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RESUMO
Tese de Doutorado
Programa de P6s-graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

LIMPEZA UTERINA APOS INFUSAO DE CARVAO E NiVEIS DE
METABOLITOS PLASMATICOS DE PROSTAGLANDINA (PGFM)
POS-INFECCAO NA EGUA

Autor: Carlos Eduardo Wayne Nogueira
Orientador: Carlos Antonio Mondino Silva
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 5 de outubro de 2001

Dois experimentos foram conduzidos com o objetivo de melhor entender a
patogenia da endometrite que parece ser a maior causa de infertilidade na égua.
O primeiro, para aferir a limpeza uterina apds a infusdo de 250 e 500mg de carvéo
através da lavagem uterina realizada 24 e 48 horas apos a infusdo. As éguas com
maior alteracdo histologica no endométrio se limparam mais tarde do carvdo
infundido. As éguas necessitaram mais de 24 horas para eliminar/drenar o carvao
do utero. Verificou-se que o periodo de 48horas entre a infuséo e a lavagem foi
melhor que o de 24 horas para se avaliar a limpeza uterina. No segundo, foram
avaliados os niveis plasmaticos PGFM nas primeiras 24 horas ap0s a infeccéo
experimental em vinte e duas éguas, ja utilizadas no primeiro trabalho. As éguas
foram divididas em trés grupos: No Grupo Controle (Grupol) as que eliminaram a
infeccdo e no Grupo 2 e 3 (Gr.ll e Gr.lll segundo KENNEY, 1978 e SILVA et al.,
1987), as que ndo conseguiram eliminar a infeccdo apdés 96 horas. As éguas do
Grupo Controle apresentaram um nivel plasmatico de PGFM mais homogéneo nas
24 horas com média de 478pmol/L (210 — 668pmol/L). No Grupo 2, observou-se
até a 42 hora uma elevacdo dos niveis de PGFM; apds observou-se um
decréscimo até a 92 hora; a partir dai niveis intermediarios, homogéneos e
praticamente constantes foram observados até o final das 24 horas de coleta (X=
273pmol/L ; 112 — 706pmol/L). No grupo 3, as éguas apresentaram um valor
médio de PGFM de 1700pmol/L na primeira coleta. Esses altos niveis se
mantiveram nas primeiras 3 horas, caindo progressivamente até a 162 hora,
guando recomecaram a se elevar (X=293pmol/L; 102 — 1689pmol/L). Os niveis
médios de PGFM foram diferentes entre os trés grupos, entretanto, esta diferenca
nao foi significativa. Isso pode ser explicado pela grande variacdo dos niveis
plasmaticos de PGFM entre as éguas, independentemente do grupo. A interacao
entre 0s niveis plasmaticos de PGFM e a limpeza uterina na égua sadia pode
estar relacionada com a freqiiéncia da secrecdo de prostaglandina uterina e sua
intensidade que, por sua vez, se relacionam com a integridade do endométrio.
Esses resultados, apesar de ndo indicarem de forma absoluta uma relacéo entre a
eliminacdo de carvao do Utero e os niveis plasmaticos de PGFM, sugerem que um
padrao de secrecdo mais homogéneo, regular e constante seja mais importante do
gue a intensidade da secrecéo.



ABSTRACT
Doctoral Thesis in Veterinary Medicine
Programa de P6s-graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

UTERINE CLEARANCE AFTER CHARCOAL INFUSION AND
PLASMA PROSTAGLANDIN LEVELS IN EXPERIMENTALLY
INFECTED MARE

Autor: Carlos Eduardo Wayne Nogueira
Orientador: Carlos Antonio Mondino Silva
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 5 de outubro de 2001

Persistent endometritis is a major cause of infertility in the mare. Two
experiments were conducted aiming a better understanding of endometritis
pathogenesis in the mare. In the first experiment uterine clearance after 250 e
500mg of charcoal infusion through uterine lavage 24 and 48hours thereafter was
evaluated. Mares with major endometrial histological changes performed a delayed
clearance of the charcoal infusion. It was observed that the 48 hours period was
better than the 24 hours period to evaluated uterine clearance. The second
experiment was designed to evaluate the plasma PGFM levels during the first 24
hours after an experimental infection with Streptococcus zooepidemicus. Twenty-
two mares, previously used in the first experiment were infected. The mares were
allocated in three groups: the control group consisted of the mares that cleared the
infection whereas group 2 and 3 (Groups Il and 11l of KENNEY, 1978 and SILVA et
al., 1987) were composed of the mares that did not clear the infection after 96
hours. The control group showed more homogeneous PGFM plasma levels during
the 24hours after the infection, with an average of 478pmol/L (210-668pmol/L). For
Group 2, rising levels of PGFM were observed up to 4hours and then a fall until 9
hours and stable levels up to 24 hours after infection (X=273pmol/L; 112-
706pmol/L). In Group 3, all mares had an average level of PGFM 1700pmol/L in
the first blood sample. Those high levels were stable during the first three hours,
following by a progressive fall up to the 16" hour, when they began to rise
(X=283pmol/L; 102-1689pmol/L). Although the average PGFM levels were different
among three groups, the difference was not statistically significant. This could be
explained by the marked variations of individual values, independently of the
groups considered. The relationship between uterine clearance and prostaglandin
secretion in the healthy mare could be ascribed to the intensity and frequency of
uterine prostaglandin secretion which is related to endometrial integrity. These
results although do not point to any tight correlation between uterine charcoal
clearance and plasmatic levels of PGFM may suggest that a regular/homogenous
and constant pattern of prostaglandin secretion is more important than secretion
intensity.

Xi



1. INTRODUCAO

Com o aumento da idade a égua apresenta diminuicdo na fertilidade. A
endometrite persistente parece ser a maior causa da reducdo da fertilidade nas
éguas, podendo ser considerada uma das enfermidades importantes na clinica
médica de equinos, ficando apenas atras das célicas e doencas do trato
respiratorio (TRAUB-DARGATZ et al. 1991), sem considerar a alta incidéncia de
lesdes do aparelho locomotor no cavalo atleta. Algumas, aparentemente, nao
conseguem resolver a endometrite aguda provocada pela introducéo de detritos e
bactérias oportunistas no Uutero através da coOpula, desenvolvendo uma
endometrite cronica. Outras possibilidades de agressdo ao Utero podem ser
representadas pelo parto ou por qualquer manipulagéo que se relacione com esta
viscera. Aquelas que ndo conseguem eliminar a endometrite induzida s&o
denominadas de éguas susceptiveis. Ao contrario, as que eliminam a infeccéo,
ou fazem a limpeza uterina, sdo chamadas de sadias ou resistentes (PETERSON
et al. 1969; HUGHES e LOY, 1969; TROEDSSON, 1995). Certas caracteristicas
de conformacdo predispdbem a irritacdo vaginal e, conseqientemente, a
endometrite. Uma forma ou fechamento defeituoso ou a angulacdo excessiva da
vulva, que sdo comuns nas racas de esporte de grande porte, podem levar a
pneumovagina, o que € um fator predisponente a endometrite. Todos esses
fatores caracterizam um enorme prejuizo financeiro para a criagdo (DIMMNOCK,
1939; DAY, 1939).

Como complementacdo ao exame clinico ginecoldgico, muitos métodos de
exame, como a ultra-sonografia, a palpacdo vaginal da cérvice, a citologia da
secrecdo uterina, a bacteriologia e a histopatologia do Gtero, além da palpacéo
retal e a inspecdo vaginal, vém sendo utilizados para auxiliar na avaliacdo da
saude genital. Esses métodos tém como objetivo estudar a saude ginecoldgica
ou, por outro lado, o seu grau de comprometimento. Nenhum deles, no entanto,

permite verificar a funcdo imune da mucosa, nem a capacidade de limpeza



mecanica do utero. WATSON, (1988 e 2000) e TROEDSSON, (1999) revisaram e
discutiram resultados e conceitos, esclarecendo parte das duvidas sobre a funcéo
imune do Gtero da égua.

A partir dos resultados dos trabalhos citados, observou-se ponto importante
a ser investigado na tentativa de definir o modelo vélido para diferenciar as éguas
susceptiveis a infeccdo uterina daquelas resistentes. A questdo da defesa
mecanica do Utero parece, também, ser crucial para o bom desempenho
reprodutivo. LeBLANC et al. (1994a) sugeriram que o miométrio e 0S vasos
linfaticos possam desempenhar papel importante nesse mecanismo.

A limpeza uterina teria uma relagdo com a secrecdo de ocitocina e da
prostaglandina e seus metabdlitos. Isto foi documentado por CADARIO et al.
(1995 e 1999), quando avaliaram a eliminacdo uterina de um colide radioativo,
por cintilografia em éguas no cio e a fungcdo da ocitocina na secregdo de
prostaglandina em éguas consideradas saudaveis e com retardo na eliminacéo da
infeccao uterina.

Como forma de estudar a capacidade mecanica de limpeza uterina,
utilizou-se a infusdo de carvao no utero, em duas diferentes concentracdes,
fazendo-se, posteriormente, a lavagem uterina, analisando-se a presenca do
carvdao no utero como um meio diagnostico para se avaliar a funcdo endo-
miometrial e a drenagem linfatica de animais susceptiveis ou ndo a endometrite.
Procurou-se, também, observar a curva de secrecdo uterina de prostaglandina e
seus metabdlitos nas primeiras 24 horas apods infeccdo experimental,
relacionando-se estes dados com os de éguas que apresentaram um historico

clinico de no minimo dois anos sem produzir um produto vivo.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 - ENDOMETRITE

Endometrite é a alteracdo inflamatéria, aguda ou crdnica, que ocorre no
endométrio, algumas vezes de natureza infecciosa (KENNEY, 1993). A
endometrite bacteriana ocorre em decorréncia da contaminacdo do trato
reprodutivo, sendo considerada a principal causa de infertilidade na égua (VOSS,
1984; SILVA 1989). O processo inflamatorio que se desenvolve a partir dessa
contaminagao torna, muitas vezes, o ambiente uterino incompativel com a vida
embrionaria e fetal.

A introducdo de bactérias no trato genital da égua ocorre, principalmente,
em quatro situacdes: monta natural, exame ginecoldgico, parto e perda ou
comprometimento das barreiras fisicas de protecao do trato genital (RICKETTS &
MACINTOSH, 1987; SILVA, 1989; CASTILHO, 1994; TROEDSSON, 1995). Com
base nos conhecimentos sobre a etiologia e a fisiopatologia da endometrite é
possivel considerad-la como uma doenca multifatorial com, no minimo, trés
distintas classificacoes:

e Doenca transmitida sexualmente,
e Endometrite infecciosa crénica,
e Endometrite persistente induzida pela cépula e

As doencas sexualmente transmitidas e a endometrite infecciosa crénica
sdo, frequentemente, diagnosticadas logo apds a invasdo dos microrganismos
gue, neste momento, estdo aderidos ao epitélio endometrial e iniciaram sua
multiplicacdo no Gtero. Isto ocorre da mesma forma que nos outros sistemas. As
infeccbes do trato reprodutivo feminino s&o, seguidamente, tratadas com
antimicrobianos apropriados. Entretanto, para se obter melhores resultados no

tratamento da endometrite induzida pela copula, torna-se necessario o inicio do



tratamento antes mesmo que se estabeleca o processo inflamatério/infeccioso no
endométrio (TROEDSSON, 1997).

Durante a coépula, o pénis do garanhdo introduz no aparelho genital
feminino, além de espermatozoides, bactérias e debris celular que sé&o
depositados diretamente no Iumen uterino. Também ocorre uma contaminacao
como decorréncia natural do trabalho de parto, que persiste durante a involucao
uterina (RICKETTS & MACINTOSH, 1987). Nos primeiros dias apdés o parto a
contaminacdo bacteriana no Utero ainda permanece, mesmo havendo involucao
uterina fisiologica e “a termo” (GYGAX et. al., 1978).

Eguas classificadas como resistentes a endometrite conseguem facilmente
eliminar a contaminacéo, o que nao ocorre com éguas susceptiveis. FARRELY &
MULLANEY, em 1964, foram os primeiros a propor o termo “éguas susceptiveis”,
para definir éguas que desenvolviam endometrite persistente, afirmando que a
endometrite devia-se a falha da égua em eliminar o agente. Também foi proposto
gue, para classificar uma égua como susceptivel a endometrite, seria mais
acurado combinar o histdrico reprodutivo, os sinais clinicos e a histopatologia
endometrial. Além disso, as éguas deveriam sofrer uma agressao bacteriana ao
Utero para determinar sua resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo (LIU, 1993).

TROEDSSON et al. (1995) propuseram que égua susceptivel seria aquela
gue, submetida a infeccdo experimental com Streptococcus zooepidemicus, nao
pudesse livrar-se da infeccdo em um prazo de 96 horas.

A idade e o numero de partos se relacionariam diretamente com a
probabilidade de ocorréncia de infeccéo persistente (HUGHES & LOY, 1969). Na
avaliacdo da fertilidade de 90.000 éguas Puro Sangue de Corrida, BAKER et al.
(1992) encontraram decréscimo progressivo da fertilidade a partir dos 8 anos.

O agente encontrado com maior frequéncia nas endometrites foi o
Streptococcus zooepidemicus (MERKT & VON LEPPEL 1970; LANGONI et al.,
1994). Esta bactéria é um coco gram-positivo, que cresce em cadeias de variados
tamanhos, dependendo do meio de cultivo. Quando cultivado em &gar-sangue

produz colbnias esféricas de aspecto umido (mucdides) rodeado por uma larga



zona de hemodlise tipo B, dai ser também chamado de Streptococcus B-hemolitico
(FARROW & COLLINS, 1984). Esta bactéria é considerada habitante normal da
pele e do trato respiratério superior dos equinos, da regido perivulvar da égua e
do trato genital de garanhdes. MERKT & VON LEPPEL (1970), assim como SILVA
(1989), descrevem o Streptococcus B-hemolitico como um germe facultativamente
patogénico. Qualquer fator que porventura comprometa a funcdo do sistema
imune pode permitir a instalagéo da infecgao.

A presenca do agente etiologico € apenas um dos fatores que contribuem
para o desenvolvimento de uma infec¢cdo bacteriana no Utero das éguas
susceptiveis. A adesdo bacteriana é considerada como pré-requisito basico para
gue ocorra a infeccdo. As bactérias usam varias estratégias de aderéncia. O
Streptococcus equi zooepidemicus utiliza estruturas chamadas de adesinas, na
superficie da bactéria, que se unem a receptores na ceélula do hospedeiro. O
Streptococcus zooepidemicus liga-se a fibronectina, encontrada nas membranas
celulares de mamiferos, mas ainda nao esta estabelecido o quanto isso contribui
para a patogenia da endometrite equina (WITTENBRINK et al., 1997).
FERREIRA-DIAS et al. (1994), comparando a adesdo de Streptococcus
zooepidemicus a tecidos de biopsia endometrial de éguas de todas as categorias
histolégicas, demonstraram que, durante o estro, a adesdo do Streptococcus €&
maior ao endomeétrio classificado como da categoria Ill, por KENNEY & DOIG
(1986). Quando avaliaram em separado a classificacdo endometrial e a fase do
ciclo estral, ndo verificaram diferenca significativa nesta capacidade de adesao.

A adesdo bacteriana a superficies naturais e sintéticas também se realiza
através de biofilmes, cuja formacdo depende de um glicocalix produzido pela
bactéria (KHADORI & YASSIEN, 1995). Durante o processo de adesdo, as
bactérias se justapbem umas as outras e produzem uma matriz de
polissacarideos, que € um polimero extracelular chamado glicocalix. As bactérias
assim organizadas sdo pelos menos 500 vezes mais resistentes a agentes
antibacterianos e a fagocitose (COSTERTON et al., 1995).



2.2- MECANISMOS DE DEFESA UTERINA

Através da copula, da manipulacdo do trato reprodutivo ou da perda das
barreiras fisicas de protecao do Utero — labios vulvares, anel himenal e cérvice -,
ocorre a invasdo do endométrio por material estranho introduzido junto com o
ejaculado, com o material ginecoldgico/obstétrico ou com o ar, iniciando-se um
processo de resposta inflamatéria ao agente agressor, fazendo com que a maioria
das éguas o elimine (HUGHES & LOY, 1969; RICKETTS & MACINTOSH, 1987;
TROEDSSON et al., 1995). Isso se deve a acdo dos chamados mecanismos de
defesa uterina. Eles se dividem em: mecanismos fisicos, celulares e humorais.
Além destes, também o plasma seminal poderia colaborar com esses mecanismos
de defesa.

