdo (Figura 4) (SPERANDIO et al., 2003; CHAN et al.,2001; BERLIN et
al., 1995; RIGBY et al., 2015).
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As quimiocinas exercem outras funcbes importantes durante a
inflamacdo. Atuam também sobre o0s leucdcitos que saem dos vasos
estimulando a movimentacdo ao longo de um gradiente de concentracdo de
proteinas secretadas em direcdo as ceélulas infectadas por um processo
chamado quimiocinese, que também regulam o tréafego dos linfocitos e outros
leucécitos nas regibes dos tecidos linfoides periféricos (CHTANOVA et al.,
2008).
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FIGURA 4. Recrutamento de neutrdéfilos para os locais de inflamacéo (adaptado
AMULIC et al., 2012).

2.3.3 Componentes da resposta imune avaliados em éguas susceptiveis e

resistentes a endometrite

Foi demonstrado um aumento da expressdo endometrial do TLR-4 e TLR-
2 apos a inoculagdo de E. coli no utero de éguas resistentes, no entanto a
resposta destes receptores aos espermatozoides ainda € controversa
(MARTH., et al 2015). Eaton et al. (2010) observaram um aumento dos TLR-4
em eéguas resistentes 24 horas apo6s a IA, ja Nash et al. (2010) né&o
encontraram mudanca na expressao dos TRL-4 apds IA em éguas resistentes
e Cuervo-Arango et al. (2008) observaram uma tendéncia no aumento dos
receptores TRL-4 no endométrio de éguas susceptiveis apds a IA, o0 que nao

foi observado nas éguas resistentes. Esses resultados controversos podem ser
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explicados pelo fato do TLR-4 reconhecer principalmente os
lipopolissacarideos (LPS) produzidos por bactérias gram negativas, sendo
variavel a contaminacdo do sémen utilizado em cada estudo (CHOW et al.,
1999; HOSHINO et al., 1999).

As citocinas proé e anti-inflamatérias foram estudadas e observou-se que a
expressao das citocina pro-inflamatéria IL-18 foi maior no estro e diestro de
éguas susceptiveis (FIORATTI, 2013). A expressao da IL-1B, TNF-a e IL-6 foi
maior e mais prolongada em éguas susceptiveis em comparagdo com 0S
animais resistentes apos a inseminacdo artificial, e a expressdo da IL-8,
citocina que atua na quimioatracdo de PMNs foi maior em éguas susceptiveis
em comparacao com as fémeas resistentes nas 24 h apés a inseminacao e no
diestro, e a expressdo da citocina anti-inflamatoria IL-10 foi menor nas éguas
susceptiveis nas mesmas condicbes (FUMOSO et al. 2003; 2006). Ainda,
verificou-se que as éguas resistentes apresentavam maior expressao das
citocinas anti-inflamatorias IL-1(ra) e IL-10 seis horas apos a IA (KAPLANSKI et
al., 2003; CHRISTOFFERSEN et al., 2012; WOODWARD et al., 2013).

2.4 Possiveis tratamentos para a endometrite persistente pés-cobertura

Eguas que sdo mantidas em programas de reproducdo mesmo com
baixas taxas de fertilidade sdo animais, em sua maioria, de alto valor genético
e financeiro, principalmente doadoras de embrides, sendo a EPPC uma das
afecgbes que diminuem as taxas de prenhez e de recuperagdo embrionaria.
Para que esses animais continuem a se reproduzir, € necessario minimizar 0s
fatores que desencadeiam a inflamacdo uterina. No primeiro momento é
preciso melhorar as condi¢des uterinas para que os espermatozoides cheguem
viaveis até o oviduto, e posteriormente € fundamental um ambiente uterino
adequado para a chegada do embrido (ALVARENGA et al., 2014).

2.4.1 Farmacos Ecbodlicos

A utilizacdo de farmacos ecbdlicos estimula as contracdes miometriais

promovendo a drenagem do conteddo presente no interior do Utero,
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mimetizando o processo de limpeza uterina fisiolégica poés-cobertura. Os
medicamentos comumente utilizados para estimular a contracdo uterina sao a
ocitocina, PGF2a e a carbetocina (ALLEN, 1991; COMBS et al.,, 1996;
SCHRAMME et al., 2008).

A ocitocina, devido ao sua acéo ecbdlica foi sugerido em primeiro lugar
como um possivel tratamento para éguas com endometrite recorrente por Allen
(1991) e posteriormente por Leblanc et al. (1994) que estabeleceu que a
ocitocina ajuda a expulsar o radiocoldide do interior do Utero de éguas
susceptiveis. Varias doses e vias de aplicacdo da droga ja foram testadas,
sendo as principais vias a parenteral e a intrauterina, as doses utilizadas
variam de 5 a 40 Ul (ALLEN, 1991; BRINSKO, 1993; PYCOCK; NEWCOMBE,
1996).

Campbell; Englad (2002) observaram contracdes uterinas de forma
crescente quando utilizaram doses de 2,5 até 20 Ul de ocitocina intravenosa e
intrauterino, j& na dose 30 Ul obtiveram uma diminuicdo no numero de
contracdes em ambas as vias de aplicacdo. A ocitocina pode ser utilizada em
até 48 horas apo0s a ovulacéo, ja que apés este periodo ocorre o fechamento

cervical impedindo a eliminag&o do liquido pela cérvix (TROEDSSON, 1997).

Outros medicamentos ecbdlicos como a prostaglandina e seus analogos
ja foram testados para avaliar seu padrdo de contracdo endometrial e sua
efetividade na limpeza uterina. Combs et al. (1996) avaliaram a acao de trés
farmacos diferentes: dinoprost 5mg IM, cloprostenol 2mg IM e fenoprostalene
250ug subcutaneo, aplicados no segundo dia ap0s o estro em éguas sadias e
em éguas com limpeza uterina atrasada. O cloprostenol se mostrou mais
eficiente por proporcionar uma limpeza uterina mais rapida do que os outros
farmacos, e o dinoprost apesar de aumentar a atividade elétrica do miométrio e
a pressao intrauterina nas éguas, ndo conseguiu induzir o esvaziamento

uterino de forma eficaz, principalmente nas éguas susceptiveis.

