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RESUMO

BARBOSA, A. M. Efeitos da Sindrome Metabdlica Equina na diminui¢ao da fung¢ao

endometrial e no perfil oxidativo sérico. 2022. 40f. Dissertagdo (Mestrado em ciéncias)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo,

2022.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a severidade e distribuicao da inflamagéo e fibrose
no endométrio de éguas com sindrome metabdlica equina (SME) atavés do escore de
Kenney, que estipula a chance do endométrio em conceber e manter uma gestacgéao, e
compara-los com éguas do grupo controle, sem a SME, seis dias apés a ovulagéo (D6),
além de avaliar o perfil oxidativo sérico por meio da atividade das enzimas Superéxido
Dismutase (SOD) e Glutationa Peroxidase (GPX), da concentragédo de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS) e do Oxido Nitrico nas amostras de sangue coletadas

durante o estro, com foliculo = 35mm e edema uterino, e durante o diestro, seis dias apds

a ovulagdo, também comparando os grupos de éguas com e sem SME. Foram utilizadas
10 éguas da raga Mangalarga Paulista entre 8 e 17 anos de idade em regime a pasto com
suplementagdo com concentrado de manutengdo. As éguas foram classificadas em dois
grupos, SME e CON, de acordo com os indices de resisténcia a insulina RISQI e MIRG.
Trés éguas ndo apresentaram os indices necessarios para classificagao dos grupos e foram
descartadas. O escore de Kenney ¢é determinado de acordo com a avaliagao
histopatoldgica do tecido endometrial, onde é avaliado grau e distribuigao de fibrose, células
inflamatorias e linfangiectasia. Essas variaveis foram estudadas individualmente e nao foi
observado diferenga estatistica entre os grupos. Ambos os grupos mostraram resultados
semelhantes para o escore de Kenney (P=1), sendo que todas as amostras apresentaram
grau | ou llIA, indicando que todas as éguas possuem até 80% de chance de manter uma
gestagao. Nao foi observado fibrose nas amostras do grupo CON, enquanto no grupo SME
foi possivel encontrar fibrose ausente, branda, minima ou moderada porém, nao foi possivel
encontrar diferenga estatistica entre os grupos para a variavel fibrose (P=0,292). Quanto a
inflamagédo endometrial, metade do grupo CON apresentou inflamagdo minima enquanto
80% do grupo SME apresentou inflamagao branda ou minima, também nao apresentando
diferenga estatistica (p=0,526). A linfangiectasia foi observada em todas as éguas do grupo
CON e nao foi observada no grupo SME. Mesmo assim, apesar de se aproximar bastante,
nao houve diferenga estatistica (p=0,058). A discrepante diferenga nos niumeros amostrais
dos grupos estudados é, provavelmente, a causa de ndo encontrarmos diferencas

estatisticas mesmo quando houve grande diferengas numeéricas, como nos casos da fibrose



e linfangiectasia. Em relagdo ao perfil oxidativo, o grupo SME mostrou maior atividade de
GPx durante o estro (p=0,044), sugerindo maior necessidade de agao antioxidante durante
o estro de éguas com Sindrome Metabdlica Equina. Durante o diestro (D6) a atividade da
SOD nao mostrou diferenga estatistica, apesar de chegar préximo (p=0,082). Apesar de
ambas as enzimas SOD e GPx praticarem a mesma fungao antioxidante, foi visto que sua
atividade esteve maior em diferentes momentos no grupo SME. As concentragdes de
TBARS e Oxido Nitrico ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos nos
diferentes momentos. N&o foi possivel relacionar a SME com o estresse oxidativo neste
estudo, ja que n&do houve desbalango dos agentes oxidantes e anti-oxidantes. Apesar das
éguas com SME terem apresentado um desafio oxidante no estro, o sistema antioxidante
se demonstrou capaz de se proteger de danos oxidativo, aumentando a atividade das

enzimas antioxidantes GPx.

Palavras-chave: Obesidade. RISQI. MIRG. Hiperinsulinemia. Equino



ABSTRACT

BARBOSA, A. M. Effects of Equine Metabolic Syndrome on decreased endometrial

function and serum oxidative profile. 2022. 40f. Dissertagdo (Mestrado em ciéncias) —

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2022.

The goals of this study were to evaluate the severity and distribution of inflammation and
fibrosis in the endometrium of mares with equine metabolic syndrome (EMS) using the
Kenney score, which stipulates the endometrium's chance of conceiving and maintaining a
pregnancy, and comparing them with mares of the control group, without SME, six days
after ovulation (D6), in addition to evaluating the serum oxidative profile through the activity
of the enzymes Superoxide Dismutase (SOD) and Glutathione Peroxidase (GPX), the
concentration of substances reactive to thiobarbituric acid ( TBARS) and Nitric Oxide in
blood samples collected during estrus, with follicle 2 35mm and uterine edema, and during
diestrus, six days after ovulation, also comparing groups of mares with and without EMS.
Ten Mangalarga Paulista mares between 8 and 17 years of age were used on pasture with
supplementation with maintenance concentrate. The mares were classified into two groups,
SME and CON, according to the RISQI and MIRG insulin resistance indices. Three mares
did not present the necessary indices to classify the groups and were discarded. The
Kenney score is determined according to the histopathological evaluation of the endometrial
tissue, where the degree and distribution of fibrosis, inflammatory cells and
lymphangiectasia are evaluated. These variables were studied individually, and no statistical
difference was observed between the groups. Both groups showed similar results for the
Kenney score (P=1), with all samples presenting grade | or llA, indicating that all mares
have up to an 80% chance of maintaining a pregnancy. No fibrosis was observed in the
samples of the CON group, while in the SME group it was possible to find absent, mild,
minimal or moderate fibrosis, however, it was not possible to find a statistical difference
between the groups for the variable fibrosis (P=0.292). As for endometrial inflammation, half
of the CON group had minimal inflammation while 80% of the SME group had mild or
minimal inflammation, also showing no statistical difference (p=0.526). Lymphangiectasia
was observed in all mares in the CON group and was not observed in the SME group. Even
so, despite being very close, there was no statistical difference (p=0.058). The discrepant
difference in the sample numbers of the groups studied is probably the reason why we did

not find statistical differences even when there were large numerical differences, as in the



cases of fibrosis and lymphangiectasia. Regarding the oxidative profile, the SME group
showed higher GPx activity during estrus (p=0.044), suggesting a greater need for
antioxidant action during estrus in mares with Equine Metabolic Syndrome. During diestrus
(D6) SOD activity did not show statistical difference, despite getting close (p=0.082).
Although both SOD and GPx enzymes perform the same antioxidant function, it was seen
that their activity was higher at different times in the SME group. The concentrations of
TBARS and Nitric Oxide did not show statistical differences between the groups at different
times. It was not possible to relate SME to oxidative stress in this study, since there was no
imbalance between oxidizing and antioxidant agents. Although mares with SME presented
an oxidative challenge in estrus, the antioxidant system was able to protect itself from

oxidative damage, increasing the activity of GPx antioxidant enzymes.

