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Resumo

NETO, Marcos Eduardo. Efeito da obesidade e do processo inflamatério e sua
relagao com alteragdes reprodutivas e ortopédicas em éguas. 2024. 64f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduagao em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2024.

A obesidade tem se tornado um problema recorrente no manejo de equinos e esta
entre os principais fatores predisponentes ao surgimento de doencgas enddcrinas, que
causam alteracdes e complicacgoes significativas a saude da espécie. Esta dissertagcao
tem como objetivo revisar a literatura sobre a influéncia da obesidade no processo
inflamatdrio e suas consequéncias em diferentes fases da vida reprodutiva das éguas,
além de apresentar dois artigos cientificos relacionados ao tema. O primeiro artigo
analisou 34 éguas da raga Crioula, divididas em dois grupos: obesas e ndo obesas.
Foram avaliadas variaveis como idade, peso, circunferéncia do pescogo, acumulo de
gordura na crista do pescogo e na base da cauda, além de parametros sanguineos
como hemacias, hemoglobina, proteinas plasmaticas, plaquetas, leucdcitos, linfocitos,
albumina, colesterol, triglicerideos e enzimas. Os resultados mostraram uma forte
correlagdo entre 0 acumulo de gordura na crista do pescogo e a obesidade (p=0,0000),
além de associagdo com claudicacdo e problemas reprodutivos. Eguas obesas
apresentaram inflamacéo cronica basal, evidenciada pelo aumento de proteinas de
fase aguda e maior contagem média de linfocitos. Isso sugere que a obesidade pode
impactar negativamente a saude reprodutiva e ortopédica das éguas, com um quadro
inflamatorio persistente. O segundo artigo investigou a eficacia de dois métodos para
tratar a retencdo de placenta em éguas submetidas a cesariana eletiva. Foram
utilizadas 10 éguas prenhes sem raga definida, divididas aleatoriamente em dois
grupos: técnica de “Dutch” (n=5) e técnica do “Contrapeso” (n=5). Considerou-se
responsiva ao tratamento a égua cuja liberacdo das membranas fetais ocorreu em até
40 minutos. O grupo tratado com a técnica do Contrapeso apresentou tempo médio
de liberagao de 5 horas (335+158 min), enquanto a média do grupo da técnica de
Dutch foi de 30 minutos (30+10 min), com trés éguas respondendo ao tratamento.
Além disso, as éguas tratadas com a técnica de Dutch ndo apresentaram
complicagbes como dor intensa, hemorragia, célica, prolapso ou metrite, sugerindo
que se trata de um método eficaz, seguro e pratico para o manejo da retencao de
placenta apds cesariana. A dissertacdo evidencia que a obesidade em éguas esta
associada a alteragdes inflamatérias que podem comprometer tanto a saude geral
quanto a reprodutiva, influenciando negativamente o desempenho reprodutivo da
espécie. Além disso, destaca a importancia de intervengdes adequadas no pds-parto,
como a técnica de Dutch, para evitar complicagdes e garantir o bem-estar das éguas
submetidas a cesariana.



Palavras-chave: adipdcitos; citocinas; sindrome metabdlica equina; resisténcia a
insulina; ginecologia



Abstract

NETO, Marcos Eduardo. Effect of obesity and the inflammatory process and their
relationship with reproductive and orthopedic changes in mares. 2024. 64f.
Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de P6s-Graduagao em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2024.

Obesity has become a frequent issue in equine management systems and is among
the main factors predisposing horses to endocrine disorders, which can lead to
significant physiological complications. This dissertation aims to review the literature
on the impact of obesity on inflammatory processes and its consequences during
different stages of the reproductive life of mares. Additionally, it presents two scientific
articles addressing how inflammation caused by obesity affects equine female
reproduction, and the treatment of retained fetal membranes after elective cesarean
section in mares. The first article involved 34 Criollo mares, divided into two groups:
obese and non-obese. Variables such as age, weight, neck circumference, fat
accumulation on the neck crest and tail base, and several blood parameters (including
red blood cells, hemoglobin, plasma proteins, platelets, total leukocytes, segmented
cells, lymphocytes, albumin, cholesterol, triglycerides, and lactate dehydrogenase)
were analyzed. These factors were correlated with reproductive and orthopedic
problems. A strong association was found between fat accumulation on the neck crest
and obesity (p=0.0000). Obesity also correlated with lameness and reproductive
issues. Obese mares showed higher fat accumulation in the neck crest and had a
greater incidence of orthopedic and reproductive complications. A state of chronic low-
grade inflammation was observed in obese mares, indicated by elevated levels of
acute phase proteins and a higher mean lymphocyte count.

The second article focused on the treatment of retained fetal membranes in 10
pregnant crossbred mares undergoing elective cesarean section at the onset of labor.
They were randomly assigned to two groups: the "Dutch technique" group (n=5) and
the "Counterweight technique" group (n=5). Mares were classified as responsive to
treatment if the placenta was expelled within 40 minutes. In the Counterweight group,
the average release time was 5 hours (335£158 min), while in the Dutch technique
group, the average was only 30 minutes (30+10 min) among the three mares that
responded. Mares treated with the Dutch technique did not exhibit severe signs of
discomfort, pain, or secondary complications such as uterine hemorrhage, prolapse,
metritis, or colic. These results suggest that the Dutch technique is an effective, safe,
and practical method for managing retained fetal membranes after cesarean delivery
in mares. This dissertation highlights that obesity in mares is linked to chronic
inflammatory changes that can negatively affect overall and reproductive health,
contributing to both orthopedic and fertility-related issues. It also emphasizes the
importance of appropriate postpartum interventions—such as the Dutch technique—to
prevent complications and ensure the welfare of mares following cesarean procedures.



Keywords: adipocytes; cytokines; equine metabolic syndrome; insulin resistance;
gynecology
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1 Introdugao

Os cavalos evoluiram naturalmente para alimentar-se exclusivamente de
vegetacao nativa e ainda assim ter capacidade de armazenar gordura (JOHNSON et
al.,, 2004). Alimentacbes baseadas em carboidratos de alto indice glicémico e
pastagens cultivas durante todo o ano permite que ocorra o armazenamento de
gordura continuamente, tornando-os mais propensos ao desenvolvimento de
obesidade (PEUGNET et al.,, 2016). A obesidade tornou-se um problema comum
encontrado nos sistemas de manejo de equinos, € € um dos principais fatores para
predisposicdo ao desenvolvimento de doengas enddcrinas que cursam com
alteracdes e complicagdes importantes para a espécie (FRANK & TADROS, 2013). A
busca intensiva por um manejo nutricional eficaz fez com que animais de diferentes
categorias apresentassem sinais de sobrepeso e obesidade, sendo a obesidade
citada em diferentes racas como a causa de inumeros problemas, dentre eles os
ortopédicos e reprodutivos (GALLIO et al., 2014; PEUGNET, et al., 2016; AMARAL et
al., 2017; CHAVATTE-PALMER et al., 2017).

De acordo com Marchiori et al. (2015), as fémeas Crioulas tendem a aumentar
ainda mais seu ganho de peso durante a gestagao, e a morfometria em éguas Crioulas
no terco final de gestacdo possibilita a identificacdo de gestantes obesas, medidas
como a espessura de gordura subcuténea na regido da base da cauda (GENTRY et
al., 2002), a circunferéncia do pescoco e a altura da crista do pescog¢o podem fornecer
estimativas indiretas de resisténcia a insulina e de adiposidade corporal (DUGDALE
et al.,, 2011 AMARAL, et al., 2017). Eguas obesas, por sua vez, podem exacerbar
condigbes que ocorrem fisiologicamente durante o periodo gestacional, tornando-as
também mais suscetiveis ao desenvolvimento de alteragdes prejudiciais tanto para si
quanto para sua prole (MOUSQUER et al., 2019). Dados relacionando essas variaveis
como marcadores para saude do neonato ainda s&o escassos.

A Sindrome Metabdlica Equina (SME) é uma importante desordem enddécrina
e talvez uma das mais sub-diagnosticadas na espécie equina. Suas principais
manifestagcbes sdo: resisténcia a insulina, acumulo regional de tecido adiposo,

obesidade e predisposig¢ao a laminite (FRANK, 2011). A obesidade tem sido assunto
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de grande preocupacao para o bem-estar animal e esta associada ao crescimento da
morbidade e mortalidade dos equinos (GEOR, 2008; OWERS & CHUBBOCK, 2013).
A melhora da qualidade da pastagem e a manuteng¢ao da qualidade nutricional durante
as estagdes do ano sao importantes agravantes desta condigdo, que ja se tornou uma
epidemia (SILLENCE, 2012; OWERS & CHUBBOCK, 2013).

