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RESUMO

Este estudo teve como objetivo determinar o quadro de endometrite em éguas
receptoras de embrido da raca Mangalarga Marchador (n=34) por meio da
correlacdo entre o percentual de neutrofilos polimorfonucleares com a concentracéo
de oOxido nitrico no fluido endometrial durante o estadio de estro. Foram utilizados os
indices de ocorréncia de 21%, de neutréfilos no limen utrerino para considerar uma
égua com exame citoldgico positivo, ou seja, com algum grau de inflamacéo que
pudesse ocasionar transtornos na fertilidade equina, correspondente a um quadro de
endometrite. As amostras para realizacdo da citologia e fluido endometrial foram
coletadas por meio de uma pincga citoldgica, com auxilio da escova ginecoldgica e
tampdo de algodéao, respectivamente. A lamina do esfregaco citologico foi corada
por Pandtico Rapido e analisada por microscopia Optica. Posteriormente, foram
formados trés grupos de acordo com o percentual de neutréfilos encontrado. Grupo
1: animais sem neutrdfilos (considerados negativos, n=22), Grupo 2: animais com
percentual de neutrofilos variando de = 1% a < 15% (endometrite leve , n=7) e Grupo
3: animais com percentual de neutrofilos 215% (endometrite severa, n=3). A amostra
do fluido foi realizada pela mensuracéo de nitrato/nitrito (NO3/NO;") pelo método de
Griess. Nao foi observada diferenca na concentragédo de NO3/NO, entre 0S grupos
de éguas avaliados (1, 2 e 3) de acordo com exame citologico (P>0.05). Quando se
comparou a concentracdo de NO3/NO, no periodo pré-ovulatério (D -6 a -1) no
momento da coleta das amostras nao foi observada diferenca (P>0.05). Nao foi
observada correlagdo entre o percentual de neutrofilos e a concentracdo de
nitrato/nitrito no fluido endometrial com a metodologia utilizada em éguas receptoras

de embribes no periodo pré-ovulatorio.

Palavras-chave: oxido nitrico, neutrdéfilos, éguas, receptoras de embrides, citologia

endometrial.



ABSTRACT

This study aimed to determine the status of endometritis in recipients mares for
embryo of the breed Mangalarga Marchador (n = 34) by the correlation between
neutrophils polymorphonuclear percentage with the nitric oxide concentration in
endometrial fluid during the estrus stage. Rate of occurrence = 1% of neutrophils in
utrerine lumen was used to regard the mares with a cytological positive examination,
or with some degree of inflammation that could cause fertility disorders in equine
compatible with a endometriti status. The samples for smear cytology and
endometrial fluid were collected by double-guarded, with a gynecological brush, and
cotton tampon, respectively. The slide of the cytological smear was stained by
Panotico Rapido® and analyzed by optical microscopy. Afterward, three groups were
formed according to the percentage of neutrophils found. Group 1: animals without
neutrophils (negative n = 22) Group 2: animals with neutrophils percentage between
=21 % to < 15% (mild endometritis , n = 7) Group 3 : animals with neutrophils
percentage = 15 % (severe endometritis , n = 3). The analysis of the fluid was
performed by measuring nitrate / nitrite (NO3/NO;") by Griess methodology. There
was no difference in the concentration of NO3/NO; between groups of mares
evaluated (G1, G2 and G3) according to cytological examination (P > 0:05). When
comparing the concentration NO3/NO;" in the pre — ovulatory period (D -6 to -1) at
the time of sampling there was no difference (P > 0:05) . No relation was observed
between the percentage of neutrophils and the concentration of nitrate/nitrite in the
endometrial fluid with the methodology used in recipient mares for embryo in the pre

- ovulatory period.

Keywords : nitric oxide , neutrophils , mares , recipients embryo , endometrial

cytology .
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1. INTRODUCAO

A transferéncia de embrides equina (TEE) € uma técnica de suma importancia
no melhoramento genético desta espécie e vem sofrendo diversas modificacdes no
intuito de maximizar seu aproveitamento, tanto em relacdo a otimizacdo do
aproveitamento das éguas doadoras, como das receptoras.

Atualmente, a TEE é uma técnica bem difundida mundialmente e quase todas
as racas equinas permitem seu uso, porém, algumas dessas racas fazem restricdes
guanto ao uso de receptoras, como ocorre na raca Mangalarga Marchador (MM),
onde éguas sem registro na associacdo dessa raga pagam, além de uma taxa para
se cadastrar, encargos a cada parto da receptora - 0 que encarece 0 uso das
mesmas. Essa restricdo, junto com a grande difusdo da técnica na raca MM, que é a
raca que mais produz potros nascidos de TEE no Brasil (Alvarenga, 2010), acarreta
em um aumento dos custos dentro do programa, bem como em uma reducéo do
namero de receptoras e, consequentemente, no aumento do preco das mesmas,
tornando-as um ponto critico no programa de TEE, ja que sao responsaveis por boa
parte dos gastos do programa. Devido a estas razfes, sua eficiéncia deve ser
maximizada, o que ira ajudar na eficiéncia do programa e na consequente reducao
de gastos.

O aumento do uso da técnica de TEE e, consequentemente, do niamero de
manipulacbes do trato reprodutivo das receptoras, faz com que as mesmas se
tornem mais susceptiveis a ocorréncia de endometrites. Muitas vezes, éguas
acometidas pela endometrite ndo apresentam acumulo de fluido intrauterino no
periodo que se estende da fase de estro ao momento da inovulacdo, nem a
presenca de descarga vaginal, pois estes sdo 0s principais sinais clinicos
observados (pela ultrassonografia e a olho nu) desta patologia. Nestes casos, séo
observados a infertilidade e/ou a perda de prenhez precoce, 0 que acaba gerando
prejuizos dentro do programa de TEE.

A técnica de citologia endometrial tem se mostrado uma ferramenta util, dotada
de praticidade e facilidade para o auxilio no diagndstico de endometrite subclinica.

Com o auxilio desta técnica pode-se realizar uma triagem mais eficiente no
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momento da sele¢do das receptoras consideradas aptas a participarem do programa
de TEE. O exame de citologia endometrial se baseia na propor¢cao encontrada entre
células endometriais e neutréfilos, ou na quantidade de neutrofilos por campo, ou
ainda na quantidade total de neutréfilos de uma amostra (RIDDLE et al., 2007). No
entanto, por ser uma técnica dependente da observagcdo de um técnico treinado, o
resultado do exame citolégico pode apresentar certo subjetivismo, devido ao fato de
muitas vezes ndo se coletar uma amostra representativa do estado clinico do utero
em casos de endometrites subclinicas.