Keywords: Obesity. RISQI. MIRG. Hyperinsulinemia. Equine
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1 INTRODUGAO

A Sindrome Metabdlica Equina (SME) € uma importante desordem endécrina e
talvez uma das mais sub-diagnosticadas na espécie equina, tendo sua expressao como
ressultado de uma interagdo complexa entre genética e ambiente (DURHAM et al., 2019).
Suas principais manifestagcdes sao: resisténcia a insulina, acumulo regional de tecido

adiposo, obesidade e predisposi¢ao a laminite (FRANK, 2011).

A obesidade tem sido assunto de grande preocupacao para o bem-estar animal e
esta associada ao crescimento da morbidade e mortalidade dos equinos (GEOR, 2008;
OWERS e CHUBBOCK, 2013). A melhora da qualidade da pastagem e a manutengao da
qualidade nutricional durante as estagdes do ano s&o importantes agravantes desta
condi¢cao, que ja se tornou uma epidemia (SILLENCE, 2012; OWERS e CHUBBOCK,
2013). Entretanto, a adiposidade nao esta intrinsicamente ligada a resisténcia insulinica, e
€ possivel um cavalo magro ter SME ou apresentar depdsitos de gorduras sem nenhuma
dessas alteragdes (DURHAM et al., 2019), podendo existir ainda a possibilidade de alguns
equinos afetados apresentarem condig&o corporal magra, mas com adiposidade regional,
como a crista do pescogo (CARTER et al., 2009). Bamford e colegas concluiram que nao é
a obesidade por si s6 que leva a resisténcia insulinica, mas sim a dieta pela qual esses
cavalos tiveram para aumentar seu escore de condigao corporal (ECC). Quando poneis e
cavalos receberam uma dieta caldrica com alto teor de gordura e baixo teor de carboidratos
nao estruturais, a sensibilidade a insulina ndo mudou comparado a animais com ECC
normal, contudo, quando esses mesmos animais receberam uma dieta com o0 mesmo valor
calérico, mas rica em amido eles se tornaram muito mais resistentes a insulina (BAMFORD
et al., 2016).

Além das manifestacdes principais, outras podem ser atribuidas a SME, entre elas
estdo hiperinsulinemia, dislipidemia, hipertensdo, alteracdo nas concentracbes de
proteinas secretadas pelo tecido adiposo (adipocinas), como a leptina, adiponectina e
citocinas proé-inflamatérias, além de mudancga na ciclicidade reprodutiva e infertilidade nas
fémeas equinas (BURNS, 2016). Nao se sabe ao certo como a hiperinsulinemia e a
resisténcia a insulina afetam as atividades reprodutivas nos equinos. Porém, a pesquisa de
Vick et al. (2006) apontou que a hiperinsulinemia e/ou a resisténcia a insulina em equinos
afetam diretamente a atividade ovariana sem afetar o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal.
Os mesmos autores demonstraram que éguas com resisténcia a insulina induzida, nao
mostraram diferenga na pulsatilidade de LH e nos niveis de FSH, horménios secretados
pela hipéfise anterior (VICK et al., 2006).
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Pesquisadores relataram a resisténcia a insulina como peca chave da subfertilidade
relacionada a obesidade em mulheres. A insulina é capaz de se ligar a receptores de IGF-
1 como se fossem seus proprios receptores e diminuir a producao de IGFBP-1, o que torna
a IGF-1 mais eficaz. A IGF-1 também estimula a produgao de androgenos nas células da
teca intersticiais e estromais. A hiperandrogenemia leva as células da granulosa a sofrerem
apoptose, acarretando em perda de funcdo (OZCAN DAG E DILBAZ, 2015). Ainda em
seres humanos, € bem estabelecido que o risco de abortamento ou perda embrionaria &
aumentado em individuos obesos e a presengca de desordens metabdlicas como a
Sindrome do Ovario Policistico (SOP) agrava ainda mais essa situagao. Porém, néo esta
definido se a causa desse problema é embrionaria, endometrial ou ambas (OZCAN DAG E
DILBAZ, 2015). Lopes et al (2011) apresentam a receptividade endometrial durante a janela
de implantagdo como fator limitante nas taxas de gestacdo em pacientes com doencgas
como a SOP.

Apesar da insulina ter sido considerada potencial sinalizadora do reconhecimento
materno de gestagao nos equinos, os experimentos de Rambags et al (2008) demostraram
que a administragédo de insulina exdgena nao alterou o tamanho do corpo luteo, o periodo
do diestro, o intervalo entre ovulagdes ou as concentragcbes de LH e também néao foi
encontrada a presencga de insulina no saco vitelinico de embrides equinos de 10 a 14 dias,
deixando duvidas sobre o papel da insulina no reconhecimento materno de gestagéao.

Além da insulina, o acumulo de tecido adiposo pode ser chave para a perda de
funcdo endometrial. Os adipdcitos sdo células responsaveis pela sintese e secrecado das
adipocinas, que exercem importantes fungdes metabdlicas e endocrinolégicas (BURNS et
al., 2010). A leptina € uma adipocina secretada principalmente pelo tecido adiposo e esta
diretamente relacionada com o acumulo de massa gorda. A quantidade de energia
estocada em tecido adiposo e as mudangas na ingestao de calorias afetam diretamente os
niveis de leptina circulante (LICINO et al., 1997). As citocinas proé-inflamatérias exercem
funcdo importante na fase aguda de inflamagdo pos cobertura nas éguas
(CHRISTOFFERSEN et al., 2012).

Ao contrario da maioria das outras adipocinas, a adiponectina tem seus niveis
reduzidos nos individuos obesos (GIL-CAMPOS et al., 2004). A diminui¢gdo dos niveis de
adiponectina prejudicara também o perfil inflamatério do individuo acometido, ja que ela
exerce fungao anti-inflamatoria, enquanto as citocinas pré-inflamatérias exercem fungéo
importante na fase aguda de inflamagao pds cobertura nas éguas (CHRISTOFFERSEN et
al.,, 2012). O TNFa é uma das citocinas pro-inflamatdrias secretadas pelo tecido adiposo
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que também possui efeito na inibicdo da acéo da insulina na sintese do 6xido nitrico, o que
também contribui para o desequilibrio oxidativo (KIM et al., 2001).

O acumulo de tecido adiposo influenciara no desequilibrio oxidativo prejudicando a
irrigacao das células, levando a hipoxia e necrose celular. Para eliminar as células mortas
acontece um processo de fagocitose que resulta em liberagdo de radicais livres como o
Oxido Nitrico e Perdxido de Hidrogénio, aumentando ent&o os agentes oxidantes e levando
ao desequilibrio com os agentes antioxidantes. (FRANCISQUETI et al., 2017).