Além das manifestagdes principais, outras podem ser atribuidas a SME, entre
elas estao hiperinsulinemia, dislipidemia, hipertensao, alteragdo nas concentracoes
de proteinas secretadas pelo tecido adiposo (adipocinas), proteinas de fase aguda e
citocinas pro-inflamatdrias, além de mudanca na ciclicidade reprodutiva e infertilidade
nas fémeas equinas (BURNS, 2016).

Os adipécitos sao responsaveis pela sintese e secregao das adipocinas que
exercem importantes fungdes metabdlicas e endocrinologicas (BURNS et al., 2010).
O termo adipocina é utilizado universalmente para descrever as proteinas que sao
sintetizadas pelos adipdcitos, podendo essas adipocinas serem citocinas ou nao
citocinas, que por sua vez, sdo proteinas soluveis que transmitem informacgdes a
células-alvo, interagindo com receptores especificos (PRADO et al., 2009).

As adipocinas presentes no individuo obeso, acabam por estimular a produgao
de mediadores anti-inflamatérios como a interleucina-10 (IL-10) e influencia a
expressao do fator de necrose tumoral (TNFa) por meio de um sinalizador intracelular
fator nuclear kappa-f (NF-KB). Além disso, as adipocinas estdo diretamente
relacionadas as alteracdes do perfil oxidativo do individuo (ANTONIADES et al., 2009).
O TNFa é uma citocina proé-inflamatéria sintetizada nao s6, mas também pelo tecido
adiposo, o que o torna uma adipocina, e seu aumento esta relacionado ao aumento
do Escore de Condigédo Corporal (ECC), que além da resposta inflamatéria, o TNFa
inibe a acdo da insulina na sintese do 6xido nitrico, o que também contribui para o
desequilibrio oxidativo (ANTONIADES et al., 2009). Além do TNFa, outras citocinas
pro-inflamatoérias como as interleucinas 1-beta (IL-1B) e a 6 (IL-6) exercem fung&o no
metabolismo inflamatério de individuos de maior adiposidade e contribuem para o
desenvolvimento da obesidade (ANTONIADES et al., 2009; VICK et al., 2007).

E sabido que a expressdo das citocinas inflamatérias circulantes esta
diretamente relacionada também ao desenvolvimento da laminite (FRANK &
TADROS, 2013), uma grave consequéncia em animais com SME. O objetivo dessa
dissertacao € realizar uma revisao bibliografica sobre a influéncia da obesidade no

processo inflamatério bem como suas complicagcdes em diferentes momentos da vida
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reprodutiva das éguas, e apresentar dois artigos cientificos onde o processo
inflamatoério causado pela obesidade interfere na vida reprodutiva das fémeas

equinas.



2 Revisao de Literatura

Em seres humanos a obesidade ja € bem descrita quanto a sua influéncia na
presenca de doengas metabdlicas e inflamatoérias (QUEIROZ et al., 2009). Em equinos
a obesidade vem se tornando uma ampla linha de estudos, e busca identificar seu
impacto na vida dos animais (CHAVATTE-PALMER et al., 2017). Individuos com
excesso de peso e acumulo de gordura, apresentam-se em um estado de inflamagéo
cronica, devido a maior secregdo de adipocinas pré-inflamatorias e envolvimento
celular aumentado no tecido adiposo (CRY, 2012), impactando em diversas fungdes
fisiologicas, e os mecanismos envolvidos no processo inflamatorio da obesidade ainda
precisam ser mais bem esclarecidos na espécie equina, bem como seus reflexos
enddcrinos e metabdlicos (BARBOSA et al., 2015).

2.1 Processo inflamatoério

O processo de resposta inflamatéria faz parte do sistema inato de defesa do
organismo, e € uma importante ferramenta para o controle das lesdes e restauragao
tecidual (TIZARD, 2008). O processo inflamatério € composto por uma complexa e
organizada rede de mecanismos celulares, citocinas, quimiotaxinas, proteinas de fase
aguda entre outros componentes, responsaveis pela ativagdo do processo de
inflamacao aguda (LONG et al, 2020), responsaveis pelo controle do processo lesional
e reparagao tecidual, ou cronicidade do processo inflamatério (ECKERSALL & BELL,
2010).

2.2 Inflamacgéao e obesidade

O desencadeamento do processo inflamatério no tecido adiposo ainda é alvo
de estudo (BARBOSA et al., 2015), mas alguns fatores como a hipoxia tecidual e
presencga de hipertrofia de adipdcitos ja é bem descrito (RAMALHO & GUIMARAES,
2008). Com o aumento do tecido adiposo em um individuo, alguns adipocitos passam
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a ter seu tamanho aumentado, e com isso uma alteragdo nos seus receptores de
sinalizacgao celular e glicose (TIZARD, 2008), essa hipertrofia dos adipdcitos facilita a
diapedese de células inflamatérias para o tecido e diminui os receptores de glicose
(BARBOSA et al., 2015). Juntamente com isso, o tecido adiposo que ja € pouco
vascularizado, passa a restringir sua vascularizagao, fazendo que a hipdxia tecidual
acabe lesionando as células e iniciando a sinalizagao celular para controlar a lesao
(RAMALHO & GUIMARAES, 2008). Com o aumento da sinalizagéo celular através
dos adipdcitos, a migragao de células inflamatorias para o tecido, como macréfagos,
tem o seu aumento, e com isso desencadeia o inicio do processo inflamatério celular
(CRY et al., 2009).

O tecido adiposo ja reconhecido como 6rgao enddcrino libera citocinas de
forma controlada (FRANK, 2011), j@ com o desencadeamento do processo
inflamatorio celular essa liberagao de citocinas € aumentada (QUEIROZ et al., 2009),
iniciando um ciclo de retroabastecimento do processo inflamatério local, e tendo a
manutengdo da liberagdo de marcadores inflamatorios de forma constante
(WITKOWSKA-PILASZEWICZ, 2019). O aumento da expressao de citocinas como a
interleucina 6 (IL6), interleucina 1(IL1) e fator de necrose tumoral (TNFa), tem
influéncia direta no hipotalamo (TIZARD, 2008). No hipotdlamo essas citocinas
alteram a sinalizagcdo com a adrenal e alteram o metabolismo dos glicocorticoides
(KARIAGINA et al., 2004). Desta forma a desregulagao dos glicocorticoides, influencia
diretamente o processo inflamatério ja desencadeado pela hipertrofia dos adipdcitos
(RAMALHO & GUIMARAES, 2008), na produgdo de proteinas de fase aguda pelos
hepatdcitos (CRY, 2012) e tem influéncia no metabolismo de glicose e insulina
(FRANK & TADROS, 2013). Alteragdes metabdlicas desencadeadas pela obesidade
ja sdo compreendidas nos equinos (PEUGNET et al., 2016). Assim como em humanos
a desregulagéao da glicose e da insulina gera uma sindrome metabdlica nos equinos
(FRANK, 2011). O aumento da adiposidade, bem como toda a desregulagao sistémica
que ela causa, esta ligada a resisténcia a insulina (RI) (FRANK & TADROS, 2013), e
estas doengas metabdlicas nos equinos influenciam o inicio de quadros de laminite,
problemas reprodutivos entre outras alteracoes (SESSIONS-BRESNAHAN &
CARNEVALE, 2014).
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2.3 Reproducgédo da égua obesa

Definir as alteragcdes metabdlicas relacionadas ao aumento da adiposidade que
afetam a atividade reprodutiva nédo é simples, tendo em vista que estdo envolvidos
mecanismos complexos e multifatoriais. As mulheres apresentam uma sindrome
metabdlica semelhante a Sindrome Metabdlica em Equinos, a chamada Sindrome do
Ovario Policistico (SOP), que consiste na ndo ovulagédo, excesso de andrégenos,
infertilidade, intolerancia a glicose e dislipidemia (EHRMANN, 2005).

Na gestacdo, a obesidade aumenta os riscos de pre-eclampsia, diabetes
gestacional e natimortos (CEDERGEN, 2004). Em pacientes com SOP também é
observado aumento de citocinas pré-inflamatérias (OZCAN DAG & DILBAZ, 2015).
Nas fémeas equinas doencas inflamatorias do sistema reprodutivo como as
endometrites, tem seu aumento ligado a obesidade (KALPOKAS et al., 2023; MEIKLE
et al., 2023; PARDIE et al., 2023; VILLAR et al., 2023), como sugere Kalpokas et al.
(2023), que observou a influéncia das doengas metabdlicas sistémicas no tecido
uterino, ja Berg et al. (2011), descreve a presenga de marcadores inflamatorios no
tecido uterino durante o processo inflamatério, podendo ter uma ligagao com o quadro
sistémico do animal. A endometrite trata-se do processo inflamatério do endométrio,
que pode ter diferentes causas (SWANSON, 2002) dentre elas inflamatdria por conta
da obesidade. A obesidade é ligada a doengas no trato reprodutivo das fémeas
equinas, e até mesmo gerando prejuizos a sua prole (KASINGER et al., 2020). Assim
como em humanos a obesidade influencia no aparecimento de doengas metabdlicas

que tem reflexo direto na vida reprodutiva da fémea (EHRMANN, 2005).