Devido a acéo luteolitica desses farmacos néo é indicado utiliza-los apos
a ovulacdo. Demostraram que o tratamento com PGF2a tem efeito negativo na
funcao luteal precoce e na gestacdo quando aplicada no dia 0, 1 e 2 dias apés
a ovulacdo. Sendo assim, a ocitocina é o farmaco de eleicdo devido a

prostaglandina atuar de forma mais lenta e mais prolongada no endométrio,
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provocando contracdes até 5 horas apos sua aplicacdo (TROEDSSON, 1995;
TROEDSSON et al., 2000).

Um analogo da ocitocina chamado carbetocina foi testado em equinos, o
qual promoveu a contracdo miometrial (SCHRAMME et al., 2008). Sendo que
sua acao é a mesma independente da fase do ciclo estral e ainda com a
vantagem de apresentar meia-vida mais longa (17 minutos) do que a meia-vida

da ocitocina que € mais curta (6 min) na égua (STECKLER et al., 2012).

2.4.2 Lavagem Uterina

A lavagem uterina é utilizada com o intuito de retirar do interior Gtero
espermatozoides mortos, sujidades e bactérias apés a IA ou cobertura em
éguas com endometrite persistente. E também ferramenta para a limpeza
uterina antes da aplicacdo de antibidticos no tratamento de endometrites, para
que ocorra uma melhor acdo do farmaco. Pode também ser utilizada no pos-
parto em casos em que ocorre retencdo de membranas fetais, atraso na

involucao uterina e manipulacdes obstétricas (BRINSKO, 2001).

Brinsko et al. (1989) realizaram a lavagem uterina de éguas 0,5 e 2 horas
apés a inseminacgdo artificial e obtiveram baixas taxas de prenhez, sugerindo
que a lavagem uterina seja realizada em um tempo > 2horas apés a
inseminacao artificial para nao interferir na viabilidade dos gametas masculinos.
Em um novo experimento foi constatado que nas éguas que receberam as
lavagens uterinas 4 horas apos a IA com solucao fisiologica 0,9% ou solucao
de iodopovidona 0,05% as taxas de prenhez foram maiores do que nos animais
gue néao foram realizadas as lavagens (BRINSKO et al., 1991). Realizando a
lavagem uterina com solucdo salina no intervalo de 4 a 6 horas apés a IA,
Knutti et al. (2010) obtiveram maiores taxas de prenhez em éguas com
endometrite persistente pos-cobertura, os resultados deste estudo corroboram

com o achados de Brinsko et al., (1991).

A lavagem uterina pode ser realizada previamente a inseminacao artificial
no caso de éguas que acumulam grande quantidade de liquido uterino,
principalmente animais que apresentam endometrite cronica ou foram

inseminados mais de uma vez no mesmo ciclo, atuando de forma benéfica ao



17

remover os fluidos uterinos e evitando que os mesmos diminuam a qualidade

espermética e consequentemente as taxas de prenhez (BRINSKO, 2001).

Vanderwall; Woods (2003) observaram taxas de prenhez e tamanho de
vesicula embrionaria semelhantes nas fémeas que receberam a lavagem
uterina com ringer lactato no momento imediatamente antes da inseminacao
comparadas com as éguas que nao receberam a lavagem uterina antes da IA,

mostrando que a lavagem uterina néo afeta a fertilidade desses animais.

Em geral as lavagens uterinas séo realizadas em animais que estdo em
programas de reproducdo e apresentam uma coluna de liqguido maior que 2 cm
ou apresentam coluna de liqguido com presenca de pontos anecdicos na
imagem ultrassonogréfica (BRINSKO et al., 2003). A lavagem é realizada pelo
meétodo de sifonagem, em que é colocado um volume de 1 a 2 litros no interior
do utero e em seguida é escoado para fora por efeito da gravidade. A lavagem
uterina pode ser realizada diversas vezes até que o contetdo que retorna do
Utero seja de cor clara e sem sujidades (BRINSKO, 2001; LEBLANC, 2003).

2.4.3 Imunomoduladores

Diversos protocolos de tratamento com substancias e/ou farmacos
imunomoduladores estdo sendo amplamente utilizados em equinos para o
tratamento de EPPC. Esses imunomoduladores atuam na cascata inflamatoria,
bloqueando o processo inflamatério, evitando assim o influxo de células para
[men uterino e o acumulo de liguido (FUMUSO et al, 2003;
CHRISTOFFERSEN et al., 2012).

O extrato da parede de Mycobacterium (EPMB) é um dos tratamentos
mais antigos utilizados para modular o sistema imune. Fumoso et al. (2003)
observaram a diminuicdo da expressdo da citocina proé-inflamatoéria IL-1 e
diminuicdo de acumulo de liquido uterino com a utilizagdo 1,5mg do EPMB no
momento da IA. Em um novo estudo, utilizando o mesmo tratamento observou-
se um aumento da expressao da citocina anti-inflamatoéria IL-10 (FUMUSO et
al., 2007). Christoffersen et al. (2012) avaliaram a expressao génica de varias
citocinas pro e anti-inflamatorias apos a aplicacao de 1,5mg de EPMB posterior
a inoculacdo de E. coli. A expressdo das citocinas ndo se diferenciaram do
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grupo de éguas que ndo receberam o tratamento e apenas a expressdo do
soro amiloide A (SAA) ,que € uma proteina expressa na fase aguda da
inflamacé&o, foi significantemente mais baixa com o tratamento. Woodward et al.
(2015) avaliaram a expressao de citocinas pré e anti-inflamatoria no endométrio
de éguas com EPPC tratadas com EPMB 24 horas antes da IA, e observaram
alteracdo da expressédo da citocina pro-inflamatoria IL-18 seis horas apés a IA,
sendo essa citocina responsavel por desencadear a transcricdo de outras

citocinas no inicio da inflamacéo.

Uma dos medicamentos utilizados para o tratamento de EPPC sdo os
anti-inflamatérios esteroidais, estes atuam deprimindo a resposta proé-
inflamatéria impedindo assim a liberagcdo de quimiocinas e outras proteinas
relacionadas a inflamacdo e ainda conseguem regular positivamente as
citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e a IL-1(ra) auxiliando na profilaxia da
EPPC (CHRISTOFFERSEN et al., 2012).

