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Aplicacao do flunixin meglumine antes da transferéncia
nao-cirdrgica de embrides em éguas da raca
Mangalarga Marchador

Application of flunixin meglumine before nonsurgical embryo transfer in
Mangalarga Marchador breed mares

José Renato Costa Caiado,* Francisco Aloizio Fonseca,* José Frederico Straggiotti Silva,*
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Resumo

Quarenta embrides de éguas da raca Mangalarga Marchador foram inovulados em igual nimero de receptoras da mesma
raga. O primeiro grupo foi tratado com 1,1 mg/kg de flunixin meglumine, visando observar o efeito desta droga sobre a taxa de
gestacdo na transferéncia ndo-cirdrgica de embrifes e seu efeito sobre as concentracdes plasmaticas de progesterona. O
segundo grupo ndo foi tratado. O grupo tratado apresentou 55% de taxa de prenhez (11/20), e o controle 75% (15/20) n&o
existindo diferenga entre eles. Contudo, para P=20% esta diferen¢a pode ser considerada significativa. O tempo de sincroni-
zagao das receptoras e a idade dos embriBes no momento das inovulagdes foram similares. Houve diferenca na qualidade
dos embrifes inovulados, pois as éguas ndo-gestantes do grupo controle receberam um nimero maior de embrides regula-
res (2/5) que as nao-gestantes do grupo tratado (1/9). As concentracdes plasmaticas de progesterona foram maiores nas
receptoras gestantes do grupo tratado. Tendo em vista os resultados obtidos, ndo se recomenda a aplicacdo de flunixin
meglumine em receptoras antes da transferéncia néo-cirurgica de embriées, com o objetivo de melhorar a taxa de gestacgao.
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Abstract

The present experiment aimed at comparing the Polymerase Chain Reaction (PCR) and the Enzyme Linked Imunosorbent
Assay (ELISA - SALVIA®) with the conventional microbiologic method, for the detection of Salmonella Enteritidis (SE), S. Typhimurium
(ST), S. Gallinarum (SG) e S. Pullorum (SP) in broiler meat. The samples were artificially contaminated with 107, 10 and 10°
cells/ml of SE and ST, and 10, 10° and 10 cells/ml of SG and SP, with five repetitions of each, giving a total of 300 analyses. In
order to validate the techniques used, the tests were performed in five different laboratories. The results showed that the
conventional microbiological method was able to recover 56,67% (170/300) of all artificially contaminated samples, while the
ELISA and PCR techniques presented recoveries of 71% (213/300) and 75% (225/300), respectively. The differences between
each of the latter two and the conventional microbiological method were highly significant (P= 0,0001, MacNemar Statistical
Test). On the other hand, no significant difference was detected between the ELISA and PCR results. Overall results were able
to show that the ELISA and PCR techniques were very efficient in detecting Salmonella serovars in the broiler meat samples
analysed, when compared to the conventional microbiological method.

Keywords: Salmonella, broiler meat, conventional microbiological method, ELISA, PCR.

O flunixin meglumine é uma droga antiinflamatéria nédo-
hormonal que inibe a sintese das prostaglandinas, por inibi-
¢do das enzimas ciclo oxigenases, que transformam o &cido
araquidénico, que tem origem pela acao das fosfolipases

Introducéo

Durante os trabalhos de transferéncia de embrides em equinos,
a manipulacdo uterina da receptora, feita pelo operador, bem

como possiveis traumas do endométrio pelo instrumento
inovulador, podem estimular este 6rgao a liberar prostaglandina
F2 alfa (PGF2 alfa), (Odensvik et al., 1998; Kask et al., 1997).
Este hormoénio uma vez liberado pode ocasionar lutedlise e
perda da prenhez (Neely, 1979; East et al., 1999).

sobre os lipideos da membrana, em prostaglandinas (Higgins
et al.,1987). Por inibir apenas as ciclo oxigenases, o flunixin
meglumine néo inibe a producgdo de leucotrienos oriundos
do araquidonato pela via linear, que exerce uma importante
funcéo de quimiotaxia nos processos inflamatérios. Derivado
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dos fenilaminonicotinicos, o flunixin meglumine é apresenta-
do para uso oral e parenteral e seus efeitos clinicos se mani-
festam 15 minutos apds sua aplicagdo endovenosa (Snow,
1981).