2.3.1 Eguas vazias

Pesquisadores relataram a resisténcia a insulina como peg¢a chave da
subfertilidade relacionada a obesidade e 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
acado modulatéria dos horménios tréficos, horménio luteinizante (LH) e hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH), que, por sua vez, modulam a formagéao de andrégenos
pelo ovario (BALEN, 2004). E necessaria uma determinada concentracdo de

androgenos nos ovarios para que haja o crescimento folicular e a sintese de estradiol,



20

porém, o excesso de andrégenos ocasiona disfungdes ovarianas, fazendo maturagao
irregular e atresia folicular (BALEN, 2004). Além disso, a insulina é capaz de se ligar
a receptores de IGF-1 como se fossem seus préprios receptores e diminuir a produgao
de IGFBP-1, o que torna a IGF-1 mais eficaz. A IGF-1 também estimula a produgao
de andrégenos nas células da teca intersticiais e estromais (EHRMANN, 2005).

Hoje é estabelecido que o risco de abortamento ou perda embrionaria é
aumentado em individuos obesos e a presenca de desordens metabdlicas agrava
essa situagao, porém, nao esta definido se a causa desse problema é embrionario,
endometrial ou ambos (PASQUALI et al., 2006). Michalakis et al. (2011) apresentam
que a receptividade endometrial durante a janela de implantagao como fator limitante
nas taxas de gestagcdo em pacientes com doengas metabdlicas. Além disso, € descrito
que tais doencgas estao relacionadas a redugao do fluxo uterino (ADALI et al., 2009).

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 hipotalémico-hipofisario-gonadal.
Os autores demonstraram que éguas com resisténcia a insulina induzida nao
mostraram diferenca na pulsatilidade de LH e nos niveis de FSH, horménios
secretados pela hipofise anterior. Apesar de a insulina ter sido considerada potencial
sinalizadora do reconhecimento materno de gestacdo nos equinos, os experimentos
de Rambags et al. (2008) demostraram que a administrac&o de insulina exégena néo
alterou o tamanho do corpo luteo, o periodo do diestro , o intervalo entre ovulagdes
ou as concentracdes de LH e também nao foi encontrada a presenca de insulina no
saco vitelinico de embrides equinos de 10 a 14 dias, deixando duvidas sobre o papel
da insulina no reconhecimento materno de gestacao.

Apesar de as éguas em sua maioria terem uma sazonalidade reprodutiva bem
definida, sem crescimento ou limitado crescimento folicular e sem a presenca de
ovulagdo (MCKINNON & VOSS, 1993), éguas obesas, ou seja, hiperleptinémicas
podem apresentar ciclicidade reprodutiva durante todo o ano, ndo entrando em
anestro sazonal, com mais frequéncia do que éguas magras, 0 que sugere uma
ligagdo entre a lipedemia e a sazonalidade reprodutiva (VICK et al., 2006; BURNS,
2016). Estudos mostraram que éguas que apresentam o Escore de Condi¢géao Corporal
(ECC) entre 3 e 3.5 na escala de Henneke et al. (1983) entraram no anestro sazonal

nos periodos de outono e inverno enquanto as éguas com ECC entre 7.5 e 8.5
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continuaram com a ciclicidade reprodutiva durante esse periodo (GENTRY et al.,
2002). No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar os efeitos da sindrome

metabdlica nas atividades reprodutivas das éguas.

2.3.2 Eguas prenhas

A fase de desenvolvimento fetal € influenciada por fatores ambientais e
maternos, que sado capazes de levar a disturbios metabdlicos no neonato
(NATHANIELSZ, 2006). A placenta € um 6rgao transitério formado por tecidos
maternos e fetais, responsavel pelas trocas metabdlicas entre mée e concepto, pela
secrecdo e produgdo de hormébnios necessarios para manutencdo da gestacéo
(SILVA et al., 2021). O ambiente materno adequado € fundamental para a resposta
imune, metabolismo energético, desenvolvimento osteoarticular, tireoideano,
adrenocortical e cardiovascular fetal (PEGNEUT et al., 2016). A nutricao e a condicao
da égua gestante influenciam o desenvolvimento e futuro potencial atlético do potro,
no entanto, poucos estudos descrevem os efeitos da SME na gestacéao e na eficiéncia
placentaria. As citocinas pro-inflamatorias exercem fungao importante na fase aguda
de inflamagao nas éguas (CHRISTOFFERSEN et al., 2012). Dentre as citocinas, a
familia das interleucinas 1 sao as principais desencadeadoras do processo
inflamatadrio inicial. As interleucinas 1-a (IL1-a) e 1-B (IL1-B) estimulam a liberagao de
outras citocinas pro-inflamatérias que irdo recrutar as células de inflamagao
(TROEDSSON & WOODWARD, 2016).

Para o controle da inflamacéao, € importante o equilibrio das citocinas pro6 e
antiinflamatorias, dentre as anti-inflamatoérias esta a Interleucina 10 (IL10) cuja
expressao genica menor em éguas susceptiveis a inflamacgdes persistentes enquanto
as citocinas pro-inflamatorias IL1-a, IL1-B e TNFa sao mais expressas nesse mesmo
grupo (TROEDSSON & WOODWARD, 2016).

Em humanos, ja é estabelecido que o estado inflamatério ocasionada pela
obesidade permanece durante a gestagéo, influenciando a expresséo de mediadores
pro inflamatérios e células inflamatérias na placenta (CHALLIER et al., 2008). No
entanto, outro estudo descreve maior expressao de IL-1B, IL-8, MCP-1 e CXCR2 na
placenta de mulheres obesas e maior concentragao sérica de IL-6 sem interferir na
populacdo de células imunes nas vilosidades placentarias, apenas na parede dos
vasos (ROBERTS et al., 2011).



22

2.3.3 Puerpério

O inicio do parto nos equinos é muito caracteristico da sua espécie (CURCIO
et al., 2017), passando por uma cascata de sinalizag&o celular, envolvendo diversos
horménios dentre eles o cortisol e a ocitocina (CURCIO & NOGUEIRA, 2012). A
placenta € um 6rgéao transitério, com tempo de vida determinado (SILVA et al, 2021),
€ o inicio da sua apoptose celular faz parte do processo de aumento de corticoide pelo
complexo feto utero placentario (PAZINATO et al., 2016). A agdo da ocitocina esta
ligada também as contragdes uterinas para auxiliar a saida do potro (CURCIO &
NOGUEIRA, 2012). A combinacgao de contragdes uterinas, hipdxia no tecido uterino e
expulsao do potro pode desencadear um processo inflamatorio nos tecidos envolvidos
(HALLMAN et al., 2023).

Eguas obesas podem apresentar maior dificuldade no momento do parto, os
acumulos de gordura podem dificultar metabolicamente e mecanicamente o momento
do parto (ROBLES et al., 2023). Trabalhos ja descrevem que potros filhos de éguas
obesas nascem com alteracbes musculoesqueléticas, causados pela obesidade das
maes (AMARAL et al., 2017). Eguas obesas, que j4 cursam com um processo
inflamatdrio basal crénico, podem ter maiores intercorréncias no momento pos-parto
(MOUSQUER et al., 2019).

A retencgao de placenta é um dos problemas pés-parto, em éguas, com maior
descricao (FRAZER, 2003). A fisiopatologia da retengcdo de placenta ainda néo é
totalmente descrita (GORMLEY, 2019), mas dentre suas causas as mais descritas sao
0 excesso de esforgo uterino no momento do parto, complicagdes como distocias e as
cesarianas (NETO et al., 2023). O que une todos estes fatores € o inicio de um
processo inflamatorio causado por estas intercorréncias (HALLMAN et al., 2023).
Alteracdes na ligagao utero placenta, pelas caracteristicas fisiologicas da espécie, as
tornam muito suscetiveis as retengdes (FRAZER, 2003), e a obesidade ja mostra
influéncia neste processo (ROBLES et al., 2023), bem como as cesarianas eletivas
que sao descritas com 100% de probabilidade de retengéo de placenta (NETO et al.,
2023), sendo que estes processos estao ligados como causadores e problemas pos-
parto em éguas (FRAZER, 2003).
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Resumo