O desequilibrio oxidativo leva a perda de fungao celular e tecidual além de contribuir
para inflamacéo sistémica e de diversos 6rgéos, inclusive do endométrio (SOFFLER, 2007).
O aumento da producao de adipocinas inflamatdrias, relacionado a hiperinsulinemia no
caso das éguas com SME pode acarretar em maior inflamagéo sistémica, possivel
alteragao na fungao tecidual, aumento do grau de fibrose e prejudicar o reconhecimento
materno, porém mais estudos sdo necessarios para elucidar os efeitos da sindrome

metabdlica nas atividades reprodutivas das éguas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Impacto da Sindrome Metabdlica nas fungdes reprodutivas

Nao é simples definir como as alteragdes metabdlicas ligadas ao aumento da
adiposidade afetam a atividade reprodutiva, uma vez que falamos de um mecanismo
complexo e que depende de diversos fatores.

As mulheres apresentam uma sindrome metabdlica parecida com a Sindrome
Metabdlica Equina, agravada pelo acumulo de tecido adiposo. A SOP consiste na nao
ovulagédo, com menstruagdes irregulares, excesso de andrégenos, infertilidade, intolerancia
a glicose e dislipidemia (EHRMANN, 2005). Em pacientes com SOP também vemos
aumento de citocinas pro-inflamatarias e diminui¢do das adipocinas anti-inflamatérias como
a adiponectina (OZCAN DAG E DILBAZ, 2015).

Pesquisadores relataram a resisténcia a insulina como peca chave da subfertilidade
relacionada a obesidade em mulheres. Isso se da pelo excesso de andrégenos ocasionado
pela hiperinsulinemia e resisténcia a insulina (EHRMANN, 2005).

A insulina juntamente com os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs)
tém acdo modulatéria dos hormdnios troficos, LH e ACTH, que, por sua vez, modulam a
formacdo de andrégenos pelo ovario (BALEN, 2004). E necessaria uma certa concentracéo

de andrégenos nos ovarios para que haja o crescimento folicular e a sintese de estradiol,
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porém, o excesso de androgenos ocasiona disfungbes ovarianas, fazendo maturagéo
irregular e atresia folicular (BALEN, 2004). Além disso, a IGF-1 tem sua acao potencializada
pelo aumento da insulina que se liga aos receptores de IGFBP-1, diminuindo a produgéo
da mesma e estimulando a produgé&o de androgenos nas células da teca. Esse aumento
nos niveis de androgenos leva células da granulosa a sofrerem apoptose, acarretando em
perda de funcdo (OZCAN DAG E DILBAZ, 2015).

Mulheres hiperinsulinémicas apresentam niveis de estrogeno aumentados nos
foliculos em desenvolvimento, isso se da em funcdo de a produgdo de estradiol e
progesterona ser mediada pelo FSH cujo efeito € potencializado pela a¢do da insulina. A
esteroidogénese mediada pelo LH nas células da granulosa também é potencializada pela
presenca de insulina. O excesso de esteroides acarretado pela hiperinsulinemia resulta em
um ambiente desfavoravel para o crescimento e maturacao folicular, além de causar
luteinizagbes antecipadas nas mulheres, explicando algumas disfungdes ovulatorias e
menstruais em individuos com SOP (WILLIS et al., 1996).

Os adipdcitos sdo responsaveis pela sintese e secregdo das adipocinas que
exercem importantes fungdes metabdlicas e endocrinolégicas (BURNS et al., 2010). O
termo adipocina € um temo utilizado universalmente para descrever as proteinas que sao
sintetizadas pelos adipécitos, podendo essas adipocinas serem citocinas ou nao citocinas.
S&o proteinas soluveis que transmitem informagdes a células-alvo, interagindo com
receptores especificos (PRADO et al., 2009).

A leptina é uma adipocina secretada principalmente pelo tecido adiposo e esta
diretamente relacionada com o acumulo de massa gorda (CONSIDINE et al., 1996), ja que
ela retransmite sinais para o cérebro indicando a presenga de gordura, mantendo a
condigdo corporal por meio da supressao de apetite e aumentando o gasto de energia
(DURHAM et al., 2019).A quantidade de energia estocada em tecido adiposo e as
mudangas na ingestdo de calorias afetam diretamente os niveis de leptina circulante
(LICINO et al., 1997). Burns (2016) sugere que a leptina tem um importante papel na
fisiopatologia da resisténcia a insulina nos equinos uma vez que Caltabilota et al (2010)
relataram que altas concentragdes de leptina estdo diretamente ligadas a baixa resposta a
insulina.

Outra adipocina que participa do metabolismo de resisténcia a insulina € a
adiponectina. Essa proteina sintetizada pelo tecido adiposo é responsavel pelo estimulo de
captacdo da glicose pelas células hepaticas e musculares além de diminuir o acumulo de
triglicérides, tornando o organismo mais sensivel a insulina (OZCAN DAG E DILBAZ, 2015).

Porém, ao contrario das outras adipocinas, a adiponectina tem seus niveis reduzidos nos
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individuos obesos, 0 que ocasiona na baixa resposta a insulina (GIL-CAMPQOS et al., 2004).
A diminuicdo dos niveis de adiponectina prejudicara também o perfil inflamatorio do
individuo acometido, ja que ela exerce fungao anti-inflamatéria estimulando a producéo de
mediadores anti-inflamatérios como a Interleucina-10 (IL-10) e suprimindo a expressao do
Fator de necrose tumoral (TNFa) por meio de um sinalizador intracelular Fator Nuclear
Kappa-B (NF-KB). Além disso, a adiponectina esta diretamente relacionada a produgao de
oxido nitrico, que acarreta em alteragdes do perfil oxidativo do individuo (ANTONIADES et
al., 2009).

O TNFa é uma citocina pré-inflamatoria sintetizada ndo s6, mas também pelo tecido
adiposo, o que o torna uma adipocina. O aumento do ECC esta diretamente relacionado
com o0 aumento das concentragdes sistémicas dessa citocina. Além da resposta
inflamatoria, o TNFa inibe a agdo da insulina na sintese do 6xido nitrico, o que também
contribui para o desequilibrio oxidativo (ANTONIADES et al, 2009). Outras citocinas proé-
inflamatérias como as interleucinas 1-beta (IL-1B8) e a 6 (IL-6) exercem fungbes no
metabolismo inflamatério de individuos de maior adiposidade e contribuem para o
desenvolvimento da obesidade em humanos (ANTONIADES et al., 2009; VICK et al, 2007).
E sabido que a expressdo das citocinas inflamatérias circulantes esta diretamente
relacionada ao desenvolvimento da laminite (TADROS et al., 2013).