Este trabalho teve como objetivo a aplicacdo do flunixin
meglumine em receptoras da raga Mangalarga Marchador
durante a transferéncia nao-cirargica de embriées, visando
observar seus efeitos sobre os indices de prenhez e possivel
influéncia sobre a produgéo de progesterona pelo corpo liteo.

Material e métodos

O experimento foi realizado durante a estacdo de monta de
1998/1999 e inicio da estagdo 1999/2000.

Dez éguas nao-gestantes da ragca Mangalarga Marchador,
com idade variando de trés a 18 anos, com sistema genital
clinicamente sadio e escore corporal compativel com a ativi-
dade reprodutiva, submetidas a controle folicular diario por
meio de palpagéo retal, cobertas a cada 48 horas, a partir do
momento em que foi detectado um foliculo em torno de 35mm
de diametro até a ovulagdo, por garanhdes da mesma raga e
de fertilidade comprovada, foram utilizadas como doadoras
de embriGes. Quarenta éguas ndo-gestantes da mesma raca,
com idade variando de trés a 16 anos, também com sistema
genital sadio e escore corporal compativel com a atividade
reprodutiva, foram utilizadas como receptoras dos embriGes
coletados. Elas foram sincronizadas com as doadoras por
meio da aplicacdo de uma dose de PGF2 alfa, durante o
diestro, dois dias apds a aplicagdo do mesmo horménio na
doadora (Pashen et al., 1993).

As doadoras tiveram seus Uteros lavados visando a recupe-
racdo embriondria entre 6,5 a 9 dias ap6s a ovulagdo (Wilson
etal., 1991; Fleury, 1998a). A técnica de transferéncia utilizada
foi transcervical e ndo-cirtrgica (Pashen, 1985 citado por Riera
e McDonough, 1993, com modifica¢Bes), com a deposi¢do
do embrido em um dos cornos uterinos. Embrides com mais
de oito dias de desenvolvimento foram inovulados com auxi-
lio de uma pipeta para inseminacéo artificial eqlina. Apenas
embriBes considerados excelentes, bons e regulares segun-
do a classificacdo de McKinnon e Squires (1988), foram trans-
feridos.

As receptoras foram distribuidas ao acaso em dois grupos,
onde, no primeiro, foram tratadas com uma dose de 1,1 mg/
kg de peso vivo de flunixin meglumine (Banamine’ — Schering-
Plough Veterinaria), via endovenosa, 15 minutos antes da
transferéncia e no segundo, utilizadas como controle, ndo
receberam o medicamento. Para o diagnéstico de gestacao,
as receptoras foram examinadas por palpacgéo retal e ultra-
sonografia transretal aos 18 dias da ovulagéo da sua respec-
tiva doadora. Quando o resultado foi negativo, a receptora
retornou ao programa por apenas mais uma vez, N0 mesmo
grupo que havia sido sorteada; quando positivo, teve o diag-
néstico confirmado aos 28 dias de gestacgao.

As coletas de sangue das receptoras foram realizadas no dia
da transferéncia, 30 minutos antes dos procedimentos se
iniciarem e, diariamente, durante os nove dias subseqlientes
a inovulacdo. As amostras foram coletadas de sete éguas
escolhidas ao acaso em cada grupo experimental, por pun-
¢do na veia jugular, em tubos de ensaio estéreis e
heparinizados, sendo logo a seguir centrifugadas a 2.500 rpm
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e o plasma obtido acondicionado em tubos de polipropileno
e congelado a —18°C até o dia da analise hormonal.

A andlise de progesterona plasmatica foi realizada pelo mé-
todo de radioimunoensaio, com utilizagdo do kit comercial
“ImmuChem Progesterone '?°| RIA kit?” (ICN Pharmaceuticals,
Inc.-USA), seguindo as recomendac@es do fabricante. A dose
minima detectavel foi de 0,023 ng de progesterona por milili-
tro de plasma.

Os dados obtidos para as variaveis idade dos embriées no
momento da inovulagdo (dias) e tempo de ovulagdo das
receptoras no momento da inovulagdo (dias) foram submeti-
dos a analise descritiva por meio de médias e intervalo de
confianga (IC P=0,05). Para a porcentagem da qualidade dos
embries inovulados (regulares ou excelentes e bons) e para
a variavel porcentagem de receptoras inovuladas (gestantes
ou ndo-gestantes) foi calculado o valor de Qui-quadrado (P=
0,05). Os niveis plasmaticos de progesterona foram subme-
tidos a andlise de variancia e da regressao linear e mdltipla
em funcao do tempo (dias) apés a inovulagdo das receptoras
(P=0,05).