A obesidade é uma preocupagcdo mundial e na espécie equina, tem atingido em
algumas ragas 24% a 51% do plantel. O objetivo deste trabalho é descrever as
medidas biométricas, hematoldgicas e bioquimicas de fémeas equinas da raca Crioula
obesas e relacionar com problemas ortopédicos e reprodutivos. Foram utilizadas 34
éguas da raca Crioula, separadas em dois grupos, 18 consideradas obesas, com
escore de condigao corporal (ECC) = 7 e escore de crista de pescogo (ECP) 23, e 16
éguas com ECC <6 e ECP <3, consideradas nao obesas. As variaveis avaliadas foram
idade, peso, medidas de circunferéncia do pescogo (MP1, MP2, MP3), acumulo de
gordura na crista do pescogo (GCP), acumulo de gordura na base da cauda (GBC),
Hemacias (HC), Hemoglobina (HB), fibrinogénio (FIB), Amiloide a sérica (AAS)
proteinas plasmaticas totais (PPT), plaquetas (PLT), leucdcitos totais (LEUC. TOTAL),
células segmentadas (SEG), Linfocitos (LINF), albumina (ALB), colesterol (COL),
triglicerideos (TRG) e lactato desidrogenase (LDH). O acumulo de gordura na crista
do pescogco GCP, apresentou forte significAncia com a obesidade, com valor de
p=0,0000. A obesidade teve correlagdo com a claudicagao e problemas reprodutivos.
Eguas obesas apresentaram maior acimulo de gordura na crista do pescoco, e a
obesidade teve relagdo com a presenca de problemas ortopédicos e reprodutivos em
éguas Crioulas. Evidenciou-se um quadro inflamatério basal crénico nas éguas
obesas através do aumento das proteinas de fase aguda bem como uma maior média

do numero de linfécitos.

Palavras-Chave: Equino; Inflamacao; Endometrite; Claudicacéo.
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Introducgao

A obesidade aumentou nos ultimos anos na espécie equina, atingindo em
algumas racgas 24% a 51% de obesidade no plantel (HALLMAN et al, 2023; JENSEN
et al, 2016; GILES et al, 2014; WYSE et al, 2008; THATHER et al, 2008). A obesidade
nos equinos é o fator desencadeante para doengas como a sindrome metabdlica
equina (SME), e a resisténcia a insulina (RI) (FRANK, 2011). Um quadro inflamatério
cronico associado a liberacdo de citocinas inflamatérias pelo tecido adiposo é
desencadeado também pela obesidade (ZAK et al, 2020). A obesidade pode ser
definida utilizando medidas corporais, que mensuram pontos especificos de acumulo
de gordura (SESSIONS-BRESNAHAN, CARNEVALE, 2014)

A raca Crioula demonstra predisposicdo a obesidade (MULLER, 2020;
CANTARELLI, 2017). No chile, cavalos atletas da raga crioula, competindo uma prova
a nivel nacional, mostraram que 87,5% apresentavam sobre peso (MUNOZ et al,
2019). Com uma mudanga significativa no seu manejo, estes animais que eram
criados exclusivamente a pasto e manejo extensivo, passaram a receber uma
alimentacdo concentrada rica em carboidratos e a ter um manejo de forma mais
intensiva (BUROXID, 2022). A obesidade nos equinos Crioulos, acarreta no
aparecimento de doencas metabdlicas e inflamatdrias (TORRES et al, 2021; PAZ et
al, 2013), onde o estudo de Kasinger et al (2020), demonstrou efeito negativo da prole
de éguas com obesidade, e Mousquer et al, (2019) e Marchiori et al (2015) reportaram
prejuizos econdmicos e perda do bem-estar destes animais.

A obesidade € um dos principais fatores desencadeantes de quadros de
claudicacédo dentre eles a laminite, que € uma doenca inflamatéria das laminas do
casco (PATTERSONKANE et al, 2018; WYLIE, 2011; GEOR, 2008). Estes fatores
prejudicam diretamente o desempenho dos equinos, seja ele destinado a vida atlética
ou reprodugdo (MANFREDI et al, 2023). Eguas obesas, por sua vez, podem exacerbar
condigdes prejudiciais tanto para sua reprodugao quanto para sua prole (MOUSQUER
et al, 2019). Pesquisadores relataram a resisténcia a insulina como pega-chave da
subfertilidade relacionada a obesidade e isso se da pelo excesso de andrégenos
ocasionado pela hiperinsulinemia e resisténcia a insulina (EHRMANN, 2005), além
das alteragdes metabdlicas sistémicas que refletem prejuizos no tecido uterino
(KALPOKAS et al 2023; BERG et al, 2011).

A amiloide a sérica e o fibrinogénio sdo proteinas de fase aguda, produzidas
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principalmente pelo figado (BULLO et al. 2003), e sinalizam a presenga de processo
inflamatorio em equinos (GONDIN et al. 2013). Em animais com laminite, colica e em
posoperatorio, estas proteinas estdo aumentadas (FAGLIARI et al. 1997; FAGLIARI
et al. 2008), assim como atualmente estes aumentos estéo relacionados a acumulos
de gordura, sinalizando um processo inflamatério (AMARAL et al. 2017).

O objetivo deste trabalho € descrever as medidas biométricas, hematologicas
e bioquimicas de fémeas equinas da raca Crioula obesas e relacionar com problemas

ortopédicos e reprodutivos.

Materiais e Métodos

As 34 éguas selecionadas para o trabalho estavam alocadas em uma
propriedade rural na cidade de Capao do Ledo, no sul do Rio Grande do Sul-BR,
durante os meses de setembro a dezembro de 2023, que coincide com a temporada
reprodutiva do hemisfério sul. Todas as éguas deste experimento, estavam ciclando e

tiveram o mesmo manejo sanitario e nutricional.

Os animais foram divididas em dois grupos; 18 éguas com escore de condi¢ao
corporal (ECC) = 7 e escore de crista de pesco¢o (ECP) =23, e 16 éguas com ECC <6
e ECP <3. A classificacdo quanto a obesidade foi definida para inclusao no estudo, de
acordo com a proposta por Sessions-Bresnahan e Carnevale (2014), avaliando as
caracteristicas fenotipicas; como acumulo de adiposidade em crista de pescogo
(escore de crista de pescogo, ECP) (CARTER et al.,, 2009) e escore de condigéo
corporal (ECC) (HENNEKE, 1983), animais com ECC 27 e ECP = 3.

Juntamente com o ECP foi realizado ultrassonografia da crista do pescoco,
utilizando um aparelho Sonoescape modelo infinit 7v, com uma probe linear na
frequéncia de 5 MHz, medindo a gordura subcutadnea desde o ligamento nucal até a
pele para mensuragado da gordura da crista do pescogo (GCP). Medindo da nuca a
cernelha, o pescoco foi dividido em 3 por¢des para mensuragao da circunferéncia, a
medida de pescogo 1 (MP1) corresponde a 25% do pescogo, a medida de pescogo 2
(MP2), corresponde a 50% de pescogo e a medida de pescogo 3 (MP3), corresponde
a 75% de pescoco. Utilizando a ultrassonografia foi medido a deposigao de gordura

subcutanea na base da cauda, 5 cm acima da inser¢cdo da cauda e 7 cm para o lado
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esquerdo. Neste ponto foi estabelecido o ponto de acumulo de gordura da base da

cauda (GBC) e escore de condicdo corporal (ECC) proposto por Henneke et al (1983).

Foram coletadas amostras de sangue por venopuncao jugular em tubos para
plasma (Vacuplast®, com anticoagulante EDTA) e soro (Vacuplast®, sem
anticoagulante), para posterior avaliagdo hematologica atravées de hemograma e
bioquimica que foram realizadas pelo laboratério de analises clinicas do hospital de
clinicas veterinarias da UFPel. Amiloide A sérica foi realizada utilizando o aparelho
portatil Stable Lab® fornecido pela empresa Zoetis©, com 5 uL de soro de cada

animal.

Todos os animais foram avaliados por exame clinico geral, quanto a inspegao,
coloracdo de mucosas, tempo de preenchimento capilar (TPC), avaliagdo de
hidratacao, batimentos cardiacos, movimentos respiratorios, temperatura, motilidade
dos quadrantes intestinais, pulso periférico e pulso digital palmar, como descrito por
Speirs em 1999. Além disso, os animais foram pesados utilizando fitas de medida

corporal, e tiveram sua idade identificada.

O exame ortopédico foi realizado como descrito por Swanson em 2002,
consistindo em inspecéo, palpacdo dos membros, palpagao de coluna, observagao de
claudicac&o ao passo e ao trote em linha reta em piso macio e piso duro, observagao
de claudicacdo ao trote em circulos em piso macio e piso duro, e caso necessario
realizacao de flexdes articulares. O exame de claudicacao realizado em todos os
animais, levou em consideragao claudicacdes iguais ou superiores ao grau lll (AAEP,
1996), em qualquer um dos membros. O exame do trato reprodutivo foi realizado
segundo a descricdo de PICOCK em 2007, com inspegédo visual do ubere,
posicionamento da vulva, presenga de secreg¢ao vulvar, palpacéo e ultrassonografia
transretal para avaliagdo de utero e ovarios. Os problemas reprodutivos foram
classificados como aumento de volume uterino a palpacao, presenca de colegao de
liquido intrauterino, presengca de edema patoldgico e de conteudo anecoico na

ultrassonografia, os quais caracterizam as endometrites.

