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RESUMO

A endometrite € um processo inflamatério frequente no Utero das éguas,
interferindo negativamente na eficiéncia reprodutiva do rebanho, causada
principalmente pela limpeza ineficiente do Utero na remocao de agentes invasivos
como bactérias, espermatozoides e subprodutos inflamatérios. O uso de infusGes da
solucdo de ringer lactato € uma pratica rotineira nas biotecnologias da reproducao
equina. Diante disso, objetivou-se avaliar o efeito da lavagem uterina com solucao
ringer com lactato ozonizada em éguas com endometrite. Foram utilizadas dezoito
éguas das racas Mangalarga Marchador, Quarto de Milha e mesticas, sendo 1
doadora e 17 receptoras de embrides, com histérico de subfertilidade, dificuldade pra
emprenhar, com presenca de liquido uterino e receptoras de embrides que obtiveram
2 ou mais diagndsticos negativos de gestacdo apos transferéncia de embrido. As
éguas selecionadas foram acompanhadas durante dois ciclos estrais consecutivos e
separadas em dois grupos, o grupo controle GRL (n=9) recebeu o tratamento de
lavagem uterina com soro ringer lactato sem a utilizacdo do Ozoénio; o grupo GO (n=9)
recebeu o tratamento de lavagem uterina com soro ringer lactato, na concentracao de
50 mcg durante 10 minutos. Os exames de citologia, cultura microbioldgica e bidpsia
uterina foram coletados antes e apds os tratamentos para a avaliacdo dos resultados.
Apos o tratamento, observou-se que 9 (100%) animais do GRL permaneceram com 0
exame citologico positivo e no GO 6 (66,6%) animais obtiveram citologia negativa. No
GO, 3 (33,3%) animais ndo apresentaram alteracdo no grau de inflamacéo e 6 (66,6%)
apresentaram melhora, com a diminui¢cdo da resposta inflamatéria, determinada pela
queda do numero de neutréfilos. Na analise de cultura bacteriana pds-tratamento,
identificou que no GO 77,7% (7/9) dos animais ndo foram observados crescimento
bacteriano e 22,2% (2/9) dos animais mantiveram-se com exame de cultura positivo.
No exame histologico, ndo houve diferenca estatistica entre 0os grupos apos
tratamento (P>0,05). Portanto, conclui-se que o tratamento com o0zonio reduz a
contagem de PMNSs e foi eficaz nas endometrites infecciosas causadas por bactérias

gram negativas.

Palavras-chave: bactéria, equino, infec¢éo uterina, ozénio, terapia.



ABSTRACT

Endometritis is a frequent inflammatory process in the uterus of mares, negatively
interfering with the reproductive efficiency of the herd, mainly caused by inefficient
cleaning of the uterus in removing invasive agents such as bacteria, sperm and
inflammatory by-products. The use of lactated Ringer's solution infusions is a routine
practice in equine reproduction biotechnologies. Therefore, the objective was to
evaluate the effect of uterine lavage with ozonated lactated Ringer's solution in mares
with endometritis. Eighteen mares of the Mangalarga Marchador, Quarter Horse and
crossbred breeds were used, 1 donor and 17 recipients of embryos, with a history of
subfertility, difficulty getting pregnant, with the presence of uterine fluid and recipients
of embryos that obtained 2 or more negative diagnoses of pregnancy after embryo
transfer. The selected mares were monitored during two consecutive estrous cycles
and separated into two groups, the control group GRL (n=9) received the treatment of
uterine lavage with lactated ringer serum without the use of ozone; the GO group (n=9)
received uterine lavage treatment with ringer lactate serum at a concentration of 50
mcg for 10 minutes. Cytology exams, microbiological culture and uterine biopsy were
collected before and after treatments to evaluate the results. After the treatment, it was
observed that 9 (100%) animals from the GRL remained with the positive cytological
exam and in the GO 6 (66.6%) animals obtained negative cytology. In GO, 3 (33.3%)
animals showed no change in the degree of inflammation and 6 (66.6%) showed
improvement, with a decrease in the inflammatory response, determined by the
decrease in the number of neutrophils. In the post-treatment bacterial culture analysis,
it was identified that in GO 77.7% (7/9) of the animals did not observe bacterial growth
and 22.2% (2/9) of the animals remained with a positive culture test. In the histological
examination, there was no statistical difference between the groups after treatment
(P>0.05). Therefore, it is concluded that ozone treatment reduces PMNs count and

was effective in infectious endometritis caused by gram negative bacteria.

Keywords: equine, uterine infection, ozone, bacteria.
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1 INTRODUCAO

A equinocultura tem se mostrado uma atividade crescente na economia brasileira
movimentando bilhdes de reais, gerando emprego e renda. Segundo Pesquisa da
Pecuaria Municipal (PPM), realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o rebanho equino no Brasil cresceu 1,9% no ano de 2020 em comparagao
aos anos anteriores somando 6 milhdes de animais (IBGE, 2020; PPM, 2020).

Para obter éxito na producdo de equinos, faz se necessario que as matrizes e
reprodutoras disponham de boa fertilidade, principal caracteristica fisiologica no ponto
de vista econdmico. No entanto, a fertilidade das éguas pode ser afetada por multiplos
fatores, principalmente por patologias no sistema reprodutivo (VOSS, 1984). Das
afeccdes que acometem o trato reprodutivo, a endometrite € a maior causa de
infertilidade nas éguas (BRINSKO et al.,, 2011), sendo apontada como a terceira
afeccdo clinica mais comum nos equinos, apos a sindrome colica e afec¢des do trato
respiratorio (TROEDSSON, 1999).

A endometrite € um processo inflamatério frequente no Gtero das éguas,
interferindo negativamente na eficiéncia reprodutiva do rebanho, diminuindo os
indices de prenhez, aumentando a ocorréncia de repeticdo de cio e o intervalo entre
partos (RORATTO; BELTRAN, 2009). A maior causa de endometrite € devido a
limpeza ineficiente do Utero na remocdo de agentes invasivos como bactérias,
espermatozoides e subprodutos inflamatérios (GALHOS, 2018), podendo ocorrer em
éguas susceptiveis ou éguas com idade avancada, nas quais muitas vezes esse fator
esté correlacionado com a posicao do Utero e retardo na eliminacédo de fluidos uterinos
apos a cobertura, causando a infertilidade. A vulva, o complexo vestibulo-vaginal e a
cérvix sdo barreiras mecanicas, embora a fossa do clitéris e a vagina sao
consideradas reservatorios de bactérias (DASCANIO, 2011; PAPA et al., 2014).

Devido a alta prevaléncia e importancia das endometrites no sistema de
producdo de equinos, as alternativas para tratamento desta patologia tém sido muito
estudadas (SCOGGIN, 2016). Para tratar o processo patolégico a preconiza-se 0 uso
de antimicrobianos, anti-inflamatérios, lavagens uterinas (CANISSO et al., 2020) que

podem ser associados as terapias alternativas como administracdo de agentes
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mucoliticos (GORES-LINDHOLM et al, 2013), compostos quelantes (BUCZKOWSKA
et al, 2015), plasma rico em plaquetas autologo, acupuntura (SCOGGIN, 2016) e

recentemente a ozonioterapia (HEREDIA, 2013 ).

A ozonioterapia tem sido frequentemente utilizada na medicina veterinaria no
tratamento de doencas uterinas como metrite, endometrite, retencdo de placenta,
vaginite, urovagina e mastites (SAMARDZIJA et al. 2017; VILA, 2020). Tém
demonstrado resultados positivos em éguas com falhas reprodutivas, no qual, 6 éguas
emprenharam apdés tratamento com lavagens uterinas utilizando agua ozonizada
(HEREDIA, 2013). A ozonioterapia mostrou resultados muito promissores no
tratamento de distarbios puerperais em vacas, cabras e ovelhas como alternativa no
uso de antibiéticos (PURICIC et al. 2016).