Resultados e discussao

Foram realizadas 67 lavagens uterinas visando a recupera-
¢do de embribes das doadoras, que foram utilizados no ex-
perimento e os resultados estdo apresentados na Tabela 1.
Do total de lavagens efetuadas, 40 (59,70%) tiveram resulta-
do positivo, com recuperacao embrionéria.

Taxa de gestacdo apos a inovulagdo

Das vinte éguas pertencentes ao grupo tratado com flunixin
meglumine, 11 permaneceram prenhes até 28 dias de idade
embrionaria, apresentando uma taxa de 55% de gestagéo,
enguanto para o grupo controle 15 em 20 éguas (75%) per-
maneceram gestantes (Tabela 2).

Tempo de ovulagdo das receptoras no momento da
inovulagdo

O grupo de éguas tratadas com flunixin meglumine e que
permaneceram gestantes apresentaram um tempo de ovula-
¢do variando de quatro a oito dias para as 11 fémeas deste
grupo, com uma média de 4,8 dias. As nove éguas restantes
deste mesmo grupo e que ndo se mantiveram gestantes,
apresentaram também um tempo de ovulagdo de quatro a
oito dias, porém com uma média de 6,0 dias (Tabela 2).

No grupo controle as 15 éguas que permaneceram prenhes
apresentaram um tempo de ovulagdo variando de quatro a
oito dias, com média de 5,0 dias. As cinco fémeas deste gru-
po que ndo permaneceram gestantes apresentaram um tem-
po de ovulacdo de quatro a cinco dias, com média de 4,8 dias.

Idade dos embribes transferidos

Todos os quarenta embrides utilizados no experimento foram
oriundos de lavagens uterinas de doadoras com um tempo
de ovulagédo variando de 6,5 a 8,5 dias, com correspondéncia
no desenvolvimento do embriéo obtido.

As 11 éguas do grupo tratado com flunixin meglumine e que
permaneceram gestantes receberam embribes com idade



variando de 6,0 a 8,0 dias, com média de 6,9 dias, enquanto
as nove restantes deste grupo e que ndo permaneceram pre-
nhes receberam embrides com idade variando de 6,5 a 8,0
dias, com média de 7,1 dias.

As gestantes do grupo controle (15 fé-
meas) receberam embriées com ida-
de variando de 6,0 a 8,5 dias, com mé-
dia de 7,1 dias, enquanto as cinco
éguas restantes deste grupo e que ndo
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uma das receptoras ter perdido o embrido mais tardiamente,
resultando em concentracdes diarias de progesterona maio-
res em relacdo as demais éguas deste grupo (Tabela 1).

Tabela 1 — Concentracdes plasmaticas médias de proges-terona em receptoras da
raca Mangalarga Marchador que permaneceram gestantes e ndo gestantes nos
grupos controle e tratado com flunixin meglumine

permaneceram prenhes receberam
embrides de 6,0 e 7,0 dias, com média

Média das concentracdes plasmaticos de progesterona (ng/mL)

de desenvolvimento de 6,4 dias (Tabe- Flunixin Controle

la 2). Tempo apoés a Gestante N&o-gestante Gestante Né&o-gestante
Inovulacéo (dias)

Qualidade dos embrides inovulados 0 14,19+1,93  13,80+3,66  11,93+3,96 17,35+1,47

Das 11 receptoras gestantes perten- 1 22,28+8,50 9,88+8,99 12,16+3,63 14,61+8,70

centes ao grupo tratado com flunixin 2 14,60+4,93  10,33+10,12 12,55+4,45 8,42+10,72

meglumine, nove (81,8%) receberam 3 17324541  8,10+12,76  12,97+5,64 6,72+10,27

embrides classificados como excelen-

tes e bons, e as duas restantes 4 13,7045,32 594+8,97  11,47+3,81 6,15+10,39

(18,2%) receberam embrides classifi- 5 15,03+5,97 1,12+1,48 8,18+1,63 5,95+10,28

cados como regulares. Dentre as nove 6 13,74%3,60  0,12+0,17 9,29+3,02 4,54+7,83

receptoras restantes que ndo perma-

neceram prenhes, oito receberam em- 7 12,50+3,32 0,32+0,52 8,40+2,17 5,76+£9,94

brides classificados como excelentes 8 11,84+4,51 ND 8,66+1,59 4,27+7,37

e bons (88,9%) contra apenas uma 9 10,1445,14 ND 8,12+7,28 1,01+£1,72

(11,1%) que recebeu embrido regular. N de éguas 4 3 4 3

No grupo controle, dentre as 15 féme-
as que ficaram gestantes, 13 (86,7%)
receberam embrides classificados
como excelentes e bons e duas (13,3%) receberam embrides
regulares. Das cinco éguas restantes, que ndo permanece-
ram prenhes, trés receberam embrides excelentes e bons
(60%) contra duas que receberam embriGes regulares (40%)
(Tabela 2).