As variaveis avaliadas foram idade, peso, medidas de circunferéncia do
pescogo (MP1, MP2, MP3), acumulo de gordura na crista do pescogo (GCP), acumulo
de gordura na base da cauda (GBC), Hemacias (HC), Hemoglobina (HB), fibrinogénio
(FIB), amiloide a sérica (AAS) proteinas plasmaticas totais (PPT), plaquetas (PLT),
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leucdcitos totais (LEUC. TOTAL), Segmentados (SEG), Linfocitos (LINF), albumina
(ALB), colesterol (COL), triglicerideos (TRG) e lactato desidrogenase (LDH).

Foi realizada a descricdo das variaveis dos grupos éguas obesas e éguas nao
obesas utilizando média e desvio padrao, e através do two sample t test foi comparado
as diferengas entre os grupos. Utilizando o software de analises estatisticas statistix
10 foi realizado o teste de Qui-Quadrado para correlacionar os problemas reprodutivos

e ortopédicos com a presencga da obesidade.

Resultados

Os acumulos de gordura corporal, apresentaram as principais diferencas entres os
grupos obesidade e ndo obesidade, e a GCP apresentou maior ligagdo com a
obesidade, com valor de p=0,0000. A idade nao teve diferenca entre os dois grupos
(p=0,16) (Tabela 1).

. Obesas Nao obesas
Variavel N Média+DP N Média + DP
IDADE 18 16,722+¢6,06® 16  13,250+2,04% 0,16
PESO 18 558,80+43,502 16  498,13+10,25° 0,0002
MP1 18 85167+4,812 16  81,063%0,94>  0,0099
MP2 18 106,50+11,022 16  96,063+1,67°  0,0025
MP3 18 119,28+9.858 16  108,63%1,67°  0,0010
GCP 18 12,22242,98° 16  6,3125%0,76°  0,0000
GBC 18 3,916740,73° 16  2,8125+027°  0,0014

Tabela 1: Média e desvio padréo, das variaveis morfométricas avaliadas entre os grupos
obesidade e ndo obesidade, bem como o valor de p apresentando a significancia da
diferenga entre os grupos. As letras apresentam as diferengas entre os grupos.

Medidas de circunferéncia do pesco¢co=MP1, MP2, MP3; Acumulo de gordura na crista do
pescogo = GCP; acumulo de gordura na base da cauda GBC;

Das variaveis hematolégicas, o fibrinogénio apresentou diferenga entre os
grupos (p=0,0065) assim como a amiloide a sérica (p=0,0055). O grupo obesidade
apresentou a média de linfécitos maior que a média de segmentados e tendencia
(p=0,07) a ter linfocitose, bem como tendencia (p=0,07) a maiores valores de

triglicerideos (tabela 2).
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, Obesas Nao obesas
Variavel N MédiaeDP N Média e DP P
HC 18 9,52+1,133b 16  8,88+1,21@b 0,12
HB 18 15,01+1,802° 16 13,74%1,75% 0,46
FIB 18 455,56+165,292 16 287,50+42,69° 0,0065
AAS 18 86,72+61,432 16 31,31+42,68° 0,0055
PPT 18  7,8222+0,392° 16 7,6375+0,152° 0,30
PLT 18 193,56+51,422> 16 185,06+15,862° 0,66
LEUC.TOTAL 18 9200,0+20782 16 9,4750+0,522° 0,35
SEG 18 2453,7+1044,8 16 4181,9+1599,5 0,91
LINF 18 3569,9+1070,73® 16 3978,7+1101,42> 0,07
ALB 18 3,1500+0,163 16 3,1100+0,062° 0,57
COL 18 105,36+17,462° 16 115,29+4,632° 0,11
TRG 18 37,081+28,982b 16 23,109+2,742 0,07
LDH 18 485,67+161,702® 16 407,23+23,522° 0,09

Tabela 2: Média e desvio padréo, das variaveis hematolégicas avaliadas entre os grupos
obesidade e nao obesidade, bem como o valor de p apresentando a significancia da
diferencga entre os grupos. Letras diferentes demonstram diferenga entre os grupos.

Hemacia = HC; Hemoglobina HB; Fibrinogénio = FIB; Amiloide sérica a = SAA; Proteinas
plasmaticas totais = PPT; Plaquetas = PLT; Leucdcitos totais = LEUC. TOTAL;
Segmentados = SEG; Linfécitos = LINF; Albumina = ALB; Colesterol = COL; Triglicerideos =
TRG; Lactato desidrogenase = LDH.

Do grupo obesidade 88,88% (n=16/18) apresentaram claudicagdo igual ou
maior que grau 3, e 83,33% (n=15/18), apresentaram sinais clinicos de endometrite.
Das éguas obesas que apresentaram claudicagdo, 87,5% (n=14/16) também
apresentaram problemas reprodutivos, tendo a obesidade apresentado correlagao
positiva para a claudicagao (p=0,0021) e endometrites (p=0,0000).

Dentre as quinze éguas obesas que apresentaram sinais clinicos de endometrite, 5
(33,33%) tiveram endometrite persistentes pds cobertura, e 66,66% (n=10/15)
apresentavam endometrite crénica.

As 16 éguas obesas que apresentaram claudicagdo, 7 (43,75%) delas,
apresentaram clinica compativel com laminite crénica, com deformidade do casco,
pulso digital e afundamento de falange perceptivel clinicamente (PATTERSON-KANE
et al, 2018; WYLIE, 2011).

Do grupo nao obesidade 16,75% (n=3/16) apresentaram claudicagao igual ou

maior a o grau 3, e nenhuma égua apresentou endometrite.
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Discussao

A medida de acumulo de gordura na crista do pescogo (GCP) foi a que
apresentou maior relagdo com a obesidade (P=0,0000). O acumulo de gordura na
crista do pescocgo, ja vem sendo descrito como um dos fatores de maior correlagédo
com doengas metabdlicas e inflamatdrias (FRANK, 2009), e vem sendo amplamente
utilizada para identificar a obesidade, mesmo que a campo e sem a necessidade de
utilizar nenhum equipamento, apenas com a inspecéao visual (CARTER et al, 2009).
Morgan et al, 2015 demonstraram o acumulo de gordura na crista do pesco¢o, como
fator diretamente ligado a sindrome metabdlica equina e a resisténcia a insulina, e
Faleiros et al (2023)', sugerem que a medida da circunferéncia do pescogo, que
corresponde a nossa medida MP1, quando superior a 81 cm, esta ligado a sindrome
metabdlica equina na raga Mangalarga Marchador. Ainda, em nosso trabalho no nosso
local da medida MP1 o grupo ndo obesa teve uma média de 81 cm, enquanto as éguas
do grupo obesidade tiveram uma média de 85 cm em MP1.

Outro ponto de acumulo de gordura mensurado em nosso trabalho foi a gordura
na base da cauda, que apresentou diferenga (p=0,0014) entre os grupos, e ja vem
sendo descrito como um dos paradmetros que podem definir a obesidade nessa
espécie (GENTRY et al, 2002). Além disso, descricao de obesidade utilizando medidas
de acumulo de gordura corporal ja € bem descrito para os equinos (SESSIONS-
BRESNAHAN, CARNEVALE, 2014). O peso, apesar de estar relacionado aos
acumulos de gordura corporal, ndo pode unicamente definir a obesidade (FRANK,
2011), os acumulos de gordura corporais sao os principais fatores correlacionados a
obesidade e suas doencas metabdlicas e inflamatorias (ZAK et al, 2020).

A mensuragdo de proteinas de fase aguda, € amplamente utilizada para
definicao da inflamagao (JACOBSEN, 2022), sendo que em nosso trabalho utilizamos
o fibrinogénio e a amiloide a sérica, para mensurar a presenca de processo
inflamatdrio. As éguas obesas apresentaram maiores concentragdes plasmaticas de
fibrinogénio (p=0,0065) e de amiloide a sérica (p=0,0055) que as éguas néo obesas.

O fibrinogénio é uma proteina de fase aguda, produzida pelos hepatdcitos no
figado (CRAY, 2012), sua meia vida plasmatica € de 24 a 48 hr (CRISMAN et al, 2008).
Nos equinos ela é considerada aumentada, quando esta acima de 400 mg/dL, e até
1000 mg/dL marca um processo inflamatério discreto em equinos adultos (CRAY,

2012). Em nosso trabalho a média de fibrinogénio sérico em éguas obesas foi de 455
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mg/dL e em éguas nao obesas 287 mg/dL. A amiloide a sérica € uma proteina de fase
aguda, também produzida nos hepatécitos (WITKOWSKA-PIKASZEWICZ, 2019), e
nos equinos tem maior sensibilidade que o fibrinogénio (JACOBSEN; ANDERSEN,
2007), com uma meia vida plasmatica de 12 hr, menor que a do fibrinogénio
(JACOBSEN, 2022).