Um dos principais fatores que levam ao acometimento de endometrite € a
reducdo da contratilidade miometrial. O oxido nitrico (NO) € um mediador
inflamatorio que, entre outros efeitos, causa o relaxamento do musculo liso e é
sintetizado por diferentes células, como os macrofagos, os neutrofilos, e as células
epiteliais endoteliais (ALGHAMDI e TROEDSSON, 2002). O NO é uma molécula
produzida fisiologicamente pela acdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) em
varios tecidos, sob trés isoformas: a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), a oxido
nitrico sintase neuronal (NNOS) e a o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). O NO
auxilia em muitas funcdes no trato reprodutivo, dentre elas a capacitacdo de
espermatozoides (LEAL et al., 2009), na maturagdo oocitaria (VIANA et al., 2007;
MATTA et al.,, 2009) e no desenvolvimento embriondrio (CHEN et al., 2001).
Contudo, seu excesso pode ser embriotoxico (ORSI, 2006), além de causar efeitos
deletérios no Utero, como a reducéo da contratilidade miometrial, 0 que acarreta no
atraso da limpeza do ambiente uterino e no possivel acimulo de fluido intrauterino.
Recentes trabalhos tém sido desenvolvidos com o intuito de se avaliar as a¢des do
NO no ambiente uterino de éguas (ALGHANDI E TROEDSSON, 2002; ALGHAMDI
et. al, 2005; FIORATTI et al., 2011).

Visando contribuir para o0 aumento da precisdo na selecdo de receptoras de
embrido equino durante o estro, este trabalho teve como objetivo relacionar o
percentual de neutrofilos (indicativo de endometrite) com a concentracdo de Oxido

nitrico endometrial em éguas receptoras de embrido da raca Mangalarga Marchador.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Aumentar a precisdo da selecdo de receptoras durante o estro, relacionando o
percentual de neutrdfilos (indicativo de endometrite) a concentracdo de O6xido nitrico

endometrial em éguas receptoras de embrido.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. TRANSFERENCIA DE EMBRIOES

Oguri e Tsutsumi (1972) foram os primeiros pesquisadores que reportaram a
transferéncia de embrides em equinos pela técnica nao-cirargica. A TE em equinos
foi descrita primeiramente no Brasil em 1987 por Fleury e colaboradores. Segundo o
mesmo autor (2001), a vantagem da transferéncia nao-cirargica se da pelo fato de
gue pode ser realizada em campo e com baixo custo.

Pode-se considerar que, para se obter sucesso em um programa de TE, 0s
técnicos dependem de diversos fatores relacionados a égua doadora, ao garanhao,
a manipulacdo e manutencédo dos embrides, a técnica de transferéncia, a receptora,
as condicdes climaticas, a habilidade técnica do operador, a sincronia de ovulacdo
entre doadora e receptora e a qualidade e idade do embrido no momento da
transferéncia entre outros. Todavia, o fator mais importante pode estar relacionado a
égua receptora, jA que esta ira reconhecer o embrido e tera que fornecer as
condicbes necessarias ao seu desenvolvimento (FLEURY, 2001; CAIADO et al.,
2007).

De acordo com Rodrigues (2009), varios pesquisadores tém utilizado a
recuperacdo nao cirdrgica de embrides feita por meio de lavagens uterinas em um
sistema fechado, utilizando um tipo especial de sonda (BIVONAR Inc. Gary. Indiana.
USA), apropriada para utilizacdo em éguas, adaptada a uma extensdo de silicone
unida a um filtro (75 micras) para coleta de embrido (ALVARENGA et al., 1993;
RIERA e MCDONOUGH, 1993; ALLEN, 1994; FLEURY, 1998; CAIADO et al., 2005).

Squires et al. (1998) afirmaram que os melhores indices de recuperacao
embrionaria ocorrem quando as lavagens sao feitas no sétimo ou oitavo dia apos a
ovulacdo da doadora, mas aconselham lavagem no sexto dia ap6s a ovulacdo
quando se pretende congelamento do embrido. Para Squires et al. (2003), quase
todos os embribes recuperados em programas de transferéncia em equinos, sao

transferidos por meio de técnica nao cirlrgica, utilizando um inovulador apropriado
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ou pipeta de inseminagdo equina envolvida por protecdo plastica. Por esta técnica, o

embrido é depositado no corpo ou corno uterino através da cérvice.

3.2. AVALIACAO DE RECEPTORAS

A taxa de prenhez apés TE é afetada basicamente por trés fatores: a
receptora, o embrido e a doadora pela qual o embrido foi gerado. Diversos estudos
acerca de cada um destes fatores tém sido realizados, havendo consenso em
relacdo ao papel primordial desempenhado pela receptora na TE. A receptora de
embrido consiste no ponto critico do programa de TE, ja que sua correta selecéo e
manejo determinardo, em grande parte, 0 sucesso da técnica.

Existem dois momentos pelos quais a escolha se faz importante. O primeiro
€ aquele em que o animal sera incorporado ao plantel de receptoras. Nele, a idade,
estado reprodutivo, condicdo corporal, conformacédo externa da genitalia, Utero e
ovarios sdo avaliados. O segundo, e mais importante, que tera relagdo direta com a
taxa de gestacdo, é a selecdo da receptora no momento da transferéncia do
embrido. Normalmente, esta avaliacdo é feita de forma empirica e subjetiva, pois
cada profissional leva em consideracdo parametros proprios. Poucos sao 0s
trabalhos que correlacionam as caracteristicas uterinas da receptora no dia da TE
com as taxas de prenhez e com concentracbes plasmaticas de progesterona
(ALONSO, 2007).

A minucia do exame reprodutivo depende mais das circunstancias
particulares da compra deste (preco, disponibilidade de amostras, autorizacdo do
proprietario, habilidade do médico veterinario, etc) do que da indicacdo médica,
sendo que, quanto maior a profundidade do exame, menor o erro e maior o preco da
receptora (LOSINNO & ALVARENGA, 2006).