Durante a década de 70 e parte dos anos 80 foi dada mais énfase ao
aspecto imunolégico dos mecanismos de defesa uterina; seu comprometimento
seria a principal causa de endometrite. Atualmente valoriza-se mais uma falha dos
mecanismos fisicos de defesa uterina, relacionando a limpeza mecanica e
drenagem linfatica como o0s maiores responsaveis pelo estabelecimento da
endometrite persistente induzida pela cépula em éguas velhas e susceptiveis a
endometrite.

Os resultados de ZENT & TROEDSSON (1998) que observaram 15% de
uma populacao de reprodutoras da raca puro sangue de corrida com endometrite

persistente pds-cobertura, reforcam a relevancia desta enfermidade.

2.3 — MECANISMOS FiSICOS



Nas fémeas sadias, o utero € bem protegido da contaminacdo externa por
barreiras fisicas constituidas pela vulva, vestibulo, anel himenal, vagina e cérvice;
0 comprometimento destas barreiras predispbe a infeccdo (MATTOS, 1989;
TROEDSSON et. al.,, 1993). O posicionamento da vulva e o fechamento dos
labios vulvares (CASLICK, 1937; SILVA, 1983), a eficiéncia da cérvice, a
contratilidade do miométrio, a producdo de muco pelo endométrio, a circulacdo
sangliinea, a drenagem linfatica, assim como a drenagem mecénica, tém sido
considerados fatores importantes para a eliminacdo de bactérias e produtos
inflamatérios do atero, constituindo-se em importantes linhas de defesa do trato

genital (TROEDSSON, 1999).

2.3.1- Fechamento e Posicionamento Vulvar

Os labios vulvares sdo formados pelo musculo constritor vulvar, que se
funde ao esfincter anal apds circunscrever, como uma espécie de anel, o
perimetro dos labios vulvares. Este musculo é o responsavel pelo fechamento da
vulva. O masculo constritor vulvar ao unir-se ao ligamento suspensoério do anus,
dorsalmente a comissura superior da vulva, promove o posicionamento vertical da
vulva (SISSON & GROSSMAN, 1996). Os nervos pudendos e retais caudais,
derivados do 3° e 4° nervos sacrais, inervam os musculos do vestibulo, vulva e
pele vulvar. Ambos contribuem para a formacao dos nervos perineais superficiais,
gue emergem ventro-lateralmente do anus e inervam o labio vulvar (KAINER,
1993).

A conformacao vulvar ideal é aquela onde os labios estdo perfeitamente
coaptados e em posicionamento vertical. Sua comissura superior deve encontrar-
se, aproximadamente, ao mesmo nivel do assoalho da pelve (CASLICK, 1937;
ROSDALLE & RICKETTS, 1980; SILVA, 1983). Outra barreira adicional contra
infeccbes ascendentes é formada pelo anel vulvo-vestibular ou himenal e o
colabamento da vagina. Alteracdes em qualquer dessas estruturas podem levar a

falhas reprodutivas decorrentes da entrada de ar e consequente irritacdo e



contaminacdo do trato genital. PASCOE (1993) relatou que, de 502 éguas
cobertas no cio do potro, 66% conceberam apds a realizacdo de vulvoplastia, ao
passo que, das éguas nao suturadas, apenas 34% conceberam.

Eguas mais velhas tendem a ter menos tonus muscular no musculo
constritor vulvar e afrouxamento do ligamento suspensorio do anus, fazendo com
que, além de haver fechamento insuficiente, o &nus tracione a vulva cranialmente.
Isso induzir4 a contaminacgdo fecal e a entrada de ar no trato genital levando a
irritacdo provocada pela pneumovagina que causa, finalmente, uma vaginite e,
comumente, cervicite e endometrite ascendentes. Durante a gestacdo, essa
condicdo pode também ocorrer devido ao peso do feto, fazendo com que

sobrevenha placentite, septicemia fetal e muitas vezes aborto (EASLEY, 1993).

2.3.2 - Cérvice

A cérvice, na égua, € formada por duas camadas de musculatura lisa,
contendo uma maior quantidade de fibras colagenas conjuntivas e um esfincter de
musculatura lisa derivado da camada interna do miométrio. Apresenta pregas
longitudinais continuas de mucosa no canal cervical, como as do endométrio do
corpo uterino. O endométrio cervical € palido, possuindo glandulas tubulares,
células mucigenas e ciliadas (SISSON & GROSSMANN, 1996). Os principais
fatores que interferem na funcéo cervical e conseqientemente, na introducao de
agentes patogénicos, sdo as laceracdes e traumas no momento do parto que
podem impedir, total ou parcialmente, o seu fechamento (MATTOS, 1989). A
drenagem cervical também ¢é critica para o acumulo de secrecdo uterina,
principalmente nas éguas que apresentam o utero pendular, “pendurado” na
cavidade abdominal, dificultando a drenagem por acao da gravidade (LeBLANC et
al., 1994b). Recomenda-se uma dilatacdo manual da cérvice associada a
administracdo de ocitocina, por via intramuscular, e tratamentos na forma de
lavagens uterinas em éguas susceptiveis a endometrite, para facilitar a

eliminacdo de conteudo existente no Utero (PYCOCK ,1994).



2.3.3 - Contratilidade Miometrial

A contratilidade miometrial é considerada um potente mecanismo de
limpeza uterina (LeBLANC et al., 1989), drenando os agentes contaminantes
depositados no lume uterino por ocasido da cobertura, no que é auxiliada pelo
relaxamento da cérvice (BLACK et al., 1953; MATTOS, 1989). Eguas mais velhas
tém essa capacidade de limpeza diminuida. Apds a cobertura, h4 maior acimulo
de liquidos, podendo ser este um meio ideal para o desenvolvimento bacteriano.
Aparentemente, este mecanismo de limpeza também estaria, controlado pelo
sistema nervoso (LeBLANC et. al., 1989; ALLEN & PYCOCK, 1989).

E necesséario avaliar a acdo do sistema nervoso em nivel uterino para
discutir possiveis causas da inabilidade contratil. A inervagdo do utero € feita a
partir dos plexos renal, aortico, uterino e pélvico, que suprem de fibras simpaticas
também os ovarios, as tubas uterinas e a vagina. Este complexo é responsavel
pelo estimulo as terminacdes nervosas que estimulam a acéo contrétil das fibras
musculares lisas do utero (KAINER, 1993).

O mecanismo e as causas relacionadas com a habilidade reduzida do utero
para realizar a contracdo coordenada da sua musculatura ndo é bem definido.
Porém, pode-se considerar que a funcdo dos canais de comunicacao
intercelulares (gap-junctions), responsaveis pela modulacdo sincrone das
contracdes uterinas, € essencial para a eliminacdo de antigenos que agridem o
Gtero assim como para auxiliar no transporte dos gametas para o oviduto depois
da copula (THILANDER et al., 1993).

Os canais de comunicacao intercelulares sao representados por hiatos na
parede celular, através dos quais podem passar correntes elétricas, ions e
moléculas pequenas. Conseglentemente, esses hiatos permitem a atividade
metabolica e as respostas elétricas das células que conectam. Também permitem

a passagem de moléculas de sinalizacdo intracelular, como AMPc e Ca*, entre
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células adjacentes, potencialmente coordenando as respostas celulares nos
tecidos (LEHNINGER et al., 1995).

Segundo THILANDER et al. (1993), existem duas razdes possiveis para a
disfungcdo do miométrio: a primeira seria a diminuicdo do nimero de canais de
comunicacdo no miométrio e, a segunda, a falha no miométrio para receber os
sinais do endométrio para produzir esses hiatos. Estas conexfes da musculatura
lisa uterina possuem uma proteina, a Conexina 43 (CX 43), como seu
componente antigénico mais importante. No miométrio, esta proteina foi
encontrada em maior quantidade durante o cio do que durante o diestro, o que
sugere uma relagcdo hormonio-dependente na formacéo dos hiatos intercelulares
do miométrio equino. No oviduto, ndo foi encontrada diferenga significativa na
concentragao desta proteina entre as fases do ciclo (LEEUWEN et al., 1994).

TROEDSSON & LIU (1991) analisaram a atividade miometrial de éguas
susceptiveis e resistentes a endometrite ap0s a inoculacdo com Streptococcus
zooepidemicus durante o estro. Nas primeiras oito horas, a atividade miometrial
em ambos grupos era idéntica. Porém, no grupo de éguas susceptiveis, esta
atividade diminuiu sensivelmente apOs este intervalo de tempo. Usando
eletromiografia para registrar a atividade do miométrio, TROEDSSON et al. (1993)
observaram que a dificuldade de eliminar a infeccdo uterina nas éguas
susceptiveis estava associada a atividade miometrial reduzida em resposta a
inflamacéo.

Para avaliar a funcdo miometrial, LeBLANC et al. (1994a), inicialmente,
utilizaram de forma experimental microesferas e carvao infundidos no Utero para
estudar o tempo de eliminacdo. Posteriormente, avaliando a eliminacdo de um
radiocoléide do utero por cintilografia, demonstraram que, enquanto éguas
resistentes drenam quase todo o conteddo em trinta minutos, as susceptiveis nao
eliminam quase nada neste espaco de tempo. Porém nem todas as éguas
classificadas como susceptiveis retiveram o material infundido e nem todas as

consideradas resistentes eliminaram mais de 50% do mesmo. Apds uma injecao
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de ocitocina, tanto éguas susceptiveis como resistentes, eliminaram quase 90%
do material (LeBLANC et al., 1994a e 1994b).

A prostaglandina F.a € um dos mediadores do processo inflamatorio. Ela é
secretada permanentemente durante a inflamacdo ou apos a coOpula pela acao
direta do ejaculado sobre o endométrio causando contragdo miometrial, levando a
uma rapida limpeza mecanica do conteudo uterino (SCHALM, 1986;
TROEDSSON, 1995). Quando aplicados inibidores da prostaglandina, como por
exemplo, a indometacina, nas éguas sensiveis e resistentes a endometrite foi
observado que elas nao conseguiram realizar a eliminagcdo de um coldide
radioativo colocado no uUtero, caracterizando a importancia da prostaglandina na
drenagem mecanica do conteudo uterino (LeBLANC et al., 1994b).

A contracao uterina na égua pode ser induzida pela ocitocina independente
da prostaglandina ou por sinergismo de acdo de ambas (LeBLANC, 1997).

NIKOLAKOPOULOS et al. (1998), analisaram os niveis de ocitocina
enddgena liberada apds a inseminacédo artificial com sémen resfriado e diluido,
nao encontrando diferenca significativa entre éguas resistentes e susceptiveis. No
entanto, na avaliacdo dos niveis de prostaglandina F.a foram observados valores
maiores nas éguas resistentes do que nas susceptiveis.

Foi avaliada nas éguas sensiveis e resistentes a endometrite, a pressao
intra-uterina, depois da administracdo de ocitocina em diferentes doses
(CADARIO, et al. 1999). Com a hipétese de que as éguas sensiveis a endometrite
apresentassem menor amplitude nas ondas de contracdo uterina, assim como um
tempo menor de contracdo, quando tratadas com baixas doses de ocitocina. Foi
demonstrado um aumento dose-dependente na atividade uterina - a ocitocina na
dose de 10Ul promoveu nos dois grupos maior nimero e maior duracdo das
contracbes uterinas. A primeira onda contratil uterina ap6s a aplicacdo da
ocitocina ocorre da ponta do corno, passando pelo corpo dirigindo-se até a
cérvice, causando eliminacdo da maioria do conteudo uterino. A ocitocina
estimula alteracbes na pressdo intra-uterina 30 a 65 segundos apds sua

aplicacdo e o pique de resposta ocorre 5 a 10 minutos apo6s. A propagacéo da
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pressado uterina e a forca de contragdo parecem diminuir depois da primeira onda.
Acredita-se que isto poderia ocorrer porque o Utero diminuiria sua capacidade de
resposta a ocitocina exdgena por degradacdo hormonal, por retro-regulacao dos
receptores ou gasto dos “pds-receptores” e diminui¢do dos mediadores.

CADARIO et al. (1999a), avaliaram, ainda, a dindmica da secre¢do da
prostaglandina, presencga de secrecao intra-uterina e a limpeza uterina nas eguas
sensiveis e resistentes a endometrite. Procuraram avaliar e entender a interacao
da ocitocina com a prostaglandina na presenca de inflamacdo e acumulo de
secrecdo uterina. Nos primeiros 120 minutos, a prostaglandina plasmatica nao
diferiu nas duas situacdes e a concentracdo de prostaglandina apos a aplicacéo
de ocitocina aumentou nas éguas sensiveis, 0 mesmo nao ocorrendo nas
resistentes. Este resultado ndo tem relacdo com a presenca de secrecao intra-
uterina. Os autores sugeriram que nas eéguas resistentes, durante o cio, a limpeza
uterina depois da aplicacdo de ocitocina pode ser independente das liberagcdes de
PGF; a.

Utilizando o clembuterol, um B, agonista, para avaliar a reducdo da
atividade do miométrio e determinar o comprometimento da limpeza uterina apés
a infeccdo experimental, em éguas consideradas saudaveis, NIKOLAKOPOULOS
& WATSON (1999) infectaram e avaliaram por ultra-sonografia éguas com
conteudo apds lavagem uterina. Todas as éguas que receberam clembuterol
acumularam secrecao intra-uterina e 40% tiveram grande crescimento bacteriano
na cultura do lavado uterino. Nenhuma égua do grupo controle reteve secrecéo
nem houve desenvolvimento bacteriano importante na cultura do lavado uterino.
Desta forma, concluiram que a contratilidade uterina € importante na limpeza
mecanica da secrecao uterina, mas ndo, necessariamente, para a eliminacao das
bactérias.

Como a contratilidade e a limpeza uterina sdo menos eficientes nas éguas
susceptiveis, se poderia deduzir que o estiramento do miométrio causado por
repetidas gestacdes ocasionaria algum dano as terminacdes nervosas do

miomeétrio, interferindo assim com a limpeza uterina (DeLILLE et al., 1998).
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Observa-se que nem toda égua susceptivel tem infeccdo bacteriana apos
uma agressao intra-uterina (NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1997).

Considera-se que a endometrite persistente induzida pela cépula é
causada mais por um defeito na contratilidade uterina do que por uma ineficiéncia
dos outros mecanismos de defesa antibacteriana. Demonstrou-se que néo é
necessaria uma grande motilidade uterina para a eliminacdo das bactérias do
Utero e que a secrecao intra-uterina pode acumular-se na auséncia de infeccdo. A
rapida (48 horas) eliminacédo das bactérias sugere que os mecanismos de defesa
ndo especificos do fluido uterino e a fagocitose realizada pelos neutrdéfilos sédo
mais efetivos que 0s mecanismos imunolégicos (TROEDSSON, 1999;
NIKOLAKO-POULOS & WATSON, 1999).

2.3.4 - Muco Uterino

O muco uterino é uma mistura complexa de glicoproteinas, proteoglicanos,
lipidios, DNA, células e debris. Seu papel na defesa uterina ainda néo foi
estabelecido. A acdo do muco no mecanismo de prevencdo da infeccao
bacteriana ocorreria através da prevencdo da adesdo bacteriana ao epitélio
luminal. O muco é secretado pelo epitélio e levado pelas contracfes miometriais e
células ciliadas até a cérvice. Acredita-se que sua acdo ocorre principalmente
através de suas propriedades biofisicas e pela neutralizacdo das adesinas
bacterianas por intermédio da IgA. Alem disso a lactoferrina, presente no muco,
reduziria a disponibilidade de ferro para a bactéria e a lisozima destruiria as
paredes celulares (CAUSEY et al., 1997).

MORRESEY (1997) estudou o papel do aparelho mucociliar na eliminacao
de debris celulares do lume uterino comparando a percentagem de células
ciliadas e néo-ciliadas no endométrio de éguas susceptiveis e resistentes a
endometrite. Observou que a percentagem de células ciliadas anormais € maior

nas éguas com limpeza uterina retardada. CAUSEY et al. (1997) verificaram
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alteracbes na producdo de muco entre éguas susceptiveis e resistentes nas
diferentes fases do ciclo estral. Observaram que o tapete de muco é maior nas
éguas susceptiveis, possivelmente caracterizando maior inflamacao uterina.
Também constataram que na periferia de ninhos glandulares a produc¢do de muco

e o numero de células ciliadas estdo aumentados.

2.3.5 - Circulagdo Sanguinea e Drenagem Linfatica

A artéria uterina, um ramo descendente da artéria iliaca externa, se
anastomosa em seu ramo caudal com um ramo da artéria vaginal originada da
pudenda interna e irriga a por¢ao caudal dos cornos e o corpo uterino (SISSON &
GROSSMANN, 1996).