A amiloide a sérica tem alta sensibilidade nos equinos, podendo apresentar
alteracdes até mesmo por exercicios fisicos intensos (JACOBSEN; ANDERSEN,
2007). Nos equinos adultos a amiloide a sérica apresenta concentracbes normais
dentre 0 e 20 mg/dL, sendo que em processos inflamatérios discretos pode apresentar
aumento de até 10 vezes, e em processos inflamatérios graves, aumentos de até 100
vezes (CRY, 2012).

Em nosso trabalho a concentracao plasmatica média de amiloide a sérica em
éguas obesas foi de 86,72 mg/dL. As éguas obesas apresentaram um valor médio de
linfocitos superior a média de células segmentadas, e uma tendencia (p=0,07) a
linfocitose, enquanto as éguas nao obesas apresentaram a média de células
segmentadas superior a média de linfocitos, corroborando com Herédia et al (2012) e
Marti et al (2001), apresentando que em um quadro inflamatério ativo a presenga de
linfocitos pode ser superior a de células segmentadas. Ainda que discretos os
aumentos nas proteinas de fase aguda, e valores com pouca relevancia clinica, houve
diferenga estatistica entre os grupos, juntamente com aumento na média de linfocitos,
corroborando com Cray (2012), e se constata um quadro inflamatério basal crénico.

A obesidade é um fator que aparece cada vez mais com frequéncia dentro da
espécie equina (HALLMAN et al, 2023; JENSEN et al, 2016; GILES et al, 2014; WYSE
et al, 2008; THATHER et al, 2008), e trabalhos nos mostram que a obesidade esta
ligada a doengas ortopédicas em individuos obesos (TORRES et al, 2021; PAZ et al,
2013). Oitenta e oito por cento das éguas obesas apresentaram claudicagédo maior ou
igual a 3 (AAEP, 1996), um alto indice quando comparado as nao obesas que
apresentaram 16,75% de claudicacéo.

obesidade descritaisava identificar claudicacdo e inspecdo dos membros,
assim foi observado que, 7 (43,75%) das éguas obesas apresentavam sinais clinicos
de laminite crénica, como deformidade do casco, pulso digital palmar e afundamento
clinico de terceira falange (PATTERSON-KANE et al, 2018; WYLIE, 2011), sendo a

obesidade descrita como fator predisponente para doencas como laminite cronica e
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também osteoartrites e desmites e/ou tendinites (PATTERSON-KANE et al, 2018;
TORRES et al, 2021; PAZ et al, 2013).

O quadro inflamatorio sistémico, ainda que discreto, acaba impulsionando o
aparecimento de doencas inflamatdrias locais (HALLMAN et al, 2023), assim como as
doencgas ortopédicas ja supracitadas. A dor gerada pelas doencgas ortopédicas que
culminam na claudicagdo, estdo ligadas e influenciam no quadro sistémico do
individuo (GEOR, 2008). Estudos mostram que doengas inflamatérias do sistema
reprodutivo como as endometrites, tem seu aumento ligado a obesidade (PARDIE et
al, 2023; MEIKLE et al, 2023; VILLAR et al, 2023; KALPOKAS et al, 2023). Oitenta e
trés por cento das éguas obesas em nosso estudo, apresentavam endometrite.

A endometrite trata-se do processo inflamatério do endométrio, que pode ter
diferentes causas (PICOCK,2007), dentre elas inflamatoria por conta da obesidade,
como sugere Kalpokas et al (2023), que observou a influéncia das doencgas
metabdlicas sistémicas no tecido uterino. A obesidade é ligada a doengas no trato
reprodutivo das fémeas equinas, e até mesmo gerando prejuizos a sua prole
(KASINGER et al, 2020). Assim como em humanos a obesidade influencia no
aparecimento de doencas metabdlicas que tem reflexo direto na vida reprodutiva da
fémea (EHRMANN, 2005).

Em nosso trabalho o escore de gordura na crista do pescogo proposto por
Carter (2009), e o escore de condigéo corporal proposto por Henneke (1983) foram
fatores que definiram a presenca de obesidade, corroborando com Sessions-
Bresnahan, Carnevale, (2014), que em seu trabalho também utilizaram medidas de
acumulo de gordura para identificar a obesidade. As variaveis fibrinogénio e amiloide
a sérica, que sao proteinas inflamatorias de fase aguda, apresentaram um discreto
aumento nas éguas obesas quando comparado a éguas nao obesas, sugerindo um
quadro inflamatério basal cronico (CRY, 2012) bem como um aumento na média de
linfocitos que também ocorre em quadros inflamatérios causados pela obesidade
(HEREDIA et al, 2012; MARTI et al, 2001).

A influéncia da obesidade no aparecimento de doencgas ortopédicas é cada vez
mais descrito (TORRES et al, 2021; PAZ et al, 2013), bem como a influéncia da
obesidade nas doengas reprodutivas (PARDIE et al, 2023; VILLAR et al, 2023). A
divisdo dos grupos utilizando a obesidade como fator principal evidenciou que as

éguas obesas tiveram um aumento discreto nos valores de proteinas de fase aguda,
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uma maior média no numero de linfécitos, com uma clara diferenga quanto a presencga
de problemas ortopédicos e reprodutivos, e podem assim estar relacionadas as
doencgas metabdlicas e inflamatdrias, quando comparada as éguas n&o obesas. No
entanto, mais estudos sao necessarios para entender as doengas metabdlicas

associadas a obesidade dentro da raga Crioula

Conclusao

Eguas obesas apresentaram maior acimulo de gordura na crista do pescogo, e a
obesidade teve relagdo com a presencga de problemas ortopédicos e reprodutivos em
éguas Crioulas. Evidenciou-se um quadro inflamatério basal crénico nas éguas
obesas através do aumento das proteinas de fase aguda bem como uma maior média

do numero de linfocitos.
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ABSTRACT

The cesarian section (C-section) is a potential risk factor for retained fetal membranes (RFM) in mares,
requiring prompt diagnosis and treatment to enhance outcomes. This study aimed to evaluate the use of
umbilical vessel infusion for the treatment of RFM after elective C-section in mares. Ten pregnant
criollo type-mares at 315 days of gestation were monitored daily and underwent elective C-section upon
readiness for birth. All mares exhibited RFM, with placentas retained beyond three hours careful
extraction of the foal by C-section. Those were randomly assigned into two groups: Umbilical vessel
infusion (n=5): using of low-pressure 0.9% saline solution infusion into the umbilical vessel; or
Counterweight (n=5): involving a light counterweight (1kg) attached to the exposed fetal membrane.
Mares that presented time from onset treatment to full separation and expulsion of the fetal membrane
by 40 min were classified as responsive to treatment. There were no differences in mares’ age (8 + 2, 3-
20 years), gestational length (333 £ 3, 328-360 d), foal weight (38 £+ 2, 30-50 Kg), the surgical time to
C-section (124 + 5, 90-150 min), and time of uterine manipulation during C-section (57 + 3, 45-70 min)
between groups. Results showed that 80% (n=4/5) of mares in the Umbilical Vessel Infusion group
achieved membrane expulsion within 40 minutes, while none (0%, n=0/5) in the Counterweight group
responded within this timeframe (P < 0.05). Mares receiving the umbilical vessel infusion method have
not experienced severe signs of discomfort, pain, or additional secondary side effects after the procedure.
In conclusion, umbilical vessel infusion is an effective, safe, and practical method for the treatment of
retained fetal membranes after C-section in mares.

Keywords: Equine: Retained placenta; Dutch method; Postpartum disease; RFM.
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1. Introduction

Retained fetal membranes (RFM) are defined as the inability to release the chorioallantois, fully
or partially, within a specified period after parturition [1]. RFM is among the frequently observed
postpartum issues in mares [2]. Release of the fetal membranes after foaling is generally a simple event,
normal expulsion occurs from 15 to 90 minutes after delivery of the foal. It is considered retained in the
mare if they are not expelled by 3 hours after delivery [3,4]. The most common complications resulting
from RFM are metritis, septicemia, endotoxemia, laminitis, and, eventually, death of the mare [5,6].

The pathophysiology of RFM is not fully elucidated [7], however, chances of experiencing
placental retention increase with intense uterine manipulations during foaling, such as fetotomies and
cesarean sections [3]. Many other factors have been described to be involved in retained fetal membranes
in mares, such as calcium/phosphorus deficiency, low level of oxytocin receptors, abnormal hormonal
environment, fescue toxicosis, hydropic conditions, and breed of the mare [8,9,3,10].