Resultado das andlises de progesterona

Observou-se uma maior variagdo em torno da média das con-
centracOes plasmaticas de progesterona para os animais do
grupo controle que ndo permaneceram gestantes, devida a

Dia zero = 30 minutos antes da inovulagdo. ND = niveis ndo detectaveis.

As concentracdes de progesterona foram significativamente
mais altas (P<0,05%) no grupo de éguas tratadas com flunixin
meglumine e que permaneceram gestantes, quando compa-
radas com o mesmo grupo de fémeas ndo tratadas que, entre-
tanto, tiveram uma maior taxa de prenhez. Estes dados foram
submetidos a analise da variancia da regressdo em fungdo do
tempo apds a inovulagao.

As concentragdes plasmaticas de progesterona encontradas
no experimento estdo de acordo com o citado na literatura
consultada, para éguas no inicio do diestro ou da prenhez.

Tabela 2 — Resumo das médias das variaveis analisadas no experimento

Flunixin meglumine Controle

Variaveis Gestantes N&o- Gestantes N&o-
gestantes gestantes

N de receptoras inovuladas 11 9 15 5
Tempo médio (dias) de ovulacéo das receptoras no
momento da inovulagéo 48 6,0 5,0 48
Idade média dos embribes transferidos (dias) 6,9 7,1 7,1 6,4
Porcentagem de embrifes excelentes e 81,8%/ 88,9%/ 86,7%/ 60,0%/
bons/embrides regulares 18,0% 11,0% 13,0% 40,0%*
Concentracdes plasméticas médias de progesterona
(ng/ml) do momento da inovulagéo até 9 dias ap6s 14,5 4.9 10,4 7.4

*Valores diferentes estatisticamente (P<0,05).
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As taxas de recuperagcdo embriondria obtidas estdo conso-
antes com as encontradas nos trabalhos de East et al. (1999),
Squires et al. (1999) Fleury (1998a), Carvalho (2000), Huhtinen
et al. (1996), Allen (1994) e Pashen et al. (1993).

Também as taxas de prenhez obtidas estdo dentro da média
encontrada na literatura, para transferéncia nao cirtrgica de
embrides na espécie eqlina, em comparagdo aos trabalhos
de East et al. (1999) 12,5 a 71%; Pashen et al. (1993) 61%;
Squires et al. (1999) 50 a 75%; Parry-Weeks e Holtan (1987)
77%; Carvalho (2000) 57,9 e 50%; Fleury (1998c) 73,3; 84 e
77%.

N&o foi observado efeito significativo (P>0,05) para o valor de
Qui-quadrado obtido na compara¢é@o das porcentagens de
receptoras que permaneceram gestantes e ndo-gestantes
dos grupos de animais controle e tratados com flunixin
meglumine, mas esperava-se uma maior taxa de prenhez no
grupo tratado e nao no controle. A hip6tese de equivaléncia da
propor¢do de receptoras gestantes e ndo-gestantes entre os
grupos de animais testados, s6 podera ser refutada ao nivel
de 20% de probabilidade de erro. Novos experimentos deve-
riam ser conduzidos, com um numero maior de animais, vi-
sando confirmacdo destes resultados com menor probabili-
dade de erro.

O tempo de ovulagéo das receptoras de ambos 0s grupos no
momento da inovulacdo também estd de acordo com o en-
contrado na literatura, segundo os trabalhos de Schmidt et al.
(1995); Squires (1995); Koene et al. (1991); Carney et al.
(1991); Riera e McDonough (1993); Pashen et al. (1993).

N&o houve diferenca (P>0,05) para a idade dos embrides nos
dois grupos e a idade dos embrides transferidos corresponde
ao que tem sido relatado na literatura, de acordo com Squires
et al. (1999); Schmidt et al. (1995); Fleury (1998b); Pashen et
al. (1993).