Dell’Aqua Jr et al. (2006) realizaram tratamento com corticoterapia a cada
12h em um total de cinco doses (0,1mg/kg de acetato de predinisolona), sendo
quatro aplicacdes realizadas anteriormente a IA e uma no momento IA. Na
tentativa de modular a resposta imune, obtiveram resultados satisfatérios com
a diminuicdo de acumulo de liquido uterino e aumento da taxa de prenhez em
éguas com histérico reprodutivo de resposta inflamatoria exacerbada apos a IA.
Bucca et al. (2008) utilizaram uma dose Unica 50mg de dexametasona no
momento da IA na tentativa de controlar a EPPC em éguas susceptiveis. Apos
o tratamento e IA observaram uma diminuicdo da inflamacédo uterina e um
aumento na taxa de prenhez quando comparando com as éguas que nao
receberam tratamento. Christoffersen et al.(2012) realizaram tratamento com
dexametasona na dose de 0,1 mg/kg no momento da inoculacdo de
Escherichia coli no utero das éguas e observaram uma diminuicdo na
expressado da IL-1, IL-6, IL-8 e de SAA, e também verificaram um aumento da
expressao da citocina anti-inflamatéria IL-10 comparado com as éguas que néo
receberam tratamento. Fioratti et al. (2012) testaram a utilizacdo de
dexametasona junto ao meio diluidor de sémen. O tratamento ndo causou
nenhum dano as células espermaticas e proporcionou um aumento nas taxas

de prenhez. Woodward et al. (2015) encontraram diferencas na expresséo



19

endometrial de IL-1B8 apds a administracdo de dexametasona no momento da
IA, diferindo das éguas que receberam apenas a IA. Porém, 0s animais
submetidos a tratamentos com corticoides devem ser escolhidos
cuidadosamente, pois 0 uso equivocado destes medicamentos em éguas com
endometrite bacteriana pode exacerbar a infeccdo (LEBLANC; CAUSEY,
2009).

Recentemente novas terapias para a EPPC estdo sendo testadas com
intuito de melhorar ainda mais o ambiente uterino, as taxas de prenhez e de

recuperacdo embrionaria.

A lactoferrina (LF) é uma glicoproteina regulada por estrogenio com
propriedades antibacterianas e imunomoduladoras (KOLM et al., 2006). Na
tentativa de controlar a resposta inflamatoria pos-cobertura, a LF foi utilizada e
observaram reducdo da expressdao endometrial das interleucinas pro-
inflamatoéras IL-1 e IL-8 apds a cobertura (FORSHEY et al., 2011).

Ferris et al. (2014) avaliaram a capacidade do soro condicionado autélogo
(SCA) e das células tronco mesenquimais (CTMs) em modular a resposta
inflamatoéria aos espermatozoides apds acasalamento em éguas saudaveis, e
encontraram a diminuicdo do namero de neutrofilos no Iimen uterino 6 horas
apos a IA. Com o uso das CTMs ainda houve um aumento da citocina anti-
inflamatéria IL-1(ra). As CTMs tém como funcdo secretar moléculas bioativas
em resposta a lesdo tecidual e o soro condicionado autélogo tem
concentracfes elevadas de citocinas anti-inflamatorias e fatores de

crescimento.

A terapia com plasma rico em plaquetas (PRP) também estd sendo
estudada como tratamento para EPPC. As plaguetas secretam moléculas
bioativas com capacidade de regenerar tecidos e fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas. Metcalf et al. (2012) obtiveram uma redugdo na
expresséo das citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-8) e de Oxido nitrico
sintetase indutor (iNOX) no grupo de éguas em que foi infundido o PRP no
interior do Gtero anteriormente a IA. Em um novo estudo a utilizacdo do PRP
em éguas com EPPC houve diminuicdo de liquido uterino e aumento no indice

de prenhez (METCALF, 2014). Ainda, ocorreu diminui¢do do liquido uterino e
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reducdo do influxo de PMNSs para o l[imen uterino das éguas com EPPC apés a
IA apos a infusdo de PRP (REGHINI et al., 2016).

Outros tratamentos para éguas com EPPC sédo utilizados como o
estimulante da resposta imune inata, a utilizagcdo do propioniobacterium acnes
resultou em aumento das taxas de prenhez (ROHRBCH et al.,, 2007). A N-
acetilcisteina € um agente mucolitico e com propriedades anti-inflamatorias,
quando utilizado para controlar a hipersecrecdo de muco em éguas sem a
presenca de agentes patogénicos uterinos as fémeas apresentaram taxa de
77% de prenhez. O protocolo consiste na infuséo intra-uterina de solucdo de
3,3% de N-acetilcisteina associado a lavagem uterina e ocitocina (GORES-
LINDHOLM et al., 2013).

2.4.4 Anti-inflamatérios ndo esteroidais

Os AINEs vem sendo testados para o tratamento de EPPC. Esses
farmacos inibem as cicloxigenases interrompendo a producdo de
prostaglandinas que sao responsaveis pelo processo inflamatério. Esses
medicamentos podem ser associados a outros farmacos, como por exemplo a
ocitocina, para minimizar o efeito negativo do bloqueio da liberacdo das

prostaglandinas, auxiliando na realiza¢éo de contra¢cdes miometriais.

Em um dos primeiros estudos para avaliar a associacdo de AINE com
farmacos ecbdlicos utilizaram o AINE fenilbutazona por via intravenosa antes
da infusdo uterina do radiocoldide e apos a infusdo aplicaram 20 Ul de
ocitocina. Todas as éguas apresentaram limpeza uterina >90% do radiocoloide
em 30 minutos. Foram utilizadas apenas éguas saudaveis nesse experimento
(CARDARIO et al., 1995). Com a utilizagao apenas da fenilbutazona e posterior
infusdo do radiocoldide no Utero de éguas sadias obteve uma taxa de limpeza
uterina de apenas 23,5 % durante duas horas ap0s a infusdo, mostrando que o
AINE interferiu negativamente na limpeza uterina desses animais (LEBLANC,
1997).

Realizou-se a comparacao da resposta inflamatoria de éguas sadias apés

a |A utilizando dois protocolos de tratamentos diferentes. Em um dos grupos as
éguas receberam 0,01 Ul/kg de ocitocina as 2, 4, 8 e 25h apds a IA e em outro
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grupo os animais foram tratados apenas com flunixin meglumine 1,1 mg/kg
duas horas ap6s a IA. As éguas do grupo ocitocina acumularam pouco liquido
no utero durante todo acompanhamento e foram encontrados baixa quantidade
de PMNs no lumen uterino. Ja as éguas do grupo que recebia o AINE
apresentaram um elevado nimero de PMNs no limen uterino, sendo explicado
pela possivel diminuicdo da contratilidade uterina e falha na drenagem. Esse
grupo também demostrou as 8h apds a IA uma menor quantidade de PMNs no
estroma uterino pela acdo do anti-inflamatério que diminuiu o influxo de células
inflamatoérias para Gtero. Nao houve diferenca quanto a taxa de prenhez dos
dois grupos (RISCO et al., 2009).