De acordo com os autores acima, esta absolutamente justificado que este
exame seja mais pormenorizado, uma vez que h4 uma grande propor¢cdo de éguas
aceitas e que nao estdo aptas reprodutivamente. O ideal seria que as éguas
candidatas a receptora de embrido tivessem exame de bidépsia endometrial além do
exame ultrassonografico, e apresentassem integridade dos genitais externos e

competéncia cervical.
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No Brasil, os veterindrios utilizam quase que exclusivamente a ultra-
sonografia para compra ou descarte de receptoras. E importante salientar que nem
sempre uma égua sem fluido uterino ndo podera sofrer um processo inflamatorio
instalado no atero. Em funcdo disto, € aconselhavel que pelo menos o exame
citologico seja incluido na selecdo de receptoras (LOSINNO & ALVARENGA, 2006).

Segundo Fleury et al.(2006), a escolha da égua receptora através da
avaliacdo ginecoldgica realizada no momento da transferéncia de embrido é de
grande importancia, tendo influéncia direta sobre a taxa de prenhez. Entretanto, esta
escolha é, muitas vezes, feita de forma subjetiva pelo fato de cada veterinario
possuir um meétodo proprio de avaliagdo. Além disso, poucos estudos foram
realizados com o intuito de verificar a influéncia dos diferentes parametros de
selecédo das receptoras na taxa de gestacdo. Por isso em seu estudo verificou que
éguas apresentando maior tbnus uterino e melhores caracteristicas de imagem
uterina visualizada ao ultrassom (imagem homogénea e maior ecogenicidade)
obtiveram melhor taxa de prenhez, aspecto que leva a conclusdo de que estes
parametros devem ser levados em consideracdo no momento da escolha da
receptora de embrido.

Em seu experimento, Rozales (2005) avaliou as receptoras por meio da
palpacéo retal com o auxilio da ultrassonografia, onde pode se avaliar a presenca de
edema uterino, de liquido no limen uterino, de foliculos ovarianos e a presenca do
corpo lateo, de forma que se possa avaliar sua forma, tamanho e consisténcia. Foi
dada grande importancia ao historico reprodutivo da receptora e as condi¢cdes da
dltima ovulacdo. Sendo preferidas as receptoras que tinham um bom histérico de
fertilidade e habilidade materna, apresentaram cio evidente com forte formacéo de
edema endometrial, foliculo com crescimento e ovulacdo normais, e que no
momento da inovulagdo apresentaram corpo liteo de bom tamanho, com bastante
tecido ecogénico, além de forte tdnus uterino, cérvice fechada e auséncia de edema
endometrial ou liquido uterino. Do mesmo modo, Rodrigues (2009) utilizou o ténus e
ecogenicidade uterina como parametros de caracteristicas uterinas, tanto no periodo
de estro, quanto no momento da inovulagéo (diestro), para realizar a escolha das
receptoras a receberem embrido.

Devido a falta de um procedimento padréo na escolha de receptoras aptas a
receberem embrido, Alonso (2007) afirma que a determinacdo de um método que

seja objetivo e confiavel, visando a escolha da receptora de embrido mais adequada
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e com maiores chances de ter diagnéstico positivo de prenhez, seria de grande

Importancia para os profissionais envolvidos com TE em equinos.

3.3. CITOLOGIA UTERINA

Desde o inicio da década de 1960, o uso da citologia endometrial foi relatado
como sendo um proveitoso procedimento clinico veterinario (KNUDSEN e SOLLEN,
1961). Segundo Cowel e Tyler (2002), a metodologia empregada faz uma pequena
diferenca clinica, contanto que o procedimento ndo prejudique o endométrio ou
introduza patdgenos no ambiente uterino, e a coleta de amostras contenha um
namero suficiente de células endometriais e outras células que possam permitir um
exame citolégico confiavel. Para o veterinario a nivel de campo, o procedimento
escolhido deve ser relativamente rapido e facil de realizar com materiais comumente
disponiveis na clinica ou a campo.

Liu e Troedsson (2008) alertam para uma importante e possivel complicacdo
ocasionada pela técnica da citologia, que € a ocorréncia de diagndsticos falso-
positivos e falso-negativos. Porém, Aguilar et al. (2006) concluiram que a realizagédo
da citologia endometrial com o auxilio da técnica do “duplo guardado” (que nada
mais é que a pinca citoldgica envolta pela camisa sanitaria) promove a coleta de
amostras mais fidedignas do tecido endometrial, reduzindo a probabilidade de se
ocorrer diagnéstico falso-positivo ou falso-negativo.

Devido a auséncia de padronizacdo, tanto do método de coleta quanto da
avaliacdo do esfregaco citoldgico, Riddle et al. (2007) citam que a inflamacé&o
endometrial tem sido quantificada pela contagem do numero de neutréfilos por
campo de microscopia de alta resolucdo, pelo nimero de neutréfilos por Iamina ou
determinando a propor¢cao entre neutréfilos e células endometriais. Além disso, os
resultados tém sido classificados em positivos ou negativos para inflamacéo, ou a
inflamacdo graduada como leve, moderada ou severa. Segundo o mesmo autor, é
mais relevante o grau de inflamacdo que a presenca ou auséncia de neutrofilos
somente; ou seja, apenas a partir de certa quantidade de neutrofilos identificada é
que a égua deve ser considerada como acometida pela endometrite, Esta

circunstancia ilustraria a classificacdo apresentada por Brook (1993), onde éguas
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com menos de 5% de PMN séo identificadas com um endométrio ndo inflamado, de
5 a 15% de PMN com indica¢do de uma inflamacdo média, de 15 a 30% de PMN
com a identificacdo de uma inflamac&o moderada, e, acima de 30%, indicando uma
inflamacéao severa.

A tabela abaixo é uma modificacdo de Card (2005) quanto a classificacdo de

citologia positiva realizada por alguns autores:

Tabela 1: Classificacédo positiva de endometrite de diversos autores.