Além de possuir acdo antimicrobiana, o ozénio possui grande potencial na
melhora do sistema imunoldgico (BURICIC, et al. 2015), na via intrauterina, induz o
estresse oxidativo sistémico em éguas, evidenciado pela diminuicdo da capacidade
antioxidante total e aumento da capacidade oxidante total (ALMEIDA et al., 2021) e
nao acarreta resisténcia bacteriana, além de ser um tratamento de baixo custo (VILA,
2020). O uso de infusbes da solucédo de ringer lactato € uma prética rotineira nas
biotecnologias da reproducdo equina. Diante disso, o objetivo deste estudo é avaliar
o efeito da lavagem uterina com solucéo ringer com lactato ozonizada em éguas com

endometrite.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito das lavagens uterinas com solucéo ringer com lactato ozonizada
no endométrio de éguas doadoras e receptoras subférteis e/ou com histérico de
endometrites persistentes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o efeito das mdultiplas lavagens uterinas de solucdo de ringer com
lactato ozonizada com altas concentracbes de O3, nas contagens de células

polimorfonucleares, crescimento bacteriano e/ou fungico e integridade endometrial.

b) Testar a hipétese se multiplas lavagens uterinas de solucdo de ringer com
lactato ozonizada reduzira a contagem de células polimorfonucleares, cessara o
crescimento bacteriano e/ou fangico e se a integridade endometrial retornara a

normalidade em funcédo do tempo de tratamento.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ANATOMIA DO SISTEMA REPRODUTIVO DA EGUA

O sistema reprodutivo das éguas assemelha-se as demais espécies dos animais
domésticos, porém com algumas particularidades referentes ao tamanho,
posicionamento e estrutura micro e macro anatémica (PAIVA JUNIOR, 2008). S&o
constituidos pelos ovarios, ovidutos ou tubas uterinas, Gtero, cérvix uterina, vagina e
genitalia externa que compreende o vestibulo e a vulva. Os érgéos genitais internos
sdo suspensos pelo ligamento largo, que coletivamente é composto pelo mesovario,
mesossalpinge e 0 mesométrio, que sustentam os ovarios, os ovidutos e o Utero,
respectivamente (HAFEZ et al., 2004; FRANDSON et al., 2014).

O utero é um 6rgéo tubular oco, composto por dois cornos uterinos, um corpo e
uma ceérvix, na sua porcao cranial projetam-se as tubas uterinas e na parte caudal a
vagina. E formado por trés camadas, o endométrio (mucosa), 0 miométrio (muscular)
e 0 perimétrio (serosa). Esta inserido na regido sublombar e nas paredes laterais da
cavidade pélvica pelos ligamentos largos. Nos equinos, 0s cornos possuem cerca de
25 cm de comprimento, localizam-se estritamente na cavidade abdominal e s&o
distantes entre si. (DYCE et al., 2010; SILVA, 2020). O corpo do Utero possui cerca
de 20 cm de comprimento, situa-se na cavidade abdominal e uma parte entende-se
para a cavidades pélvica (DYCE et al., 2010). Os cornos uterinos sédo desenvolvidos
a partir dos dutos paramesonéfricos direito e esquerdo, e o corpo € formado pela fusao

destes dutos deixando uma Unica cavidade (SILVA, 2020).

A cérvix é uma estrutura semelhante a um esfincter, que se projeta caudalmente
na vagina e controla o acesso ao Gtero (HAFEZ et al., 2004; KONIG et al., 2016). E
composta principalmente por tecido conjuntivo com pequenas quantidades de tecido
muscular liso, caracterizada por uma espessa parede e por um limen constrito. Na
€égua, a cérvix tem aproximadamente de 5 — 7,5 cm de comprimento, apresenta
saliéncias e aparéncia lobuladas, caracterizadas pelas dobras da mucosa e as algcas

gue se projetam para o interior da vagina (HAFEZ et al., 2004).

A cérvix permanece predominantemente fechada, exceto durante o cio (estro),
guando relaxa suavemente, permitindo a entrada dos espermatozoides no utero. O

muco produzido pela cérvix, na qual forma um tampéo que auxilia o fechamento do
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canal cervical é facilmente expelido pela vulva durante o cio e o parto (HAFEZ et al.,
2004; KONIG et al., 2016).

A vagina € a parte cranial do 6rgao copulatério feminino, que compreende a
desde o 6stio uterino externo até o éstio externo da uretra. Sua maior parte encontra-
se na regiao retroperitoneal, embora suas partes craniais sejam cobertas por periténio.
Na égua, o colo pronunciado restringe o limen da parte cranial da vagina a um espago
anular, conhecido como férnice. O vestibulo da vagina € a parte caudal do 6rgéo
copulatorio, se prolonga desde o Ostio externo da uretra até a vulva externa e combina

funcdes reprodutoras e urinarios (KONIG et al., 2016).

A vulva é formada por dois labios. A comissura dorsal € arredondada e a
comissura ventral € aguda, na égua, esse padréo € invertido. De forma analoga ao
pénis, o clitéris pode ser dividido em dois segmentos, um corpo e uma glande. O
clitéris se situa em uma fossa amplamente coberta por uma prega mucosa, 0
equivalente feminino do prepucio. Ele se torna bastante proeminente na égua durante
0 cio, quando é exposto pelos movimentos dos labios. Na égua, varios seios clitorianos
invadem a glande, o que pode abrigar 0s organismos responsaveis por metrite equina
contagiosa (HAFEZ et al., 2004; KONIG et al., 2016).

3.2 MECANISMOS DE DEFESA UTERINA

7z

O utero da égua € considerado um ambiente estéril, mantido livre de
contaminantes por meio de barreiras fisicas, sistema imunoldgico e sistema linfatico
funcional (LeBLANC, 2003). As barreiras fisicas que inibem o acesso de
microrganismos através da entrada de ar, material fecal e urina ao Utero sao a vulva,

o esfincter vestibulo-vaginal e a cérvix (FERRIS, 2017a).

3.2.1 Barreiras Fisicas

Nas éguas, independentemente do método de cobricdo, o0 sémen € depositado
diretamente na luz uterina. Neste instante, as barreiras fisicas séo ultrapassadas,
sendo o espermatozoide, as proteinas do plasma seminal, as bactérias presentes no

sémen e no pénis do garanhdo, responsaveis pela inducdo de uma resposta
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inflamatoria aguda (TROEDSSON, 1997). As deformidades na conformacao perineal
interferem nas barreiras que separam o ambiente uterino do meio exterior, podendo
ocasionar processos patoldgicos, como pneumovagina, expondo excessivamente o
Utero a agentes contaminantes e irritantes e favorecendo a instalagdo de processos
infecciosos e inflamatérios (CASLICK 1937; CAMOZZATO, 2010). Eguas com
laceracdes ou aderéncias na cérvix, com conformacédo vulvar anormal, polipos
vaginais, laceracbes perineais, fistulas retovaginais, entre outros, estdo mais
predispostas a adquirirem infecgbes uterinas persistentes, dificultando a limpeza
mecanica do utero durante o estro, acarretando acumulo excessivo de liquido durante
o diestro e impedindo o fechamento adequado da cérvix, impossibilitando a
manutencao da gestacao (CAMOZZATO, 2010; CARMONA, 2011).

3.2.2 Limpeza Fisica e Mecanica do Utero

Um método importante para a rapida eliminacdo do agente agressor e dos
componentes e subprodutos inflamatérios € a contratilidade do miométrio, que é
imprescindivel para a limpeza fisica da luz uterina (EVANS et al., 1987). Durante o
estro, a atividade de contratilidade ocorre por periodos de aproximadamente 5
minutos, sendo alternados por periodos equivalentes de repouso (JONES et
al., 1991). A resposta a agressdo ocorre rapidamente, com um aumento da
intensidade das contracdes e o desempenho deste processo requer funcionalidade

eficiente da cérvix (LEBLANC et al., 1989).

As contracbes do miométrio facilitam a drenagem ao comprimir oS vasos
linfaticos, movendo os fluidos em direcédo ao linfonodo (GUYTON, 1991). A limpeza
fisica do utero tem um papel fundamental na patogenia da endometrite persistente
pos-cobertura (TROEDSSON, 1997). As contragbes miometriais das eéguas
resistentes tendem a ocorrer em direcéo a cervix, facilitando a eliminagdo do conteudo
acumulado no lumen uterino, enquanto nas éguas susceptiveis, as contracdes
ocorrem na dire¢ao oposta, inviabilizando a eliminagéo do contetdo (REITZENSTEIN
et al., 2002). Eguas com endometrites persistentes pos-cobertura (EPPC) apresentam
contracdes uterinas mais longas e mais intensas do que as éguas que tém a limpeza
uterina normal, e as principais causas da EPPC sao as falhas na atividade mioelétrica,

liberacdo hormonal e modifica¢cdes anatdmicas uterinas (TROEDSSON, 1999).
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Pode-se afirmar que a limpeza fisica do utero &€ mais eficiente durante o estro,
uma vez que este representa o momento do ciclo estral em que a cérvix encontra-se
relaxada (CARMONA, 2011), no entanto, a limpeza ineficiente do Gtero durante este
periodo, € a maior causa de endometrite recorrente na égua, no qual, animais idosos
e com susceptibilidade apresentam disfuncdo mecanica na limpeza de subprodutos
do utero e acumulam fluidos apds inoculacdo de bactérias durante o estro
(TROEDSSON, et al., 1993). Durante o diestro, quando a cérvix esta fechada, é
provavel que os vasos linfaticos facam a reabsorcdo de fluido ou particulas
remanescentes no utero (LEBLANC et al., 1995). Entretanto, para que a drenagem
linfatica exerca sua funcdo, € fundamental uma boa contratilidade miometrial
(MALSCHITZKY et al., 2007)

Sao necessarios mais estudos para determinar se a disfungcdo miometrial se
deve a reducdo do aporte sanguineo do miométrio, a disfuncdo contractil devido a
alteracdes endocrinas ou moleculares, a diminuicdo da drenagem linfatica ou se deve
simplesmente ao fato das éguas mais velhas sofrerem inevitavelmente, devido as
multiplas gestacBes ou desvio cranio-ventral do trato reprodutivo (TROEDSSON,
1999).