O fluxo linfatico parte dos ovarios, tubas e utero para os linfonodos aorticos
lombares. Os vasos linfaticos do utero, vagina e vulva sao aferentes dos
linfonodos iliacos mediais. Ocasionalmente, encontram-se linfonodos no
ligamento largo do utero (KAINER, 1993).

Uma resposta inflamatdria aguda normalmente ocorre a partir da deposi¢cao
de sémen no utero. Os achados classicos incluem aumento da permeabilidade
vascular, edema intersticial e aumento do fluxo linfatico. Eguas pluriparas que se
tornaram inférteis apresentam lacunas linfaticas no endométrio, o que sugere que
a drenagem linfatica pode estar prejudicada nestas éguas. De acordo com
LeBLANC et al. (1994a), os vasos linfaticos e linfonodos, drenam o excesso de
secrecdo e particulas da submucosa e do lume uterino, durante o diestro. As
éguas susceptiveis demonstram lacunas linfaticas com estase linfatica, na biopsia
endometrial. Os vasos linfaticos ndo possuem musculatura lisa e precisam das
contracdes uterinas para movimentar a linfa dorsalmente. Eguas com drenagem
linfatica deficiente tendem a acumular conteddo no utero, apresentar cistos
linfaticos visiveis a ultra-sonografia e sdo, freqientemente, inférteis (LeBLANC,
1997).

Os vasos linfaticos drenam particulas do lume uterino e reabsorvem o
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fluido intramural que se acumula na parede uterina durante o estro. Os vasos
linfaticos do Utero drenam dorsalmente para os vasos linfaticos do ligamento
largo, que desembocam nos linfonodos adrticos localizados lateralmente & aorta
(GUYTON, 1991). Eguas com lacunas linfaticas e cistos uterinos tém capacidade
de absorver tinta nanquim ou carvao, durante o diestro, que sao particulas com
afinidade pelos linfaticos, visualizando-se desta forma o transito até os linfonodos
regionais (LeBLANC et al., 1995).

O padrdo vascular de uma biopsia endometrial de éguas susceptiveis
geralmente apresenta angiose de moderada a severa, seguidamente associada a
endometrose. A angiose esta relacionada a idade e ao nimero de parigbes. As
angiopatias tém um papel importante na reducdo da perfusdo endometrial e na
diminuicdo da drenagem linfatica (SCHOON et al., 1997).

2.4 - MECANISMO HUMORAL

Apés uma contaminacdo bacteriana no Utero ocorre um rapido afluxo de
secrecdes, que pode ser caracterizado como exsudato por envolver saida de
proteinas e células sanguineas do sistema vascular para o tecido intersticial ou
cavidades. O exsudato uterino € rico em proteinas plasmaticas, fatores de
opsonizacao e células inflamatorias (WATSON, 1988a).

KENNEY & KHALEEL, em 1975, isolaram pela primeira vez, as
imunoglobulinas de secrecfes uterinas de equinos, IgGa, IgGc, IgT, IgM e IgA,
por imunodifusédo e imunofluorescéncia. MITCHELL et al. (1982), concluiram que
a IgA é produzida e secretada localmente pela mucosa uterina. WIDDERS et al.
(1985), através de eletroforese, demonstraram que a IgG é secretada no
endométrio da égua.

O endomeétrio foi considerado por WIDDERS et al. (1985), como parte do

sistema imune de mucosas, devido a sua capacidade de produzir e secretar
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diferentes classes de imunoglobulinas. Foi observado que nas secrecdes uterinas
de éguas susceptiveis a endometrite, encontraram-se mais imunoglobulinas que
nas éguas resistentes (ASBURY et al., 1980; WILLIAMSON et al., 1983). Quando
avaliadas diferentes classes de Ig nos dois grupos de éguas foram encontradas
maiores concentracdes de IgA e IgG nos lavados uterinos de éguas susceptiveis
(ASBURY et al., 1980; WAELCHI & WINDER, 1991). Em contra-partida,
TROEDSSON et al. (1993c) observaram experimentalmente as mesmas
concentracdes de IgA, quando examinaram éguas susceptiveis e resistentes. Ja a
concentracdo de IgG, e o complemento estavam diminuidos nas eéguas
susceptiveis. Concluiram, desta forma, que, provavelmente, a deficiéncia da
defesa uterina em éguas susceptiveis ndo se deve a imunodeficiéncia local. Isto
foi confirmado por JOHNSON et al. (1994) ao comparar as concentracdes de
opsoninas na secrecdo uterina de éguas ovariectomizadas tratadas com
estrogeno ou progestageno. A concentragdo de imunoglobulinas nestas
secrecdes ndo teve efeito direto na fagocitose do Streptococcus zooepidemicus,
sugerindo que outros fatores no ambiente uterino podem ser importantes na
ativacdo das defesas uterinas.

LeBLANC et al. (1991) acreditam que os altos niveis de IgA seriam
prejudiciais, pois poderiam diminuir a capacidade da IgM e da IgG de opsonizar,
bloqueando os sitios antigénicos nas bactérias.

Segundo LIU & CHEUNG (1986) as imunoglobulinas, aparentemente, sao
componentes importantes da defesa uterina, mas seu papel na susceptibilidade a
endometrite bacteriana ainda n3o esta bem esclarecido. E possivel que a
interacdo entre Ig e neutréfilos seja mais importante que a concentracéao das Ig.
Estudos imuno-histoquimicos do endométrio, realizados mais recentemente,
sugerem que a concentracdo de Ig livres e o numero de Ig ligadas a células
permanecem constantes durante as fases do ciclo estral. Contudo, éguas com
endometrite persistente tém um aumento do numero de imunoglobulinas ligadas a
células quando comparadas com as éguas sadias. TROEDSSON (1999)

considera, assim, que a eficiéncia da defesa uterina na égua ndo €
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exclusivamente dependente dos fatores humorais.

A concentragdo de proteinas no lavado uterino foi estudada por muitos
autores. Os resultados sédo desencontrados quanto a relacao da concentracao de
proteinas com a susceptibilidade (ASBURY et al., 1980; PYCOCK & ALLEN,
1990). Através de eletroforese, BADER et al. (1997), detectaram os tipos de
proteinas existentes no lavado uterino de éguas. Nas éguas resistentes a
endometrite, durante a fase latea, foram detectadas trés bandas tipicas de
proteinas (22kDa, 17kDa e <6,5kDa). Quando foram observadas 10 éguas
susceptiveis, apenas uma apresentou 0 mesmo padrao descrito anteriormente, as
demais tiveram auséncia nas bandas 17 e 22kDa. Quando se avaliada a

fertilidade verificou-se que estas éguas nao ficaram prenhes.

2.5 - MECANISMO CELULAR

No utero, os neutrofilos sdo os principais responsaveis pela fagocitose.
Eles estdo presentes no Utero de éguas sadias trinta minutos apos uma infeccéo
experimental (ALLEN & PYCOCK, 1989). Eles sao formados na medula éssea, de
onde migram para os tecidos. Sao ceélulas arredondadas, com cerca de 12um de
diametro, com nucleo segmentado ou em forma de bastdo contendo granulos
citoplasmaticos (SCHALM, 1986; TIZARD, 1996).

Apés a copula, os neutrofilos polimorfonucleares(PMN) estdo presentes no
lume uterino em trinta minutos, atingindo a maior concentracéo oito horas depois.
Permanecem no lume por um periodo prolongado, sendo que na endometrite a
degranulacdo pode ser exacerbada o que pode causar migracdo de mais
neutrofilos, 1gG e proteinas para o local (KATILA, 1995 e 1997).

Os neutréfilos obtidos do utero de éguas com historico de infertilidade,
mantém sua capacidade de deformacdo na diapedese inalterada, até doze horas
apos o inicio do processo inflamatorio, tornando-se posteriormente inativos, o que
nao ocorre nas éguas sadias. Porém, os mesmos autores ndo encontraram

diferencas quanto a fagocitose e quimiotaxia dos neutréfilos sanglineos entre
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éguas susceptiveis e resistentes (LIU et al., 1985; BARROS, 1997). Para
WATSON et al. (1987), os neutréfilos sanglineos e uterinos de éguas
susceptiveis tém menor capacidade migratéria e fagocitica, respectivamente, que
os de éguas resistentes. Os produtos téxicos da atividade bactericida poderiam
estar deprimindo a funcdo dos neutréfilos uterinos, assim como defeitos na
guimiotaxia e na fagocitose podem resultar em capacidade bactericida menor
(ALLEN & PYCOCK, 1989). Contrariando estes dados, TROEDSSON et al.
(1993b), em varios experimentos, comparando fagocitose e quimiotaxia de
leucécitos uterinos e sanglineos de éguas susceptiveis e resistentes, verificaram
gue os leucdcitos uterinos de éguas susceptiveis apresentaram maior fagocitose
e quimiotaxia do que os de éguas resistentes, quando incubados com plasma
homélogo ou heterdlogo. As secrec¢des uterinas, entretanto tiveram poder
opsonizante reduzido. Estes autores concluiram que a fagocitose defeituosa dos
neutrofilos uterinos em éguas susceptiveis seria resultado de disfuncdo na
opsonizacgéao, ao invés de uma disfuncéo primaria dos neutroéfilos. A fagocitose e a
guimiotaxia de neutréfilos polimorfonucleares uterinos e sangilineos de éguas
susceptiveis foram maiores que as de éguas resistentes, quando a secrecao
uterina foi utilizada como quimioatrativo.

Através de quimiluminescéncia ZALAVARY et al. (1996), observaram a
importante interacdo das plaquetas com os neutréfilos no processo inflamatério.
Neste experimento foi medida a fagocitose e a respiracdo dos neutrofilos, que
foram potencializadas na presenca das plaquetas. Também ficou demonstrado
gue elas potencializam a fagocitose mediada por IgG através de um mecanismo
ATP-dependente.

A apoptose, que também esta associada a perda de funcdo dos neutrofilos,
foi impedida quando os neutréfilos foram separados do sangue total utilizando a
dextrose como gradiente de separagdo. Quando plaquetas foram cultivadas “in
vitro” junto com neutrdfilos separados do sangue total com auxilio da dextrose,
também se evitou a apoptose dos neutrofilos e sua vida funcional foi prolongada
(ANDONEGUI et al., 1997).
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Propriedades quimioatrativas da secrecdo uterina de equinos tém sido
descritas in vitro. O Utero responde rapidamente ao antigeno com a liberacéo de
mediadores quimiotaticos para neutréfilos polimorfonucleares. Isto leva a uma
rapida migracao destes para o lume uterino. Produtos do complemento, como 0s
leucotrienos B4, prostaglandina E e prostaglandina F.a, também podem ser
quimioatrativos para neutréfilos no Gtero. A cascata de complemento medeia 0s
processos biolégicos que servem de defesa contra o agente, incluindo aumento
da permeabilidade vascular, quimiotaxia, opsonizacdo, fagocitose, ativacdo das
lipases de membrana e lise do agente (TROEDSSON, 1999).

2.6 - PLASMA SEMINAL

O plasma seminal induz as contragcdes vaginal e uterina (CRANE &
MARTIN, 1991) e facilita o transporte dos espermatozoéides até o oviduto. No
coelho, os espermatozoides sem a presenca de plasma seminal, morrem e nao
chegam ao oviduto. Quando se adiciona solucdo salina podem-se observar
espermatozoides moveis no oviduto (OVERSTREET & TOM, 1982).

No garanhdo, o plasma seminal é composto das secre¢des do epididimo,
da ampola do canal deferente, da prostata, das vesiculas seminais e das
glandulas bulbo-uretrais (TISCHNER et al., 1975). Seus componentes tém a
funcdo de proteger os espermatozoéides contra agentes oxidantes e peroxidantes
(MANN, 1975), além de atuar no metabolismo dos espermatozéides (MAGISTRINI
et al., 1995).

O plasma seminal equino é considerado como um fator extrinseco de
defesa uterina da égua. O plasma seminal inibe a quimiotaxia dos neutroéfilos in
vitro. Como o0s espermatozoides sdo capazes de induzi-la através da ativacao do
complemento, a remo¢do do plasma seminal do sémen congelado poderia
explicar a maior reacao inflamatéria verificada apés a inseminacéao artificial com
sémen congelado (TROEDSSON et al., 1997).
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KATILA (1997) também demonstrou que o plasma seminal induz as
contracbes vaginais e uterinas, facilitando assim a limpeza fisica e o transporte
dos gametas até o oviduto. TROEDSSON et al. (1997) verificaram que
praticamente nenhum neutréfilo migrou em direcdo ao plasma seminal, quando
avaliaram em camara quimiotaxica o comportamento dos neutrofilos frente a
diferentes amostras de sémen associado ou ndo a presenca de plasma seminal.
Por isso deduzem que o plasma seminal tem papel importante no controle da
endometrite apos a cépula. O sémen, fresco e congelado, provocou a quimiotaxia
dos leucdcitos em grande escala. Provavelmente a modulacdo da inflamacéo
apos a cépula pelo plasma seminal ocorra através da inibicdo do complemento. A
retirada do plasma seminal dos ejaculados antes da inseminacédo artificial pode

alterar a regulacdo normal da inflamacé&o (TROEDSSON et al. 1998).

2.7 - INFLUENCIA DO CICLO ESTRAL

Varios estudos avaliaram a influéncia do ciclo estral na susceptibilidade as
endometrites na égua, comparando essa influéncia aos demais mecanismos de
defesa uterina.

Medindo as concentracbes de imunoglobulinas, ASBURY et al. (1980) e
MITCHEL et al. (1982), encontraram maiores concentracdes de imunoglobulinas
em lavados uterinos obtidos na fase de diestro, quando comparado com o estro.
JA WATSON & STOKES (1988) nao encontraram diferenca nas concentracfes de
imunoglobulinas nos lavados obtidos de éguas ovariectomizadas tratadas com
estrégeno ou progesterona.

Para testar a influéncia da fase do ciclo estral sobre a quimiotaxia dos
neutrofilos testou-se a secrecdo uterina de éguas em estro ou diestro como
guimioatraente (STRZEMIENSKI & KENNEY, 1984). A capacidade de atrair
leucdcitos foi a mesma para a secrecdo uterina de estro e diestro. Em contra-
partida WATSON (1988a), encontrou em éguas ovariectomizadas, elevada

guimiotaxia sob influéncia da progesterona e reduzida na presenca de estradiol.
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A adesédo de Streptococcus zooepidemicus as células epiteliais do endométrio, in
vitro, também foi maior nas éguas tratadas com progesterona (WATSON et al.,
1988).

O estrogeno tem importante acdo na limpeza fisica do Utero: promove a
abertura da cérvice, essencial para a eliminacao de secrecéo uterina, bem como
favorece a contratilidade miometrial, como foi demonstrado através da
eletromiografia por TROEDSSON et al. (1993c).

Os hormdnios esterdides atuam na contratilidade do miométrio, através da
polarizacdo da membrana e excitabilidade miometrial. A impregnacgéo estrogénica
em ratos, no final da gestacdo ou durante o0 estro estd associada com a
diminuicdo do potencial de repouso da fibra miometrial, que diminui de -70 mV
aos 15 dias de gestacdo, para —-55mV a termo. Isto ocorre por diminuicdo do
potencial de excitabilidade do miométrio. Ao mesmo tempo o miométrio de ratos,
sob impregnacéo estrogénica, apresenta aumento de 60% dos canais ocludentes
de célcio e sua afinidade pode também aumentar. A consequéncia deste efeito
estrogénico € um aumento do suprimento de Ca*™ causando um influxo macico de
fons de Ca'™ para a fibra miometrial. A formacdo do complexo Ca*™" calmodulina
ativa a cadeia leve de miosina-quinase (MLCK) como resultado da fosforilacdo da
cadeia leve de miosina (LC 20), necessaria para a interacdo actina-miosina no
processo de contracdo muscular. Este mecanismo pode ser melhorado em 40%
no coelho, por acdo do estradiol com aumento da calmodulina miometrial. A
progesterona também aumenta o sequestro de ions de Ca™ na cisterna do
reticulo sarcoplasmatico (MALTIER et al., 1993).