Classificagéo Autor

> 1 neutrdfilo por 5 campos (240 X) Knudsen (1964)
Proporcéo de células endometriais e neutréfilos > 10:1 Asbury (1982)

> 5 neutrdfilos por campos Brook (1985)

<15 células endometrias para 1 neutrofilo Ley (1986)

> 3-10% das células sao neutrofilos Crickman and Pugh (1986)
> 2% das células sao neutrofilos Ball et al.(1988)

> 1 neutrofilo por campo (400X) Purswell (1989)

> 0,5% neutrofilos Ricketts e Mackintosh (1989)
> 0,5% de neutrofilos Nielsen (2005)

> 2% de neutrdfilos Aguilar et al. (2006)

> 2 neutréfilos em 10 campos (1000X) Riddle et al. (2007)

> 1 neutrofilo por campo, em 10 campos (1000X) LeBlanc et al.(2007)

>2 neutréfilos por campo (400X) Burleson et al. (2010)

> 2% de Polimorfonucleares (1000X) Overbeck et al. (2011)

> 2 neutrdfilos por campos e > 0,5% de neutrdéfilos (1000X) [Cocchia et al. (2012)

Fonte: Card (2005) modificado

Segundo Overbeck et al. (2011), varios estudos tém demonstrado que a
porcentagem de éguas diagnosticadas com endometrite foi maior quando se utilizou
como método de diagnostico a citologia uterina em relacdo a cultura de
microrganismos (BALL et al.1988; NIELSEN 2005; RIDDLE et al. 2007).

Esfregacos examinados de citologia endometrial tém sido preparados com
materiais coletado com dedo enluvado, swab de algoddo ou swab de cultura
duplamente protegido, bidpsia uterina ou lavagem uterina com fluido (RIDDLE et al.,
2007). Porém, Overbeck et al. (2011) relatam que a técnica de citologia endometrial

realizada com a escova citologica é rapida, segura e pode ser realizada nas
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condi¢cdes a campo, melhorando o diagndstico de endometrite quando comparado a
técnica em que se utiliza o swab uterino de algodao. Por outro lado, Cocchia et al.
(2012) afirmam que tanto o lavado com baixo volume quanto a escova citologica
geram amostras superiores as obtidas pelo swab de algodao, sendo que a escova
citolégica € um método de coleta mais facil, mais consistente e mais rapido que o
lavado com baixo volume, podendo ser utilizado nas éguas a campo. Todavia,
necessita de equipamento especializado, além de cuidado e suavidade no momento
da coleta para que ndo ocorra sangramento nem rompimento das células sobre a

lamina no momento de ser feito o esfregaco.

3.4 ENDOMETRITE EQUINA

O utero da égua € mantido livre de contaminantes por meio de mecanismos
fisicos, imunolégicos e de um sistema linfatico funcional. As barreiras fisicas que
impedem o0 acesso de microorganismos ao utero sdo a vulva (CASLICK,1937;
PASCOE, 1979), a prega vestibulo-vaginal (HINRICHS et al., 1988) e a cérvice
(LEBLANC et al., 1995).

A endometrite é a causa mais comum de subfertilidade e o terceiro problema
médico mais comum em éguas (TRAUB-DARGATZ et al.,, 1991). Segundo
Troedsson (1999), a endometrite persistente pode ser dividida em: doencas
sexualmente transmissiveis (DST), endometrite infecciosa crdnica, endometrite
persistente induzida por cobertura (EPPC), ou endometrite crénica degenerativa.

Um importante mecanismo para a eliminagéo rapida do agente agressor e dos
componentes e subprodutos inflamatorios € a contratilidade miometrial, que €
imprescindivel para a limpeza fisica da luz uterina (EVANS et al.,, 1987
TROEDSSON et al.,, 1993; LEBLANC et al., 1994). Durante o estro, ocorrem
periodos de atividade contratili de aproximadamente 5 minutos, alternados com
periodos equivalentes de repouso (JONES et al., 1991). O desempenho deste
mecanismo requer o funcionamento da cérvice (LEBLANC et al., 1989). A limpeza
fisica do atero tem um papel central na patogenia da endometrite persistente pos-
cobertura (TROEDSSON, 1997).
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Um relaxamento de cérvix foi observado no diestro de éguas jovens dentro de
12 horas ap0s a inducdo da infecgdo uterina (Hughes e Loy, 1969). O relaxamento
de cervice foi associado com descarga vaginal, e quatro dias apés a inoculacdo da
bactéria, o tbnus cervical havia retornado ao estado fisiologico normal. Os autores
concluiram que a drenagem uterina através da cervix relaxada pode ser um
importante fator na habilidade uterina de combater a infec¢ao bacteriana.

Durante o cio, com o favorecimento dos mecanismos de defesa pelo efeito
estrogénico, o processo inflamatério esta completamente resolvido em 36 a 48 horas
ap0s a cobertura. As éguas nas quais isso ocorre sao classificadas como sadias ou
resistentes a endometrite persistente pos-cobertura. Porém, se ocorrer uma falha
dos mecanismos de defesa, ha condicbes para que as bactérias possam se aderir a
mucosa uterina, levando a perda da integridade da mucosa e a instalacdo de uma
infeccdo bacteriana. Nestes casos, a inflamagdo passa a ser patologica e este
quadro é denominado de endometrite persistente péds-cobertura (EPPC). A falha
reprodutiva decorre de um efeito direto do ambiente uterino incompativel com a
sobrevivéncia do embrido, ou da liberacdo constante de PGF2 alfa, devido a
inflamacéo, levando a diminuicdo da progesterona circulante pela lise do corpo luteo
(LEBLANC, 2003).

3.5. OXIDO NITRICO

O o6xido nitrico (NO) possui um importante papel funcional em uma variedade
de sistemas fisiolégicos e diferentes mecanismos. O NO é derivado da L-arginina
por acdo da oxido nitrico sintase (NOS), uma enzima existente em trés isoformas:
uma neuronal (NNOS) e outra endotelial (eNOS), que séo responsaveis pela
liberagéo basal continua, requerendo Ca** Calmodulina (e sdo classificadas como
isoformas constitutiva [cNOS]) , além de uma terceira isoforma que € uma forma
induzivel (INOS), expressa em resposta a citocinas e lipopolissacarideos, além de
ser célcio independente.

A geracédo basal de NO pela cNOS exerce um importante papel na fisiologia de
diversos organismos; no sistema vascular o NO induz a vasodilatacédo, inibe a

agregacdo plaquetaria, previne a adesdo de plaquetas/neutréfilos as células
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endoteliais, inibe a migracéo e proliferacdo de células da musculatura lisa e mantém
a barreira celular endotelial funcional. No sistema nervoso o NO age como um
neurotransmissor, enquanto o aumento da expressao de INOS exerce um ponto
chave em diversas condi¢cfes patologicas (MONCADA et al., 1991).