3.2.3 Mecanismos Celulares e Imunolégicos de Defesa do Utero

Em situacBes em que o Utero € exposto a agentes invasivos, ocorre ativacao do
sistema imune inato. Moléculas que, comumente sdo encontradas na superficie dos
microrganismos, constituem Padrdes Moleculares associados a Patogenos (PAMP’s)
que ao se ligarem as imunoglobulinas produzidas pela mucosa uterina, ativam o
sistema complemento pela via classica através de C3 e C5 (TROEDSSON, et al.,
1997). Quando ocorre a ativacdo do sistema complemento, ha estimulos para
formacdo de leucotrienos, prostaglandina E (PgE), prostaglandina F2a (PgF2a) e
outros derivados do acido araquidonico que atuam como agentes quimiotaxicos para
neutroéfilos (PYCOCK; ALLEN, 1990).

Os neutrofilos séo os leucocitos mais abundantes no sangue periférico e migram
do vaso sanguineo para o tecido adjacente e, dele, para o processo inflamatorio
(CAMOZZATO, 2010). Sendo a célula mais importante na defesa do Utero, o neutréfilo

encontra-se presente na luz uterina cerca de 30 minutos ap0s contaminacao,
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atingindo o pico inflamatério em 12 horas (KATILA, 1995, TROEDSSON, 1997).
Deficiéncias na producado, migracao, ingestao e lise intracelular dos neutrofilos podem
ser a causa de infeccbes bacterianas resistentes a tratamentos (BRENNEIS;
HANSCH, 1993).

Apesar das bactérias serem o foco da maior parte dos estudos sobre a patogenia
da endometrite, o espermatozoide é considerado o principal causador da inflamacgéo
que ocorre apOs a cobertura, e quanto maior o nimero de espermatozoides mais
intensa é a resposta leucocitaria (FIALA et al.,, 2007; KOTILAINEN et al., 1994;
GOMES et al., 2019). O plasma seminal exerce importante efeito modulatério desta
resposta, contribuindo para o transporte de espermatozoides viaveis sem suprimir a
ligacdo dos neutrdfilos aos espermatozoides néo viaveis e bactérias (TROEDSSON
et al., 2005).

O aumento da producdo de Oxido nitrico (NO) pelo endométrio de éguas
susceptiveis apds a inseminacgdo, € descrito como causa na diminuicdo na atividade
contratii do endométrio (ALGHAMDI et al., 2005). O processo inflamatério e a
presenca de microrganismos ativam os macrofagos a produzirem NO e espécies
reativas de oxigénio (ROS), que sdo moléculas com potentes efeitos antimicrobianos,
sendo responsavel pela lise de bactérias no interior do neutrofilo (MACKAY, 2000).
Porém, o oxido nitrico tem um efeito inibitério, dose dependente, na contratilidade
uterina espontanea da égua, independentemente da camada muscular. Eguas
suscetiveis a endometrite persistente pds-cobertura exibem maior atividade total de
NOs (6xido nitrico sintetase) no endométrio em relacdo as éguas resistentes.
Concentragcdes aumentadas de Oxido nitrico no Utero de éguas suscetiveis,
juntamente com a diminui¢do da contratilidade uterina causada pelo NO constituem
um mecanismo subjacente no desenvolvimento da endometrite persistente pos-
cobertura (KHAN et al., 2017; KHAN et al., 2018).

Os eicosanoides, como a prostaglandina F2a (PgF2a) e o leucotrieno B4 (LTB4),
sdo conhecidos por terem efeitos benéficos para a integridade uterina. Ja a
prostaglandina E (PgE2) é responsavel pelo efeito inibitério da funcdo imunitaria
uterina, particularmente, fungdo dos polimorfonucleares (PMNs). A PGF2qa, além de
induzir alteragbes na permeabilidade vascular e estimular a contratilidade uterina,

induz a lutedlise. Este fendmeno causa uma reducdo da concentracdo de
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progesterona circulante, reduzindo o seu efeito imunossupressor sobre as defesas
imunitarias uterinas (LEWIS, 2004).

Os horménios predominantes durante o ciclo estral também interferem na
imunidade uterina. Eguas aciclicas tratadas com estrogeno foram capazes de
restabelecer a homeostase uterina apos a inoculacdo de coldnias de Streptococcus
zooepidemicus. Neste estudo, as éguas tratadas com progesterona ndo foram
capazes de combater os agentes invasivos e grande volume de conteudo infeccioso
acumulou-se no utero (EVANS et al., 1986). Sob acdo da progesterona ocorre
dominancia das células TH2 no qual os linfécitos periféricos produzem um fator
imunomodulatério que determina a secre¢do de interleucina 3 (IL-3), interleucina 4 (IL-
4) e interleucina 10 (IL-10), diminuindo a acdo das células natural killers (NK), que
reconhecem células estranhas no organismos, inibindo as citocinas TH1, perfil pro
inflamatorio, como o interferon-y, denominado fator de ativacdo de macrofagos
(SZKERES-BARTHO et al., 2005).

Qualqguer disturbio nos mecanismos de defesa pode permitir a colonizacdo do
Gtero por bactérias patogénicas levando a cronicidade do processo infeccioso (EVANS
et al., 1987).

3.3 ENDOMETRITES

A endometrite € um processo inflamatério frequente no Utero das éguas,
interferindo negativamente na eficiéncia reprodutiva do rebanho, diminuindo os
indices de prenhez, aumentando a ocorréncia de repeticao de cio e o intervalo entre
partos (RORATTO; BELTRAN, 2009). A maior causa de endometrite é devido a
limpeza ineficiente do Utero na remocdo de agentes invasivos como bactérias,
espermatozoides e subprodutos inflamatérios (GALHOS, 2018), podendo ocorrer em
éguas susceptiveis ou éguas com idade avancada, nas quais muitas vezes esse fator
esta correlacionado com a posicao do Utero e retardo na eliminacéo de fluidos uterinos
apos a cobertura, causando a infertilidade. A vulva, o complexo vestibulo-vaginal e a
cérvix sdo barreiras mecanicas, embora a fossa do clitéris e a vagina sao
consideradas reservatorios de bactérias (DASCANIO, 2011; PAPA et al., 2014).



22

O comprometimento uterino, muitas vezes, pode estar relacionado a presenca de
bactérias aerobicas, que, devido a defeitos na conformacao perineal, podem resultar
em pneumovagina e urovagina, e quando existem fezes acumuladas na regiéo vulvar,
estas sdo também aspiradas para a vagina, ocasionando a contaminacdo fecal
(LEBLANC; MCKINNON 2011; PAPA et al., 2014). A exposicdo ao pénis e ao sémen
do garanhdo também promovem a entrada de bactérias no trato reprodutivo, assim
como a infusdo de substancias inadequadas no Utero, causando processos irritativos
e infecciosos (BRINSKO et al., 2011).

As éguas podem ser divididas em dois grupos, as suscetiveis e as resistentes,
conforme a capacidade dos neutrofilos fagocitarem os agentes bacterianos e a
capacidade de sua musculatura uterina eliminar mecanicamente o conteudo em até
96 horas (WATSON, 1988). As éguas suscetiveis sdo aquelas que tém propensao
para desenvolver endometrite persistente, especialmente devido a dificuldade na
eliminacdo de subprodutos da inflamacgéo e detritos, apdés o parto ou cobrigcdo. As
éguas resistentes sdo aquelas que respondem a invasao bacteriana com mecanismo
altamente eficiente e conseguem executar uma rapida e eficaz depuracédo do Utero
(ASBURY et al., 1982; LEBLANC; CAUSEY, 2009).

3.3.1 Classificacdo da Endometrites

As endometrites podem ser de carater subclinica, podendo ocorrer no pés-parto,
ou ainda mais especifica, classificada de acordo com a etiologia e fisiopatologia como
infecciosa crbnica, fangica, persistente pdés-cobertura, crénica degenerativa ou
causada por bactérias sexualmente transmissiveis (FACTOR, 2019). Essas
categorias ndo sao absolutas, algumas éguas podem mudar de categoria entre uma
estacdo e outra, até mesmo dentro da mesma estacdo de monta ou podem se ajustar
em mais de uma categoria (WATSON, 2000).