O estradiol ativa o sistema actomiosina-ATPase, liberando a energia
necessaria para a contracdo. A conexdo elétrico-metabodlica das células
miometriais é carreada através das juncdes de comunicacdo. Estas permitem a
propagacao dos sinais elétricos e a sincronizacdo das ondas contrateis, através
do utero. Em todas as espécies estudadas, o niumero e a superficie das juncdes
de comunicacdo no miométrio sdo limitados durante a prenhez, aumentando

drasticamente com a proximidade do parto. Esta mudanca esta correlacionada
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com a relacdo progesterona-estrogeno. Isto nos leva a crer que a reducdo da
relacdo progesterona-estrogeno favorece a contracdo uterina (MALTIER et al.,
1993).
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3. CAPITULO 1

Avaliacdo da Limpeza Uterina na Egua 24 e 48 horas ap0s
Infusao de 250 e 500 mg de Carvao

RESUMO

A endometrite persistente apds cobertura € uma das causas mais comuns
de infertilidade na égua relacionada com a falha nos mecanismos fisicos de
defesa uterina — limpeza mecéanica e drenagem linfatica. Com o objetivo de se
aferir a capacidade de limpeza uterina na égua, foram realizadas infusdes
uterinas de 250 e 500mg de carvao seguidas de lavagem uterina realizada 24 e
48 horas ap6és. O lavado uterino foi avaliado conforme o aspecto imediatamente
apos a lavagem e, posteriormente, verificada a quantidade de carvdo na matéria
seca. Quarenta éguas, entre 4 e 23 anos, com historico de infertilidade de, no
minimo, dois anos e com sinais clinicos/histologicos de endometrite/
endometrose e falha na eliminagdo do conteudo uterino apos a copula.
Independentemente da dose, as éguas com alteracbes mais severas do
endométrio ndo limparam o carvao infundido tao rapido quanto as éguas controle.
Aparentemente, o periodo de 48 horas apos a infusdo € melhor que o de 24
horas, para avaliar a capacidade de limpeza uterina do carvéao.

Palavras-chave: Egua, endometrite, carvao, drenagem linfatica, limpeza uterina

SUMMARY

The persistent mating-induced endometritis consists in one of the common
causes of infertility in the mare related to a failure in the uterine physical clearance
mechanisms (lymphatic drainage and mechanic clearance). In order to evaluate
the uterine clearance in the mare uterine infusions were performed with 250 and
500mg of charcoal followed by uterine lavage 24 and 48 hours after the infusions.
The uterine fluid was evaluated according to color immediately after the lavage
and later the amount of charcoal was determined by dry weight. Forty mares, from
4-23 years of age, with a two-year history of infertility and clinical/histological
signs of endometritis/endrometrosis and uterine clearance failure were used in this
study. Independently of the dose, mares with more severe endometrial histological
changes did not clear the infused charcoal as fast as the control mares. It seems
that a period of 48 hours after infusion is better than 24 hours to perform an
evaluation of the uterine clearance capacity.

Key words: Mare, endometritis, charcoal, lymphatic drainage, uterine clearance



24

INTRODUCAO

Endometrite € a alteracdo inflamatéria aguda ou crbnica que ocorre no
endométrio, geralmente de natureza infecciosa (KENNEY, 1993). O processo
inflamatério que se desenvolve a partir da contaminacao, torna muitas vezes o
ambiente uterino incompativel com a vida embrionaria e fetal.

Os mecanismos de defesa uterina dividlem-se em mecanismos fisicos,
celulares e humorais. Além destes, também o plasma seminal poderia colaborar
com esses mecanismos de defesa.

Durante a década de 70 e parte dos anos 80 foi dada mais énfase ao
aspecto imunoldgico dos mecanismos de defesa uterina; seu comprometimento
seria a principal causa de endometrite. Atualmente, valoriza-se mais uma falha
dos mecanismos fisicos de defesa uterina — limpeza mecénica e drenagem
linfatica — como os maiores responsaveis pelo estabelecimento da endometrite
persistente induzida pela copula em éguas velhas e susceptiveis a endometrite.

Demonstrou-se que ndo é necessaria uma grande motilidade uterina para a
eliminacdo das bactérias do Utero e que a secrecao intra-uterina pode acumular-
se na auséncia de infeccédo. A rapida (48 horas) eliminacéo das bactérias sugere
gue os mecanismos de defesa nao especificos do fluido uterino e a fagocitose
realizada pelos neutréfilos sdo mais efetivos que os mecanismos imunolégicos
(TROEDSSON, 1999; NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1999).

A contratilidade miometrial é considerada um potente mecanismo de
limpeza uterina (LeBLANC et al., 1989), drenando os agentes contaminantes
depositados no lume uterino por ocasidao da cobertura, no que € auxiliada pelo
relaxamento da cérvice (BLACK et al., 1953; MATTOS, 1989). Eguas mais velhas
tém essa capacidade de limpeza diminuida. Apés a cobertura, ha maior acumulo
de liquidos, podendo ser este um meio ideal para o desenvolvimento bacteriano.
Aparentemente, este mecanismo de limpeza também estaria, controlado pelo
sistema nervoso (LeBLANC et al., 1989 ; ALLEN & PYCOCK, 1989).

EVANS et al. (1986 e 1987) utilizaram a inoculacdo de microesferas e
carvao no utero de éguas de diferentes idades e sob a influéncia exdégena de
hormonios esterdides, para avaliar a relacdo do mecanismo de limpeza fisico com
a permanéncia da infeccdo uterina. Observaram a eficacia dos inécuos para esta
avaliacdo e concluiram que as éguas mais velhas tém maior dificuldade de
eliminar o conteudo uterino, principalmente, sob a influéncia da progesterona.

Avaliando os mecanismos de limpeza uterina no periodo pds-ovulatorio
LeBLANC et al. (1989), também utilizaram inécuos como os descritos por EVANS
et al. (1986) e observaram que existe uma disfuncdo nos mecanismos celular e
bactericida no periodo pés-ovulatério, mas acreditam que estes mecanismos nao
tenham relacdo com o mecanismo de limpeza uterina do material inoculado.

Novamente, LeBLANC et al. (1994a) utilizaram a infusdo de microesferas e
carvao no Utero para estudar o tempo de limpeza uterina e a funcdo miometrial.
Posteriormente, avaliando a eliminacdo de um radiocol6ide do utero por
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cintilografia demonstraram que, enquanto éguas resistentes drenam quase todo o
conteldo em trinta minutos, as susceptiveis ndo eliminam praticamente nada
neste espaco de tempo. Porém, nem todas as éguas classificadas como
susceptiveis retiveram o material infundido e nem todas as consideradas
resistentes eliminaram mais de 50% do mesmo. Apds uma injecdo de ocitocina,
tanto éguas susceptiveis como resistentes eliminaram quase 90% do material
(LeBLANC et al., 1994a e 1994b).

As éguas que apresentam um utero pendular,“pendurado” na cavidade
abdominal, tem a drenagem cervical diminuida, acumulando secrecdo uterina,
demonstrando dificuldade na drenagem por acdo da gravidade (LeBLANC et al.,
1994Db).

Como a contratilidade e a limpeza uterina sdo menos eficientes nas éguas
susceptiveis, poderia-se deduzir que o estiramento do miométrio causado por
repetidas gestacfes ocasionaria algum dano as terminacfes nervosas do
miomeétrio, interferindo assim com a limpeza uterina (De LILLE et al., 1998).

A limpeza uterina teria uma relacdo com a secrecdo de ocitocina,
prostaglandina e seus metabdlitos, isto foi documentado por CADARIO et al.
(1995 e 1999), quando avaliaram a eliminacdo uterina de radiocoldide, por
cintilografia, em éguas no cio, e a fungcdo da ocitocina na secrecdo de
prostaglandina em éguas consideradas saudaveis e com retardo na eliminacao da
infeccéo uterina.

Eguas pluriparas que se tornaram inférteis apresentam lacunas linfaticas
no endométrio, 0 que sugere que a drenagem linfatica pode estar prejudicada
nesses animais. De acordo com LeBLANC et al. (1994a), os vasos linfaticos e
linfonodos, drenam o excesso de secrecéo e particulas da submucosa e do lume
uterino, durante o diestro. As éguas susceptiveis demonstram lacunas linfaticas
com estase linfatica, na biopsia endometrial. Os vasos linfaticos ndo possuem
musculatura lisa e precisam das contracfes uterinas para movimentar a linfa
dorsalmente. Eguas com drenagem linfatica deficiente tendem a acumular
contetdo no utero, apresentar cistos linfaticos visiveis a ultra-sonografia e séo,
frequentemente, inférteis (LeBLANC, 1997).

Os vasos linfaticos drenam particulas do lume uterino e reabsorvem o
fluido intramural que se acumula na parede uterina durante o estro. Os vasos
linfaticos do uUtero drenam dorsalmente para os vasos linfaticos do ligamento
largo, que desembocam nos linfonodos aérticos localizados lateralmente a aorta
(GUYTON, 1991). Eguas com lacunas linfaticas e cistos uterinos tém capacidade
de absorver tinta nanquim ou carvao, durante o diestro, que sédo particulas com
afinidade pelos linfaticos, visualizando-se desta forma o transito até os linfonodos
regionais (LeBLANC et al., 1995).

O padrao vascular de uma biopsia endometrial de éguas susceptiveis
geralmente apresenta angiose de moderada a severa, seguidamente, associada a
endometrose. A angiose esta relacionada a idade e ao numero de paricdes. As
angiopatias tém um papel importante na reducédo da perfusdo endometrial e na
diminuicdo da drenagem linfatica (SCHOON et al., 1997).
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Como uma forma de se avaliar a capacidade mecéanica de limpeza uterina
utilizou-se a infusdo de carvdo no utero da égua em duas diferentes
concentragbes, fazendo-se, posteriormente, a lavagem uterina em intervalos
diferentes, avaliando-se a presenca do carvdo no Utero como um meio
diagnostico para se avaliar a fungdo endo-miometrial e a drenagem linfatica de
animais susceptiveis ou ndo a endometrite. Procurou-se também definir a dose de
carvdo mais apropriada para a infusdo e o intervalo ideal entre a infusdo e a
lavagem uterina, que melhor se adaptem para a avaliagao da limpeza uterina.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 40 éguas, sem raca definida, com idade entre 4 a 23
anos, peso entre 420 e 580 kg, do municipio de Bagé -RS.

A selecdo das éguas foi feita levando-se em conta o historico clinico
ginecoldgico de no minimo dois anos vazia, buscando-se animais com ou sem
sinais clinicos e histologicos de endometrose ou endometrite crénica e falha na
eliminacéo do contetdo uterino apos a copula.

Estas éguas foram avaliadas quanto a sua capacidade reprodutiva por um
estudo do historico clinico e exame ginecoldgico que constou de exame clinico e
como métodos complementares: vaginoscopia, ultra-sonografia, citologia,
bacteriologia e histologia.

S6 foram usados animais em bom estado nutricional e sanitario e todos
foram mantidos sob as mesmas condi¢cdes de manejo.

Para efeito experimental as éguas foram divididas em trés grupos conforme
seu historico clinico, anamnese e exame ginecologico:

e Grupo 1: Eguas clinicamente sadias, sem historico de sub-fertilidade e com
classificacédo histologica do endomeétrio do Gr.l, segundo KENNEY (1978) ou
sem alteracdo e do Gr.l, segundo SILVA et al. (1987), com uma média de
idade de 11 anos (4-18);

e Grupo 2: Eguas com histérico de endometrite cronica, com retardo na
eliminacdo do conteddo uterino apos a cobertura e com classificacao
histolégica do endométrio do Gr.ll, segundo KENNEY (1978) e SILVA et al.
(1987), com uma média de idade de 16 anos (8-23), e,

e Grupo 3: Eguas com histérico de endometrose, endometrite cronica e/ou
retardo na eliminacdo do conteddo uterino apdés a cobertura e com
classificacdo histologica do endométrio no grupo Il e lll, segundo KENNEY
(1978) e SILVA et al. (1987), com uma média de idade de 17 anos (16-21).

Das quarenta éguas, trinta e oito receberam infusdo de carvéo! no segundo
dia do estro (n = 38), quando se observava um foliculo igual ou maior que 30mm.
As doses de carvado foram de 250 e 500mg, utilizadas em ciclos subseqtientes
para cada égua. A cada infusdo o carvao foi diluido em 20ml de agua destilada.
As 38 éguas, tiveram o utero lavado com 500ml de uma solucdo de NaCl a 0,9%
apos 24 e 48 horas da infusdo. Este procedimento foi definido aleatoriamente,
com isso todas as éguas receberam as duas doses de carvao e tiveram seu utero
lavado nos dois periodos de tempo, como: 500mgX24hs e 250mgX48hs. Desta
forma as 38 éguas receberam a infusdo de carvdo na dose de 250mg e 500mg,
assim como foram realizadas 38 lavagens 24 horas apoés a infusdo e 38 lavagens
48 horas ap0s, respectivamente para cada égua.

Das 40 éguas descritas inicialmente, duas foram descartadas do trabalho
por razdes de saude geral.

1 — Carvao Ativado: VIDAPURA - Industria Farmacéutica Basa Ltda. - Av. Rossetti, 695,
Caxias do Sul —RS. Brasil.
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As lavagens uterinas, apoés a infusdo do carvao, foram realizadas utilizando-
se uma sonda tipo bivona®, que foi introduzida no utero por via vaginal, sendo
posicionada logo apds a passagem pela cérvice, tendo seu baldo inflado com 10
a 30cm® de ar conforme o lume do corpo do Utero e, através dela, foram
introduzidos 500ml da solugcédo de NaCl 0,9%. Este contetdo foi mantido no Utero
por 5 minutos enquanto foi realizada massagem uterina por via retal. Logo apés
foi retirado por sifonagem o conteddo e o mesmo armazenado em uma garrafa
plastica transparente para avaliacdo imediata e posterior exame do conteudo.
Este material foi homogeneizado, separado e retiradas aliquotas de 20ml,
colocando-as em tubos de ensaio do mesmo volume, fechados, identificados e
congelados a -5°C para andlise. Cada amostra foi submetida a desidratacédo e
pesagem, para determinacdo da quantidade de carvdo em cada aliquota, segundo
a técnica descrita por EVANS et al. (1986).

Para avaliacdo clinica da secrecdo colhida, apés a lavagem uterina,
utilizou-se um padréo subjetivo de avaliacdo da coloracdo da amostra da
lavagem, conforme a observagéo visual, com indices de 1 a 3, onde:

e C1 representa o conteudo limpido e transparente, aparentemente sem a
presenca de carvao; onde C1 tem o mesmo aspecto visual da solucéo de NaCl
0,9%;

e C2 conteudo gris, caracterizando a presenca moderada de carvao; onde C3
tem o aspecto da coloracédo de uma solucédo contendo de 0,020g até 0,141g de
carvdo em 500ml de NaCl 0,9%, e,

e C3 conteudo gris, caracterizando a presenca acentuada de carvao; onde C4
tem o aspecto da coloracdo de uma solucdo contendo 0,231g de carvao ou
mais, em 500ml de NaCl 0,9%.

Foram realizadas biopsias endometriais no periodo de 15 dias antes da
infusdo de carvao, 48 horas apés a lavagem uterina e trinta dias apds, para
avaliacdo da condicdo endometrial por histologia e verificacdo de possiveis danos
causados pelo carvao no endomeétrio.

Desenho Estatistico:

Utilizou-se delineamento fatorial 2 x 2, inteiramente casualizado com 38
repeticoes. Avaliando-se as doses de 250 e 500 mg carvao (n =76), com dois
periodos, 24 e 48 horas, para lavagem uterina apdés a infusdo (n =38),
relacionando-se infusdo nas diferentes doses e tempo de lavagem apdés a infuséo.
O teste estatistico Qui quadrado (X?), foi realizado considerando o resultado da
lavagem uterina, tempo, dose e peso do carvao nas aliquotas.

Foi realizado delineamento fatorial 3 x 2 x 2, inteiramente casualizado,
avaliando-se os grupos, dose de carvao e periodo para lavagem uterina. O teste
estatistico Qui quadrado (X?), andlise de variancia e desvio padrdo, foram
realizados considerando o resultado da lavagem uterina, tempo, dose e peso do
carvao nas aliquotas.

Nas duas avaliactes foi feito teste Tukey.

Os testes estatisticos foram realizados através do Pacote Estatistico SAS-
General Linear Models Procedure,(1997).
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RESULTADOS

Observa-se a relacdo das doses e a classificacdo visual das lavagens
uterinas, no Quadro 1, analisando-se em separado o tempo de 24 e 48 horas para
realizacdo da lavagem uterina, apos a infusdo de 250 e 500 mg de carvao, nos
diferentes grupos de éguas, separados conforme a avaliacao clinica e histologica.
Obteve-se no grupo controle, uma maior incidéncia de C1, sendo que as duas
Unicas amostras consideradas C2 foram obtidas quando se fez a lavagem 24
horas apés a infusdo. No grupo 2, vé-se também uma maior incidéncia de C1 e
C2, com evidente aumento de amostras classificadas como C3 quando se fez a
lavagem uterina 24 horas apés a infusdo de carvdo. Na avaliacdo das éguas do
grupo 3, das quatorze lavagens realizadas 12 tiveram aspecto de C2 e C3, neste
grupo néao ficou caracterizado grande variagdo, quando comparou-se o intervalo
de tempo entre a infusdo e as lavagens.