2.2 Perfil Oxidativo

O desequilibrio oxidativo, conhecido também como estresse oxidativo, é definido de
maneira simples como um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em que os agentes
oxidantes ultrapassam a capacidade dos antioxidantes (SOFFLER, 2007). Na SME, o
desequilibrio acontece quando os niveis de energia ultrapassam a capacidade dos
adipécitos de estocar mais energia, resultando em uma hipertrofia que acarretara no
aumento da liberagao de citocinas pro-inflamatérias (FRANCISQUETI et al., 2017) como as
que vimos anteriormente. O acumulo de tecido adiposo influenciara no desequilibrio
oxidativo prejudicando a irrigagao das células, levando a falta de oxigénio e necrose celular.
Para eliminar as células mortas acontece um processo de fagocitose que resulta em
liberagéo de radicais livres como o Oxido Nitrico, aumentando ent&o os agentes oxidantes
e levando ao desequilibrio com os agentes antioxidantes. (FRANCISQUET] et al., 2017).

O desequilibrio oxidativo leva a perda de fungao celular e tecidual além de contribuir
para inflamacéo sistémica e de diversos 6rgéos, inclusive do endométrio (SOFFLER, 2007).
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O estado oxidante em mulheres pode influenciar no desenvolvimento inicial do embriao
modificando os principais fatores de transcricao (AGARWAL et al., 2005).

Com a funcdo de reduzir os danos que sédo causados pelos radicais livres ou das
espécies reativas ao oxigénio (EROs), o sistema de defesa antioxidante pode agir
impedindo que os radicais livres ou EROs se formem ou impedindo a agao deletéria dos
mesmos. A defesa pode ser enzimatica ou n&o-enzimatica. O sistema nao-enzimatico
consiste na acdo de substancias antioxidantes que podem se originar da dieta ou
endogenamente. Dentre as substancias antioxidante podemos encontrar: Vitaminas A, C,
E, cobre, zinco manganés e selénio (BARBOSA et al., 2010). J& o sistema enzimatico,
enzimas como a Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase
(GPx) agem controlando a formagéao de radicais livres e as EROs (BARBOSA et al., 2010).
Essas enzimas transformam o radical hidroxila em O2 que, posteriormente, sera reduzido
ao perodxido de hidrogénio e agua (VALKO et al., 2007). Os sistemas antioxidantes estédo
interligados ja que a atividade das enzimas é dependente de agentes antioxidantes que
devem vir da dieta (BARBOSA et al., 2010).

A SOD age na conversédo de 0% em H202 com o intuito de proteger as células dos
danos oxidativos e das EROs, e se apresenta em duas formas, em diferentes lugares:
CuZn-SOD, uma isoforma de cobre e zinco da enzima que esta presente no citoplasma das
células e Mn-SOD, a isoforma de manganés que é encontrada nas mitocéndrias (VINCENT
et al, 2005).

A enzima GPx atua na defesa antioxidante catalisando reag¢des de remocido do
peréxido de hidrogénio e perdxidos orgéanicos e utiliza como substrato um tripeptideo
formado pelo glutamato, glicina e cisteina chamado glutationa (GSH) (NG et al, 2007). A
atuacdo da GPx depende do controle da relagdo da glutationa reduzida (GSH) e da
glutationa oxidada (GSSG) (BARBOSA et al., 2010).

2.3 Analise histolégica da inflamagao endometrial

A obesidade nas éguas esta relacionada ao aumento de citocinas pré-inflamatérias
como TNFa e IL-183, que tém papel importante na implantagdo embrionaria e no processo
de reconhecimento materno da gestagdo, mas quando em excesso, podem trazer prejuizos
para o endométrio (SESSIONS-BRESNAHAM et al., 2018). O acumulo de gordura pode
nao so estar ligado a inflamagdo endometrial como pode induzir modificagdes epigenéticas
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no concepto por conta das altas concentragdes de citocinas pré-inflamatérias (ROBLES et
al., 2022).

A inflamacgao pode ser avaliada de acordo com o acumulo de células inflamatérias
no tecido. Pode ser caracterizada como aguda, quando apresenta leucocitos
polimorfonucleares (neutrofilos), ou como crénica, quando tem a presenca de linfocitos e
outras células mononucleares (plasmodcitos e macrofagos) (MCCUE, 2014). E ainda,
eosinofilos podem ser indicadores de alguns processos inflamatérios especificos, como
doengas fungicas e em pneumovagina (SNIDER, 2011).

A inflamacao além de ser classificada de acordo com o tempo (aguda ou crénica),
também recebe outras classificagdes como: grau de severidade (suave, moderada, severa),
pelos tipos de células (ex: linfocito, neutrdfilo), e varios padrbes (multifocal ou difuso;
perivascular ou intersticial) (SNIDER, 2011).

Uma sequela inevitavel da inflamacgao, principalmente se for repetida, é a fibrose,
formagao que também pode acorrer por meio de uma via nao inflamatoéria seguida de uma
dilatagcao cistica das glandulas (SNIDER, 2011). Células do estroma podem produzir
colageno em resposta a lesdes ou estimulos, mesmo esse colageno n&o cercando
normalmente os ramos da glandula endometrial (SNIDER, 2011).

A presenca de fibrose € permanente e sem tratamento, e pode ser classificada a
partir da quantidade de camadas celulares de espessura, sendo de 1-3 leve, 4-10 moderada
e 11 severa (SNIDER, 2011).

Kenney e Doig (1986) criaram um sistema para classificar o corte histolégico do
endomeétrio que leva em consideracao inflamagao e fibrose do tecido e que, a partir desses
dados, fornece uma estimativa da habilidade da égua em conceber e manter uma gestacgéao.
Nesse sistema o utero é classificado da seguinte forma: grau | em que o endométrio esta
normal ou com o minimo de inflamacgao ou fibrose focal, com mais de 80% de chance de
conceber e manter a gestagao; grau llIA com inflamagéao branda a moderada e/ou fibrose
multifocal com 1-3 camadas de fibroblastos ao redor das glandulas ou menos de 2 ninhos
fibréticos por campo linear de 5mm, podendo ter de 50-80% de chance de conceber e
manter a gestagao; grau IIB apresenta inflamagéo moderada e/ou fibrose multifocal-difusa
com 4 ou mais camadas de fibroblasto ao redor das gléandulas ou 2-4 ninhos fibréticos por
campo linear de 5mm, tendo de 10-50% de chance de conceber e manter a gestagao; e o
grau Il mostra inflamacgéo severa e/ou fibrose difusa com 5 ou mais ninhos fibréticos por

campo linear de 5mm, com menos de 10% de chance de conceber e manter a gestagao.
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3 HIPOTESE

Nossa hipdtese € que éguas com SME possam ter um aumento da inflamagéo
endometrial, elevando o grau de fibrose, relacionando a SME com piores graus do escore
de Kenney e com menor capacidade de conceber uma gestagédo. Além disso, acreditamos

que a SME possa ser relacionada também a um desequilibrio oxidativo sérico.