3.3.2 Endometrite Infecciosa Crbénica

A endometrite infecciosa € a principal causa de subfertilidade em equinos e esta
mais associada a bactérias aerobicas, no entanto, bactérias anaerdbicas também
podem invadir o utero (WINGFIELD-DIGBY; RICKETTS, 1982; RICKETTS;
MACKINTOSH, 1987; RIDDLE et al., 2007). As bactérias normalmente isoladas em
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éguas com infeccdo uterina sdo Streptococcus zooepidemicus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp. e Klebsiella pneumoniae (NIELSEN et
al., 2010; TROEDSSON, 2011). Outras bactérias aerdbias isoladas incluem
Corynebacterium spp., Staphylococcus spp., Enterobacter spp., Actinobacter spp.,
Proteus spp. e Citrobacter spp. (TROEDSSON, 2011).

Entre as bactérias supracitadas, Streptococcus zooepidemicus e Escherichia
coli sdo as maiores causadoras de endometrite aguda e cronica, respectivamente
(ALBIHN et al., 2003; FRONTOSO et al., 2008). E importante ressaltar que o
Streptococcus zooepidemicus também demonstrou causar infeccfes latentes e
profundas no endométrio das éguas, tornando-as resistentes as terapias tradicionais
(PETERSEN et al., 2015).

Nas inflamacdes cronicas ha perda do epitélio e da camada de muco protetora,
favorecendo a aderéncia das bactérias a mucosa (CAUSEY et al., 2008). As diversas
bactérias, expressam diferentes fatores de viruléncia e formas de invadir o sistema
imunitario, resultando numa vasta diversidade de sinais clinicos, ultrassonogréficos e
achados laboratoriais (LEBLANC, 2010).

3.3.3 Endometrite Fungica

A endometrite infecciosa apresenta origem bacteriana na maioria das vezes, no
entanto, os fungos leveduriformes e menos frequente os filamentosos, sao
potencialmente patogénicos para o endométrio das éguas (GHASEMZADEH-NAVA
et al., 2004; LEBLANC, 2008). As endometrites fungicas podem ter ocorréncia solo ou
estarem associadas as bactérias (DASCANIO et al., 2010). Os fungos mais
comumente isolados nas endometrites sdo Candida spp., principalmente a Candida
albicans (DASCANIO et al., 2001; AMARAL et al., 2007), porém fungos filamentosos
dos géneros Aspergillus, Penicillium, Mucor e Trichosporon também podem estar
relacionados (AMARAL et al., 2007).

A maior parte da endometrites fungicas séo cronicas, diagnosticadas em éguas
susceptiveis a endometrites persistentes, isto é, naquelas que apresentam falhas
fisicas, imunoldgicas ou linfaticas nos mecanismos de defasa uterino (FUMUSO et al.,

2007; BUCCA et al, 2008). Entretanto, casos agudos podem acontecer
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principalmente apds abortos com etiologia micotica (LANGONI, 1995; PETRITES-
MURPHY et al.,, 1996). Os fatores predisponentes para essa infeccdo, incluem
imunossupressao, desnutricdo, trauma tecidual, disfuncdes enddcrinas, como
distarbios da hipofise equina, alteracdes fisiolégicas associadas a prenhez ou
crescimento e alteracdes induzidas por antimicrobianos e terapia com drogas
imunossupressoras. Especificamente, antibidticos, corticosterdides e agentes
quimioterapicos tém sido implicados na alteragéo da funcdo imunolégica levando a
infec¢des fungicas oportunistas (DASCANIO, 2007).

Nas ultimas décadas houve um aumento nos casos de endometrites fungicas
(LIU; TROEDSSON, 2008; FERRIS et al., 2013). Tal fato pode ser atribuido a maior
exposicdo das éguas a fatores predisponentes para a colonizacdo fungica como
tratamentos intrauterinos com antibidticos (CARTER; CHENGAPPA, 1995;
ALVARENGA, 2008) intensa manipulacdo genital e administracdo prolongada de
progesterona e/ou hormaonios corticoides, como ocorre nas fémeas em programas de
transferéncia de embrides, enfermidades cervicais e auto contaminacgéo fecal devido
a ma-conformacéo vulvar (HINRICHS et al., 1992; NICO et al., 1994; LEBLANC, 2008;
LIU; TROEDSSON, 2008).

Encontram-se dificuldades em fazer um diagnostico preciso da endometrite
fungica. Varios fatores contribuem para isso, como a falta de direcionamento de
material uterino para a cultura fungica em meios especificos, demora no crescimento
das colbnias fangicas, necessidade de coloracdes especiais que facilitam a
visualizagdo do fungo na amostra de tecido (AMARAL et al., 2007/ ALVARENGA,
2008).

3.3.4 Endometrite Persistente P6s-Cobertura (EPPC)

A endometrite persistente pos-cobertura (EPPC) é a causa mais comum da
afeccdo em éguas e ocorre geralmente ap0s a cobertura. Apos a introducéo de
espermatozoides no Utero da égua, ocorre um processo inflamatorio passageiro no
endométrio, com o intuito de remover do Utero 0 excesso de espermatozoides,
espermatozoides defeituosos ou mortos, plasma seminal e outros agentes
contaminantes (TROEDSSON, 1999). Esse processo deve ser fisiologicamente

cessado em até 96 horas, pois o limen uterino deve estar preparado para receber o
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embrido no 5° ou 6° dia ap0s a fertilizacdo. Se a égua for susceptivel ou apresentar
afeccao, sera incapaz de superar o processo inflamatorio, afetando negativamente as
taxas de prenhez (LEBLANC; CAUSEY, 2009; BRINSKO et al., 2011).

As éguas resistentes a EPPC sdo capazes de ativarem os neutrofilos e
fagocitarem os agentes bacterianos e em conjunto com a contracdo miometrial,
eliminarem mecanicamente o fluido espermatico, tornando este mecanismo altamente
eficiente, junto com o plasma seminal, contribuindo para o transporte e sobrevivéncia
dos espermatozoides viaveis, assim como para eliminarem os nao viaveis; modelando
desta forma a resposta inflamatéria, o que ndo ocorre em éguas susceptiveis
(FACTOR, 2019).

Eguas susceptiveis sdo caracterizadas por serem incapazes de eliminar o
processo inflamatério em até 96 horas apds a cobertura. Geralmente estas éguas
apresentam algumas caracteristicas em comum como a idade avangada, historico de
endometrites e falhas reprodutivas em algumas estacées de monta (TROEDSSON,
1997). Apresentam ambiente uterino desfavoravel a gestacdo, com manutencao de
edema uterino durante 3-5 dias apds a inseminacédo, podendo ocorrer liberacdo
constante de prostaglandina devido a inflamacao, levando a lutedlise e baixas
concentracbes de progesterona para manutencdo da prenhez (CAUSEY, 2006;
TROEDSSON, 2006; LEBLANC; CAUSEY, 2009).

As éguas susceptiveis a EPPC séo predispostas a desenvolverem infeccbes
crbnicas em decorréncia da capacidade das bactérias e dos fungos produzirem
biofiime (FERRIS, 2014; BEEHAN et al., 2015; FERRIS, 2017). O biofilme é um
agregado complexo de microrganismos e suas secrecdes, substancias poliméricas
extracelulares (STOODLEY et al., 2002), conferem a habilidade dos microrganismos
evadirem o sistema imune (JENSEN et al., 1990; MUSTOE, 2004; SHAH et al., 2006;
THURLOW et al., 2011). O biofilme funciona como uma barreira para a difusdo dos
antimicrobianos, com sua penetracdo limitada, resulta em resisténcia a terapia
antimicrobiana, particularidade quando comparada a infeccdo por bactérias
planctonicas (BROWN et al., 1988; ANWAR et al., 1992; MAH e O'TOOLE, 2001).
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3.3.5 Endometrite Crénica Degenerativa

A endometrite crbnica degenerativa, também conhecida como endometrose, é
definida como uma fibrose periglandular e estromal ativa ou inativa, incluindo
alteracdes glandulares com lacunas fibréticas (MOREIRA, 2011). Esta afeccdo pode
ser caracterizada por alteracdes crénicas e degenerativas do endométrio como fibrose
periglandular, estase linfatica e dilatacdo glandular e o primeiro sinal da endometriose
€ a morfologia atipica e diferenciacdo funcional das células do estroma endometrial
periglandular (BRITO; BARTH, 2003).

A endometrose pode ocorrer em funcdo da idade, uma vez que vem sendo
observada em éguas idosas sem historico de endometrites, sugerindo que a fibrose
degenerativa do endométrio pode ser resultante do envelhecimento ao invés do
processo inflamatério (BRITO; BARTH, 2003). Este processo pode ser agravado nas
éguas multiparas. Sucessivas endometrites agudas e o uso de agentes irritantes em

infusdes uterinas também podem provocar a endometrose (CAMOZZATO, 2010).

Quando ha leséo tecidual, a persisténcia de neutréfilos pode ocasionar uma
inflamacdo crénica, gerando a fibrose pela ativacdo de miofibroblastos
(CHRYSANTHOPOQULOU et al., 2014). Ao contrario do que acontece nos casos de
inflamacéo, a fibrose representa uma alteracéo permanente e sem resolucéo clinica
(DASCANIO; MCCUE, 2014), sendo diagnosticado por meio de biépsia endometrial e
classificada de acordo com o grau de fibrose (LEHMANN et al., 2011).