Quadro 1 — Relacdo da dose de 250 e 500 mg de carvao, com o intervalo da
lavagem uterina 24 e 48 horas apo0s a infusdo e a classificacao visual
do lavado uterino das éguas nos grupos: G1- Controle, G2 e G3.

Grupos Dose Lavado n C1 C2 C3
Gl 500mg 24hs 4 3 1 0
48hs 4 4 0 0

250 mg 24hs 4 3 1 0

48hs 4 4 0 0

Sub-total 16 14 2 -

G2 500 mg 24hs 14 4 9 1
48hs 9 7 2 0

250 mg 24hs 9 2 6 1

48hs 14 8 6 0

Sub-total 46 21 23 2

G3 500 mg 24hs 5 1 3 1
48hs 2 0 1 1

250 mg 24hs 2 0 1 1

48hs 5 1 2 2

Sub-total 14 2 7 5

Total 76 37 32 7

Na comparacdo do efeito da dose de carvao utilizada, com o aspecto da
lavagem uterina, nota-se uma caracteristica semelhante entre o lavado uterino
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colhido apoés a infusdo de 250 e 500 mg de carvao. Depois do exame visual para
definir a classificacdo dos diferentes residuos na lavagem uterina foi realizado
teste estatistico, ndo sendo possivel encontrar diferenca estatisticamente
significativa, apesar de parecer existir um discreto aumento dos lavados na
classificacdo C3, com a utilizacdo da dose de 500 mg de carvao (Tabela 1).

Tabela 1- Classificacdo dos residuos na lavagem do lume uterino de éguas apés
a infusdo de 250 e 500 mg de carvao.

Classificagéo Visual

Dose C1 CcC2 C3 Total
(mg)

n % n % n % n %
250 19 50,0 12 421 7 7.9 38 100
500 18 48,7 9 40,8 11 10,5 38 100
Total 37 21 18 76
p>0,1

Quando se avalia o lavado uterino, distinguindo o tempo de lavagem
uterina apoés a infusdo de carvao (tabela 2), deduz-se que existe diferenca, entre
as lavagens realizadas 24 e 48 horas apos a infusédo. Percebe-se que existe uma
maior incidéncia de C1 quando a lavagem é realizada 48 horas apés a infuséo
(p<0,06).

Comparando-se os lavados uterinos nas classificacbes C2 e C3 com o
efeito do tempo, verifica-se que também existe diferenca entre os tratamentos.
Provavelmente as amostras que lavadas apés 24 horas resultaram no escore C2
realmente estariam em C1 caso houvesse tempo habil para que o carvao fosse
eliminado/drenado do utero.

Conclui-se que quando a lavagem é realizada 24 horas apos a infuséo de
carvao as éguas levam mais tempo para realizar a limpeza do utero.

Tabela 2- Caracteristicas da lavagem uterina na égua colhida apos 24 e 48 horas
da infusdo de carvao em 76 procedimentos.

Classificacao Visual

Tempo (h) Cl C2 C3 Total
n % n % n % n %
24 13 34,28 21 55,32 4 10,5 38 100
48 24  63,2° 11 28,9° 3 7.9 38 100
Total 37 32 7 76
X?=6,565; p < 0,06
a e b; p.<0,001

Quando foi avaliada a dose de 250 mg de carvao comparando-se com o
efeito dos intervalos para a lavagem uterina de 24 e 48 horas, observa-se
diferenca significativa entre tratamentos (p>0,001). Portanto quando avalia-se em



31

separado os valores absolutos e percentuais dos escores de lavagem C1 obtém-
se a diferenca estatisticamente significativa (p<0,001), demonstrando que mesmo
com a dose 250 mg de carvdo, a lavagem 24 horas apds ndo permite que as
éguas tenham tempo para eliminar/drenar o carvao, com isto tem-se uma maior
incidéncia de amostras no escore C2 e algumas C3 em relacdo as lavadas 48
horas apéds a infuséo.

Isto fica muito evidente quando observa-se as éguas que tém o utero
lavado 48 horas ap0s a infusdo e 73,3% delas conseguem eliminar/drenar o
carvao, apresentando escore C1 (Tabela 3).

Tabela 3 - Relagéo entre a infusao intra-uterina da dose de 250 mg de carvéo e a
classificacdo visual da lavagem uterina realizada 24 e 48 horas apos.

Classificagdo com infusdo de 250 mg de carvdo

Tempo (h) Cl C2 C3 Total
n % n % n % n %
24 8 34,8* 13 56,52 2 8,7 23 100
48 11 73,3° 3 20,3 1 6,7 15 100
Total 19 16 3 38
a e b; p.<0,001

Quando foi avaliada a dose de 500 mg de carvao comparando-se com O
efeito dos intervalos para a lavagem uterina de 24 e 48 horas, nota-se situagcao
parecida com a descrita anteriormente. As éguas com o aumento da dose de
carvao demonstraram que necessitam mais tempo para limpar o Utero,
evidenciando que quando utiliza-se a lavagem 48 horas ap6és a infusdo de 500 mg
de carvéao as éguas conseguem em tempo habil eliminar/drenar o carvao, também
ocorrendo um numero crescente de éguas para o escore C1, quando comparado
com as éguas lavadas com 24 horas, que apresentam uma distribuicdo mais
homogénea, mantendo um acréscimo da incidéncia em direcdo ao escore C1l
(Tabela 4).

Tabela 4 - Relacao entre a infusdo da dose de 500 mg de carvéo e a classificacédo
visual da lavagem uterina realizada 24 e 48 horas apos.

Classificacdo com infusdo de 500 mg de carvao

Tempo Cl C2 C3 Total
(h)

n % n % n % n %
24 5 33,42 8 53,32 2 13,3 15 100
48 13 56,5° 8 34,8° 2 8,7 23 100
Total 18 16 4 38
aeb; p.<0,05

Comparando-se a classificacdo do aspecto da lavagem uterina com a da
clinica e histoldgica, na Tabela 5, percebe-se que no Grupo 1, mais de 2/3 das



32

éguas eliminaram todo o carvdo infundido (C1l) e o tergco restante, também,
apresentou uma acentuada eliminacdo (C2). No Grupo 2, a maioria das éguas
conseguiu eliminar o carvao. Verifica-se que na classificacdo C1 e C2 colocaram-
se em torno de 91% das éguas e 0s 9% restantes na classificacdo C3. No Grupo
3, apenas 14,3% das éguas eliminaram todo o carvéo (C1), outras 50% expeliram
de forma intermediaria (C2), e 35,7% tiveram dificuldade em expulsar o carvao
(C3).

Pode-se ver uma diferenca significativa entre as éguas, quando se
relacionam os grupos teste com o aspecto do lavado uterino. Quanto maior a
alteracdo clinico-histolégica maior € o numero de éguas que demonstram
dificuldades de eliminar/drenar o carvéo infundido (p< 0,001).

Tabela 5 — Descricdo da classificacao clinica e histolégica das éguas comparada
ao aspecto do lavado uterino 24 e 48 horas apoés a infusdo de 250 e
500 mg de carvéao.

Aspecto do lavado uterino apos infusdo de carvéo

Classificacao C1l C2 C3 Total

n % n % n % n %
Grupo 1 14 87,5 2 12,5 0 - 16 21,05
Grupo 2 21 45,7 23 50,0 2 43 46 60,53
Grupo 3 2 143 7 50,0 5 357 14 18,42
Total 37 32 7 76 100,0

X?=37.948 p.<0,001

Quando se compara o quadro histologico das bidpsias endometriais
colhidas antes da infusédo de carvao, qualquer que fosse a dose utilizada, com as
colhidas 48 horas depois da lavagem uterina, observa-se que 18,42% (n = 7/38)
delas apresentaram infiltrado celular, caracterizando o agravamento no quadro
histolégico. Isto ocorre imediatamente apdés a infusdo. Essa alteracdo sé foi
confirmada em uma (2,63%) das 38 biopsias realizadas um més apos a infusao
(Quadro 2).

Quadro 2 - Comparacéao entre a classificacdo das bidpsias imediatamente antes e
ap6s o Experimento 1, com a classificacdo das bidpsias colhidas 30
dias apés as infusoes.

Avaliacdo da biopsia endometrial Amostras (n) %
Sem modificacao 30 78,95
Com modificacao 7 18,42
Mantendo a modificagéo 1 2,63
Total de éguas examinadas 38 100,0

p. <0,001



33

Observando o peso do carvao nas aliquotas colhidas da lavagem uterina
nos diferentes grupos de éguas conforme a classificacéo clinica e histologica, fica
evidente que as éguas do grupo controle tem a menor quantidade de carvéo,
4mg, enquanto as éguas do grupo 2 tem 13mg, que € trés vezes mais que no
grupo anterior e 25mg no grupo 3, que é praticamente o dobro do peso
encontrado no grupo 2 (Quadro3).

Quadro 3 — Relacdo entre a classificacdo clinico-histologica e a média da
guantidade (mg) de carvao nas aliquotas do lavado uterino 24 e 48
horas apés a infusdo de 250 e 500mg de carvao.

Classificagao Tempo Lavado Dose Média
n 24hs 48hs 250mg 500mg Tempo/Dose
Grupol 16 0,5 0,3 0,4 0,4 0,42
Grupo 2 46 1,7 0,9 1,6 1,1 1,3°
Grupo 3 14 3,2 1,4 2,6 3,0 2,5°¢
Média 1,8° 0,8° 1,5 1,5

p.<0,001 Letras diferentes, médias com diferenca estatisticamente significativas

Quando avalia-se a média da quantidade de carvao nas aliquotas das
lavagens uterinas realizadas 24 e 48 horas apoOs a infusdo de 250 e 500mg,
percebe-se que a média de peso do carvao entre as lavagens uterinas feitas 24 e
48 horas ap0s a infusdo é diferente (p.<0,001), demonstrando maior peso nas
lavagens feitas com intervalo de 24 horas. Na comparacdo do peso de carvao
nas aliquotas considerando-se a infusdo de diferentes doses, nota-se um peso
médio praticamente idéntico (Quadro3).

O peso especifico do carvdo e a sensibilidade da técnica utilizada para
medir as aliquotas foi de 1mg. A relacéo da classificacdo visual do lavado uterino
apos a infusdo, a quantidade média de carvao obtida nas aliquotas foi de 1,1mg
para o escore C1, de 1,6mg para os escores C2 e de 2,9mg para o escore C3.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Observa-se uma diferenca na eliminagcdo uterina do carvao infundido,
qguando foram comparados os trés grupos de éguas. As éguas que apresentaram
maior alteracdo endometrial, levaram mais tempo para eliminar o carvao.
Constata-se que as éguas que apresentaram mais dificuldade de eliminar o
carvao apresentaram alteracdes uterinas que foram avaliadas pelo exame clinico,
pelo histoldgico e pelo histérico clinico. Isto pode ser corroborado pelos trabalhos
de EVANS et al. (1986 e 1987) e LeBLANC et al. (1989 e 1994a), que
demonstraram ser a infusdo de carvdo e o exame da lavagem uterina apés a
infusdo, meios eficazes, para se avaliar a capacidade da égua de eliminar o
conteudo uterino. Notaram, também, que as éguas mais velhas e com dano
endometrial tém maior dificuldade em eliminar/drenar este in6cuo.

As éguas com maior alteragdo uterina necessitaram de mais tempo para
eliminar o carvao. Verifica-se, nas éguas cuja classificacao histologica é grupos 2
e 3, uma incidéncia mais alta de lavados com maior concentracdo de carvao,
lavados esses classificados como C3. Aparentemente quanto mais velhas sao as
eéguas e quanto mais acentuadas as alteracbes endometriais mais tempo elas
necessitam para eliminar o contetdo uterino. Quando o utero foi lavado 24 horas
apos a infusdo, as éguas eliminaram menos carvdo. As éeguas do Grupo 3,
apresentaram praticamente a mesma eliminacdo, quando se fez a comparacao
entre a lavagem 24 e 48 horas apo0s a infusdo. Tudo leva a crer que 0s animais
com lesdo uterina acentuada tem dificuldade de eliminar o contetudo uterino
apresentando de uma maneira geral alta concentracdo de carvdo no lavado.
LeBLANC et al. (1994) e CADARIO et al. (1995) apos a infusdo de microesferas e
carvao também obtiveram a eliminacéo a partir de 48 horas apoés a infusao.

Se a lavagem uterina apos a infuséo de carvao for usada como teste para
avaliacdo da capacidade de limpeza uterina de éguas susceptiveis ou ndo a
endometrite ou que ndo se limpam apos contaminacao pela cobertura, deve-se
levar em consideracdo que o tempo para a lavagem uterina apés a infusao tem
influéncia na interpretacdo dos resultados do teste, pois ficou demonstrado que
as éguas no periodo de 24 horas apés a infusdo ndo conseguem eliminar todo o
carvao, ocorrendo varias amostras com aspecto classificado como intermediarios
(C2) confundindo o resultado da visualizacdo do contetudo colhido na lavagem
uterina. Aparentemente sao necessarias 48 horas para que o Utero responda a
infusdo do carvao com drenagem linfatica, contracdo miometrial e drenagem
cervical, completando, assim, a limpeza uterina. TROEDSSON, (1999) e
NIKOLAKOPOULOS & WATSON, (1999) observaram que a eliminacdo de
bactérias ocorre 48 horas ap6s a contaminacdo uterina induzida sugerindo que é
necessaria, conjuntamente com a limpeza mecanica, a atuacdo dos mecanismos
de defesa ndo especificos da secrecdo uterina e da fagocitose realizada pelos
neutrofilos.

Constata-se que diferentes doses de carvao néo influenciam o resultado do
teste. Utilizando-se uma infusdo de 250 ou 500 mg de carvao, percebe-se que a
guantidade de carvao eliminada no lavado uterino é similar. Isso significa que
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pode ser utilizada a infusdo de menor quantidade de carvao (250 mg) para a
realizacao do teste.

O carvao foi inécuo ao endométrio, provocando discreta alteracdo do
qguadro histoldgico, o que foi verificado por biopsia endometrial realizada 48 horas
e 30 dias apls a infusdo. EVANS et al.(1986) observaram um comportamento
endometrial semelhante apds agressdo uterina através da infusdo com
microesferas, carvao ou Streptococcus zooepidemicus..

Os resultados demonstram que o0s pesos das aliguotas aumentam
paralelamente a classificacdo visual estabelecida. O peso médio das aliquotas
colhidas 24 e 48 horas ap6s a infus@o praticamente ndo varia entre as doses de
250 e 500 mg, isto demonstra que em tempo habil, as éguas saudaveis
conseguem fazer a limpeza uterina, e que a dose de 250 mg de carvao pode ser
usada para testar a capacidade de limpeza mecanica nas éguas com suspeita de
retardo na eliminagéo do contetdo uterino.

Se este teste vier a ser utilizado, deve-se ter o cuidado de realizar todo o
processo desde a infusédo até a lavagem 48 horas apos, dentro do periodo de cio
e antes da ovulacdo. Das quatro éguas, com cio curto, que ovularam antes das
lavagens — 1 do grupo 1 e 3 do grupo 3 -, e que por isso foram descartadas do
experimento, apresentaram um atraso na limpeza uterina e um aumento na
classificacédo visual e no peso das aliquotas de carvdo em cada amostra colhida
nas 48 horas apos a infusdo. A modificagcdo no balanco enddécrino, o que de fato
ocorre entre o fim do cio e o inicio do diestro, parece ser a causa deste
comportamento uterino, de acordo com o que foi descrito por EVANS et al. (1986
e 1987).

A incapacidade de algumas éguas em eliminar/drenar o carvao pode estar
relacionada com a presenca de lacunas linfaticas no endométrio. LeBLANC et al.
(1994a) descrevem que a drenagem do excesso de secrecao uterina, particulas
da submucosa e do lume uterino, € realizada pelos vasos linfaticos e linfonodos
regionais. Portanto, éguas com alteracdo endometrial tenderiam a acumular
contetdo uterino apods a infusdo de um ino6cuo. LeBLANC et al. (1995)
confirmaram que as eéguas com lacunas linfaticas e cistos uterinos tém
capacidade de absorver tinta nanquim ou carvao durante o diestro; estas
particulas tém afinidade pelos linfaticos, visualizando-se desta forma o transito
até os linfonodos regionais, podendo-se afirmar que as éguas que acumulam
carvao no utero apés a infuséo apresentam dificuldade na drenagem linfatica.