Placental retentions are always described after cesarean sections, occurring at least in 50% of
the cases [5,11,10] while in elective c-sections, it is described in 100% of the mares [10,13,14]. In
elective c-section, a delay in expulsion of the fetal membranes is expected because the fetus is delivered
prior to entering first-stage labor [12,13]. Noticing these high RFM rates, the condition should be
diagnosed quickly, and appropriate therapy initiated to increase the likelihood of a positive outcome and
to prevent secondary complications [10]. The main aims of treatment are to maintain uterine
contractility, to reduce bacterial proliferation, and to eliminate toxic and inflammatory products from
uterus to prevent systemic complications [10].

The treatment approach to maintain uterine contractility is the most debated aspects of RFM in
the literature and, amongst practitioners [15]. Furthermore, maintaining uterine contractility is a way to
facilitate the detachment of fetal membranes, and could be used early, to avoid other systemic
complications. Oxytocin and uterine lavage are considered the most reported treatments that encourage
uterine contractions [15]. The classical uterine lavage is performed one to three times a day, using large
volumes (10-20L) of isotonic solution. Another modality of uterine lavage is the “Burns’ technique”
[16], which involves the introduction of significant quantities (9-12L) of solution in the allantoic sac to

promote uterine distention and stimulates effectively uterine contractions [10]. In addition, uterine
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lavage has not been supported in mares with RFM after c-section owing risk of fluid leakage from the
uterus into the abdominal cavity and consequently increase the risk of peritonitis [ 10]. On the other hand,
a more conservative approach, but still widely used by practitioners, involves attaching a counterweight
of up to 1 kg to the already exposed part of allantochorion to keep applying gentle traction to their
retained fetal membranes [17].

Infusion of water into one of the umbilical vessels [18] uses a similar principle of action to the
Burns’ technique [07]. The technique of infusing water into the umbilical vessels of the fetal membranes
(also known as Dutch Technique) consists of infusion of 0,5 to 1 liter of liquid through the umbilical
vessels to distend the allantochorion, facilitating detachment from the endometrium [18]. This technique
has the advantage of being used in RFM even if the allantochorion is not intact, however, there is a lack
of proof about the use of this technique in mares after C-section [18]. Therefore, the aim of this study
was to evaluate the use of umbilical vessel water infusion (Dutch method) for the treatment of RFM

after elective C-section in mares.

2. Materials and Methods

2.1 Animals and husbandry

Ten pregnant Criollo-type mares (8,4 + 5 years old) were housed at the Veterinary Clinical
Hospital — Veterinary College of Federal University of Pelotas (UFPel) — RS — Brazil. All procedures
carried out in this study were approved by the Ethical Committee on Animal Experimentation of the
UFPel under protocol #019854/2021-51. Animal procedure herein followed the guidelines Council for
the International Organizations of Medical Sciences. This study was accomplished during the natural
breeding season of the Southern Hemisphere from September to December of 2022.

Once the pregnancy was diagnosed, the mares were inspected daily and monitored monthly by
ultrasound. Before the beginning of the study, mares had reproductive examinations, and transrectal
ultrasonography of the caudal placental pole performed. Since none of the mares showed any alteration
on the ultrasound or overt clinical signs associated with pregnancy abnormalities, all mares were

included in this study. None of the mares enrolled in this study had a history of subfertility or late-term
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pregnancy abnormality.

By 315 days of gestation, mares were assessed daily for pelvic muscle relaxation, udder
development, and the pH of the mammary secretion. The proper time to carry out the elective c-sections
has been defined based on the signs of readiness to birth, such as: a gestational age of >320 d, clinical
signs of preparation of the mare for birth (relaxation of the perineal ligaments and enlargement of the
mammary gland) and a reduction in the pH of the mammary secretion < 6.4 [19].
2.2.C-section surgery

Enrofloxacin (5 mg/ kg, IV, q 12 h) and Flunixin Meglumine (1.1 mg/kg, IV, q 12 h) were
administered before surgery. Systemic antimicrobial and NSAID treatments were continued for a period
of 5 to 7 days after C-section, by the attending clinician according to each mare’s health status.

The mares were sedated with detomidine (0.01mg/kg) before anesthesia and induced with
ketamine chlorhydrate (2.2 mg/kg) and diazepam (0.1 mg/kg). General anesthesia was maintained with
isoflurane at 3% of minimum alveolar concentration (MAC). The ventral portion of the abdomen
extending from the udder to the xiphoid process was clipped, scrubbed and draped in preparation for
aseptic surgery. A mid-ventral incision beginning at a point 10 cm cranial to the udder and extending
cranially to 45 to 60 cm was used to gain entry to the abdominal cavity. The gravid uterine horn
containing the foal's hind limbs was identified and brought into the abdominal incision. The abdominal
cavity was packed off with impermeable drapes to prevent fetal fluids from entering the abdomen and
the exposed uterine horn was stabilized. An incision was made in the greater curvature of the gravid
horn, equal in length the distance from the foal’s tuber calcis to the fetlock, and the foal’s hindlimbs
were exteriorized. Care was taken to avoid incising large uterine vessels. The foal was delivered
carefully to avoid separating the umbilical cord until it was clamped approximately 4 cm from the foal’s
body wall. Umbilical vessels remaining with the placenta were transfixed and ligated to avoid substantial
hemorrhage. The placenta was left in situ. However, at the edges of the incision, the allantochorion was
carefully separated from the endometrium for 3 cm. All mares received an intravenous infusion of 40
IU of oxytocin in one liter of fluid during C-section. The infusion starts immediately after the extraction
of the foal. Uterine closure was performed by placing a two-layer continuous suture using Lembert and

Cushing pattern with 0-polyglycolic acid. Care was taken to avoid including the placenta in the suture
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line. The technique used was described by Auer and Kiimmerle [20].

A warm physiological saline solution was used to remove fetal fluids and blood clots from the
uterine serosa. Following uterine closure, the uterus was replaced in its anatomic location. Following a
brief abdominal exploration, the linea alba was closed with a continuous interlocking stitch with 6-
nylon. Subcutaneous tissues and skin were closed routinely.

Duration of surgery averaged 4 hours from anesthetic induction to recovery from anesthesia,
and surgical time and duration of uterine manipulation were recorded for all mares.

After careful delivery, the foal was moved to an adjacent area to receive necessary resuscitation

required. Supportive care was administered as needed.

2.3. Treatment of retained fetal membranes

All the mares showed failure to release the fetal membranes by 3 hours after full recovery of
anesthesia. Mares did not receive oxytocin after the C-section. Mares with RFM (n=10) were randomly
assigned to treatment groups as follows: 1) Umbilical vessel infusion (n=5): use of low-pressure infusion
of 0.9% saline solution into the umbilical vessel [18]. or Counterweight (n=5): use of a light
counterweight (1kg) attached to the bottom of the fetal membrane exposed [17].

Mares in the Counterweight group had a lightweight tied to the already exposed portion of the
placenta. This method provides a slight, continuous pull on the fetal membranes with the force of gravity
[17].

Umbilical vessel water infusion (Dutch method) was performed with mares restrained in stocks.
After cleaning the perineal area, a 14G catheter needle was used to access the umbilical vessel (vein or
artery) and attached to an IV line connected to a bag of 0.9% saline solution. The saline solution was
infused by gravitational flow until the entire volume of 1 liter was completed. Thirty to forty minutes
after, gentle traction was placed an exposed portion of fetal membranes at the mares’ vulva. This method
was adapted to the one described by Meijer and collaborators [ 18] (Figure 1). Mares were classified as
responsive to treatment in both groups when the time from onset of treatment to complete separation

and expulsion of the fetal membranes were up to 40 minutes.
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Figure 1: Application of the Duth technique in case of retained placenta after elective
cesarean section

2.3. Statistical analysis

Results are presented as mean + SE (Min-Max) and significance was set at P< 0.05. The
software Statistix 10 (Analytical Software, Tallahassee, Florida, USA) was used to perform the
statistical analyses.

Two sample T-test was performed to compare continuous data (mare’s age, gestational length,
foal weight, the surgical time to C-section, and time of uterine manipulation during C-section) among
groups of RFM treatment. Fisher's test was used to compare the number of postoperative complications

and mares responding to RFM treatment between groups.

3. Results

All the mares of this study showed retained fetal membranes, as expected after elective C-
section performed before the onset of first-stage foaling. Five mares (n=5/10, 50%) that underwent
elective C-section did not experience any post-operative complications. Only one mare (n=1/10, 10%),
from Counterweight Group, died 24 hours after the C-section due to complications related to
hemorrhage into the lumen of the uterus. The Other four mares (n=4/10, 40%) had minor complications
(Table 1). Two mares (n=2/5, 40%) in the umbilical water infusion group presented intrauterine fluid

retention after fetal membrane expulsion and were treated with additional uterine lavages for an
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additional 2 days (Mares 2 and 5 from Table 1). There was no difference in the rate of mares with post-
operative complications between the RFM umbilical water infusion (n=3/5, 60%) and counterweight

(n=2/5, 40%) treatment groups (P = 0.50).