3.3.6 Endometrite Sexualmente Transmissivel

A endometrite contagiosa equina € uma doenca sexualmente transmissivel,
também conhecida por metrite contagiosa equina (MCE) é causada pelas bactérias
Taylorella equigenitalis, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae
(TROEDSSON, 1997). A bactéria Taylorella equigenitalis é altamente contagiosa,
patogénica e de declaracéo obrigatoria a OIE (OIE,2012).

A transmissao ocorre, principalmente, através do coito, porém pode ocorrer pela
inseminacao artificial ou por vetores mecanicos. Os garanhdes séo carreadores

assintomaticos e a bactéria pode persistir por meses ou anos na superficie do pénis e
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no esmegma do prepucio. As éguas contaminadas apresentam a bactéria na regiao
do clitéris, e normalmente desenvolvem sintomatologia apdés 10 a 14 dias apés a
cobertura, apresentando desde uma endometrite leve, até uma secrecao
mucopurulenta severa e uma infertilidade temporéria, podendo ocorrer casos de
aborto. Algumas éguas podem ser assintomaticas e apesentarem apenas reducao na
fertilidade. Os potros podem se contaminarem no nascimento e se tornarem
portadores assintomaticos por longos periodos (MOREIRA, 2011). O diagndstico é
baseado na sintomatologia clinica e pelo isolamento das bactérias no trato reprodutivo
da égua (CAMOZZATO, 2010).

3.4 DIAGNOSTICO

O diagnéstico das endometrites baseia-se numa abordagem multimodal
incluindo historico clinico e reprodutivo detalhado. Palpacao transretal com auxilio da
ultrassonografia, cultura bacterioldgica e fungica, citologia endometrial e biopsia
uterinas (AMORIM et al.,, 2016) sdo os exames mais utilizados para diagnosticar
endometrite em éguas (NIELSEN, 2005).

A interpretacdo dos achados bacterioldgicos associados com os citolégicos
sdo importantes, pois asseguram a existéncia de uma infeccdo em decorréncia da
presenca de neutrofilos no exame citologico. A presenca de neutrofilos tem maior
relevancia que a identificacdo de bactérias, ja que existe uma flora bacteriana normal
nos tratos reprodutivos do garanhdo e da égua (HAFEZ, et al., 2004). Para
confiabilidade das andlises laboratoriais é preciso eficacia na obtencdo das amostras
endometriais submetidas a citologia, cultura e/ou avaliacéo histopatologica (FACTOR,
2019).

3.4.1 Cultura Microbiol6gica de Lavados Uterinos

A cultura uterina deve ser realizada previamente ao exame citolégico ou
bidpsia, para a obtencdo de amostras livre de contaminacao iatrogénica, com o intuito
de examinar o crescimento microbiologico de fungos e bactérias. Pode ser feita com

0 swab, pelo lavado uterino de baixo volume ou pela biépsia (NIELSEN et al., 2012).
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A técnica do lavado de baixo volume (LBV) foi descrita em 1988, com a
finalidade de ser utilizada para os exames de cultura e citologia uterina (BALL, 1988).
Esta técnica, consiste na infusdo de um pequeno volume de solucao estéril (60 a 150
mL) no Utero através de uma sonda estéril (LEBLANC et al., 2007). Apos a infusao, o
fluido é distribuido por todo o Utero através da manipulacdo transretal uterina e o
efluente é entéo coletado por fluxo gravitacional ou suc¢éao, podendo ser auxiliado por

administracdo intravenosa de ocitocina. O efluente é centrifugado e o pellet
sedimentado é submetido as avaliag6es (LINTON; SERTICH, 2016).

A técnica de LBV permite a avaliacdo do efluente resultante do lavado,
diminuindo a taxa de falsos positivos se houver associacdo de testes adicionais
gue possam indicar a inflamacéo, tais como, a aparéncia de efluente, o pH e/ou a
presenca de detritos, 0 que aumenta ainda mais a sensibilidade deste método de
diagnoéstico (LEBLANC et al., 2007; COCCHIA et al., 2012). Quanto a celularidade
e a presenca de secrecdo ou muco, o efluente pode ser classificado em normal,
quando limpido e translucido, ou anormal, quando turvo, purulento ou com presenca
de muco (LEBLANC et al., 2007).

A vantagem da técnica de LBV, é permitir a amostragem de uma area maior do
endométrio, mais representativa do que os coletores comerciais (swabs) ou a biépsia
endometrial, uma vez que as infec¢cdes podem ser focais e ndo difusas em todo o
endométrio (LEBLANC, 2008). Em casos de éguas que foram consideradas negativas
para o crescimento bacteriano a partir de swabs, mas que possuem sinais de
endometrite, como liquido intrauterino, presenca de polimorfonucleares no exame
histol6gico e/ou edema uterino exacerbado, LBV pode ser utilizado para aumentar as
chances de isolamento de microrganismos uterinos e proporcionar o exame de
susceptibilidade a antimicrobianos (LINTON; SERTICH, 2016).

Em contraste, apesar de permitir amostragem de uma &rea maior do
endométrio, a coleta celular € diluida no contetdo luminal, muco e/ou exsudados de
uma grande superficie uterina. Entretanto, a principal desvantagem do LBV & em
relacdo a praticidade, uma vez que, € necessaria uma etapa extra, envolvendo a
centrifugacéo e posterior suspenséo celular, além da utilizacdo de mais instrumentos

em comparacao as demais técnicas. (COCCHIA et al., 2012).
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3.4.2 Citologia Uterina

O exame citologico do endométrio das éguas envolve a coleta e a interpretacao
das células que revestem o utero e seu lumen (MCCUE, 2008). O exame é
frequentemente realizado na rotina de éguas destinadas a reproducao, sendo junto
com a cultura uterina, o mais utilizado para o diagnéstico da endometrite
(LEBLANC, 2008). Isto ocorre devido a forma rapida de diagnosticar o processo
inflamatorio, uma vez que demonstra resultados pouco tempo apds a coleta da
amostra, além de apresentar baixo custo e ser de facil execu¢cdo (KOZDROWSKI et
al., 2015; CANISSO et al., 2016).

A citologia pode detectar a presenca de col6nias bacterianas, hifas, fungos e
cristais de urina (FERRIS et al., 2015). As amostras de citologia endometrial podem
ser obtidas através de swab com ponta de algod&o simples ou dupla, escova citolégica
ou lavado uterino de baixo volume (COCCHIA et al., 2012; BOHN et al., 2014; FERRIS
et al., 2015).

Independente da técnica escolhida, inicia-se o procedimento com a preparacao
e higienizacao da regido perineal, a qual envolve a palpacéo transretal para remocao
das fezes e limpeza do reto, proporcionando melhor a avaliagdo da condi¢édo uterina.
ApOs este procedimento, isola-se a cauda lateralmente por meio de ataduras,
realizando-se a assepsia da regido perineal com agua e detergente neutro seguida
por clorexidine 2% e secagem da regido (FACTOR, 2019).

Na técnica de lavado uterino de baixo volume seguida de centrifugacdo, a
solugdo uterina recuperada em tubo graduado deve ser homogeneizada e
imediatamente transferida para tubos de 50mL, sendo armazenada a 4°C, seguida de
centrifugacéo (400 rpm por dez minutos). Apos a obtencéo do pellet, o sobrenadante
€ descartado, permanecendo 2ml para homogeneizacéo e extensdo do mesmo sobre
a superficie da lamina e posterior coloragéo para esfregaco citologico (COCCHIA et
al., 2012; DIEL et al., 2016).

Apoés a coleta da amostra, € recomendado fazer imediatamente o esfregaco
(LEBLANC, 2011). As laminas com os esfregagos devem ser deixadas secar ao ar ou,
se a coloragdo for apds 12h da coleta das amostras, utiliza-se um fixador para manter

a arquitetura celular. A avaliagdo das laminas deve ser sistematica e minuciosa, sendo
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realizada primeiramente com baixa ampliacdo para determinar se ha celularidade
suficiente para fornecer interpretacdo precisa. Se a amostra for determinada como
apta, a lamina é avaliada a uma ampliacdo de 400 vezes e 1000 vezes em imersao
de 6leo, em multiplos campos, examinando a presenca de células epiteliais uterinas,
glébulos brancos, detritos, glébulos vermelhos, bactérias, leveduras, organismos

fungicos e espermatozoides (FERRIS, 2016).

A avaliacdo da inflamacdo em esfregacos citologicos, pode ser baseada
principalmente em dois métodos, na determinacdo do numero de PMNs por
campo e pela porcentagem de PMNSs, presentes em relacdo as células endometriais
(COCCHIA et al., 2012; KOZDROWSKI et al., 2015). O nimero de células contadas é
variavel de acordo com os estudos, embora Overbeck et al. (2013) tenha descrito a
contagem de 300 células totais para o estabelecimento das relacfes células epiteliais

e neutrofilos suficientes para o diagndstico.