Aurich et al. (2010) utilizaram trés protocolos diferentes na tentativa de
controlar a resposta inflamatéria uterina apos a IA. No grupo controle as éguas
receberam ocitocina trés vezes ao dia, no segundo grupo as éguas receberam
ocitocina e o AINE vedaprofeno (2mg/kg/BID) e posteriormente (1mg/kg/BID),
sendo o tratamento iniciado no dia da inducdo da ovulacéo, no terceiro grupo
as éguas receberam ocitocina e vedaprofeno nas mesmas concentracdes,
porém o tratamento foi iniciado no dia seguinte a ovulagdo. Todos o0s
tratamento foram mantidos até um dia depois da confirmacao da ovulacdo. Em
ambos os tratamentos com o AINE ocorreu uma reducdo na resposta
inflamatoria, no terceiro grupo houve reducédo significativa do nimero de PMNs
no endométrio no momento pos-cobertura comparando com outros grupos.
Quanto a expressdo de COX-2 ndo houve diferenca entre os grupos tratados

com o AINE nos momentos pré-IA e péos-IA.

Vilés et al. (2013) avaliaram o efeito do tratamento com o AINE
cetoprofeno no controle da resposta inflamatéria em jumetas apés o uso de
sémen congelado. O medicamento foi administrado por via intravenosa,
iniciando o tratamento 24h antes da IA e mantendo por mais quatro dias. O
tratamento com cetoprofeno ndo conseguiu reduzir significantemente o nimero
de PMNs apés a IA, mas houve uma reducdo na expressdo da COX-2 no
estrato compacto mostrando que o AINE utilizado teve acéao anti-inflamatéria

sobre o utero.

Ainda podemos citar um AINE que foi estudado apenas em éguas

receptoras de embrides que é Acido meclofenamico, quando utilizado em
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receptoras de embrido para evitar inflamagéo uterina pdés TE conseguiu
suprimir a resposta inflamatéria do endométrio, mostrando uma diminui¢cao de
linfocitos e PMNs na histopatologia endometrial, e ainda reduziu a
concentracdo de PGFM plasmatica e expressao de COX-2 no epitélio luminal,
podendo ser uma opgao para o controle da resposta inflamatdria uterina pos-IA
(KOBLISCHKE et al., 2008).

Por provocar bloqueio na liberacéo das prostaglandinas o uso dos AINES
pode interromper outros processos fisioldgicos da reproducdo. As
prostaglandinas desempenham um importante papel durante o processo de
ovulacdo em mamiferos. Na a COX-1 e a COX-2 estédo envolvidas na producéo
de PGF2a e PGE2 no foliculo 10 a 12 h antes da ovulacdo. Um aumento
gradual da expresséo nas células granulosa de PGH-2 ocorre a partir de 24 h
para 39 h apés o tratamento com 2500 IU de hCG (gonadotrofina coridnica
humana). E possivel que a PGF2a e a PGE2 iniciem a sintese de enzimas
envolvidas no colapso da parede folicular, e que ocasionem aumento do fluxo
sanguineo e da presséo intrafolicular, acarretando a ruptura da parede folicular
e liberacdo do odcito (SIROIS; DORE, 1997).

Os efeitos do tratamento sistémico com os AINEs ainda estdo sendo
estudados na funcdo reprodutiva da espécie equina. Cuervo-Arango; Domingo-
Ortiz, (2011) utilizaram uma dose alta de flunixin meglumine, que € um AINE
parcialmente seletivo, em éguas no periodo periovulatério para avaliar se
ocorreria ou ndo o bloqueio da ovulacdo. Seis éguas receberam 2mg/kg/BID de
flunixin meglumine iniciando o tratamento no dia da indu¢cdo e mantendo até
gue ocorresse a ovulagdo, com cinco dos seis animais apresentando falha da
ovulacdo. Em novo estudo Cuervo-Arango (2011) avaliou em qual momento
apos a administragcdo do hCG o flunixim meglumine na dose de 1,7mg/kg/BID
bloquearia a ovulacdo. O AINE bloqueou a ovulagdo quando aplicado até 24h
apos a administracdo hCG com continuagdo da aplicacao até 36 horas. Lima et
al. (2015) utilizaram os AINEs fenibutazona e meloxican no periodo
periovulatorio, sendo o tratamento iniciado quando as éguas apresentaram pelo
menos um foliculo com tamanho de 32 mm e edema uterino grau 2. Com 0s
tratamentos de 4,4mg/kg de fenilbutazona e 0,6 mg/kg de meloxican tiveram
blogueio da ovulacdo em 92% e 83% das éguas respectivamente.
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2.4.4.1 Firocoxib

O firocoxib é um coxib de classe dos AINEs aprovado para utilizacdo em
cavalos e cdes. E um inibidor de ciclo-oxigenase, altamente seletivo para a
COX-2 com pouco efeito sobre as enzimas COX-1, reduzindo assim as

complica¢gBes associadas com a inibicdo da via fisiologica.

A COX-2 é induzida por estimulos inflamatérios, horménios e fatores de
crescimento, € a fonte mais importante de prostendides na inflamacao
(DUBOIS et al.,, 1998). Com o bloqueio da COX-2 ocorre a diminuicdo da
producdo de PGE, que tem um papel fundamental em promover a inflamacéao,
e também da PGI que realiza vasodilatacdo e edema durante o processo
inflamatorio (TREBINO et al., 2003; NODA et al., 2007).

A dosagem recomendada para o tratamento em cavalos é de 0,09mg/kg
por via intravenosa a cada 24 h durante 5 dias ou 0,1 mg/kg por via oral a cada
24 h durante 14 dias. Os estudos de farmacocinética em cavalos indicam que a
utilizagdo do firocoxib por via oral a cada 24 h alcanga as concentragdes
plasmaticas no estado estacionario do quinto ao sétimo dia de tratamento
(LETENDRE et al., 2008).