4 OBJETIVO

O objetivo desse trabalho é avaliar o potencial do endométrio em conceber uma
gestacdo de acordo com o escore de Kenney, grau de fibrose, inflamacao e linfangiectacsia
e o perfil oxidativo sérico de éguas com SME e comparar com o grupo de éguas controle.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Classificagao dos grupos

O projeto foi aprovado pelo sistema da Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, com numero
de processo 1325241018. O experimento foi conduzido na Fazenda Santa Rita Il, localizada
em Piracaia - SP, durante as estagdes de monta 2019/2020 e 2020/2021. Foram utilizadas
no total 10 éguas solteiras da ragca Mangalarga Paulista, entre 3 e 15 anos de idade,
mantidas sob regime de pasto e suplementadas com concentrado.

Os animais foram classificados em dois grupos, sendo eles Sindrome Metabdlica
Equina e Controle Os animais que n&o apresentaram indices para serem classificados nos
grupos estudados foram excluidos do experimento. Para isso, foram coletadas dos animais
em jejum de concentrado amostras de sangue por venopung¢do jugular em tubos para
plasma (Vacuplast®, com anticoagulante Fluoreto de Potassio) para analise de glicose e
para soro (Vacuplast®, sem anticoagulante) para dosagem de insulina, para avaliagdo da
resisténcia a insulina por meio da utilizagc&do de dois indices, o inverso da raiz quadrada da
insulina (RISQI = 1/Nconcentragdo insulina basal e a razdo insulina-glicose modificada
(MIRG = [800 — 0,3 x (concentragao insulina basal - 50)?] / (concentragao glicose basal -
30) (TREIBER et al., 2005). As amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 3000g,

aliquotadas em criotubos (eppendorfs®) identificados e armazenados em freezer -20°C
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para futuras analises. A avaliagdo da concentragao sérica de glicose foi feita no Laboratério
da Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo utilizando o analisador bioquimico automatico (RX Daytona), com o auxilio do kit
especifico da Randox® (GL3815). A analise da insulina foi feita via radioimunoensaio com
auxilio do kit PI-12K da Milipore® no B.E.T Lab, no Rio de Janeiro. Para o uso dos kits
comerciais de dosagem de glicose e insulina foram feitos os procedimentos especificados
pelos fabricantes. Para a separagao dos grupos, animais que apresentaram RISQI = 0,32
e MIRG < 5,50, serao do grupo controle e os que apresentarem RISQI < 0,32 e MIRG >
550 serdo do grupo Sindrome Metabdlica Equina (SESSIONS-BRESNAHAM e
CARNEVALE, 2014). Os animais que apresentaram RISQI > 0,32 e MIRG > 5,50 foram

descartados do experimento.

5.2 Avaliagao do trato reprodutivo

A partir de Setembro de 2019, data estipulada para o inicio do experimento, com o
auxilio de um aparelho ultrassonografico Medisono®, modelo P3V, as éguas foram
acompanhadas até que a primeira ovulagao fosse observada.

Alteragbes relevantes como cistos endometriais e indicativos no exame
ultrassonografico transretal de endometrite, que poderiam comprometer o resultado da
pesquisa, foram critério de descarte do experimento.

Utilizando da ultrassonografia transretal, foram feitas avaliagbes uterinas e cervicais
quanto a tonus e ecogenicidade nos dias da ovulagédo, no diestro (seis dias apds a
ovulagao) e no estro (quando houve foliculo 235 mm com edema uterino e sem a presencga
de corpo luteo funcional). As fases do experimento podem ser oservadas no desenho
experimental (Figura 1).

Figura 1 - Desenho experimental. Momentos das coletas de dados e amostras do trabalho.
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5.3 Biopsias endometriais

No diestro, seis dias apos a segunda ovulagéo (D6), foi realizada a coleta de uma
amostra do tecido endometrial por meio de biopsia, da regido da bifurcagéo entre os cornos
uterinos, com auxilio de uma pinga de bidpsia de Botucatu ® e utilizando a técnica descrita
por Kenney (1978). O tecido foi colocado em cassete histoldgico e fixado em solugao de

paraformaldeido 4% para analise histologica.

5.4 Andlises Histologicas

O tecido endometrial coletado por meio de biopsia, foi fixado em paraformoldeido
4% em cassetes histologicos e passou por processos de desidratagao, utilizando alcool
etilico; clarificagéo, para remogao do alcool, utilizando xilol que também prepara o tecido
para a penetracao da parafina e, por fim, a infiltracdo de parafina em que o tecido passa
pelo menos duas vezes por parafina liquida, aquecida entre 56°C e 60°C em estufa. Apos
o processamento foi feito a inclusdo do tecido, que consiste em retirar os tecidos da parafina
liguida e colocar em moldes, também com parafina. Visando uma boa analise no
microscopio de luz, foram feitos cortes finos (entre 4 e 6 um) e entao colocados sob laminas
de vidro para serem corados (figura 2). Os corantes utilizados foram hematoxilina, para
coloragdo dos nucleos em roxo, e eosina, para coloracdo do citoplasma e espacos
intercelulares em rosa (CAPUTO et al., 2013).

Figura 2— Finos cortes de tecido endometrial em 1aminas de
vidro, corados em eosina e hematoxilina.

:::::

uuuuu

Fonte: (BARBOSA, 2022).
D6: dia 6 apds a ovulagao; F>35mm: presenca de foliculo
maior que 35 mm e edema uterino
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A analise histologica foi realizada utilizando o escore descrito por Kenney em 1978
e revisado por Kenney e Doig em 1986, onde para definicdo do grau de inflamag&o foram
considerados os seguintes critérios: severidade e distribuicdo de fibrose como prioridade,
tendo em vista sua irreversibilidade, e secundariamente outros critérios tais como
inflamacéo e linfangiectasia, no entanto o grau de severidade e distribuicdo destes também
influenciam a definicdo do grau neste estudo. As amostras coradas foram analisadas por
toda sua extens&o, em aumento de 20x e 40x, no microscopio de modelo Olympus BX43®.

A amostra foi classificada no escore de Kenney como grau | quando o endométrio
apresentou auséncia ou o minimo de inflamagao ou fibrose focal, como grau IlIA se foi
observado inflamacao branda a moderada e/ou fibrose multifocal com 1-3 camadas de
fibroblastos ao redor das glandulas ou menos de 2 ninhos fibréticos por campo linear de
5mm, grau IIB se apresentou inflamagao moderada e/ou fibrose multifocal-difusa com 4 ou
mais camadas de fibroblasto ao redor das glandulas ou 2-4 ninhos fibréticos por campo
linear de 5mm e grau Il se mostrou inflamacgéo severa e/ou fibrose difusa com 5 ou mais
ninhos fibréticos por campo linear de 5mm. O grau de fibrose foi considerado brando
quando foi observado 1 a 3 camadas, moderada de 4 a 10 camadas ou severa quando vista
mais de 11 camadas de fibrose. A inflamacéo foi categorizada pela presenca e distribuigdo
dos infiltrados leucocitarios. Quando nao foi encontrado infiltrados leucocitarios foi
considerada inflamagdo ausente, quando os infiltrados apresentaram células
polimorfonucleares de forma focal, foi considerada branda e quando multifocal, minima. A
linfangiectasia foi apontada quando observado dilatagées glandulares e lacunas linfaticas
e classificada de acordo com o tamanho e quantidade das glandulas dilatadas.