Na avaliacdo de PMNs por campo de alta poténcia RIDDLE et al. (2007),
LEBLANC (2011) e COCCHIA et al. (2012), determinaram que dez campos de alta
poténcia (em aumento de 400 vezes) de cada esfregaco fossem escolhidos
aleatoriamente e avaliados, sendo o numero médio de PMNs encontrado entre eles o
resultado, que serviria como avaliacao da gravidade da inflamacdo no endométrio da
seguinte forma: 0 a 2 sem inflamacdo; 2 a 5 inflamacdo moderada; maior que 5

inflamacéo grave.

A avaliacdo da porcentagem de PMNs em relacdo as células epiteliais
€ determinada pela contagem de 200 a 400 células totais a microscopia,
independentemente do nimero de campos. Esta técnica tem sido considerada a mais
adequada, uma vez que, diferentes celularidades, de diferentes métodos de coleta de
material, sdo avaliados com mesmo critério. Porém, a porcentagem minima de PMNs
para estipular o grau de inflamacéo da égua e a gravidade do processo quando esta
presente, ainda difere entre estudos. Isto ocorre devido a falta de consenso sobre o
valor fisiolégico de PMNs durante a fase de estro, uma vez que, nesta fase a migracao
de neutréfilos para o limen uterino € maior devido a predominancia do estrégeno
(SOARES, 2017)

As porcentagens minimas para a determinacao da inflamacao variam de 0,5 a

5%, de acordo com os autores (LEBLANC, 2011). A porcentagem minima de 0,5% foi
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descrita (DIGBY; RICKETTS, 1982; NIELSEN, 2005; RIDDLE et al.,, 2007,
CHRISTOFFERSEN et al., 2015), classificando a endometrite em negativa quando
possuia menor que 0,5%, leve quando possuia de 0,5 a 5%, moderada quando
possuia de 5 a 30% e grave quando possuia mais que 30% de PMNs (RICKETTS;
MACKINTOSH, 1987; FALOMO et al., 2006).

KOZDROWSKI et al. (2015), comparando os dois critérios de avaliacéo,
porcentagem de PMNs e o numero de PMNs em campos de alta poténcia,
encontraram um diagnostico mais sensivel de endometrite nos esfregacos

avaliados de acordo com a porcentagem de PMNSs.

3.4.3 Histologia Endometrial

O estudo da arquitetura do endométrio € uma ferramenta importante na
avaliacdo da integridade uterina e revela dados impossiveis de serem diagnosticados
através de exame clinico (DLUGOLECKA et al., 2019). A biopsia uterina refere-se ao
fragmento de tecido coletado do endométrio para posterior avaliacdo histologica a fim
de detectar a presenca de infeccdo aguda ou cronica e auxiliar no diagnéstico de
degeneracdo endometrial. O resultado da bidpsia permite um prognéstico sobre o
potencial reprodutivo da fémea e avalia a capacidade do Utero levar a gestacdo a
termo de forma eficiente até a paricdo (KENNEY, 1975), bem como orientar o

tratamento e manejo reprodutivo (KENNEY, 1978)

Na maioria dos casos, um fragmento de biépsia quando combinado com um
completo exame clinico, detém de informacdes adequadas sobre a condicdo do
endométrio da égua (GORDON; SARTIN, 1986). Porém alguns autores preconizam
gue apenas uma amostra de bidpsia para avaliacdo histoldégica ndo € totalmente
representativa de todo o utero (DYBDAL et al., 1991; FIALA et al., 2010), podendo ser
avaliada a necessidade da coleta de multiplas amostras em algumas éguas (MCCUE,
2008). Em contraste com estas observagbes, OVERBECK et al. (2013) né&o
encontraram diferengas significativas nos numeros de PMNs em material de biopsia

coletado post-mortem de diferentes localiza¢c6es do Utero equino.

A deteccdo de PMNs no estrato compacto do endométrio durante o exame

histologico € geralmente utilizado como referéncia ou “padrdo ouro” para
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diagnosticar qualquer forma de endometrite na égua (KENEY; DOIG, 1986; NIELSEN,
2005; LEBLANC et al., 2007; OVERBECK et al.,, 2011, NIELSEN et al., 2012;
KOZDROWSKI et al., 2015).

Apos a coleta da biépsia endometrial, o fragmento deve ser imediatamente
acondicionado em solucédo fixadora até o seu processamento, com objetivo de
manter as estruturas histolégicas, sendo o formol neutro 10% e
o liquido de Bouin os mais utilizados com esta finalidade. O periodo minimo e maximo
gue o fragmento pode ficar na solucéo fixadora vai variar com o tipo de fixador utilizado
(SOARES, 2017). Bactérias aderentes ao tecido endometrial foram detectadas em um
namero significativamente maior em amostras fixadas na solu¢éo de Bouin do que em
formalina 10%, apds procedimento de rotina. Neste estudo, a deteccdo de P.
aeruginosa aderente ao tecido do endométrio equino era dependente do fixador
(FERRIS et al., 2017b).

KENNEY e DOIG em 1986, propuseram um sistema de classificagdo dos
achados histologicos em escores a partir de bidpsias endometriais, que
posteriormente foi adaptado por SCHOON et al. (1992), e se tornou um dos mais
utilizados até os dias atuais. O Sistema consiste em classificar as éguas em quatro
categorias de acordo com as alteracbes agudas e crbnicas observadas na
histopatologia do endométrio, tais como alteracfes glandulares, vasos sanguineos e

linfaticos, além de alteracdes inflamatdrias e fibrose.

A categoria 1 refere-se ao tecido saudavel, sem alteracdes. Ja a categoria 2 foi
subdividida em “A”, referente a inflamacao e fibrose leves, e “B”, referente a
inflamacédo e fibrose moderadas. A categoria 3, refere-se a inflamacéo e fibroses
graves. Eguas incluidas nas categorias 2 e 3 sdo consideradas potencialmente
susceptiveis a endometrite, enquanto éguas na categoria 1 sdo geralmente
resistentes. Este sistema também auxilia no progndstico dos animais, uma vez que
quanto mais alteracdes ocorrem no endométrio, maior o grau de classificacao,
menores as chances das éguas se tornarem gestantes ou manterem
uma gestacdo (KENNEY; DOIG 1986).
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3.5 TRATAMENTOS

Diante da importancia das endometrites nos sistemas de reproducdo de
equinos, as alternativas para tratamento desta patologia tém sido muito estudadas
(SCOGGIN, 2016). Faz-se necessario conhecer profundamente a fisiopatologia dos
agentes causadores, para compreender e identificar a causa priméria das
endometrites e assim estabelecer o protocolo de tratamento mais adequado (FERRIS,
2017).

Terapias convencionais preconizam o uso de antimicrobianos, anti-inflamatorios,
lavagens uterinas com intuito de reestabelecer os mecanismos de defesas naturais
(CANISSO et al., 2020). No entanto, com a falta de respostas as terapias tradicionais
e 0 aumento da prevaléncia de resisténcia antimicrobiana dos patdgenos, foram
desenvolvidas terapias alternativas para tratar éguas com endometrite crénica
(SCOGGIN, 2016). Para debelar o processo patologico, a literatura prescreve a
associacao das terapias convencionais com a administracdo de agentes mucoliticos,
compostos quelantes, plasma rico em plaguetas autélogo, acupuntura
(BUCZKOWSKA et al., 2015; GORES-LINDHOLM et al., 2013; SCOGGIN, 2016) e
lavagens uterinas com solugao ozonizada (HEREDIA, 2013).

Lavagens uterinas sao descritas na literatura e recomendadas para uso de
forma estratégica no tratamento pds cobertura das éguas com excessivo acumulo de
liquido intrauterino e susceptiveis a endometrites (BRINSKO et al., 2003;
BUCZKOWSKA et al., 2015; SCOGGIN, 2016). Geralmente volumes de 2 litros por
lavagem sé&o suficientes para obter uma boa distensdo da parede uterina e permitir o
contato da solucéo infundida com toda a superficie mucosa (MATTOS et al., 1997a).
As solucbes cristaldides como o Ringer Lactato (LRS) e solu¢éo salina 0,9% séo as
mais utilizadas nas lavagens uterina em éguas (VANDERWALL; WOODS, 2003).
Entretanto, estudos demonstram que bactérias como Escherichia coli, podem utilizar
o lactato presente no LRS (HUA et al., 2007) como substrato para o seu crescimento
(EISENBERG; DOBROGOSZ, 1967). Estas solu¢des podem ser enriquecidas com
potentes antissépticos e aditivos a fim de quebrar o biofilme como os agentes

mucoliticos (N-acestilcisteina e dimetilsulféxido) (CANISSO et al., 2020).