No padrdo vascular de uma biopsia endometrial de éguas susceptiveis,
geralmente, observa-se angiose de moderada a severa, frequentemente
associada a endometrose, como ja foi descrito por SCHOON et al. (1997). As
angiopatias tém um papel importante na reducdo da perfusdo endometrial e na
diminuicdo da drenagem linfatica. A angiose esta relacionada a idade e ao
namero de paricdes, porém nao foi observada nas avaliacbes histologicas
realizadas neste estudo.

O miométrio desenvolve importante funcdo na drenagem do conteddo
uterino, tanto na contracdo para eliminagdo via cervical como descreveram
BLACK et al. (1953) e MATTOS (1989) como através dos vasos linfaticos que
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necessitam desta contragdo para movimentar a linfa, conforme observou
LeBLANC (1997), que também relacionou a presenca de lacunas linfaticas e
cistos com a infertilidade na égua. Entretanto, algumas éguas, apesar de
possuirem funcdo miometrial adequada, ndo conseguem drenar o conteddo
uterino, apresentando o Utero pendular, abaixo do nivel da pelve precipitando-se
na cavidade abdominal, prejudicando com isso a drenagem cervical, acumulando
secrecao uterina, por acdo da gravidade (LeBLANC et al., 1994b). Outras éguas
podem ter sofrido lesbes nas fibras nervosas, por gestacdes repetidas,
comprometendo a fung&o miometrial, como descreveu DeLILLE et al. (1998).

Das trinta e oito éguas utilizadas neste experimento, seis, uma do grupo 3
e cinco do grupo 2, eliminaram completamente o carvdo infundido no Utero,
independentemente da dose e do tempo de lavagem uterina apés a infuséo.
Observa-se desta forma que algumas éguas, mesmo apresentando lesdes
endometriais severas, podem eliminar o carvdo em resposta a infusdo intra-
uterina, demonstrando uma resposta positiva do mecanismo fisico de defesa
uterina. Isso indica que a etiopatogenia e a susceptibilidade a endometrite podem
ter carater multifatorial.

A endometrite persistente apds cobertura € uma alteracdo inflamatoria,
muitas vezes nao infecciosa, e torna-se importante a sua deteccéo precoce, como
sugerem ZENT & TROEDSSON, (1998) e LeBLANC, (1997). E necessario que
considere-se, além da avaliacao clinica e ultrassonografica, o teste de eliminacao
do carvao, observando-se os trés niveis de classificacdo visual (Cl-
transparente; C2- grisaceo; C3- carvao).

O teste compreendido pela infusdo de carvao e a lavagem uterina apos 48
horas, pode ser indicado como um método alternativo e eficaz para a avaliacdo da
funcao de limpeza mecanica do utero.



37

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALLEN, W.E. e PYCOCK, J.F. Current views on the pathogenesis of bacterial
endometritis in mares. The Veterinary Record, v. 125, n. 9, p. 298-301, 1989

BLACK, W.G.; SIMON, J.; McNUTT, S.H.; CASIDA, L.E. Investigations on the
physiologycal basis for the differential response of oestrus a pseudopregnant
rabbit uteri to induced infection. American Journal Veterinary Research,
v.14, p. 318-323, 1953.

CADARIO, M.E.; THATCHER, M.J.; LeBLANC, M.M. Relationship between
prostaglandin and uterine clearance of radiocolloid in the mare. Biol. Reprod.
Mono. n.1, p. 495-500, 1995.

CADARIO, M.E.; THATCHER, W.W.; KLAPSTEIN, E.; MERRIT, A.M,;
ARCHBALD, L. F.; TATCHER, M.J.; LeBLANC, M.M. Dynamics of
prostaglandin secretion, intrauterine fluid and uterine clearance in
reproductive normal mares and mares with delayed uterine clearance.
Theriogenoly, n.52, p.1181-1192, 1999.

DeLILLE, A.J.A.E.; SILVERS, M.L.; CADARIO, M.E. ; TRAN, T.Q. ; CAGE, C.L. ;
LeBLANC, M. M. Interaction of xylazine, acepromazine and oxytocin on
intrauterine pressure in normal mares and those exhibiting a delay in uterine
clearance.7 th Int. Symposium on Equine Reproduction, p.99-100, 1998

EVANS, M.J.; HAMER, J.M.; GASON, L.M.; GRAHAM, C.S.; ASBURY, AC,;
IRVINE, C.H.G. Clearance of bacteria and non antigenic markers following
intra uterine inoculation into maiden mares: effect of steroid hormone
environment. Theriogenology , v.26, p.37-50, 1986.

EVANS, M.J.; HAMER, J.M.; GASON, L.M.; IRVINE, C.H.G. Factors affecting
uterine of inoculated materials in mares. Journal Reprod. Fert. v.35, p.327-
334, 1987.

GUYTON, A.C. The Lymphatic System. In: Textbook of Medical Physioloy.
Philadelphia, W.B. Saunders Company, p.180-184, 1991

HUGHES, J.P.; LOY, R.G. Investigations on the effect of intrauterine inoculation of
Streptococcus zooepidemicus in the mare. Proc. Am. Ass. of Equine
Practioners, p. 269, 1969.

KENNEY, R.M. Cyclic and Pathologic changes of the mare endometrium as
detected by biopsy, with a note on early embryonic death. Journal Am. Vet.
Med. Assoc., v. 172, n.3, p.241-262, 1978.

KENNEY, R.M. The etiology, diagnosis and classification of chronic degenerative
endometritis (CDE). J.P. Hughes Int. Workshop on Equine Endometritis.
Equine Veterinary Journal. v. 25, n. 3, p. 185-186, 1993.



38

LeBLANC, M.M.; ASBURY, A.C.; LYLE, S.K. Uterine clearance mechanisms
during the early postovulatory period in mares. Am Journal Vet. Research.
v.50, n.6, p.864-867, 1989

LeBLANC,M.M.; NEUWIRTH, L.; ASBURY, A.C.; TRAN,T.; MAURAGIS, D,
KLAPSTEIN, E.Scintigraphyc Measurement of Uterine Clearance in Normal
Mares and Mares with Recurrent Endometritis.Equine Veterinary Journal, v.
26, n. 2, p.109-113, 1994a.

LeBLANC,M.M.;, NEUWIRTH,;L.; MAURAGIS, D.; KLAPSTEIN, E.; TRAN, T,
Oxytocin Enhances Clearance of Radiocolloid from the Uterine Lumen of
Reproductively Normal Mares and Mares Susceptible to Endometritis.
Equine Veterinary Journal, v.26, n. 4, p.279-282, 1994b.

LeBLANC, M.M. ; JOHNSON, R.D. ; CALDERWOOD MAYS, M.B. ;
VALDERRAMA, C. Lymphatic clearance of india ink in reproductively normal
mares and susceptible to endometritis. Biol. Reprod. — Eq. Reprod. , v. 1, p.
279-282, 1995.

LeBLANC,M.M. Effects of oxytocin, prostaglandin and phenylbutazone on uterine
clearance of radiocolloid. I. Intl. Konferenz Uber Endometritis-Endometrose
bein Pferd. Pferdeheilkunde. v.13, n.5, p. 483-485, 1997.

MATTOS, R.C. Manejo Reprodutivo da Egua. In: TARANTO, J. R. Sangue e

Raca. Rio de Janeiro, RJ, Ed. Index Ltda. 1989, p. 69-81

NIKOLAKOPOULOS, E. & WATSON,E.D. Uterine Contractility is necessary for the
clearance of intrauterine fluid but not bacteria after infusion in the mare.
Theriogenology, n.52, p.413-423, 1999

RICKETTS, S.W. & MACINTOSH, M.E. Role of anaerobic bacteria in equine
endometritis Journal Reprod. Fert., v.35, p.343-351, 1987.

SAS/STAT, General Linear Models Procedure of Statistical Analysis System. In:
User’s Guide Release 6.03 Cary,NC : SAS Institute Inc. p.9-640, 1997.

SCHOON, H.A.; SCHOON, D.; KLUG, E. Vascular lesions in the equine
endometrium. |. Intl. Konferenz tUber Endometritis-Endometrose bein Pferd.
Pferdeheilkunde. v.13, n.5, p.546, 1997.

SILVA., C.A.M; BARROS, S.S.; ESQUERRE,R.A.; DA SILVA, J.H.S, A Biopsia
endometrial na avaliagdo da fertilidade na égua. Pesquisa Veterinaria
Brasileira, v.7,n.4,p.131-133, 1987

TROEDSSON,M.H.T..; SCOTT, M.A,; LIU, I.LK.M. Comparative treatment of mares
susceptible to chronic uterine infection. American Journal Veterinary
Research, v.56, n.4, p. 468-472, 1995.

TROEDSSON, M.T.H. Uterine Clearance and Resistance to Persistent
Endometritis in the Mare. Theriogenology, v. 52, p. 461-471, 1999.

ZENT, W.W. & TROEDSSON, M. H. T. Postbreeding uterine fluid accumulation in
a normal population of thoroughbred mares: A field study. Proc. Am. Assoc.
Equine Pract. , n.44, p.64-65, 1998.



39

4. CAPITULO 2

Secrecédo de Prostaglandina e seus Metabdlitos apoés
Infeccao Uterina Experimental na Egua

RESUMO

O perfil de PGFM foi avaliado durante 24 horas em 22 éguas com histérico
clinico de falha no mecanismo de limpeza uterina, com sinais clinicos e
histolégicos de endometrite/endometrose, depois da infeccdo experimental. Apos
classificagdo pela biopsia endometrial (KENNEY, 1978; SILVA et al, 1987) as
eguas foram divididas em trés grupos. No Grupo Controle foram incluidas as
eguas que eliminaram a infecdo experimental e nos Grupos 2 e 3 aquelas que
nao conseguiram eliminar a infeccao no periodo de 96 horas. As éguas do Grupo
Controle apresentaram um nivel mais homogéneo de PGFM durante todo o
experimento, com media de 478pmol/L. (210-668pmol/L). No Grupo 2, observa-
se até a 4° hora uma elevacao dos niveis de PGFM, uma queda até a 92 hora e
niveis intermediarios, homogéneos e praticamente constantes até a 242 hora, com
média de 273pmol/L. (112—-706pmol/L). No grupo 3, as éguas demonstraram um
valor médio de PGFM de 1700pmol/L. na primeira coleta. Esses niveis se
mantiveram nas primeiras 3 horas, caindo progressivamente até a 162 hora,
guando recomecam a se elevar, com média de 293pmol/L (102-1.689pmol/L). Os
niveis médios de PGFM foram diferentes entre os trés grupos, entretanto, sem
diferenca significativa. 1sso poderia ser explicado pela variacdo individual muito
grande nos valores de PGFM entre as éguas, independentemente do grupo. A
interacdo entre a secrecdo de prostaglandinas e a eliminacdo de infeccdo na
égua sadia pode estar relacionada com a frequéncia da secrecdo de
prostaglandina uterina e sua intensidade que, por sua vez, se relacionam com a
integridade endometrial.

Palavras-chave: Egua, Endometrite, Prostaglandina, Limpeza uterina
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SUMMARY

Profile of PGFM during 24 hours were evaluated in 22 mares with history of
failure in the uterine clearance mechanisms, clinical signs and histology indicative
of endometritis/endometrosis, after experimental infection; these mares were
previously used in the first experiment. Upon evaluation of the uterine biopsy
score (KENNEY, 1978 and SILVA et al., 1987) all mares were divided into three
groups: In the Control group were included all mares that cleared the infection and
in Group 2 and 3 those that did not cleared the infection after 96hours. The control
group had a more homogenous secretion of prostaglandin during the experiment,
with an average of 478pmol/L (210-668pmol/L). In Group 2, an elevation of PGFM
was observed up to the 4™ hour, a drop until the 9™ hour followed by intermediate,
homogeneous and constant levels until the 24™ hour (X=273pmol/L; 112-
706pmol/L). In Group 3, the mares showed an average level of PGFM
1700pmol/L in the first blood sample. These high levels were maintained during
the first three hours, dropping progressively until the 16™hour, when they restarted
to increase (X=283pmol/L; 102-1689pmol/L). Even though, the average PGFM
levels were different between groups, this difference was not significant. This
could be explained by the huge variation of the individual values of PGFM levels
in plasma, between mares, independent of their groups. The interaction between
prostaglandin secretion and uterine clearance in the healthy mare could be related
to intensity and frequency of uterine prostaglandin secretion, which is also related
to endometrial integrity.

Key words: Mare, Endometritis, Prostaglandin, Uterine clearance
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INTRODUCAO

Alteragbes nos mecanismos fisicos de limpeza uterina representam o
principal fator na susceptibilidade a endometrite persistente induzida pela
cobertura.

TROEDSSON et al. (1995) propuseram que égua susceptivel seria aquela
que, submetida a infeccdo experimental com Streptococcus zooepidemicus, nao
pudesse livrar-se da infeccdo em um prazo de 96 horas.

O agente encontrado com mais frequéncia nas endometrites espontaneas
foi o Streptococcus zooepidemicus (MERKT & VONLEPPEL, 1970; SILVA, 1989 e
LANGONI et al. 1994). Qualquer fator que porventura comprometa a fungcéo do
sistema imune pode facilitar a instalacgdo da infeccdo. A presenca de
microrganismos € apenas um dos fatores que contribuem para o desenvolvimento
de uma infeccdo bacteriana no Utero das éguas susceptiveis.

TROEDSSON e LIU (1991) avaliaram a atividade miometrial de éguas
susceptiveis e resistentes a endometrite ap0s a inoculacdo com Streptococcus
zooepidemicus durante o estro. Nas éguas susceptiveis, a atividade miometrial
diminuiu sensivelmente apos 8 horas. Usando eletromiografia, TROEDSSON et
al. (1993) observaram atividade miometrial reduzida nas éguas susceptiveis,
dificultando a eliminacdo da infeccao uterina. DeLILLE et al. (1998) propuseram
gue o estiramento do miométrio causado por repetidas gestacdes, ocasionaria
algum dano as suas terminacdes nervosas, interferindo assim com a limpeza
uterina.

A PGF.0 € um dos mediadores do processo inflamatorio. Ela é secretada
permanentemente durante a inflamacdo e apos a copula pela acédo direta do
ejaculado sobre o endométrio causando contracdo miometrial, levando a uma
rapida limpeza mecéanica do conteudo uterino (SCHALM, 1986; TROEDSSON,
1995). Quando aplicados inibidores da prostaglandina, como a indometacina, nas
éguas sensiveis e resistentes a endometrite foi observado que elas nao
conseguiram realizar a eliminacdo de um radiocoldide colocado no Utero,
caracterizando a importancia da prostaglandina na drenagem mecanica do
contetdo uterino (LeBLANC et al., 1994). Eguas com endometrite demonstraram
secrecdo de PGFza; isto também ocorreu apds a estimulagdo da cérvice e do
endométrio, (ROBERTS et al., 1975 e NEELY et al., 1979). Entretanto algumas
éguas nao reagiram, este fato pode ser explicado como cita WILDE et al. (1989)
pela menor inervacdo ou reducdo na capacidade para a sintese de PGF.a. Na
degeneracdo endometrial e na piometra, ocorre perda excessiva do tecido
endometrial com reducédo na liberacdo de PGF.a. (NEELY et al., 1979).

WATSON et al. (1987) observaram que éguas com endometrite aguda
tiveram maior secrecdo de prostaglandina comparado com as éguas com
endometrite cronica. Nao foi notada diferenca significativa entre os grupos. Os
autores demonstraram que a PGF.alfa aumenta a quimiotaxia e a atividade
bactericida dos PMN.

CADARIO, et al. (1999), verificaram que a inflamacao uterina pré-existente,
no momento da administragéo de ocitocina pode influenciar a liberacédo de PGFza
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endometrial. Os macréfagos ativados, os linfocitos e os neutréfilos potencializam
a liberacdo de Prostaglandinas e Citoquininas (Interleucina -1, Fator de Necrose
Tumoral alfa). As éguas com grande numero de linfdcitos, neutréfilos e células
plasmaticas no endométrio respondem a ocitocina liberando grandes quantidades
de prostaglandina.

A contracao uterina na égua pode ser induzida pela ocitocina independente
da prostaglandina ou por sinergismo de ambas (LeBLANC, 1997).Analisando os
niveis de ocitocina enddgena liberada apds a inseminacédo artificial com sémen
resfriado e diluido, NIKOLAKOPOULOS et al. (1998) ndo encontraram diferenca
significativa entre éguas resistentes e susceptiveis. No entanto, na avaliacao dos
niveis de PGF.a foram observados valores maiores nas éguas resistentes do que
nas susceptiveis. CADARIO et al. (1999a) analisaram, a dindmica da secrec¢éo da
prostaglandina, presencga de secrecao intra-uterina e a limpeza uterina nas eéguas
sensiveis e resistentes a endometrite. A concentracdo de prostaglandina apés a
aplicacdo de ocitocina aumentou nas éguas sensiveis, 0 que ndo ocorreu nas
resistentes. Este resultado ndo tem relacdo com a presenca de secrecao intra-
uterina.