Uma caracteristica da farmacodindmica importante do firocoxib é que o
tempo do pico de concentracdo plasméatica do farmaco € de 3,9 h apds o
fornecimento de uma dose oral (KVATERNICK et al.,, 2007b). Em contraste
com os AINEs classicos, o firocoxib apresenta um grande volume de
distribuicdo (1,69 + 0,53 L/Kg) e sua meia-vida terminal é longa (29,6 + 7,5 h)
apos a administracdo por via oral, o que permite a utilizacdo do farmaco a cada
24h. O firocoxib sofre metabolismo hepatico e excrecdo renal (KVATERNICK et
al., 2007b).

A utilizacéo de doses mais altas do farmaco é recomendada para acelerar
o tempo de acdo necessario para atingir o estado estacionario de concentracao
(COX et al.,, 2013). Podendo encurtar o tempo para se obter uma resposta
terapéutica (TOZER; ROWLAND, 2006). Cox et al. (2013) utilizaram uma dose
maior de firocoxib e alcangcaram concentragbes da droga no estado

estacionario rapidamente.
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O firocoxib tem diferentes apresentacgdes, a pasta de fornecimento via oral
para equinos, a apresentacao injetavel e ainda comprimidos mastigaveis para
cées. Barton et al. (2014) avaliaram se os comprimidos de firocoxib para caes
apresentavam a mesma eficiéncia em diminuir a producdo de PGE2 do que a
pasta prépria para equinos. Os comprimidos mastigaveis de firocoxib para
tratamento de cdes se mostraram tdo eficazes quanto a pasta de firocoxib
equina na reducdo de PGE2. Os comprimidos mastigaveis para cdes podem
ser uma alternativa adequada para a formulacdo da pasta para cavalos,
proporcionando uma maior facilidade de acesso ao farmaco, além de ser uma

alternativa de menor custo financeiro (BARTON et al., 2014).

O AINE firocoxib pode ser uma alternativa viavel para o tratamento de
éguas que apresentam inflamacdo uterina apdés a cobertura ou IA, suas
caracteristicas farmacologicas como o grande volume de distribuicdo, meia
vida longa, que possibilita sua utilizacdo a cada 24h, e sua alta seletividade a
COX-2 que o torna um medicamento seguro e sem efeitos colaterais o

diferenciam dos outros medicamentos ja estudados.
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HIPOTESE

e O tratamento com o anti-inflamatério ndo esteroidal firocoxib controla a
resposta inflamatoria uterina ap0s a inseminacdo artificial em éguas
susceptiveis a EPPC

OBJETIVOS

e Avaliar o efeito do firocoxib sobre a resposta inflamatéria uterina apés a
inseminacao artificial de éguas com EPPC

e Avaliar se o firocoxib interferira no mecanismo da ovulacao
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ARTIGO - Resposta inflamatdria uterina de éguas com endometrite persistente pos-
cobertura tratadas com firocoxib

Artigo redigido segundo as normas do peridédico PAB- Pesquisa Agropecudria Brasileria
Print version ISSN 0100-204X, On-line version ISSN 1678-3921, fator de impacto 0.564,
ranqueada como B1 pelo QUALIS-CAPES de 2015.

Resumo

A endometrite persistente pds-cobertura (EPPC) afeta uma parcela significativa das éguas
que estdo em programas de reproducdo, acarretando a diminuicdo da fertilidade desses
animais. O anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINE) firocoxib tem se mostrado um
excelente modular da resposta imune quando utilizado em equinos para o tratamento de
inflamacGes ostearticulares. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do
firocoxib sobre o controle da resposta inflamatoria uterina pés-inseminacéo artificial em
éguas com EPPC. Foram utilizadas 9 éguas com histdrico reprodutivo de baixos indices
de fertilidade, classificadas como susceptiveis a EPPC. Todas as fémeas participaram dos
dois grupos experimentais em dois ciclos estrais consecutivos, sendo cada égua o seu
préprio controle. O primeiro ciclo foi designado como o grupo controle, em que as fémeas
foram apenas inseminadas. O segundo ciclo foi designado como grupo tratado e as fémeas
recebiam o anti-inflamatoério ndo esteroidal firocoxib (0,2mg/kg/\VVO) a partir do dia da
inducdo da ovulagdo até um dia ap6s a 1A, no total de trés administracdes com intervalos
de 24 horas. A inflamacéo uterina foi avaliada por quatro parametros: citologia, bidpsia
uterina, avaliacdo ultrassonogréfica da area de liquido uterino e imunohistoquimica para
avaliacdo da COX-2 (cicloxigenase-2) as 24 horas antes da IA e 24 horas apos a IA. As
inseminacOes foram realizadas 24 horas ap0s a inducdo das ovulacGes com dose
inseminante de 1x10° espermatozoides viaveis. Foram feitas as comparagfes entre 0s
grupos controle e tratado no momento 24h pré-1A e 24h pés-1A. Houve reducdo no
numero de PMNSs na citologia, e na histopatologia uterina, 24h apés a 1A (41,0% X 26,1%
e 20,4 X 11,7, respectivamente nos grupos controle e tratado, com p < 0,05 e p = 0,05).
Também ocorreu a diminui¢do da marcacdo de COX-2 nas 24h apés a IA (2,6 X 1,7,
respectivamente nos grupos controle e tratado, com p < 0,05). Quanto a area de liquido

uterino ndo houve diferenca estatistica em nenhum dos momentos na comparacéo entre
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0s grupos. O AINE firocoxib reduziu a resposta inflamatoria pos-1A, podendo ser
utilizacdo como adjuvante no tratamento de EPPC.

Palavras-chave: Anti-inflamatério ndo esteroidal, equino, endométrio, resposta

inflamatoria.

1. Introducéo

Ap0s a monta natural ou 1A ocorre uma inflamac&o uterina fisiologica nas éguas,
que é desencadeada pelo contato do sémen com o endométrio [1, 2]. Essa endometrite é
transitéria e promove um influxo de PMNs para dentro do Gtero [3,4], o pico da
inflamacéo acontece entre 6 e 12 horas, e sua diminuicao tende a ocorrer a partir das 24h
horas apds a deposicdo do sémen no utero [5].

As fémeas que ndo conseguem controlar a inflamacgéo uterina até as 36 horas pés-
cobertura sao classificadas como susceptiveis, e apresentam EPPC [6,7]. Esta patologia
leva a diminuicdo da fertilidade e a baixa sobrevivéncia embrionaria [8,9].