As lavagens uterinas auxiliam fisicamente na remog¢édo dos microrganismos,

detritos, células e mediadores inflamatdrios e células espermaticas mortas do limen
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uterino (BRINSKO et al., 2003; VANDERWALL; WOODS, 2003; KNUTTI et al., 2010).
Podem ser realizadas a qualquer momento antes da cobertura, ou quatro horas apés
a cobertura. Este é considerado o tempo minimo necessario para o esperma atingir a
tuba uterina, sem interferéncia na fertilidade (BRINSKO et al., 1990; BRINSKO et al.,
1991; FIALA et al., 2007).

As lavagens uterinas com solugbes ozonizadas tém sido utilizadas para
tratamento de endometrites nas éguas. Além de possuir acdo antimicrobiana, o 0z6nio
possui grande potencial na melhora do sistema imunolégico, ndo acarreta resisténcia

bacteriana, além de ser um tratamento de baixo custo (VILA, 2020).

O ozbnio (O3) é composto por trés atomos de oxigénio (O2), unidos por ligacdes
simples e duplas, € considerado um alotropo triatbmico do oxigénio, com potencial
oxidante muito maior do que a molécula diatdmica. E um gés instavel, altamente
volatil, incolor e com odor caracteristico (CUNHA, 2010). Estd presente na
estratosfera, resultante da acédo da radiacdo ultravioleta emitida pelo sol nas
moléculas de oxigénio. Forma-se quando as moléculas de oxigénio (O2) se rompem,
sendo que, os atomos separados, combinam-se individualmente com outras
moléculas de oxigénio (KIRCHHOFF, 1995).

O ozobnio foi descoberto em 1781 pelo médico holandés Martinus van Marun,
porém foi publicado pelo quimico alemédo Christian Friedrich Schoenbein, em 1840,
que estudando correntes elétricas em agua notou a producao de um gas de odor forte
e caracteristico, nomeando de “ozon”, derivado do termo grego “ozein”, aquilo que
cheira. Em 1857 o engenheiro e inventor Ernst Werner von Siemens construiu o
primeiro gerador de 0z6nio em Berlim dando origem a uma série de projetos-pilotos e

possibilitando experimentacdes terapéuticas com o gas (LUKES et al., 2006).

Um dos primeiros relatos da aplicagéo clinica do ozénio foram em soldados nos
hospitais militares que recebiam feridos da Primeira Guerra Mundial. O oz6nio era
utilizado topicamente em feridas infectadas e em curativos pos-operatorios. No
mesmo momento utilizaram o 0zoénio na forma gasosa, para tratamento de soldados
afetados por gangrena gasosa devido a bactérias anaerdbicas muito sensiveis ao
oz6nio (STROKER et al., 1916; STROKER et al., 1917).

Nos ultimos anos a ozonioterapia tem sido cada vez mais desenvolvida e difundida

em razdo dos seus efeitos benéficos, que sdo alcangados através de uma reacdo
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qguimica inicial, que se origina a partir do contato de cada molécula de O3 com as
ligacdes duplas de cadeia lipidicas que constituem as paredes das membranas
celulares, produzidos através de suas diversas formas de aplicacdo. Através dessa
reacdo geram uma seérie de segundo mensageiros, os peroxidos de hidrogénio,
hidroperoxidos, ozonideos e lipidios oxidados, que sédo os responsaveis por modular
e estimular tanto as respostas antioxidantes sistémicas, quanto a resposta
imunoldgica do hospedeiro (RODRIGUEZ et al., 2018; Almeida et al., 2021). Penetrar
a camada lipidica das membranas celulares esta entre as principais a¢des do peroxido
de hidrogénio e outros ozonideos (VARGAS et al., 2019).

O o0zb6nio pode ser produzido artificialmente com o uso de um gerador formando
0 gas com a passagem do oxigénio puro através de uma descarga elétrica de alta
voltagem e frequéncia (SIMEK; CLUPEK, 2002). A técnica consiste na utilizacdo de
uma mistura dos gases oxigénio e ozonio, por diversas vias de administracdo. Nos
equinos o ozonio pode ser utilizado pela via sistémica, via retal, muscular e auto-
hemoterapia, ou através da aplicacdo local pelas vias subcutanea, intrasinovial,
intrarticular, intravesical, intradssea, intraperitoneal, intracavitaria, intrauterina,

subfacial, peritendinosa, epidural, intramuscular e transcutanea (VIGLINO, 2008).

De acordo com a indicacgao e tipo de aplicacdo, a concentracao pode variar entre
3 e 60 mg/L correspondendo a uma mistura de oxigénio-ozénio em relacdes entre
0,05% de o0z6nio a 99.95% de oxigénio e 5% de 0zbnio a 95% de oxigénio. O médico
veterinario habilitado devera determinar a dose adequada e a via de aplicacdo de
acordo com a indicacao e as condi¢cdes do paciente (OLIVEIRA, 2007). Segundo a
Associacdo Brasileira de Ozonioterapia (ABOZ), pelo fato da molécula de O3 ser
guimicamente instavel, sua forma medicinal sempre é preparada imediatamente antes
do uso, para administracdo imediata. A molécula de O3 possui meia vida de 40
minutos a 20°C - 25°C, e se decompde a partir desse momento, em oxigénio. A
velocidade de decomposicao vai depender da temperatura ambiente (BECK et al.,
1998; BULIES, 2005; RIFA, 2005; BOCCI, 2006). De acordo com Beck et al. (1998),
55 mL de O3 no seu estado gasoso, dentro de uma seringa, tem uma meia vida de 50

minutos.

A ozonioterapia tem sido utilizada para tratar endometrites persistentes. Segundo
Zobel (2013), o tratamento intrauterino com O3 proporciona um ambiente mais

favoravel para inseminagdo e fertilizagdo, através da reducdo dos efeitos
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espermicidas e da inflamacédo decorrente da endometrite. O mecanismo de acao
ocorre por meio da reducdo do quadro inflamatério, da melhora da perfusdo dos

tecidos lesados e da ativacdo do sistema imune, com base na produc¢ao de citocinas.

O potencial desinfetante do oz6nio atribui-se a sua capacidade de romper a
membrana celular dos microorganismos, causando extravasamento de ions e
moléculas intracelulares, desencadeando a morte celular (ZHANG et al.,, 2016;
DURRANI, 2017), bem como causar ruptura do biofilme uterino (VARGAS et al.,
2019).

Em éguas, lavagens uterinas utilizando agua ozonizada produziu
resultados interessantes para tratamento de éguas com falha reprodutiva. No estudo,
6 éguas com historico de falha reprodutiva emprenharam apds o tratamento
(HEREDIA, 2013). Montechiesi e Ignacio (2018) obtiveram sucesso ao tratar um caso
de endometrite por Pseudomonas sp. utilizando lavagens uterinas com soro

ozonizado e insuflagdo do Utero com mistura de oxigénio ozénio.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 PERIODO E LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

No que diz respeito as questdes de bioética e bem-estar animal, o projeto
foi aprovado pela Comissé&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UENF protocolo n°
528). Os animais avaliados na pesquisa pertencem a propriedades localizadas no
Municipio de Campos dos Goytacazes e Cardoso Moreira, Rio de Janeiro. Os exames
laboratoriais foram realizados no Setor de Microbiologia do Hospital Veterinario da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF. O estudo foi
conduzido durante o periodo de janeiro de 2022 a dezembro de 2022.

4.2 AMOSTRAGEM

Foram utilizadas 18 éguas das racas Mangalarga Marchador, Quarto de Milha e

mesticas, sendo 1 doadora e 17 receptoras de embrides, com idade média de 7,5 £
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2,5 anos e peso médio de 400 £ 50 Kg. Os animais sao criados em sistema de pastejo
extensivo e agua potavel ad libidun, no entanto a doadora recebe dieta a base de feno

de tifton (Cynodons sp.) e sal mineral para equinos.

Foram incluidas no experimento égua doadora que apresentava quadro de
subfertilidade e dificuldade pra emprenhar, com presenca de liquido uterino e
receptoras de embrides que obtiveram 2 ou mais diagndsticos negativos de gestacao
apos transferéncia de embrido no transcorrer da estacdo de monta atual ou passada,
apresentando cultura microbiologicas positivas para bactérias HISTOLOGICO,
BIOPSIA. As receptoras eram refugos das propriedades, apresentavam escore

corporal 3 (magro), de acordo com Henneke et al. (1983).

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As éguas selecionadas foram acompanhadas durante dois ciclos estrais

consecutivos.

No 1° ciclo, as colheitas foram realizada nos primeiros dias do estro, quando
foram identificados edema de no minimo 2 (de uma escala de 0 a 5), segundo Ginther
(2007); ou quando a égua estivesse apresentando foliculo ovariano acima de 35 mm.
No 1° dia do cio, foram realizadas coleta de material biolégico para cultura
microbiolégica (lavado de baixo volume), citolégica (lavado de baixo volume) e biopsia
uterina. Obrigatoriamente as coletas seguiram essa ordem, de acordo com o nivel de
agressao tecidual, para ndo haver contaminagdes cruzadas entre as coletas. Eguas
gue estavam no diestro, foram submetidas a protocolos hormonais, a fim de antecipar

o ciclo estral. Anotar s6 prostaglandina.