5.5 Estabelecimento do Perfil Oxidativo

Nos momentos diestro, seis dias apds a ovulacio e estro, quando houve presenca
de foliculo = 35mm com edema uterino e sem a presenga de corpo luteo, foram coletadas
amostras de sangue por venopungao jugular em tubos estéreis para plasma Vacuplast®,
com anticoagulante EDTA, para estabelecimento do perfil oxidativo. O sangue coletado foi
centrifugado por 30 minutos, a 3000g, o plasma foi separado e aliquotado em criotubos
Eppendorf ® e entdo armazenado em congelador a -20°C. As amostras foram analisadas
para oxidagao de proteinas, com metodologia baseada em Levine et al. (1990) e Odetti et
al. (1996) modificada e padronizada para a espécie equina. A peroxidagao lipidica foi
avaliada por meio do teste das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS). A

quantificagdo da enzima Glutationa Peroxidase (GPx) foi realizada por meio da técnica
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descrita por Nichi et al. (2007) e a determinacdo da atividade da enzima Superéxido
Dismutase (SOD) foi realizada segundo a técnica proposta por Flohé e Otting (1984).

Para realizar a quantificagdo da GPx foi usado 10,15014g da solugao NaoHPO4 (PM=
141,96) dissolvida em 500mL de agua mili Q; 1,973257g da solugdo NaH:PO4 (PM =
137,99) dissolvida em 100mL de agua mili Q; 1,172556g de EDTA (6,3 mM) e tampéao
fosfato de sodio (143 mM) dissolvido em 400mL de solugao de Na:HPO4, com adi¢ao de
100mL de solugédo de NaH2PO4 e ajustando o pH para 7,5.

Foram feitas 50 amostras de 0,0162g do reagente azida sédica (0,25 M; PM = 65,01)
dissolvidas em 1mL de tampéao fosfato de sddio (143 mM); 10 amostras de 0,002 g do
reagente NADPH (0,2 mM) dissolvidas em 10 mL de tampao fosfato de sddio (143 mM) que
foram colocadas em recipientes ambar; 500 amostras de 0,3050g do reagente glutationa
reduzida — GSH (20 mM) dissolvidas em 50mL de agua mili Q colocadas em recipientes
ambar; 50 amostras de 41,6ul da enzima glutationa redutase — GSSG diluidas em 958yl de
tampao fosfato de sddio (143 mM) colocadas em recipientes ambar; e 90 amostras de 20l
do reagente t-Butilhidroperéxido - tBPH diluidas em 8670 ul de agua mili Q colocadas em
um recipiente ambar.

Para determinar a atividade da SOD foi usado 3,55g da solugdo Na:HPO4 (PM =
142; 50 mM) dissolvida em 500mL de agua mili Q; 0,344975g da solugao NaH>PO4 (PM =
137,99; 50 mM) dissolvida em 50mL de agua mili Q; 0,0204732g de EDTA (0,1 mM) e
tampao fosfato de sédio (50 mM) dissolvido em 500mL da solugéo de Na2HPO4, com adigao
de 50mL da solugdo de NaH>PO4 e ajustando o pH para 7,8; 0,04 g da solugdo NaOH
(0,001 M) dissolvida em 1L de agua mili Q; 0,037224g de EDTA (0,1 mM) dissolvida em 1L
de agua mili Q.

Foram feitas 1 amostra de 0,0038 g do reagente xantina dissolvida em 50mL de
solugao de NaOH (0,001 M); 1 amostra de 0,0124g do reagente citocromo C dissolvida em
50mL de tampao fosfato de sodio (50mM) que foi colocada em um tubo &mbar; 1 amostra
com 5mL da solugdo de xantina adicionada nos 50mL da solugao de citocromo C mantida
em um tubo ambar; e 1 amostra de 2ul do reagente xantina oxidase adicionada em 200yl
de solugao de EDTA (0,1 mM) colocada em um tubo ambar.

5.6 Analise estatistica

Para a analise estatistica, inicialmente, foi realizada analise descritiva dos dados
com frequéncias simples e relativas das variaveis, estimativas da média, mediana, desvio

padrao_e intervalo interquartil.
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As variaveis também foram analisadas em relagdo ao grupos e momentos. Para
avaliar a associagéo entre os grupos em cada momento foi utilizado o teste de qui-quadrado
e para avaliar a associagao entre os momentos em cada grupo foi utilizado o teste Q de
Cochran. Para comparagéao entre grupos e momentos foram utilizados os testes de Mann-
Whitney, Wilcoxon, Teste T e Teste T pareado.

Para melhor visualizagdo destas analises, foram produzidos graficos de barras
percentuais e boxplot. O nivel de significancia utilizado foi de 5% e todas as analises foram
realizadas no ambiente R 4.0.4 (R CORE TEAM, 2021).

6 RESULTADOS

6.1 Classificagao dos grupos

A separacgao dos grupos pelos indices RISQI e MIRG esta representada na Tabela
1. Cinco animais foram classificados como Sindrome Metabdlica Equina (SME) pois
apresentaram RISQI < 0.30 e MIRG > 5.50. Das cinco éguas estimadas para o grupo
controle, apenas duas éguas apresentaram RISQl = 0.32 e MIRG < 5.50 e foram
classificadas no grupo Controle (CON). As outras trés éguas apresentaram RISQI = 0.32
porém o MIRG > 5.50, nao tendo indices para serem classificadas como SME ou CON, e

foram descartadas deste estudo (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificagao das éguas nos grupos estudados (SME e CON) e animais descartados do
experimento de acordo com os indices RISQI e MIRG.