Como um radical livre com um elétron desemparelhado o NO reage com uma
variedade de alvos, incluindo proteinas como a guanilato ciclase e enzimas do
citocromo P-450. O NO tem uma meia vida curta in vivo. A oxidacédo leva a formacéo
de nitrato via nitrito (Figura 1). O NO também pode ser oxidado para uma molécula
nitrozilada, contendo componente sulfidrila resultando em derivados biologicamente

ativos mais estaveis que o proprio NO (STANLER et al., 1992).

L-Arginina + O, + NADPH e Citrulina + NO + NADP
NOS

NO + O, « » OONO
QONO + NO « » ONOONO » 2NO; »N,04
N204 +HQO < NOE' +NOS' +2H'

Figura 1: Reacdes para a formacao de oxido nitrico, nitrito e nitrato (DIXIT e PARVIZI, 2001)

A biologia quimica do NO pode dividir suas reacdes potenciais em duas
categorias: direta e indireta, onde os efeitos diretos sdo aqueles em que as reacdes
ocorrem muito rapido e diretamente com a molécula alvo, geralmente, esses efeitos
ocorrem sobre baixa concentragdo de NO. Ja os efeitos indiretos requerem que o
NO reaja com oxigénio ou superdxido para gerar espécies reativas de nitrogénio,
que, posteriormente, agem na molécula alvo; esses efeitos normalmente ocorrem
sobre altas concentracdes de NO (WINK et al., 1996).

Diversos efeitos de citotoxidade celular podem ser causados pelo NO, mas seu
efeito € mais complexo em relagcdo a apoptose. O 6xido nitrico pode tanto proteger
qguanto mediar esse tipo de morte celular, dependendo do tipo de célula e de sua
concentracdo (VIANA, 2007), Onde em altas concentragcbes, como aquelas
caracteristicas de resposta inflamatéria, podera causar morte celular por apoptose

enguanto niveis moderados exercem um papel protetor, além de ser um importante
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regulador sobre os efeitos de liberacdo adicional de citocinas proé-inflamatérias
(BOSCA et al., 2005).

3.5.1 Acdes do 6xido nitrico no Utero e no desenvolviment o0 embriomério

Visto que a inervacédo, o sistema vascular e células do sistema imune sdo uma
parte integral dos érgaos reprodutivos, torna se 6bvio a participacdo do NO como um
importante regulador da biologia e fisiologia do sistema reprodutivo. E possivel que o
NO aumente os efeitos vasodilatadores no leito vascular uterino de forma paracrina,
(pela atividade do cGMP, via ativagdo da guanilato ciclase). Além disso, a sintese
local de NO dentro do utero pode ser relevante para a regulacdo da atividade
miometrial, ou seja, contracdo e relaxamento espontaneos do utero (ROSSELI,
1997).

A inflamacéo local e sistémica é caracterizada pela superproducdo de NO, e na
maioria das vezes a fonte deste NO é a isoforma induzivel de NOS. A expresséo da
INOS, que tem sido demonstrada em macréfagos ativados e em uma variedade de
outros tipos de células inflamatdrias, serve para combater microorganismos
invasores. Sabe se que macrofagos e neutréfilos sdo capazes de destruir uma
variedade de microorganismos via mecanismos mediados por NO, ou via
mecanismos que envolvem uma combinacdo de radicais livres derivados de
nitrogénio e oxigénio e oxidantes. Na inflamac&o, citocinas proé-inflamatérias e
mediadores lipidios exercem um papel chave para o inicio da expressao de iINOS
(Ignarro, 2000).

Bollwein et al. (2002) relataram em seu experimento encontrar maior
guantidade de mRNA de eNOS em éguas nos dias 5 (diestro) e 21 (estagio de estro)
do ciclo estral, e pontuaram uma correlacdo positiva entre a velocidade do fluxo
sanguineo uterino e a expressao de mRNA de eNOS. O mesmo foi notado por
Honnens et al. (2011), que observaram, ainda, um aumento nas concentracdes de
progesterona no dia 5 do diestro e de estradiol durante o periodo de estro,
acreditando que ambos os hormdénios podem causar relaxamento e aumento do

fluxo sanguineo uterino, mediado primariamente pelo NO.
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Em experimento in vitro, utilizando odécitos bovinos e um doador de NO,
Nitroprussiato de sodio (SNP), concentragcBes de NO consideradas elevadas pelo
autor (10°M SNP) foram deletérias aos o6citos, levando-0s a morte por apoptose;
porém, em concentracbes consideradas intermediarias pelo autor (10°M SNP),
houve melhora na maturacédo citoplasmatica e consequente melhora na taxa de
blastocistos (VIANA et al., 2007)

Em relacdo ao desenvolvimento embrionario, Orsi (2006) relatou que
concentracbes acima de 10 puM SNP apresentaram efeito deletério sobre
desenvolvimento de embrides bovinos in vitro, por deprimir 0s mecanismos de
geracdo de energia e alterar o metabolismo de aminoacidos e proteinas.

Chen et al. (2001) observaram que, utilizando-se um inibidor da NOS (L-
NAME), houve inibicdo do desenvolvimento de embribes de camundongos, assim
como houve apoptose quando se utilizou altas concentragbes de SNP(10 pM);
porém, notaram que ocorreu uma melhora na taxa de desenvolvimento quando se
utilizou concentragcbes moderadas (0,1 pM) de SNP, mostrando que ndo sé o
excesso mas também a auséncia de NO é prejudicial ao desenvolvimento

embrionario.

3.5.2. Oxido nitrico relacionado a inflamac&o uterinaem é  guas

Alghamdi e Troedsson (2002) encontraram maior volume de secrecao
intrauterina em éguas susceptiveis a endometrite persistente pos cobertura (EPPC),
quando comparada a éguas resistentes, assim como também encontraram maior
concentracdo de NO em éguas susceptiveis quando comparada a éguas resistentes.

Alghamdi et al. (2005) constataram aumento numérico, mas nao estatistico, de
volume de fluido intrauterino acumulado em éguas susceptiveis em relacdo a éguas
resistentes a endometrite persistente pos-cobertura (EPPC); além de niveis
significativamente maiores de NO e da expressdo de iINOS em éguas susceptiveis
em relagcdo as resistentes a EPPC. Contudo, 0s mesmos ndo encontraram nenhum
neutrofilo nas amostras de bidpsia endometrial, pesquisados por meio de histologia,
através da metodologia utilizada. Do mesmo modo Woodward et al. (2013), em seu

experimento, encontraram aumento significativo na concentragdo de NO no fluido
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uterino de éguas susceptiveis, quando comparadas as éguas resistentes No
entanto, ndo encontraram diferenca na expressdo de mRNA de iINOS entre éguas
resistentes e susceptiveis. Ao fim de ambos os estudos 0s autores ndo conseguiram
esclarecer se o0s niveis elevados de NO sdo responsaveis (se influenciam) ou
apenas sao consequéncia do acumulo de fluido nas éguas susceptiveis.