Alguns fatores contribuem para a ocorréncia da EPPC, como a idade a avancada
das éguas, elevado nimero de partos, o afrouxamento dos ligamentos que sustentam o
utero, a falha na contratilidade endometrial [10,11], e também é relatado a presenca de
patologias endometriais nessas fémeas [12,13].

Na tentativa de conter a EPPC, além do uso de paliativos como lavagem uterina
[14] e a utilizacdo de farmacos ecbdlicos [15,16], j& foram realizados tratamentos com
anti-inflamatorios esteroidais, obtendo resultados positivos sobre o controle da
inflamacdo [17,18] e fertilidade desses animais [19,20,21]. Os anti-inflamatorios
estoroidais apresentam efeitos adversos, como a ocorréncia de problemas gastricos e
laminite nos equinos [22], portanto os novos estudos estéo voltados para o uso de AINEs.
Estes séo considerados farmacos mais seguros, principalmente aqueles que bloqueiam a
COX-2, ndo atuando na via fisioldgica, permitindo assim um uso prolongado do farmaco
sem acarretar problemas de saude ao animal [23].

Com o uso de AINEs estdo sendo obtidos resultados promissores, como a
diminuicdo de PMNSs [24] e da expressdo de COX-2 no endometrio [25], resultando em
uma modulacdo na inflamagéo apds a 1A.

Um AINE que estd sendo utilizado na medicina esportiva equina para o

tratamento de doencas inflamatorias osteoarticulares é o firocoxib [26], se mostrando
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altamente eficaz, com boa disponibilidade, alto volume de distribui¢cdo e uma meia vida
longa [27].

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do firocoxib sobre a resposta
inflamatdria uterina pos-inseminacédo artificial de éguas susceptiveis a EPPC, e se 0

farmaco interferiu no mecanismo da ovulagdo nesses animais.

2. Materiais e métodos

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais, Universidade
Estadual Paulista - UNESP Botucatu, SP. Protocolo n° 165/2015.

2.1. Selecdo dos animais

Para a realizacdo desse estudo foram utilizadas 9 éguas sem raca definida, com
idade entre 12 e 22 anos. Os animais que participaram do estudo apresentavam boa
condicdo corporal (6,0 a 8,0) [28] e foram mantidos nas mesmas condicdes a pasto.

Anteriormente ao inicio desse estudo as éguas receberam avaliaces reprodutivas
por acompanhamento ultrassonografico, citologia e suab uterino para selecionar apenas
éguas que eram susceptiveis a EPPC. Todas as éguas selecionadas apresentavam cultura
uterina negativa e uma taxa <5% de neutréfilos na citologia uterina no momento anterior
a 1A [29], e nas 48h ap0s a IA apresentavam acumulo de liquido intrauterino (coluna de
liguido > 2 cm) e infiltrado de PMNs no Utero. Todas as fémeas que participaram do

estudo apresentavam algum grau de degeneracdo endometrial [30].

2.2. Coleta de sémen e processamento das doses inseminantes

Foi utilizado sémen de apenas um garanhao de fertilidade conhecida. As coletas de
sémen foram realizadas utilizando vagina artificial, a concentracdo espermatica foi
determinada através de contagem de células em camara de Neubauer, os padrdes de
cinética espermatica foram avaliados pelo de sistema computadorizado de anélise
espermatica (Hamilton Thorne Research, Danvers, USA). As doses inseminantes
preparadas durante o experimento apresentavam um total de 1 x 10° de espermatozoides
viaveis, o sémen foi diluido em diluente a base de leite desnatado (Botusémen,

Botupharma, Botucatu/SP, Brasil) até a concentracio de 50 x 10° espermatozoides/mL.
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2.3. Protocolo de tratamento

Para realizacdo do experimento foi utilizado o AINE firocoxib (Previcox® Merial
Saude Animal LTDA, Paulinea, SP, Brasil) na formulacdo de comprimidos mastigaveis
para caes, com comprovada eficiéncia em equinos [31], na dose diéria de 0,2 mg/Kg de
peso vivo [32].

Todas as éguas participaram dos dois grupos experimentais em dois ciclos estrais
consecutivos, sendo que cada égua foi o seu proprio controle. Em ambos os ciclos foi
realizado o acompanhamento das éguas por palpacdo transretal e ultrassonografia, quando
um foliculo atingiu > 35 mm de didmetro e, o Utero apresentava edema caracteristico de
estro realizou-se a inducao da ovulagdo com a utilizacdo de 1 mg de acetato de deslorelina
(Sincrorrelin®, OuroFino, Cravinhos, SP, Brasil) por via intramuscular. As 1As foram
realizadas com sémen fresco (1x10° espermatozoides viaveis) 24 horas apds a inducéo da
ovulagéo.

No ciclo controle as éguas foram avaliadas diariamente e realizou-se apenas a IA.
No ciclo tratado as éguas recebiam o firocoxib por via oral, a partir do dia da inducdo da
ovulacdo até um dia apds a 1A, correspondendo a trés dias de tratamento com intervalo
de 24 h entre as administragdes.

Ap0s cinco dias das ovulagdes foi realizada a aplicagdo de PGF2a para ocorrer a

lutedlise dos corpos lateos.

2.4. Avaliagdes e coletas de amostras

2.4.1 Citologia uterina

A citologia esfoliativa uterina foi realizada 24 horas antes e 24 horas apos a I1A
com a utilizacdo de escova citologica descartavel (Provar Comercial LTDA®), sendo as
24h po6s-1A o momento adequado para avaliar éguas susceptiveis, como ja é utilizado por
outros pesquidores [33,24]. Apo6s a colheita do material e confeccdo dos esfregacos as
laminas foram coradas com panotico rapido. A leitura das amostras foi realizada pela
microscopia Optica utilizando 6leo de imerséo (aumento de 1000X), pela contagem de
200 células de forma aleatdria na 1dmina e posteriormente calculou-se a porcentagem de
neutrdfilos [29, 12].
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2.4.2 Biopsia uterina

As biopsias uterinas foram realizadas 24h antes e 24h ap6s a IA com a utilizacao
de pinca de biopsia. As amostras foram retiradas da regido da bifurcacdo dos cornos
uterinos e posteriormente armazenadas em formol tamponado a 10%.