Mare

(Weight/Kg) Treatment RFM Comments Foal comments
M1 (315 Umbilical vessel Incisional infection, Healthy foal, survived
M2 (345 Umbilical vessel Incisional infection, Mild uterine bleeding Healthy foal, survived
M3 (370 Counterweight Fever, mild abdominal pain Healthy foal, survived
M4 (340 Counterweight Uterine bleeding, Death Death 48hr after
M5 (360 Umbilical vessel Incisional infection, Maintenance of Healthy foal, survived after
M6 (405 Counterweight None Healthy foal, survived
M7 (345 Umbilical vessel None Death 6hr after
M8 (360 Counterweight None Healthy foal, survived
M9 (420 Counterweight None Death 24hr after
M10 (370 Umbilical vessel None Healthy foal, survived

Table 1. Postoperative complications encountered after elective C-section in mares (n=10),
according to retained fetal membranes (RFM) management groups.

There were no differences in age (8.5 £ 5, 3-20 years), mare weight (363 = 10, 315-420Kg);
gestational length (333 + 3, 328-360d), foal weight (38 + 2, 30-50Kg), the surgical time to C-section
(124 + 5, 90-150 min), and time of uterine manipulation during C-section (57 + 3, 45-70min) between
groups. As a result, 80% (n=4/5) of mares showed full separation and expulsion of fetal membranes
within 40 min of umbilical vasculature infusion. No mares (0%, n=0/5) in the Counterweight group
passed their placenta within 40 min of the procedure (P <0,05).

Only one of the five mares from the umbilical vasculature infusion group did not fully pass the
placenta in less than 40 minutes (Mare 2 from Table 1). After the suture, this mare had excessive
bleeding at the edges of the uterine incision. Hemorrhage into the lumen of the uterus during c-section
can be controlled, but this mare retained intrauterine fluid with an abundant presence of blood clots.
Twenty-one hours after the umbilical vasculature infusion procedure, fetal membranes were released,
and additional uterine lavages had to be performed for the next two days.

The time to release fetal membranes after the onset RFM treatment was shorter in umbilical
vasculature infusion group (32 £+ 5 min) than in the Counterweight (335 = 70 min) group. For this
assessment, the two mares with uterine hemorrhage were removed, one from each treatment group.

All foals were delivered alive and received cardiopulmonary resuscitation (CPR) in accordance
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with institutional protocols. Following resuscitation, clinical evaluations were performed on all foals,
including assessments of maturity, behavior, postural responses, and adaptive reflexes. Three foals
(Table 1) died within the first 48 hours postpartum due to prematurity and failure to adapt to extrauterine
life. Detailed findings regarding the clinical evaluations and outcomes of the foals will be presented in

a parallel study.

4. Discussion

The umbilical vasculature infusion technique was effective in treating retained placenta after
elective c-section in mares, with 80% of mares having complete expulsion of the fetal membranes within
40 minutes of the procedure. Mares that experienced umbilical vessel infusion treatment did not show
severe secondary side effects usually described after C-section and RFM such as uterine artery
hemorrhage, inverted uterine horn, uterine prolapse, unresolved colic, metritis, peritonitis, toxemia and
laminitis [13,14,18].

The most common complication was incisional infection, probably result of post-operative
contamination due to recumbency for the first 24h after surgery. The mares showed rapid healing, with
no subcutaneous infections observed or requiring opening of the incision to resolve the condition.

All mares showed retention of fetal membranes for at least three hours after general anesthesia,
as noticed elsewhere [10,13,14,21]. As expected after an elective C-section performed before the onset
of the first stage of labor, there was a delay in the expulsion of the fetal membranes [12]. During the
second stage of natural labor, the level of circulating oxytocin increases rapidly, as does the level of
prostaglandin F2a. The action and release of oxytocin and prostaglandin during the foaling are mutually
and closely related [22,23]. Oxytocin concentration increased markedly from 1 to 11 min after rupture
of the chorioallantois and continued during delivery of the foal [23]. It has been described that one factor
that causes placental retention could be related to a low circulating oxytocin concentration at foaling [9].
An intravenous infusion of 40 IU of oxytocin in one liter of fluid was performed during C-section to
replace the physiological increase and simulate the triggering of the foaling and subsequent expulsion
of the fetal membranes. This did not prove to be effective in promoting the release of fetal membranes

close to the physiological time in natural labor but may have contributed to the effective response of the
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umbilical vessel method. Even without the postpartum administration of oxytocin.

Our surgical staff was careful during every C-section to transfix and ligate the umbilical vessels
remaining in the placenta ensuring a good extension and promoting placental rupture in the cervical star
area to facilitate the technique of umbilical vessel infusion. In addition, they were more careful to
separate the allantochorion at the edge of the uterine incision, thereby avoiding its inclusion in the repair
and removing an important factor in the prolonged retention of the placenta after C-section, as is
described elsewhere [12].

Overall survival-to-discharge rate of mares in the present study was high (90%), as well as foal

survival (70%, data not shown). Reported survival rates of mares following C-section are good at 81%
to 91% [12,13,14,21]. Whereby, as described herein, mare survival rates should approach 90-100%
when cesarean section is performed on healthy, uninjured mares [13,24].
The umbilical vessel infusion method in the present study has undergone a couple of modifications
compared to the original technique described by Meijer and collaborators [18]. The original study
describes an initial treatment with oxytocin (10-20 IU, IM), immediately before starting the procedure.
Furthermore, for infusion, the authors suggest the use of a foal nasogastric tube or a stallion catheter to
advance up to the umbilical vessel while the other end is fastened to a water hose using a hose connector
for flow control. The veterinarian manually held the tube in situ and adjusted water flow depending on
the physical reactions of the mare. After 3-5 minutes of intravascular fluid infusion, gentle traction is
placed on the neck of the fetal membranes at the mare’s vulva [18]. In our study, we used a catheter
needle to access the umbilical vessel and attached to an IV line for infusion of controlled volume of
0.9% saline solution (1 liter). Oxytocin was not given before starting the umbilical vessel infusion. We
performed gentle traction of the fetal membranes exposed at the mare’s vulva after about 30 minutes of
umbilical vessel infusion. These protocol modifications were made in recognition that the huge
expansion of the uterus a few hours after cesarean section increases the risk of uterine suture dehiscence
or bleeding. Furthermore, we already know that fetal membranes were not intact after C-section, which
is not a problem to the execution of this method, but it would have increased the risk of septic metritis
and sepsis due to plain water leaking into the uterine lumen.

A disadvantage of our adaptation of the technique may have been the use of isotonic solution (0.9%
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saline solution) for infusion into the umbilical vessel, whereas water infusion, as described in the original
study, causes distension of the vasculature, and induces edema, as evidenced by macroscopic swelling
of the placentas [7,18]. Histologic evaluation showed severe interstitial edema in all placental layers and
marked erythrocyte washout in placentas treated with plain water and saline. However, in the water-
treated group, additional hydropic degeneration of the epithelial cells was present, consisting of cells
swelling and karyopyknosis [ 18]. These changes induce the release of the placental microvilli from their
respective uterine attachments [7,18]. The osmotic swelling leads to a faster separation of the
allantochorion from the endometrium (<10 min) than reported after hydrolysis of placental structures
by umbilical artery injection of bacterial collagenases (<6h) [18,25]. Nevertheless, the use of the saline

solution in our study proved to be effective in speeding up the placental release from the endometrium.

5. Conclusion

Umbilical vessel infusion is an effective, safe, and convenient method of treating retained fetal
membranes after elective cesarean section in mares. The results of this report showed that umbilical
vessel infusion with saline solution was able to promote the release of fetal membranes for at least 40

minutes.
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4 Consideragoes Finais

A obesidade € uma caracteristica crescente dentro da espécie equina, tendo
algumas ragas apresentado maiores predisposi¢cdes que outras, associadas a fatores
tanto genéticos quanto ambientais.

Assim como na espécie humana, a obesidade traz consigo problemas a saude
dos equinos. A obesidade desencadeia doengas metabdlicas, bem como a
manutencgao de um estado inflamatdério basal crénico, o que contribui diretamente para
o aparecimento de diferentes problemas e doengas nos equinos, estando diretamente
associada a problemas ortopédicos e reprodutivos.

Conhecer a obesidade e a sua influéncia na saude e bem-estar dos equinos, é
algo primordial atualmente, para gerar conhecimento para que possamos trabalhar
com a obesidade sendo um fator de risco a vida de nossos animais, bem como
conscientizar a populacdo dos problemas trazidos pela obesidade, e desta forma
alterarmos o0 manejo e a criagado dos animais, prezando pela saude e bem-estar dos

mesmos.
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