Segundo Fioratti (2011), a concentracdo de neutroéfilos (realizada por meio de
citologia) € maior em éguas susceptiveis quando comparada a éguas resistentes a
EPPC, assim como o acumulo de fluido intra uterino e a concentragcdo de NO 8
horas apés a inseminacgdo artificial. Porém, foi encontrado aumento na concentracao
de 6xido nitrico no fluido uterino de éguas resistentes 24h apds a inseminacéo
artificial - momento em que houve reducéo na concentracao de neutrofilos no limen
uterino, podendo este, ser explicado por auxilio na funcdo de preparacdo do

endométrio para receber o embrido e manter a gestacao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. LOCAL DO EXPERIMENTO E ANIMAIS

O experimento foi realizado em um haras no municipio de Campos dos
Goytacazes (Latitude 21° 45' e Longitude 41° 19"). Trinta e quatro (34) éguas,
receptoras de embrido, da raca Mangalarga Marchador com idade entre trés (3) e
dezoito anos (18) anos foram utilizadas. O trabalho de amostragem (coleta de
amostra citologica e para avaliagdo de NO) foi realizado durante a estacdo de monta
entre os meses de novembro de 2011 e maio de 2012.

4.2. MANEJO DAS RECEPTORAS

As éguas receptoras foram mantidas em regime de campo com gramineas
(Panicum maximum, Brachiaria humidicula, Brachiaria purpurascens), agua e sal
mineral ad libidum.

As éguas foram submetidas ao exame do trato reprodutivo em dias alternados
até o surgimento de um ou mais foliculos de tamanho igual ou superior a 28
milimetros, quando passaram a ser acompanhadas diariamente até o dia da
ovulacdo por meio de palpacao transretal e com auxilio de um ultrassom (Mindray
DP2200, China) acoplado a transdutor retal linear de 7,5 MHz. Durante o exame de
palpacao transretal, foi avaliado o tdnus uterino e cervical, a presenca e tamanho de
foliculos ovarianos, a presenca ou auséncia de edema uterino, a presenca ou
auséncia de liquido intra uterino e a qualidade da imagem (morfoecogenicidade).

A classificagdo do edema uterino foi realizada, de acordo com Pelehach et al.
(2002), com algumas modificacdes:

- Grau 0: apresenta imagem com uma superficie homogénea sem areas

anecoicas e sem definicdo de dobras endometriais;
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- Grau 1: apresenta imagem com heterogeneidade, mas ainda sem definigéo de
dobras endometriais;

- Grau 2: aumento na anecoigenicidade com inicio do aparecimento das dobras
endometriais;

- Grau 3: reflete imagem extremamente heterogénea marcada por lacunas de

fluido representada por grandes areas anecoicas.

4.3. COLETA E PREPARO DE AMOSTRAS PARA CITOLOGIA ENDOMETRIAL

Apenas as éguas que apresentaram edema de grau trés (3) foram submetidas
a coleta de amostra para citologia endometrial com o auxilio de pinga citolégica
(modelo Botucatu) e escova ginecoldgica protegidas por uma camisa sanitaria. A
pinca foi introduzida no (tero através da vagina; ao entrar pela cervix a camisa
sanitaria foi rompida e no interior do Utero a escova ginecoldgica foi exposta e rolada
sobre o endométrio. A amostra coletada foi “rolada” sobre uma lamina de
microscopia que foi seca ao ar e posteriormente fixada e corada por Pandético
Rapido.

4.4. COLETA DE AMOSTRAS PARA MENSURACAO DE NO

O procedimento para a coleta de amostra para a mensurag¢ao do oxido nitrico
foi realizado como descrita por Alghandi et al. (2005) e Fioratti (2010) com algumas
alteracées. Foi realizada a introducdo de um absorvente feminino mini da marca OB®
(Johnson e Johnson) no utero das éguas que apresentarem edema de grau trés (3),
utilizando-se a méo enluvada. O absorvente permaneceu no utero por 10 minutos
enquanto este foi massageado, via retal, para facilitar a absorcdo de fluido. Para
facilitar sua remocgao o absorvente teve acrescido ao seu puxador um fio de algodao
grosso e estéril até a altura de aproximadamente 5 centimetros da comissura ventral
da vulva, sendo a manipulacdo deste material e a realizacdo deste procedimento

executada com o maximo de assepsia e antissepsia. A retirada do absorvente foi
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realizada através da introdugdo da méo enluvada via vaginal e da tragdo do fio de
algoddo, mantendo-o protegido do contato com o canal vaginal da égua.
Imediatamente apos a retirada do tampéao do interior do , ele foi colocado em seringa
estéril e pressionado até liberar o liquido absorvido em um microtubo, onde as
amostras foram centrifugadas (1000 G por 10 minutos) e congeladas a uma
temperatura de —20 °C, até o momento da dosagem dos metabdlitos do NO (nitrato

e nitrito) pelo método de Griess.

4.5. AVALIACAO DAS AMOSTRAS CITOLOGICAS

As laminas coradas foram examinadas por microscopia Optica em aumento de
400 vezes para a avaliacdo dos tipos de células nesta amostra. Estas laminas foram
feitas em duplicata. Durante a avaliacdo, foi quantificada a proporcédo de neutrofilos
e células endometriais mediante a contagem de 200 células em um minimo de 5
campos, a fim de que se pudesse obter a porcentagem de neutréfilos em cada
lamina. Logo apds, os animais foram separados em trés (3) grupos de acordo com
seu percentual de neutrdfilos, onde o grupo 1 (G1; n=22) foi formado por éguas que
nao apresentaram neutrofilos na amostra citolégica - sendo esse representado por
animais com citolégico negativo; o grupo 2 (G2; n=7) foi formado por éguas com
percentual de neutréfilos 21% e < 15%, representando o grupo positivo (endometrite
leve); e o grupo 3 (G3; n=3) foi formado por éguas com percentual de neutrofilos

215%, representando o grupo positivo (endometrite severa).