As laminas histologicas foram preparadas, os fragmentos uterinos foram
parafinizados, cortados, as laminas foram montadas e coradas com hematoxilina e a
eosina (HE). Cinco campos integros do estrato compacto foram analisados aleatoriamente
por amostra, em microscopia Optica (aumento de 400X). A contagem de PMNSs nos
campos foi realizada por um Unico avaliador a cegas, e posteriormente uma média do
namero de células foi calculada.

Para a realizacdo da Imunohistoquimica foi utilizada a técnica descrita por Vilés [25].
A quantidade de proteina COX-2 foi medida utilizando a técnica convencional de
estreptavidina-avidina-biotina-peroxidade. O nimero de células positivas a COX-2 foi
avaliado por microscopia Optica (Primo Star, Zeiss, Brasil) (aumento de 400X) em cinco
campos selecionados aleatoriamente do epitélio e estrato compacto endometrial. Um
sistema de pontuacdo modificado proposto por Jiwakanon [34] foi utilizado para registar
conjuntamente o nimero de células marcadas, a intensidade da marcacéo e a localiza¢éo
das células marcadas (0 - negativo para COX - 2, 1 - presenca fraca de células positivas,
2 - presenca moderada de células positivas; 3 - presenca grave de células positivas),

posteriormente realizou-se uma média da pontuag&o.

2.4.3 Ultrassonografia

Foram realizados exames ultrassonograficos 24h antes e 24 horas ap6s a IA a fim
de detectar a presenca de fluido uterino acumulado na regido da bifurcagcdo dos cornos
uterinos, o qual foi mensurado em cm?, pela afericdo da altura e largura da coluna de
liquido.

Com a utiliza¢do da ultrassonografia também foi detectado o dia da ovulagéo.

2.4.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram representados como média e erro padrdo. Para realizar a

analise estatistica foram feitas as comparacfes entre os grupos de acordo com 0s
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momentos avaliados. Apos a avaliacdo da normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov
(K-S) os dados foram submetidos a analise ao teste T pareado (variaveis paramétricas) ou
Mann-Whitney (varidveis ndo paramétricas), atribuindo um nivel de significancia de 5%.
Realizou-se a correlacdo dos dados de citologia, histopatologia e Imunohistoquimica pelo
coeficiente de Sperman. As analises foram realizadas pelo Programa GraphPad Prism
versdo 6.0 para Windows (GraphPad software, LA Jolla, Caifornia, USA).

2. Resultados

3.1 Citologia Uterina

A porcentagem de PMNs no momento pré-l1A (0,7 £0,1 X 0,1 £0,1) e pés-1A (41 +
6,5 X 26,8 £ 8,9) do grupo controle e tratado respectivamente, mostrando diminuicdo das

celulas inflamatdrias no momento 24h p6s-1A no grupo tratado com p<0,05.

3.2 Bidpsia Uterina

A média de PMNSs avaliados na histopatologia no momento pré-1A (2,3 + 1,3 X 4,8
+ 2,2), e p6s-1A (20,4 £ 2,6 X 11,8 + 2,2) do grupo controle e tratado respectivamente,
mostrando diminuicdo do infiltrado neutrofilico no momento 24h apds a IA no grupo
tratado com p=0,05 (Fig.1). Observou-se uma correlagdo moderada entre a porcentagem
e a média de PMNss registradas nas amostras de citologia e bidpsia em todos o0s grupos (r
= 0,707, p < 0,0001). Todas as éguas utilizadas apresentavam classificacdo
histopatolégica entre grau 1A e 1B segundo Kenney [30].

A marcacdo de COX-2 avaliados pela imunohistoquimica nas células do endométrio
nas 24h pré-1A (0,9 £ 0,2 X 0,8 £0,2), e nas 24h pds-1A (2,6 £ 0,2 X 1,7 + 0,2) do grupo
controle e tratado respectivamente, mostrando a diminui¢do da marcagdo de COX-2 nas
24h pds-l1A, no grupo tratado com p < 0,05. A COX-2 correlacionou-se com a

porcentagem de PMNSs das amostras de citologia (r = 0,625, p < 0,0001).

3.3 Liquido Uterino e ovulagtes

As médias de area de liquido (cm?) no momento 24h pré-1A (1,1 +0,49 /4,5 +1,82),

no momento 24 horas pés-1A (10,9 £ 3,9 / 8,7 + 2,8), respectivamente para 0 grupo
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controle e para o grupo tratado. Néo foi observada diferenca estatistica nas comparagdes
entre 0s grupos.
Todas as fémeas ovularam em até 48h apds da inducdo da ovulacdo, independente do

grupo que participaram.

A

Fig.1 Imagem mostrando secces de bidpsias coradas com hematoxilina eosina no
aumento de 400X. A coluna (A) representa trés éguas do grupo controle nas 24h pos-1A
e a coluna (B) representa as mesmas éguas quando participaram do grupo tratado com

firocoxib nas 24h pos-1A.



212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245

43

3. Discussdo

Sabe-se que ap6s a IA ou monta natural ocorre a inflamacéo uterina fisioldgica nas
éguas, uma parcela dessas fémeas ndo consegue conter essa inflamacao adequadamente,
acarretando a diminuicdo da fertilidade [7]. O uso de anti-inflamatorios esteroidais no
tratamento de EPPC tem demonstrado bons resultados no controle da inflamag&o uterina
[19], contudo esses medicamentos apresentam diversos efeitos indesejados, como Ulceras
gastricas e laminite nos equinos [22]. Os AINES sdo uma nova opcao terapéutica para o
controle de inflamacGes destacando os COX-2 seletivos, por promoverem uma maior
seguranca para o animal durante o tratamento, estes ndo atuam na via fisiolégica COX-1,
evitando desta forma o aparecimento de efeitos colaterais indesejaveis [23].

Na tentativa de controlar a inflamacao uterina pds-1A utilizamos o AINE firocoxib
por apresentar alta seletividade para COX-2, o qual mostrou-se capaz de atuar de forma
eficaz no Utero das éguas, provavelmente devido a suas caracteristicas farmacocinéticas,
como seu alto volume de distribuicdo (1,69+0,53L/Kg) e sua meia-vida terminal longa
(29,6+7,5n) [27] [35].