IDENTIFICACAO GRUPO RISQl MIRG
23 SME 0,17 12,74
24 SME 0,18 12,69
30 SME 0,19 9,93
35 SME 0,21 9,39
34 SME 0,23 12,84
108 CON 0,54 4,43
110 CON 0,56 3,11
107 EXCLUSAO 0,32 7,09
105 EXCLUSAO 0,37 7,57
102 EXCLUSAO 0,34 5,58

SME: Sindrome Metabdlica Equina; CON: Controle; RISQI = 1/~concentracdo insulina basal e a
razao insulina-glicose modificada (MIRG = [800 - 0.3 x (concentragao insulina basal - 50)?] /
(concentragéo glicose basal - 30).
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6.2 Histologia endometrial

A frequéncia das classificagdes que foram observadas nas variaveis escore de

Kenney, inflamacgao, fibrose e linfangiectasia foram apresentadas pela tabela 2. Nao houve

diferenga entre os grupos para as variaveis escore de Kenney (p=1), fibrose (p=0,292) e

inflamacao (p=0,526). A linfangiectasia esteve mais presente no grupo controle e ausente

no grupo Sindrome Metabdlica Equina e esse resultado esta proximo de obter uma

diferenca estatistica (P=0,058), considerando P<0,05 como ponto de significancia.

As variaveis estudadas para determinagdo do escore de Kenney, grau de fibrose,

inflamacéo e linfangiectasia também foram avaliadas de forma individual entre os grupos e

estdo apresentadas em forma de graficos (Graficos 1, 2, 3 e 4).

Tabela 2 - Frequéncia das classificagbes das variaveis escore de Kenney, Fibrose, Inflamagéo e

Linfangiectasia entre os grupos SME e CON e o valor P entre os grupos.

GRUPO
Variavel Classificacao SME CON P
N %col N %col
Escore Kenney I 2 40 1 50 1
A 3 60 1 50
Ausente 1 20 2 100
Fibrose Branda 2 40 0 0 0,292
Minima 1 20 0 0
Moderada 1 20 0 0
Ausente 1 20 1 50
Inflamagéo Branda 2 40 0 0 0,526
Minima 2 40 1 50
Ausente 5 100 0 0
Linfangiectasia Branda 0 0 0 0 0,058
Marcada 0 0 2 100
SME: Sindrome Metabdlica Equina; CON: Controle; N: nimero de elementos observados; %col: percentual

calculado pelo total da coluna como denominador
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Figura 3 — Cortes histoldgicos de tecido endometrial de éguas
corados em Eosina e Hematoxilina e classificados com
escore | e IIA de acordo com o grau e a distribuigdo da
inflamacéo e fibrose.

Fonte: (BARBOSA, 2022).

Corte histolégico de endométrio classificado como grau | do escore Kenney
(A: HE — 40x; B: HE — 100x) com a presenca de linfocitos ( mmsp); Corte his-
tologico de endométrio classificado como grau lla do escore Kenney

(C: HE - 40x; D: HE — 100x) com a presenca de fibrose moderada e dilata-
¢&o glandular ( «—) e infiltrado polimorfonuclear (—>).

O grafico 1 apresenta o escore Kenney das amostras de tecido endometrial dos
grupos SME e CON. Ambos os grupos obtiveram escores | ou IIA, mostrando aptidao em
conceber uma gestagao de até 80%. Como visto na Tabela 2, ndo houve diferenga entre

os grupos (P=1) para a variavel escore de Kenney.

Gréfico 1 - Grafico de barras relacionando a
variavel Escore Kenney entre os grupos SME e

CON.
SME CON
75% m 50.0%

Frequéncia (%)
==

-60.0"/

0%
SME: Sindrome Metabdlica Equina; CON: Controle;
Nao houve diferenca estatistica (p=1).

29



O grau de fibrose do tecido endometrial esta representado individualmente e
relacionado entre os dois grupos no grafico 2. Apesar de numericamente as éguas do grupo
SME se mostrarem com piores graus de fibrose em relagéo ao grupo CON, a variavel nao
apresentou diferenga estatistica (P=0,292) (Tabela 2).

Grafico 2 - Grafico de barras relacionando a incidéncia
dos diferentes graus de Fibrose entre grupos SME e

CON.
SME CON
100%
20.0%
75%
o Fibrose
= 0
= 40.0% Ausente
% 50% 100.0% Branda
g Minima
@
w

Moderada

25%

SME: Sindrome Metabdlica Equina; CON: Controle
Nao houve diferenca estatistica (p=0,292)

No grafico 3 esta representado o grau de inflamagdo mostrado nas amostras de
tecido endometrial dos diferentes grupos. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos
SME e CON (P=0,562) (Tabela 2).

Grafico 3 - Grafico de barras relacionando a
incidéncia dos diferentes graus de Inflamagao entre
os grupos SME e CON.

SME
100%
20.0%
75% -50.0“/
- Inflamacao

— Ausente
R 40.0%
;L_‘,' Branda
‘g 50% Minima
3
o
o
w

25%

0%

SME: Sindrome Metabdlica Equina; CON: Controle
Nao houve diferenga estatistica (p=0,526)
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A linfangiectasia é apresentada no grafico 4. Todas as éguas do grupo controle
apresentaram linfangiectasia na amostra endometrial coletada seis dias apds a ovulagéao
enquanto nenhuma égua do grupo SME apresentou essa caracteristica. Apesar da

diferenca numérica, nao houve diferenca estatistica (P=0,058) (Tabela 2).

Grafico 4 - Grafico de barras relacionando os graus
de Linfangiectasia entre os grupos SME e CON.

SME CON

100%

75%
Linfangiectasia

Ausente
Branda
Marcada

%

Frequéncia (%)

25%

SME: Sindrome Metabdlica Equina; CON: Controle
Nao houve diferenga estatistica (p=0,058)

6.3 Perfil Oxidativo

A atividade da SOD nao mostrou diferenga estatistica (P=0,082) no momento diestro,
no momento estro também nao houve diferenga entre os grupos (P=0,808). A atividade da
enzima GPx ndo mostrou diferenga entre os grupos durante o diestro, mas durante o estro
o grupo SME mostrou aumento significativo da atividade dessa enzima, podendo ser
observada uma diferenga estatistica (P=0,044). Em ambos os momentos, as concentragdes

de TBARS e Oxido Nitrico n&o diferiram entre os grupos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Média + desvio padréo da atividade da SOD, atividade da GPx, concentracao das TBARS,
concentragao do Oxido Nitrico entre os grupos.

Variavel Momentos SME CON P
Diestro 0,0054 + 0,0039 0,0014 + 0,00092 0,082
ATIVIDADE DA SOD Estro 0,01 + 0,0073 0,012 £ 0,0064 0,808
Diestro 45,21 + 26,6 75,24 + 21,37 0,238
ATIVIDADE DA GPx Estro 65,27 £ 32,49 18,33+ 13,19 0,044
CONCENTRA(}AO Diestro 112,96 + 2,25 114,95 + 9,83 1,000
TBARS (ng/mL) Estro 135,86 + 56,78 116,35+ 7 0,857
, , Diestro 2,57 +0,011 2,52 + 0,051 0,241
OXIDO NITRICO (mM) Estro 257 + 0,006 256 + 0,008 0,095

Fonte: (BARBOSA, 2022).