Houve, porém, diferenca na qualidade dos embrifes transfe-
ridos (P<0,05), pois os embrifes utilizados nas inovulagfes
das receptoras do grupo controle e que ndo permaneceram
gestantes apresentaram escores inferiores aos demais.

Segundo a literatura consultada, os embrides que resultam
nos melhores indices de prenhez séo os classificados como
excelentes e bons, embora embrifes classificados como re-
gulares também sejam utilizados, resultando em taxas me-
nores de gestacdo. East et al. (1999) relataram taxa de pre-
nhez de 17% quando se utilizam embrides regulares. Squires
(1995) citou taxa de 77% quando se utilizam embrides exce-
lentes e bons contra 22,7%, quando se utilizam embrides
regulares.

No dia da inovulagdo as concentragfes plasmaticas médias
de progesterona encontradas estavam acima de 7,0 ng/mL,
nas fémeas sorteadas para a coleta de sangue no experi-
mento. Isto reforca o bom critério de selecdo de receptoras
em ambos 0s grupos mas nao justifica a maior taxa de pre-
nhez no grupo controle.

Nos trabalhos de Perkins et al. (1993); Sharp (2000); Caldas
et al. (1994); Souza et al. (1999) e Carvalho (2000) as concen-
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tracOes de progesterona encontradas estdo consoantes com
as do presente trabalho, no dia da inovulagéo.

Para refutar a hipotese de que fatores experimentais tenham
influenciado negativamente o grupo tratado com flunixin
meglumine analisou-se o grau de sincronia entre doadoras e
receptoras, idade do embrido e qualidade do embriéo
inovulado em cada grupo. Como ndo houve diferenca estatis-
tica entre os dois primeiros grupos de dados estudados
(sincronia doadora receptora e idade do embrido) e ambos
estdo dentro dos padrdes normais encontrados na literatura
e levando-se em considerag¢do que, quanto a qualidade do
embrido, houve uma maior utilizagdo de embrides classifica-
dos como regulares para receptoras que ndo permaneceram
prenhes no grupo controle, ndo se encontraram evidéncias
de tendéncias experimentais que justifiguem a maior taxa de
gestagcdo do grupo controle. Estes dados estdo resumidos
na Tabela 2.

East et al. (1999) propuseram o uso do flunixin meglumine
como sedativo antes das transferéncias ndo-cirdrgicas de
embriBes em equinos. No presente experimento ndo foi en-
contrada uma resposta satisfatéria do medicamento para este
fim uma vez que, em se tratando de éguas de temperamento
mais nervoso, em ambos 0s grupos, foi necessaria a aplica-
¢do de uma dose terapéutica de acepromazina (ACEPRANR
1% — UNIVET) e as éguas de bom temperamento em ambos
0S grupos nao necessitaram de sedacao.

Embora autores como Odensvik et al. (1998) e Kask et al.
(1997), tenham demonstrado que a manipulagédo uterina em
éguas pode estimular a liberagdo de PGF2 alfa, e que este
horm6nio uma vez liberado pode ocasionar lutedlise e perda
da prenhez (Neely, 1979; East et al., 1999), neste experimen-
to, ndo foi possivel monitorar uma possivel liberagdo induzida
durante a inovulagdo. Entretanto, ndo se pode afirmar se esta
ocorreu ou ndo. Caso tenha ocorrido, o bloqueio deste
horménio pelo flunixin meglumine ndo melhorou a taxa de
prenhez, uma vez que 0 grupo tratado apresentou uma taxa
de gestacdo menor que o controle.

Vanderwall et al. (1993) demonstraram que embrides da es-
pécie equina secretam prostaglandina E2 (PGE2) e a agéo
da PGE2 no transporte ovidutal de embrides equinos foi de-
monstrada por Weber e Woods (1993). Por inibir outras
prostaglandinas, o flunixin meglumine poderia inibir também
a sintese de prostaglandina E2 produzida pelo embrido
eqiino, o que pode ter afetado o reconhecimento materno da
gestacao, justificando a menor taxa de prenhez do grupo tra-
tado com esta droga. Novos estudos deveriam ser conduzi-
dos para verificar esta hipétese.

Conclusdes

Os resultados obtidos demonstraram que a aplicagdo de
flunixin meglumine em receptoras eqiiinas da raca
Mangalarga Marchador antes da inovulagcdo ndo-cirdrgica €
desaconselhada, por ndo promover melhoria na taxa de pre-
nhez.
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