NIKOLAKOPOULOS & WATSON, (1999) demonstraram que a contratili-
dade uterina é importante na limpeza mecanica da secre¢ao uterina, mas pode
nao ter a mesma importancia na eliminacdo das bactérias. Observa-se que as
eéguas susceptiveis, nem sempre tém infeccdo bacteriana apdés uma agressao
intra-uterina  (NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1997). Considera-se que a
endometrite persistente induzida pela copula é causada mais por um defeito na
contratilidade uterina do que por uma ineficiéncia dos outros mecanismos de
defesa antibacteriana. Ndo é necessaria uma grande motilidade uterina para a
eliminacdo das bactérias do Utero e a secrecao intra-uterina pode acumular-se na
auséncia de infeccéo. A rapida (48 horas) eliminacdo das bactérias sugere que os
mecanismos de defesa nédo especificos do fluido uterino e a fagocitose realizada
pelos neutréfilos sdo mais efetivos que o0s mecanismos imunolégicos
(TROEDSSON, 1999; NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1999).

A questdo da defesa mecanica do Utero parece, também, ser crucial para
um bom desempenho reprodutivo. LeBLANC et al. (1994) sugerem que O
miomeétrio e os vasos linfaticos possam desempenhar um papel crucial nesse
mecanismo. A limpeza uterina teria uma relacdo com a secrecdo de ocitocina,
prostaglandina e seus metabdlitos, isto foi documentado por CADARIO et al.
(1995 e 1999), quando avaliaram a eliminacdo uterina de radiocol6ide, por
cintilografia, em éguas no cio, e a funcdo da ocitocina na secrecdo de
prostaglandina em éguas consideradas saudaveis e com retardo na eliminacéo da
infeccao uterina.

Procurou-se avaliar a curva de secrecédo uterina de prostaglandina e seus
metabdlitos nas primeiras 24 horas apos infec¢do experimental, em éguas sadias
e haquelas que apresentaram um histérico clinico de falha na capacidade
reprodutiva na tentativa de melhor entender a resposta da égua a infeccao
uterina.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 22 reprodutoras, sem raca definida, com idade variando
de 4 a 23 anos, pesando entre 420 e 580 kg, mantidas no municipio de Bagé -RS.

A selecdo das éguas foi feita levando-se em conta o historico clinico
ginecoldgico de no minimo dois anos vazia, buscando-se animais com ou sem
sinais clinicos e histologicos de endometrose ou endometrite crénica e falha na
eliminacéo do contetdo uterino apos a copula.

S6 foram usados animais em bom estado nutricional e sanitario. Todos
foram mantidos sob as mesmas condi¢ées de manejo e néo tiveram manipulacao
genital pelo periodo minimo de 45 dias. Essas éguas foram utilizadas em outro
experimento, onde se avaliou a capacidade da eliminagao de carvao infundido no
Utero. Elas foram avaliadas quanto a sua capacidade reprodutiva pelo histérico
clinico e pelo exame clinico ginecolégico utilizando-se como métodos
complementares a ultrassonografia, a citologia, a bacteriologia e a bidpsia
endometrial. Com base nesses exames e na resposta a infeccdo experimental as
éguas foram classificadas nos seguintes grupos:

e Grupo 1 (Controle; n = 4). Composto por uma égua clinicamente sadia,
ingressando na reproducdo, com classificacao histologica do endométrio do
Gr.l, segundo KENNEY (1978) ou sem alteracdo, segundo SILVA et al. (1987),
com 4 anos de idade, e trés éguas clinicamente sadias que eliminaram a
infeccdo experimental até 96 horas ap6s a infusdo, com classificacédo
histolégica do endométrio como do Gr.ll, segundo KENNEY (1978) e SILVA et
al. (1987). A média de idade das éguas controle foi de 14 anos (4-19).

e Grupo 2 (n = 11): Representado por aquelas éguas com historico de 2 anos
vazia, apresentando endometrite crénica, com classificacdo histolégica do
endométrio do Gr.ll, segundo KENNEY (1978) e SILVA et al. (1987), e atraso
na eliminacdo do conteudo uterino apés infeccdo experimental. A média de
idade dessas éguas foi de 16 anos (8-23);

e Grupo 3 n = 7): Eguas com endometrose ou endometrite crénica, com
classificacdo histologica do endométrio no Gr. Il e Ill, segundo KENNEY
(1978) e SILVA et al. (1987), e com atraso na eliminacdo do conteudo uterino
apos infeccdo experimental. A média de idade dessas éguas foi de 17 anos
(16-21);

Todas as éguas foram infundidas (infeccdo experimental) com 1 x 108
Streptococcus equi zooepidemicus obtidos do Utero de éguas abatidas em Pelotas
- RS. As bactérias foram cultivadas, purificadas e mantidas congeladas a —-5°C,
usando-se glicerol a 10% como crioprotetor. Para a infusdo foi realizada uma
suspensao das bactérias em 10ml de uma solucdo de NaCl a 0,9%. Esta
suspensao foi colocada no utero através de uma pipeta de inseminacao artificial
descartavel.

No final das 24 horas de coleta, as éguas foram examinadas e todas
demonstraram sinais clinicos de endometrite/cervicite/vaginite; cérvice edematosa
ou frouxa, hiperémica, acompanhada de vaginite com ou sem presenca de
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secrecdo. Para a avaliacdo do exame citolégico era levada em consideracdo a
presenca ou ndo de leucocitos polimorfonucleares (PMN), segundo MATTOS et al
(1984). Para a avaliacao ultrassonografica da falha na eliminacdo do conteudo
observou-se a ecogenicidade da imagem, como descrito por GINTHER (1986),
RASCH et al (1996) e NIKOLAKOPOULOS & WATSON, (1997).

Para a analise da secrecdo de prostaglandina pela avaliacdo da presenca
dos seus metabdlitos no plasma, foi realizada coleta de sangue na veia jugular
esquerda das éguas dos 3 grupos, imediatamente apdés a infusdo dos
Streptococci. Na coleta, utilizaram-se tubos heparinizados Vacutainer®. As
coletas aconteceram realizadas a cada trinta minutos, sendo que na quarta,
oitava, décima segunda, décima sexta e vigésima hora, foram realizadas com
intervalo de quinze minutos, totalizando 59 coletas em 24 horas. As amostras de
sangue foram centrifugadas a 400 g por 10 minutos; o plasma foi retirado e
congelado a —5°C em tubos de ensaio de 7ml.

A andlise dos metabdlitos da prostaglandina® (14, 15-dihidro-ceto-PGF2a)
foi realizada através de Radio Imuno Ensaio (RIE) obtendo-se a concentracdo de
PGFM, conforme a técnica descrita por GRANSTROM & KINDAHL (1976) e
KINDAHL et al (1984).

Noventa e seis horas apOs a infeccdo experimental foi efetuado novo
exame clinico ginecolégico utilizando-se novamente, como exames
complementares, a citologia, a bacteriologia e a ultrassonografia. As laminas para
citologia foram preparadas, coradas com Panoético Pappenheim?® e avaliadas no
local. O material para bacteriologia foi coletado em hastes com algodao prensado
nas extremidades (Cultilab®) introduzido em meio para transporte, resfriado e
enviado ao laboratorio.

Desenho Estatistico:

Utilizou-se uma analise descritiva com os dados originais da curva formada
pelos valores da concentracdo de prostaglandina e seus metabdlitos, obtidos no
periodo compreendido entre imediatamente e 24h ap0ds a infeccado experimental.
Os dados absolutos foram usados para a confeccdo das medias, curvas e desvio
padrdo e os valores <60 pmol/Lit foram equiparados a 60 pmol/L, que representa
o nivel minimo de sensibilidade do teste.

A secrecdo de PGFM, a eliminacédo da infeccdo e os dados clinicos foram
classificados a partir da comparacao da frequéncia, analise de variancia, desvio
padréo, teste X? e o teste de Tukey.

Os dados foram transformados utilizando-se o percentual do maior valor de
secrecdo de PGFM (100%=8450); deste valor foi extraida a raiz quadrada. Este
procedimento foi realizado para diminuir o erro experimental e possibilitar a
analise estatistica.

Os testes estatisticos se efetuaram através do Pacote Estatistico SAS
(General Linear Models Procedure), 1997.

! Vacutainer — BD: Rua Ciro Correia Pereira, 550, Curitiba -PR —Brasil.

2 Universidade de Minnesota — EUA e Universidade de Ciéncias Agrarias de Uppsala — Suécia.
3 Panético Rapido- Laborclin Prod. Laboratério Ltda., Pinhais —PR — Brasil.

4 Cultilab — CRAL LTDA: Av. Tiradentes, 1348, Séo Paulo - SP - Brasil.
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RESULTADOS

Observa-se na Tabela 1 a distribuicdo das éguas nos trés grupos formados
a partir da analise do exame clinico ginecolégico e exames complementares,
assim como da observacdo do comportamento frente a infusdo com
Streptococcus. No Grupo 1 estdo as éguas que eliminaram a infeccdo
experimental. Nos Grupos 2 e 3, observa-se as reprodutoras que néo
conseguiram eliminar o contetdo uterino resultante da infeccdo experimental em
96h.

Tabela 1 - Resultados da resposta clinica a infeccédo experimental, nos trés
grupos de éguas.

Resposta a infusdo de 1 x 108 S. zooepidemicus

Equas S/ contetido Cl/contetido
(n) S/bactéria (n) %  C/bactéria(n) %
Grupo 1 (Controle) 4 4 100 0 0
Grupo 2 11 0 0 11 100
Grupo 3 7 0 0 7 100
Total 22 4 - 18 -

A curva dos niveis de PGFM, pode ser visualizada no Grafico 1, onde
estdo relacionadas as éguas que eliminaram as bactérias e o conteudo uterino,
observando-se um padrdo mais homogéneo. Duas éguas demonstraram niveis
continuos e homogéneos apdés a infeccdo, com uma média de 152pmol/L tendo
como valores maximo 357 e minimo 60pmol/L. As outras duas que eliminaram a
infeccao, tiveram valores de PGFM com média de 940pmol/L.

No Grafico 2, observa-se a variacdo dos niveis de PGFM nas éguas do
Grupo 2, onde se verifica numa égua a elevacdo acentuada do nivel plasmatico
dos metabdlitos (2600-3800pmol/L) até a quinta hora pds infusdo. Percebe-se
diferenca significativa entre as curvas dos niveis de PGFM entre éguas e entre 0s
intervalos de coleta (p<0,001). Uma das éguas apresenta um padrdo mais
constante, tendo niveis semelhantes ao de 2 éguas do Grupo 1, durante as 24
horas de avaliagao.

No Gréfico 3 pode-se ver a variacdo dos niveis de PGFM das éguas do
Grupo 3, onde se percebe uma elevacao inicial da mesma (2100-8400pmol/L),
logo a seguir com um periodo de estabilidade; nota-se um novo pico em algumas
éguas (2100-5700pmol/L) durante o inicio do terco final do periodo de
observacdo, com a manutencdo dos niveis de PGFM até o final das 24 horas.
Nota-se diferenca significativa entre as éguas e entre os intervalos de coleta
(p<0,05). Quatro das éguas do Grupo 3 apresentaram niveis plasmaticos de
PGFM acima de 2000pmol/L; trés delas até a quarta hora de avaliacdo e outra
entre a 16* e 18 hora. Uma delas ja na primeira coleta apresentou o maior nivel
(8400pmol/L) de PGFM de todo o experimento; o segundo maior nivel também é
observado neste grupo, no periodo da 182 hora (5700pmol/L).
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N&o se percebe qualquer diferenca significativa (p>0,01), nos niveis de
PGFM entre os trés grupos.

Quando se visualiza, em separado, as éguas do grupo 2 e grupo 3 (Grafico
2 e 3), que demonstraram maiores niveis de PGFM, apos a infec¢do, observa-se
uma curva com maior oscilacdo no inicio do periodo de coletas e uma égua com
maior nivel de PGFM no periodo final. Observa-se diferenca significativa entre os
intervalos de coleta e uma correlacdo positiva entre as éguas do Grupo 1
(Controle) e as éguas do Grupo 2 e 3, que apresentaram maiores niveis de PGFM
(p<0,001).
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A resposta as bactérias colocadas no Utero pode estar relacionada com a
capacidade individual de cada égua de reagir a infeccdo através da secrecdo de
prostaglandina. As éguas que reagiram a infec¢éo (Grupo 1 - Sadias) apresentam
todas, apesar de em niveis diferentes, um padrdo de secrecdo e absorcdo de
prostaglandinas homogéneo intermitente, o que se verifica pelos niveis
plasmaticos de PGFM (Gréfico 1). Nas éguas que nao se livraram da infeccéo
(Grupos 2 e 3 — Doentes) dentro de 96h, observa-se poucas éguas com padréo
de absorcao semelhante ao das sadias (Grupo 1); no entanto, naquelas éguas
dos Grupos 2 e 3 (Doentes) que, apresentavam maiores alteracées endometriais,
aparecem distintos padrées de absorcdo, com grande oscilacdo, (2 éguas no
Grupo 2 e 4 no Grupo 3, Gréfico 2 e 3) que podem estar relacionados com o grau
de alteracdo endometrial e sua dificuldade de absorver as prostaglandinas. Isso
pode estar relacionado com as descricbes de KINDAHL et al. (1984) e WATSON
et al. (1987), de que as eguas com lesdo endometrial, apesar da infeccéo causar
intensa secrecdo local, ndo podem absorver as prostaglandinas prejudicando,
com isso, a deteccdo dos PGFM. Portanto, os niveis plasmaticos de PGFM, nas
eguas com acentuada lesdo endometrial, devem ser enfocados com muito
cuidado como indicadores da resposta inflamatéria e da consequente secrecao de
PGF.a; primeiro, porque ndo se pode garantir a quantidade de prostaglandinas
gue foi secretada no lume uterino e, segundo, o quanto desta secrecdo chegou a
circulacao.

Outra possibilidade foi levantada por BETTERIDGE et al. (1985), WATSON
et al.(1987), TROEDSSON et al. (1993a) e KASK et al.(1997) que observaram
uma variacao individual na capacidade de secretar PGFzo, em resposta a um
estimulo aplicado no trato genital, reforcando o indicio de que as éguas com
profundas lesdes endometriais podem ter niveis variados de PGFM na circulacéo.

Os niveis de PGFM muito baixos ou intermitentes podem estar
relacionados com o0 que descreveram TROEDSSON et al. (1993), que
demonstraram o aumento da atividade mioelétrica no periodo apds a infusao
intra-uterina de bactérias, nas éguas saudaveis, relacionando este aumento da
atividade uterina com a secrecdo local de prostaglandinas, liberadas pelo
endométrio inflamado, contudo somente detectada através do contetdo colhido
por lavagem uterina.

No entanto, a interacdo entre a secrecdo de prostaglandinas e a eliminacéo
de infeccdo na égua sadia parece estar relacionada com a frequéncia da
secrecdo de prostaglandina uterina e sua intensidade que, por sua vez, se
relacionam com a integridade da mucosa. O que se assemelha entre as quatro
éguas que eliminaram a infeccdo é a secrecdo homogénea e intermitente de
PGFM, sem a presenca de niveis excepcionalmente altos e baixos de PGFM
plasmaticos. Os niveis plasméaticos de PGFM descritos por WATSON et al.
(1987), CADARIO et al. (1999) e NIKOLAKOPOULOS et al. (2000), foram
determinados a intervalos maiores, ndo permitindo uma comparacéo acurada com
0s aqui determinados.
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A sintese de prostaglandina ocorre em todos os tecidos como resposta a
um estimulo local. No Utero da égua também ocorre a ativagdo da sintese de
PGFza, tanto pela presenca de Streptococci como pela de toxinas bacterianas
(ROBERTS et al., 1975; NEELY et al., 1979; SCHALM, 1986; WATSON, et al.,
1987 e TROEDSSON, 1995).