4.6. DOSAGEM DE NITRITO E NITRATO COMO INDICADORES DA PRESENCA
DE NO.

A concentracdo de nitrato/nitrito (NO3/NO2) no fluido endometrial foi
determinada pelo método baseado na reacao colorimétrica de Griess. O reagente de
Griess € composto de uma solugdo de sulfanilamida 2% e N-(1-naftil), etilene

diamine 0,2%, dissolvida em agua ultrapura. O primeiro reage com o NO; presente
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no meio de cultivo das amostras para formar sal de diazénio que, por sua vez, reage
com o segundo reagente para formar um produto de coloragédo roxa, com um pico de
absorbancia a 540 nm. Para transformar NO3" a NO;', as amostras foram incubadas
em placas de 96 pocos com a solucéo de reducéo [10 Ul da enzima NOj redutase
diluida em agua deinoizada + 900 pL de agua ultrapura, 1000 uL do cofator NADPH
(5 mg/mL), diluido em agua deinozada, 1000 de solucdo tampdo de fosfato de
potassio (0.5 M)] a 37°C por 16 horas. A curva padrdo de NaNOgs foi diluida em PBS
(0,5M), variando de 0.5 a 400 uM. A leitura foi feita em espectrofotdmetro (leitor de
ELISA, Boitek®, Winooski, EUA), a 540 nm. Foi realizado um gréafico de dispersao
com os valores da absorbancia. Os resultados foram expressos em pM/L.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, foram obtidas as médias e erros-padrao das concentracdes de
nitrato/nitrito entre os grupos de animais. Estas médias, considerando-se os 3
grupos de percentual de neutrofilos, foram comparadas através do teste t de
Student.

As médias de concentracdo de nitrato/nitrito e percentagem de neutrofilos entre
0s grupos de éguas com menos do que 15 anos e as que tiveram 15 anos ou mais,
também foram comparadas pelo teste t.

De igual modo, foram obtidos os coeficientes de correlagcdo de Pearson entre a
variavel “dias do ciclo” com as concentracfes de nitrito/nitrato. Foi utilizada a analise
da variancia para avaliar se a concentracdo de NO3/NO; variava de acordo com o0s
dias do periodo pré-ovulatério (D -6 a D-1).

As analises estatisticas foram realizadas no aplicativo Sistema para Analises
Estatisticas e Genéticas (SAEG, versdo 9.1), adotando-se o nivel de 5% de

significancia.



29

5. RESULTADOS

Das trinta e quatro (34) éguas presentes no experimento, a maioria apresentou
citolégico negativo, sendo que somente 20,6% (n=7) apresentou percentual de
neutroéfilos 2 1% e < 15% (G2; endometrite leve) e 8,8% (n=3) apresentou percentual

de neutrofilos 215% (G3, endometrite severa). (Figura 2 e 3).

Figura 2. Agrupado de células epiteliais de revestimento luminal uterino de éguas no estro, 100X,

coloragéo por Pandtico Rapido.
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Figura 3. Escassos neutrofilos (seta vermelha), linfacitos (seta preta) e macrofagos (seta amarela),
do epitélio de revestimento luminal uterino de éguas, 400X, coloracao por Pandtico
Rapido.

Foi encontrado, no presente estudo, uma concentracdo média de
nitrato/nitrito de 211,35 + 48,13 uM com intervalo de confianca (P=95%). N&ao houve
diferenca quando se comparou os trés grupos de éguas (G1l, G2 e G3) com
diferentes percentuais de ocorréncia de neutréfilos no fluido endometrial com a

concentracéo de NO3/NO; (P>0,05 - Fig. 4).
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Figura 4. Concentracdo de NO3;/NO, (UM) no liumen uterino em éguas receptoras de embrides
classificadas em grupos de acordo com a percentagem de neutrdfilos observada no endométrio.
Grupo 1: éguas que nao continham neutréfilos no esfregago citolégico (n=22); Grupo 2: éguas com
percentual de neutrofilos 21% e <15% (n=7); e grupo 3: éguas com percentual de neutréfilos 215
(n=3) (P>0,05).

Também ndo houve diferenca significativa quando se comparou a
concentracdo de NO entre grupos de éguas com até quinze (15) anos de idade e

éguas com idade igual ou superior a quinze (15) anos (figura 5).
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Figura 5. Comparacao dos grupos de éguas com idade menor e maior e igual a quinze (15) anos com
a concentracao de NO;/NO, uM (P>0,05).

N&o houve diferenca estatistica quando se comparou 0s grupos de éguas de

acordo com o dia do ciclo (dias antes da ovulacdo) no momento da coleta com a

concentracéo de nitrito/nitrato (figura 6).
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Figura 6. Média de concentracdo de nitrato/nitrito em relacao aos dias do ciclo estral (dias antes

da ovulacéo) de éguas receptoras de embrido (P>0,05).



33
Nao houve significancia estatistica quando se correlacionou o dia do ciclo com

a concentragdo de NO3/NO; (Tabela 2).

Tabela 2- Correlagdo entre as concentracdes de NO,/NO; e os dias do ciclo estral das éguas

receptoras de embrido.

Variavel Variavel Observ. Correlacdo T Significancia

NO3;/NO>,  Dias do ciclo 34 0,2777 1,6354 0,0559




6. DISCUSSAO

Conforme se pode perceber, ndo houve diferenca (P>0,05) na relacdo entre os
grupos de percentual de neutrofilos (G1, G2 e G3) com a média de concentragéao de
NO3/NO,". Isso pode ter ocorrido devido ao baixo niumero de éguas nos grupos
considerados com algum grau de endometrite (G2 e G3). A concentragdo média de
NO3/NO, encontrada nesses grupos de animais foi semelhante a encontrada por
Alghandi et al. (2005) em éguas susceptiveis a endometrite persistente pos-
cobertura, que tiveram amostras coletadas 13h ap0s a inseminacéo artificial. Porém,
em trabalho realizado em uatero de vacas, Moreira et al. (2008) encontraram
concentragdo de nitrito no Gtero de vacas sadias semelhantes aos valores
encontrados nas éguas com algum grau de endometrite no presente estudo (G2 e
G3).

A metodologia utilizada para coleta de amostras para citologia endometrial foi a
citologia esfoliativa, com auxilio de uma pincga citolégica e de uma escova citoldgica
ginecologica, por ser um método ambulatorial seguro e de facil realizagédo a nivel de
campo, além de bastante eficaz como mostrado em recentes trabalhos (OVERBECK
et al., 2011; COCCHIA et al., 2012).