Tanto na citologia como na histopatologia uterina observou-se a diminui¢do de
PMNs no endométrio, demostrando que o AINE atuou diminuindo a migracao das células
de defesa para o local da inflamacéo, corroborando com os resultados encontrados por
Aurich quando utilizou o AINE vedaprofen no tratamento de éguas susceptiveis a
endometrite pds-cobertura [24]. Uma das possiveis explicacdes para o firocoxib ter
modulado a resposta inflamatdria uterina com a diminuicdo de PMNs é que o bloqueio
farmacoldgico da COX-2 em modelos animais de cancer promove também um controle
da enzima indoleamina 2,3- dioxigenase (IDO1), mostrando uma inter-relacéo entre esses
alvos moleculares em doengas inflamatorias e auto-imunes. Acredita-se que a inibigéo da
IDO1 pelo blogueio COX-2 possa controlar respostas imunes indesejadas [36]. Em um
modelo experimental de ratos com artrite, a IDO se mostrou elevada no inicio da doenca,
e quando realizou-se um tratamento com inibidor da IDO, o 1-metil triptofano, ocorreu
reducdo significativa da gravidade da doenga [37].

Estudos anteriores indicam que a relacdo entre os AINEs COX-2 seletivos e o controle
da migracdo de leucocitos se deve pela diminuic¢do da producdo de PGE, a qual tem um
papel dominante na promoc¢édo da inflamacédo e atua liberando peptideos quimiotaticos
[38,39], e também pela diminui¢do da PGI que é um potente vasodilatador, que auxilia a

passagem dos leucocitos pelo vaso até o local da inflamacdo, e ainda € responsavel pela
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formagdo do edema [40,41]. Provavelmente, essa diminuicdo local de células
inflamatorias leva a uma menor producdo de citocinas inflamatérias, as quais se
expressam de forma alterada em éguas com EPPC. Koblischke [42] utilizando a acido
meclofenadmico e o flunixin meglumine para evitar a inflamacdao uterina apds a realizacao
da transferéncia de embrides, ndo observou diferenga na expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, alegando que esse fato se deve a avaliacdo ter sido realizada tardiamente,
4 dias apo6s a transferéncia de embrido. As citocinas inflamatdrias sdo reguladas dentro
de 12h ap6s o inicio do processo inflamatorio [43].

Ocorreu a diminuicdo da marcacdo de COX-2 nas células endometriais pds-1A no
grupo que recebeu tratamento, confirmando conforme o esperado que o firocoxib foi
eficaz em modular a expressdo de COX-2. Esses achados corroboram com os resultados
obtidos por Koblischke [42] com a utilizacdo de acido mecléfenamico e flunixin
meglumine, e também com Vilés [25] com o uso de cetoprofeno em jumentas.

Nas avaliacGes de presenca de fluido uterino ndo houve diferenca estatistica em
nenhuma das comparac6es, em ambos 0s grupos as éguas mantiveram fluido no interior
do Utero nas 24h pds-1A. Nosso resultado é contraditério aos resultados obtidos por
Leblanc [44], quando utilizou o AINE fenilbutazona, o qual observou um aumento do
acumulo de fluido uterino, e por Dell’Aqua [19] que quando utilizou acetato de
predinisolona encontrou uma diminui¢do no acimulo de fluido uterino. A diferenca entre
0 modo de acdo desses farmacos pode explicar os resultados obtidos por esses estudos.
Possivelmente a falha na eliminagcdo do fluido uterino ndo teve relagdo com a
farmacocinética do firocoxib, e sim devido a problemas na contratilidade uterina. Sabe-
se que as fémeas com atraso na drenagem uterina podem apresentar contracdes
insuficientes ou irregulares impedindo a eliminacdo correta do fluido em direcéo a cérvix
[45], e também é observado modifica¢des anatbmicas do trato reprodutivo que ocorrem
ao longo da vida, como o posicionamento uterino que passa a ser pendular dificultando a
drenagem do fluido [11].

A utilizagdo de drogas ecbolicas juntamente com o uso de AINEs demonstrou bons
resultados no controle da inflamacdo uterina pds-cobertura em éguas [24], podendo ser
um adjuvante no tratamento de EPPC, auxiliando a drenagem do fluido uterino,
diminuindo assim a quimiotaxia para o local da inflamacéo.

Né&o foi observado nenhuma interferéncia do tratamento com o AINE no processo da
ovulagdo. Todas as fémeas ovularam até 48h apds a aplicagdo do indutor da ovulagéo,

mostrando que o farmaco na dose de 0,2 mg/kg/dia ndo foi capaz de interromper a
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producdo de PGs que sdo responsaveis pela ovulacao. Estes resultados corroboram com
estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa foi avaliado a taxa de ovulagéo e
de fertilidade de éguas doadoras de embrido com bom histérico reprodutivo utilizando o
firocoxib, ndo foi observado falha no processo da ovulacdo e a taxa de fertilidade se
manteve similar ao grupo controle [46], mostrando que o AINE né&o interferiu na ovulagao
e na viabilidade embrionaria na fase inicial, mesmo sabendo que a ovulacgdo e a migragao
dos espematozoides intra uterina para o oviduto é dependente da acdo das PGs [47,48].
Existem resultados controversos aos encontrados em nosso estudo utilizando o AINE
flunixin meglumine na dose de 1,7mg/Kg em éguas no momento pré-ovulatério, em que
ocorreu a formacéo de foliculos anovulatorios quando o tratamento comegou < 24h ap6s
a indug@o da ovulagdo com hCG e foi mantido a cada 12h até > 36h [49]. Esses achados
podem ser explicados devido a esse anti-inflamatdrio atuar tanto na COX-1, blogueando
a sintese de PGF2a, como na COX-2, blogueando a sintese da PGE2, ambas PGs sdo
responsaveis por sintetizar enzimas que atuam no colapso da parede folicular [50]. Devido
ao firocoxib ser um AINE seletivo para COX-2, possivelmente houve um bloqueio parcial
da producéo dessas prostaglandinas ndo interrompendo a producéo pela via da COX-1 e,
consequentemente ndo interferindo no processo da ovulagdo nesses animais

Baseado nos resultados obtidos, concluimos que o firocoxib reduz a migracao de
PMNSs para o endométrio e ndo interfere no mecanismo da ovulacdo, mostrando-se um

farmaco seguro que pode ser utilizado como adjuvante no tratamento da EPPC.
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4.CONSIDERACOES FINAIS

O firocoxib atuou controlando a migracdo de PMNs para o local da
inflamac&o e néo interferiu no processo da ovulacédo, mostrando-se um farmaco

seguro que pode ser utilizado como adjuvante no tratamento da EPPC em éguas.