No endométrio da mulher e da ovelha a sintese de prostaglandina é
estimulada por citoquinas (IL-1 e TNFa), aparentemente, pelo aumento da
expressdo genética da enzima ciclo oxigenase; - COX; (RISTIMAKI et al., 1994;
MOLNAR & HERTELENDY, 1995). Trés éguas do Grupo 3 e uma do Grupo 2
(Grafico 2 e 3) apresentaram uma absorc¢éo intensa de PGFM apos a infusé@o de
bactérias no (tero, que pode estar relacionada com a alta secrecdo de
prostaglandinas no lume uterino. Segundo CADARIO et al. (1999) os macréfagos
ativados, linfécitos e neutréfilos estimulam, na égua, a liberacdo de
prostaglandinas e citoquininas. N&o estd estabelecido se a inflamacao
endometrial induz a produgdo de COX: na égua (SEIBERT et al., 1994),
entretanto, se isto ocorre, pode explicar a extensa transformacdo do acido
aracdonico em prostaglandina observada em alguns intervalos da coleta.

No Gréafico 3 observa-se o nivel extremamente alto de absorcédo de PGFM
de uma égua na primeira coleta, imediatamente apos a infusdo das bactérias.
Este padrdao de absorcdo pode ser explicado pela presenca de lesdes ou
processo inflamatdrio anteriores, que com a manipulacdo genital, favoreceu a
secrecdo, conforme descrito por NEELY et al. (1979), CADARIO et al.(1999) e
NIKOLAKOPOULOS et al. (2000).

Considerando-se que a endometrite persistente induzida pela copula é
causada mais por um defeito na contratilidade uterina do que por uma ineficiéncia
dos outros mecanismos de defesa antibacteriana, como descreveram
TROEDSSON (1999) e NIKOLAKOPOULOS & WATSON (1999), e que a limpeza
uterina teria uma relagcdo com a secrecdo de ocitocina, prostaglandina e seus
metabolitos, como demonstraram CADARIO et al. (1995 e 1999), conclui-se que
a secrecao de prostaglandinas é importante, devendo ser avaliada também no
lume uterino para um melhor entendimento da patogenia da endometrite
persistente, principalmente, naquelas éguas que tém grave lesdo endometrial.
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5. DISCUSSAO GERAL

Os resultados obtidos no primeiro capitulo (Experimento 1), demonstram
gue as éguas que apresentaram maior alteracdo endometrial, levaram mais tempo
para eliminar o carvdo. Observa-se correlacdo entre o historico clinico, exame
clinico ginecoldgico, histologia endometrial e o resultado da eliminacéo do carvéo
infundido no Utero. Estes resultados corroboram aqueles obtidos por EVANS et al.
(1986 e 1987) e LeBLANC et al. (1989 e 1994), permitindo indicar a utilizagao
deste método para a avaliacdo da funcdo miometrial e da drenagem linfatica na
égua.

A comparacdo entre as doses de carvao demonstra que nao existe
diferenca entre o uso de 250 e 500 mg, portanto indica-se o uso da menor dose
(250 mg).

N&o constata-se efeito deletério ao endométrio ap6s a infusdo de carvao,
confirmando-se o que o carvao € inécuo como descreveram EVANS et al. (1986)
e LeBLANC et al. (1994).

A classificacdo segundo o aspecto visual do lavado uterino, apos a infusao
de carvdo é um bom referencial para a avaliagdo da capacidade de limpeza
mecanica uterina. Como proposto no primeiro capitulo, devem ser utilizados trés
valores para classificacéo (C1, C2 e C3). O peso das aliquotas foi diferente entre
0s grupos, demonstrando eliminacdes diferenciadas do carvdo conforme as
condicdes clinica e histoldgica.

Algumas éguas, mesmo com exame clinico ginecologico e histologia
endometrial demonstrando alteracdes, conseguiram eliminar o carvdo, chamando
a atencdo para a possibilidade de uma interacdo de diferentes fatores no
mecanismo de eliminacdo do conteudo uterino.

No segundo capitulo (Experimento 2) onde sédo avaliados a secrecdo de
prostaglandinas e os niveis plasmaticos de PGFM, observam-se niveis de PGFM
diferentes entre as éguas em estudo. Todas as éguas utilizadas no segundo
experimento ja tinham sido utilizadas no experimento anterior, por isso, para
avaliacdo dos niveis de PGFM elas foram agrupadas conforme sua resposta a
infeccdo experimental. Verifica-se que as éguas que eliminaram a infeccao
experimental (Grupo Controle) demonstraram niveis de PGFM homogéneos e
intermitentes, o que significa uma absorcao adequada de prostaglandinas através
do endométrio, entretanto, as éguas que nao conseguiram eliminar a infeccao
(Grupo 2 e 3), apresentaram um padrdo de absorcdo de PGFM com grandes
oscilacdes, intercalando momentos de alta e baixa absor¢cédo. Este comportamento
pode estar relacionado com o que foi descrito por KINDAHL et al. (1984) e
WATSON et al. (1987), que sugeriram haver uma grande secrecdo local de
prostaglandinas em resposta a infeccdo, essas éguas dos Grupos 2 e 3, com
lesdo endometrial acentuada, ndo conseguiram absorver adequadamente a
prostaglandina ai secretada, prejudicando a detec¢cdo de PGFM na circulacéo.

Levando-se em consideracdo os teores de PGFM no plasma para a
avaliacdo da capacidade de limpeza uterina na égua, deve-se ter o cuidado de
nao superestimar os valores observados, porque mesmo sendo indicadores do
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processo inflamatério e da secre¢édo de prostaglandinas no endométrio, os PGFM
plasmaticos ndo definem, principalmente nas éguas com lesdo endometrial
severa, 0 quanto foi secretado, porque nao se pode quantificar de forma segura o
guanto foi secretado e absorvido. No entanto, a interacdo entre a secrecao de
prostaglandina no endométrio e a eliminagdo da infeccdo na égua sadia pode
estar vinculada com a frequéncia e o grau de secrecdo de prostaglandina uterina
gue, por sua vez, se relacionam com a integridade da mucosa. O que se
assemelha entre as quatro éguas que eliminaram, a infeccdo é a secrecao
homogénea e intermitente de PGFM, sem a presenca de niveis excepcionalmente
altos e baixos de PGFM plasméticos. O fato de ndo se ter encontrado diferenca
significativa entre os grupos de éguas que eliminaram ou ndo a infeccao
experimental poderia ser explicado pela variagdo individual muito grande nos
valores de PGFM entre as éguas, independentemente do grupo. A interagdo entre
a secrecdo de prostaglandinas e a eliminacdo de infeccdo na égua sadia pode
estar ligada a frequéncia da secrecao de prostaglandina uterina e sua intensidade
gue, por sua vez, se relacionam com a integridade endometrial.

Os niveis plasmaticos de PGFM descritos por WATSON et al. (1987),
CADARIO et al. (1999) e NIKOLAKOPQULOS et al. (2000), por terem utilizado
metodologia diferente e usado intervalos de coleta maior, ndo permitem uma
comparacdo acurada com o0s que aqui se descrevem e que nao foram
encontrados na bibliografia consultada.

A sintese de prostaglandina ocorre em todos os tecidos como resposta a
um estimulo local, a partir da metabolizacdo do acido aracdbnico através da
enzima ciclo oxigenase (COX). No Utero da égua ocorre a ativacao da sintese de
PGF.qa, tanto pela presenca de Streptococci como pela de toxinas bacterianas
(ROBERTS et al., 1975; NEELY et al., 1979; SCHALM, 1986; WATSON, et al.,
1987 e TROEDSSON, 1995). No endométrio da mulher e da ovelha a sintese de
prostaglandina € estimulada por citoquinas (IL-1 e TNFa), aparentemente, pelo
aumento da expressdo genética da COX: (RISTIMAKI et al., 1994; MOLNAR &
HERTELENDY, 1995). Na égua, mais recentemente, CADARIO et al. (1999)
descreveram que o0s macréfagos ativados, linfocitos e neutréfilos estimulam a
liberacdo de prostaglandinas e citoquininas. N&o esta estabelecido se a
inflamacdo endometrial induz a producdo de COX. na égua (SEIBERT et al.,
1994), entretanto, se isto ocorre, pode explicar os niveis elevados de PGFM
observados em alguns intervalos de coleta. A partir da descoberta da COX; abre-
se uma nova fase na discussdo do processo inflamatério, tornando-se importante
a definicdo do envolvimento desta enzima na secrecdo de prostaglandinas e na
resposta da égua a infeccéo uterina.

Deve-se considerar, que entre as éguas usadas como Controle, apenas
uma era jovem e ndo apresentava alteracdo histoldgica no endomeétrio. Este fato
pode interferir na avaliacdo da relacdo entre o padrdo de secrecdo de
prostaglandinas e os niveis de PGFM. Entretanto, é importante salientar que
guando se utilizam no modelo experimental, éguas velhas e com historico de falha
ou atraso na eliminacdo do conteudo uterino, a qualidade da avaliacdo dos
mecanismos que estdo envolvidos na etiopatogenia da endometrite persistente



57

pode estar comprometida. Porque, como descreveram WILLIAMSON et al. (1987);
LIU, (1993) e TROEDSSON et al. (1995), s6 seria susceptivel & endometrite,
aquela égua que combinar: o histérico reprodutivo, o sinal clinico, a histologia
endometrial e ndo conseguir eliminar a infeccdo experimental. Ainda, as éguas
velhas podem apresentar vérias disfungbes: Enddcrinas, como, secrecado
insuficiente e irregular de estrogénio, progesterona e gonadotrofinas;
Endometriais, como, degeneracao, diminuicdo da funcao e populacao glandular e
fibroses; miometriais, como, estiramento das fibras, lesdo nas terminacdes
nervosas e vasculares; Linfaticas, como, lacunas linfaticas, estase e dificuldade
no fluxo de linfa. Isto foi demonstrado por PETERSON et al. (1969); HUGHES &
LOY (1969); KENNEY (1978); LeBLANC et al. (1994); FERREIRA-DIAS et al.
(1994); TROEDSSON (1995); KATILA (1996); DeLILLE et al. (1998) e WATSON
(2000). Neste trabalho optou-se por utilizar éguas com histérico clinico
ginecoldgico de no minimo dois anos vazias, buscando-se principalmente animais
com sinais clinicos e histologicos de endometrose ou endometrite crbénica e falha
na eliminacéo do conteudo uterino apos a copula.

Outro fator que deve ser observado é que algumas éguas podem
apresentar alteracOes fisicas, como: vulva com angulo alterado, fechamento
vulvar inadequado, lesbes na cérvice, laceracbes de perineo, Utero pendular,
condicdo nutricional e corporal insuficiente; momentaneamente, estarem
susceptiveis a endometrite e outras éguas, de alguma forma, apresentarem
distirbios passageiros de origem endocrina, nervosa, vascular ou miometrial.
Decorrido o periodo para sua recuperacdo, retornam a sua capacidade
reprodutiva plena.

Provavelmente muitas das éguas utilizadas neste trabalho, principalmente
as do Grupo 2, caso fossem avaliadas 120 a 144 horas apés a infeccao
experimental poderiam ter eliminado o conteddo e a infeccdo. Portanto se
classificariam aquelas que tém atraso na capacidade de eliminacdo do conteudo
e infeccao uterina.

Deve-se entender que a resposta da égua frente a agressao uterina €
realizada por um complexo sistema de defesa. Este sistema esta divido,
principalmente, em mecanismos de defesa fisico, celular e humoral. Além destes,
o plasma seminal desempenha papel importante. Isto foi descrito por HUGHES &
LOY (1969); RICKETTS & MacINTOSH (1987); WATSON et al. (1988); LeBLANC
et al. (1989) e TROEDSSON et al (1995). Entre os anos 70 e parte dos anos 80
foi dada uma maior énfase ao aspecto imunoldgico dos mecanismos de defesa
uterina; considerando-se seu comprometimento como a principal causa de
endometrite. Nos anos 90 valorizou-se mais a falha dos mecanismos fisicos de
defesa uterina — limpeza mecéanica e drenagem linfatica — como o0s maiores
responsaveis pelo estabelecimento da endometrite persistente induzida pela
copula. A questdo da defesa mecéanica do Gtero parece, também, ser crucial para
um bom desempenho reprodutivo. LeBLANC et al. (1994a) sugeriram que 0O
miométrio e os vasos linfaticos podem desempenhar um papel crucial nesse
mecanismo.
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A limpeza uterina teria uma relagdo com a secrecdo de ocitocina,
prostaglandina e seus metabdlitos, isto também foi documentado por CADARIO et
al. (1995 e 1999). A contragdo uterina na égua pode ser induzida pela ocitocina
independente da prostaglandina ou por sinergismo de ambas (LeBLANC, 1997).
NIKOLAKOPOULOS et al. (1998) ndo encontraram diferenca significativa entre
éguas resistentes e susceptiveis. No entanto, na avaliacdo dos niveis de PGF.a
foram observados valores maiores nas éguas resistentes do que nas
susceptiveis. CADARIO et al. (1999a) avaliaram a dindmica da secrecdo de
prostaglandina na presenca de secre¢cdo no Utero nas éguas sensiveis e
resistentes a endometrite. Nas éguas resistentes, durante o cio, a limpeza uterina
depois da aplicagcdo de ocitocina pode ser independente das liberagbes de
PGF.a. A contratilidade uterina € importante na limpeza da secrecdo uterina, mas
pode ndo ter a mesma importancia na eliminacdo das bactérias. As éguas
susceptiveis, nem sempre apresentam infec¢do bacteriana apos uma agressao
intra-uterina (NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1997 e 1999). Considera-se que a
endometrite persistente induzida pela copula é causada mais por um defeito na
contratilidade uterina do que por uma ineficiéncia dos outros mecanismos de
defesa. Pouca motilidade uterina € suficiente para a eliminacdo de bactérias do
Utero e a secrecdo pode acumular-se na auséncia de infeccdo. A rapida (48h)
eliminacédo de bactérias sugere que os mecanismos de defesa ndo especificos do
fluido uterino e a fagocitose realizada pelos neutréfilos sdo mais efetivos que o
mecanismo imunolégico (TROEDSSON, 1999; NIKOLAKOPOULOS & WATSON,
1999; WATSON, 2000).

Neste trabalho ndo se observa relacdo entre a eliminacdo do carvao
infundido no utero e os niveis de PGFM (p>0,1). Entretanto a quantidade de
carvao das aliquotas nas eéguas com maior alteracdo endometrial € maior e os
niveis de PGFM nas mesmas tiveram grandes oscilacfes, enquanto nas éguas
consideradas sadias ocorreu a eliminacédo do carvao e os niveis de PGFM foram
homogéneos e intermitentes. E possivel que as éguas com maior lesdo
endometrial realmente tenham uma secrecdo de prostaglandinas maior em
resposta ao processo inflamatorio, isto pode ser inferido pelos niveis de PGFM
encontrado nos Grupos 2 e 3 (Grafico 2 e 3), ficando esta discusséo prejudicada
pela falta dos valores de PGF e PGE local. Quanto a eliminacdo do carvao pode-
se afirmar que tanto as éguas velhas como as com maior lesées endometriais tém
dificuldade de eliminar o conteudo uterino. E relacionando estes resultados
observa-se que as éguas que tém maior lesdo endometrial, tiveram dificuldade de
eliminar o carvao e a infeccao experimental.

Deve-se salientar a extrema importancia da realizacdo do exame clinico
ginecoldgico, valorizando-se a utilizacdo de métodos complementares, principal-
mente a citologia, histologia e ultrassonografia, para o correto diagndstico,
tratamento e manejo reprodutivo da égua. Indica-se o teste que consta da infuséo
intra-uterina de 250 mg de carvdo e lavagem apds 48 horas, para auxiliar o
diagnostico daquelas éguas que tém atraso na eliminacdo do conteudo uterino,
como forma de avaliar se a égua possui capacidade de eliminar o mesmo a tempo
de permitir um ambiente saudavel para o embrido. Esta indicacéo torna-se mais
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importante quando ndo se tem acesso a ultrassonografia, que sem duvida ainda é
a realidade da maioria dos veterinarios, de campo, no Brasil.
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6. CONCLUSOES

A infuséo intra-uterina de 250mg de carvao pode ser utilizada como
um teste para avaliar a capacidade de limpeza uterina na égua,

realizando-se a lavagem 48 horas apos a infuséo.

N&do se confirmou uma relacdo absoluta entre a eliminacdo de
carvao do Utero e os niveis plasmaticos de PGFM, porém, verificou-
se que um padrdo de secrecdo homogéneo, regular e constante é

mais importante do que a intensidade da secrecéao.

As éguas que apresentam lesdo endometrial ndo tém condicdes de
absorver toda a prostaglandina secretada, prejudicando a deteccéo

dos PGFM pelo bloqueio parcial na sua absorcéo.

Os niveis plasmaticos de PGFM, nas éguas com acentuada lesao
endometrial, ndo devem ser enfocados como indicadores da

resposta inflamatoria e da consequiente secrecdo de PGF2a.
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