SOD: Superoxido Dismutase; GPx: Glutationa Peroxidase; TBARS: Substancias reativas ao Acido Tiobarbitarico; SME: Sindrome
Metabolica Equina; CON: Controle; Diestro: seis dias ap6s ovulagdo; Estro: quando ha presenga de foliculo >35mm com edema
uterino. P=0,044 representa uma diferenca estatistica da atividade da enzima GPx durante o estro entre os grupos SME e CON. Valor
de P<0,05.

7 DISCUSSAO

O teste para detecgao da condi¢cdo da Sindrome Metabdlica Equina foi feito conforme
Treiber et al. (2005) e Sessions-Bresnahan et al. (2018) avaliando a insulina e a glicose
basais. Embora nenhum teste padrdo-ouro tenha sido determinado, os testes dinamicos
sdo mais sensiveis do que os testes basais e fornecem uma imagem mais completa da
dindmica glicose-insulina_como o teste utilizado por Vick et al. (2007). Como na
classificagdo dos grupos foram encontradas trés éguas que ndo apresentaram os indices
RISQI e MIRG para nenhum dos grupos estudados, acreditamos que um teste dinamico
poderia ter dado um resultado diferente e, assim, ampliado o grupo controle ou SME.

Os grupos SME e CON se mostraram semelhantes quanto ao escore de Kenney
(p=1), sendo que ambos os grupos mostraram os escores | e IlA, tendo probabilidade de
até 80% de chance de manter uma gestagdo segundo Kenney e Doig (1986), nao
mostrando relagao entre a SME e danos teciduais no endométrio causado pela inflamacgéo.

Sabendo que a fibrose € uma sequela inevitavel da inflamagao (SNIDER, 2011), era
esperado que, por conta da relacdo da SME com o aumento de citocinas pro-inflamatarias,
as éguas do grupo SME obtivessem piores resultados quanto ao grau de fibrose
endometrial. E apesar de ndo termos encontrado diferenga estatistica entre os grupos
(p=0,292) é possivel observar que as éguas do grupo controle nao apresentaram fibrose
enquanto a maior parte das éguas do grupo SME mostraram fibrose branda, minima ou
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moderada. Nesse caso, acreditamos que a falta de homogeneidade do numero de amostras
estudadas, grupo SME n=5 e grupo CON n=2, possa ter prejudicado a analise estatistica e
novas analises e mais estudos sdo necessarios para entender se ha relagdo da fibrose
endometrial com a Sindrome Metabdlica Equina.

Assim como a fibrose, na analise de inflamacdo endometrial também era esperado
que o grupo SME apresentasse os piores resultados. E apesar também de ndo haver
diferenga estatistica entre os grupos (p=0,526), numericamente as amostras do grupo SME
mostraram mais inflamagdo em relagdo ao grupo controle, sendo que 4 éguas do grupo
SME apresentaram inflamagdo branda ou minima enquanto 1 égua do grupo controle
apresentou inflamagdo minima, corroborando com a hipotese que uma ampliacdo do
numero experimental pudesse trazer mais diferengas estatisticamente relevantes a esse
experimento.

Apesar de todas as éguas do grupo controle apresentarem linfangiectasia no tecido
endometrial versus nenhuma das éguas do grupo SME, ndo houve diferenca estatistica
nesse estudo_(p=0,058). Isso tambem pode ser consequéncia da grande diferenga entre o
numero de amostras em cada grupo estudado. Schoon e colegas (1999) demostram que a
linfangiectasia acontece fisiologicamente no inicio do estro e acaba rapidamente apos a
ovulagdo. A linfangiectasia nas amostras analisadas neste estudo, apareceu apenas nas
éguas do grupo controle, porém, as amostras foram coletadas durante o diestro. Era
esperado que ndo fosse encontrado linfangiectasia durante o diestro ou que fosse
encontrado no grupo SME, como possivel fator de subfertilidade uma vez que a
linfangiectasia esta correlacionada, junto com outras caracteristicas como fibrose
periglandular e degenerac&o vascular, com a dificuldade da limpeza uterina de bactérias,
fluidos e debris e com éguas susceptiveis a endometrites persistentes pos-cobertura
(PASOLINI et al., 2016).

Ao nosso conhecimento, nada foi relatado sobre o estresse oxidativo sérico em
éguas com SME no estro e no diestro. Abdelnaby et al. (2020), entretanto mostraram que
existe relacédo entre as endometrites e o estresse oxidativo sérico, uma vez que em seu
trabalho foi observado aumento das EROS como o Oxido Nitrico e o Malondialdeido,
associado ao aumento da peroxidacéo lipidica, e a diminuicdo da atividade das enzimas
antioxidantes ou a capacidade antioxidante total em eguas com inflamag¢ao endometrial.

Em outras espécies como em vacas, camelos e camundongos também foi possivel
relacionar as inflamacgdes endometriais com o aumento do Oxido Nitrico e a diminui¢do da
capacidade antioxidante total (KAYA et al.,, 2017). Em humanos, também foi possivel

observar desbalangos entre os agentes oxidantes e antioxidantes em individuos obesos
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(Vincent et al., 2005). O presente estudo apresentou uma diferenga numérica com discreto
aumento de Oxido Nitrico no plasma sanguineo de éguas com SME durante o estro em
relacdo as eguas do grupo CON, ndo alcangando uma diferenga estatistica (p=0,095).
Durante o diestro ndo foi observada diferenca entre os niveis de Oxido Nitrico entre os
grupos (p=0,241) e em ambos os momentos também nao houve diferenga na peroxidagao
lipidica (estro, p=0,857; diestro, p=1). Entretanto, em contraste com os trabalhos que
apresentaram menor capacidade antioxidante nos grupos afetados pela inflamagéao, neste
estudo a atividade da GPx foi estatisticamente maior no grupo SME (p=0,044) durante o
estro, mostrando que ndo ha perda da capacidade antioxidante nestes animais. Ja a
atividade da SOD no diestro se aproximou de uma diferenga estatistica significante

(p=0,082) enquanto no estro n&o houve diferenca estatistica entre os grupos (p=0,808).

8 CONCLUSAO

Esse trabalho ndo encontrou relagdo com a SME e a baixa capacidade do
endométrio em conceber uma gestagdo uma vez que nao houve diferencga estatistica do
escore de Kenney entre os grupos.

O estudo observou clara diferenca estatistica entre os dois grupos na atividade da
enzima antioxidante GPx durante o estro e foi entdo possivel concluir que as éguas com
SME possuem maior desafio oxidativo no estro comparado com éguas sem SME e o
sistema antioxidante enzimatico é capaz de equilibrar os agentes oxidantes e antioxidantes.
Nao foi possivel relacionar estresse oxidativo a SME.

Como os dados deste estudo sdo limitados devido ao pequeno tamanho da amostra,
sugere-se a realizagdo de um estudo semelhante com um tamanho maior e distribuigdo

amostral homogénea.
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