Um ponto que merece destaque no presente estudo em comparagdo a outros
anteriores, (ALGHAMDI e TROEDSSON, 2002; ALGHANDI et al, 2005, FIORATTI et
al.,, 2010; WOODWARD et al., 2013) é que neste foram utilizadas éguas
selecionadas para serem receptoras de embrido em um programa comercial de TE.
Ou seja, estas éguas ndo foram cobertas e ndo havia histérico reprodutivo das
mesmas, ao contrario dos estudos anteriores onde as éguas utilizadas eram
inseminadas e o fluido endometrial coletado para as posteriores analises era
resultado, em parte, da reacdo inflamatoria desencadeada pelo endométrio apos a
inseminacao das respectivas éguas.

Neste estudo ndo houve relacdo entre o percentual de neutréfilos observados
no esfregaco das ceélulas do endométrio e a concentracdo de NO no fluido uterino.
Ao contrario do estudo de Fioratti (2010), onde éguas susceptiveis a endometrite

persistente pés-cobertura (EPPC) apresentaram maior percentual de neutréfilos na
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citologia uterina antes e apdés a inseminacdo artificial, assim como maior
concentracdo de NO no fluido uterino as 8h apds inseminagédo. Apds 24h houve
aumento na concentracdo de NO no utero de éguas resistentes a EPPC, nédo
havendo, neste momento, diferenca na concentracdo de NO entre os grupos de
égua resistentes e susceptiveis no respectivo trabalho. Esse aumento de NO nas
éguas resistentes coincidiu com 0 momento em que houve redu¢do na concentracao
de neutréfilos no Utero das mesmas. Esse elevado valor de NO encontrado por
Fioratti (2010), provavelmente se deu devido ao aumento na expressao de iNOS,
gerada, principalmente, por células inflamatérias (IGNARRO, 2000).

A maior producdo numérica, mas nédo significativa (P>0,05) de NO3/NO," das
éguas do grupo negativo (G1) no presente estudo, quando comparados os trés
grupos de éguas de acordo com a citologia, pode ser explicada pela expressdo de
outras isoformas de NOS, e ndo sO0 a INOS isoladamente, como mostrado em
trabalhos anteriores, onde a presenca de outras isoformas, principalmente a eNOS
foi constatada (BOLLWEIN et al., 2002; ALGHAMDI et al., 2005; HONNENS et al.,
2011).

O utero possui integralmente inervagdes, sistema vascular e células do sistema
imune, havendo a possibilidade de o mesmo produzir as trés isoformas de NOS
(ROSSELI, 1997), além de poder haver alteragbes patoldgicas que possam
influenciar na expressdo das enzimas da NOS no Utero de éguas, como as
encontradas por Moreira et al. (2008) no utero de vacas: distrofia angiomatosa,
fibrose periglandular e adenomiose profunda.

Nos estudos realizados por Alghamdi et al. (2005) e Woodward et al. (2013), as
éguas foram separadas em gQrupos: resistentes e susceptiveis a endometrite
persistente pos-cobertura. Essa separacdo ocorreu de acordo com o histérico
reprodutivo dos animais, grau de classificacdo da biopsia endometrial, idade e
posicdo anatdbmica do utero na cavidade abdominal onde os mesmo foram
acompanhados em um ciclo estral anterior, seguido por acasalamento, além de
todos os animais utilizados apresentarem, previamente, exame citologico negativo,
enquanto que as éguas deste experimento, por serem receptoras de embrido, ndo
foram cobertas em ciclos anteriores.

Contudo, mesmo quando se separou as éguas por grupos de idade, até quinze
(15) anos e maiores que quinze (15) anos, (pois as éguas dos grupos resistentes e

susceptiveis nesses trabalhos, na maioria das vezes, apresentavam idades neste
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intervalo - resistentes <15 susceptiveis > 15 anos), ndo houve diferenca estatistica
entre 0S grupos quanto a concentracao de nitrato/nitrito.

No estudo realizado por Fang et al. (1999) s6 houve aumento de NO no corno
uterino de ratas infectadas experimentalmente, sendo que somente nesse corno
houve aumento da expressdo de RNAmM de INOS, enquanto que a expressao de
RNAmM de eNOS em ambos os cornos uterinos se manteve constante, mostrando
que este tipo de reacdo ocorre de maneira localizada no foco da inflamacéo, ndo
afetando locais ndo agredidos no utero.

No presente trabalho ndo houve diferenca significativa na concentracdo de
NO3/NO, das éguas receptoras de embrido quanto ao dia do ciclo estral. Isto
ocorreu, possivelmente, devido as éguas estarem no mesmo periodo do ciclo estral
(periodo pré-ovulatério), e apresentarem edema de grau 3, que ocorre quando ha
aumento na concentracdo de estradiol na corrente sanguinea (PELEHACH et al.,
2002), levando ao aumento da expressao de mRNA de receptores de estradiol e de
MRNA de eNOS no endométrio, assim como aumento no fluxo sanguineo uterino,
como mostrado por Bollwein et al. (2002) e Honnens et al. (2011) em éguas no
estro. Contudo, estes autores também constataram um aumento da expressdo de
MRNA de eNOS em éguas no inicio do diestro (D5), onde o hormbénio predominante
na corrente sanguinea € a progesterona, mostrando a importancia do NO nas
alteracdes circulatorias uterinas durante o ciclo estral.

Kelley et al. (2013) mostraram, por meio de experimento, que éguas
suplementadas com L-arginina (aminoacido precursor do NO) apresentaram
melhores caracteristicas uterinas no periodo pos-parto, relacionadas a uma melhor
taxa de circulacdo do fluxo sanguineo uterino, reducdo do acumulo de fluido e
melhor taxa de involucéo uterina neste periodo. Tal resultado revela acdes benéficas
causadas pelo NO a nivel uterino, mostrando que 0o mesmo em concentracdes
adequadas, em determinados periodos do ciclo estral, pode apresentar mais acoes

benéficas que deletérias.
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7. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que, por meio da
metodologia utilizada, ndo foi observada uma relacdo entre o percentual de
neutrofilos e a concentracdo de nitrato/nitrito encontrado no endométrio de éguas
receptoras de embrido no periodo pré-ovulatério, ndo sendo indicada a mensuracao

de NO como um parametro auxiliar na selegéo de receptoras.
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