O 2° ciclo corresponde ao 2° ciclo estral das éguas, onde foram realizados o0s
tratamentos, que acompanharam os primeiros dias do estro, quando foram
identificados edema de no minimo 2 (de uma escala de 0 a 5, segundo) Ginther (2007);
ou quando a égua estivesse apresentando foliculo ovariano acima de 35 mm, assim,

0 1° dia do cio, correspondeu ao 1° dia de tratamento e assim sucessivamente.

As éguas foram agrupadas de acordo com o resultado da cultura
microbiolégica. As 18 éguas apresentaram cultura positiva para bactérias, sendo

assim, o grupo controle (GRL) composto por nove éguas foi submetido a lavagem
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uterina com solucao de ringer lactato pura, por dois dias consecutivos. O GO (grupo
oz6nio), composto por nove éguas, foi submetido a duas lavagens uterinas com

solugéo ringer com lactato ozonizada, por trés dias consecutivos.

Para ozonizar a solucdo de ringer com lactato foi utilizado um equipamento
gerador de ozonio portatili modelo ZVet (Ozonebras®), na concentracdo 50 pg de
O3/mL de oxigénio obtida através da regulagem do fluxémetro de entrada de O2 em
Y4 litros por minuto permitindo uma boa taxa de borbulhamento e consequentemente
uma eficiente ozonizacdo do Ringer com lactato. O gas foi injetado continuamente
durante 10 minutos na parte inferior do frasco de ringer com lactato. Devido a
instabilidade do oz6énio em solugbes aquosas, as lavagens uterinas foram realizadas

imediatamente apds o preparo da solucao.

Nova coleta para cultura microbiologica (LBV), citologia e bidpsia uterina foram

realizadas 24 horas ap0s o ultimo dia tratamento.

4.4 COLETA DE LAVADO UTERINO

Foi realizada a palpacéo retal com acompanhamento ultrassonografico para a
identificacdo do inicio do estro das éguas. Os animais que foram identificados no cio

foram separados e posteriormente contidos adequadamente em tronco de contencéo.

A cauda foi envolvida pelo protetor de cauda e contida lateralmente, em
seguida, realizada a limpeza do reto, para evitar possiveis contaminacées com as
fezes. A higienizacdo da vulva foi realizada primariamente com sabdo neutro e
posteriormente com clorexidina degermante 2%, sendo esse processo de lavagem
repetido quantas vezes fosse necessario até que a regido perineal estivesse limpa e

a secagem foi realizada com toalhas de papel descartaveis.

Para a obtencdo do lavado de baixo volume (LBV) foi realizada a lavagem
uterina, por meio de sonda de Foley®, n° 22 (Solidor®, China) e condutos
siliconizados. Foi infundido no Gtero aproximadamente 200mL de solucao fisiologica,
seguida de massagem uterina, por via transretal para auxiliar a recuperacdo do
volume de solucédo infundida. A solucdo recuperada no proprio frasco de soro foi
homogeneizada e no laboratdrio foi transferida para tubos de 50mL tipo Falcon®. O

efluente é centrifugado (400 rpm por 10 minutos) e o pellet sedimentado foi submetido
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aos meios de culturas especificos pra crescimento fangico, Agar Saboraund, e
bacteriano, Agar Sangue e Agar Macconkey. As amostras foram incubadas em
estufas com temperatura controlada de 35 a 37°C por 48 horas para posterior

avaliacéo.

A citologia endometrial foi obtida do mesmo lavado uterino de baixo volume
seguido de centrifugacgdo utilizado para a cultura microbioldgica. Apés a centrifugacao,
0 sobrenadante foi descartado, remanescendo 2mL do “pellet” para homogeneizagéo
e confeccdo do esfregaco. Que foi realizado com a escova citoldgica deslizando
levemente em movimento rotatorios pela lamina de microscopia, seca ao ar e corada
com Kit Pandtico Répido (Laborclin® - Parand, Brasil). Apos a coloracdo as laminas
foram avaliadas por microscopia de lux (Eclipse E200, Nikon®, Tokio, Japao) em
aumento de 1000 x sob imersdo em oOleo, por um mesmo avaliador, de forma a
contabilizar a proporcdo de PMNs em relacdo a células endometriais, sendo
contabilizadas 200 células, independentemente do nimero de campos avaliados por
lamina. O resultado foi expresso em porcentagem de PMNs em relagcdo as células

endometriais.

45 BIOPSIA UTERINA

A biopsia endometrial foi realizada com a pinca de Yeoman (Botupharma®)
estéril revestida por camisa sanitaria plastica (IMV®, Franca). Ao adentrar o 6stio
caudal da cérvix a camisa sanitaria foi rompida e a pinca inserida até a extremidade
cranial do corpo, na regiao de bifurcacdo dos cornos uterinos. A mao do técnico que
esta realizando o exame € retirada da vagina e por via retal faz pressao do Utero contra
a pinca. Fecha a pinca para apreender o fragmento e traciona caudalmente para
retirada do utero. As amostras foram fixadas em solugdo de Bouin, onde
permaneceram por 24 horas e depois foram acondicionadas em alcool 70%, e
encaminhadas para o Laboratério de Anatomia Patolégica da Universidade
Estadual do Norte Fluminense onde foram preparados os cortes e corados com

hematoxilina e eosina.

Foi realizada a pesquisa e contagem de neutrofilos presentes em 5 campos de

cada corte histolégico. O resultado foi considerado positivo quando identificado 1
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neutroéfilo por campo ou mais. O numero de neutrdéfilos por campo também foi aferido
para a comparacdo dos dados anteriores e posteriores aos tratamentos do grupo

controle e grupo teste.

4.6 LAVAGENS UTERINAS

Dezoito éguas foram submetidas a lavagem uterina, destas, nove com riger com
lactato e nove com solugao ringer com lactato ozonizada. O GRL foi submetido a duas
lavagens uterinas com ringer com lactato, por dia, utilizando 1 litro por lavagem. Os
animais do GO foram submetidos ao mesmo procedimento supracitado, no entanto,
utilizando solugéo ringer com lactato ozonizada. Na primeira lavagem foi infundido 1L
da solucdo ozonizada, massageando o Utero e ap6s 3-5 minutos, o conteddo foi
drenado por gravidade e o volume mensurado, para verificar se houve retorno total do
liquido. Na segunda lavagem, repetiu o procedimento, no entanto, quando o contetudo
foi drenado, mensurou e deixou cerca de 150 mL do liquido dentro do Utero. O GRL
foi submetido as lavagens por dois dias consecutivos e o GO, por trés dias. Apés 3-4
horas do término das lavagens, do ultimo dia de tratamento de ambos 0s grupos,
foram administrados 15 Ul de ocitocina e ap6s 1 hora, 5 mg de prostaglandina f2a, a

fim de promover contracéo uterina e eliminacéo total do liquido intrauterino.
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5 ANALISES ESTATISTICAS

Apobs a execucédo dos arquivos no Microsoft Excel, foi realizada a consisténcia
dos dados verificando as varidveis e utilizando a categorizagdo estabelecida para
situacdo do animal, pode-se aplicar o teste qui-quadrado (x?), que visa verificar a
diferenca significativa entre os dois tratamentos com relacéo ao status de melhora ou
nao do animal. O nivel de significaAncia adotado foi a=0,05. Os dados referentes a
andlise citologica foram modelados ajustando uma regressao logistica, com funcéo
Logit e ajustes para sobredispersdes. Empregou-se a técnica de estatistica descritiva
por meio da distribuicdo das frequéncias relativa e absoluta para os achados

histoldgicos.
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6 RESULTADOS E DUSCUSSAO

Dos 18 animas com histérico de infertilidade selecionados para o experimento, 18
(100%) apresentaram resultado positivo no exame de citologia endometrial. A
citologia, apresentou-se dentro do esperado, no entanto, este estudo diferiu do
descrito por Takakura, 2020, que avaliando 33 animais, 22 (66,6%) apresentaram
resultado positivo e 11 (33,3%) apresentaram resultado negativo para citologia
endometrial. Assim como Rua e colaboradores (2018) que, avaliando 51 animais com
histérico de infertilidade, obtiveram 25,5% de resultados negativos no exame de

citologia endometrial.

Apés o tratamento, observou-se que 9 (100%) animais do GRL permaneceram
com o exame citologico positivo. No GO 6 (66,6%) animais obtiveram citologia

negativa e 3 (33,3%) positivas (Tabela 1).

Tabela 1- Resultado do exame citolégico antes e apés tratamento.

Positivo Negativo  Tratamento Positivo Negativo
GRL 9 (100%) 0 TO 9 (100%) 0
GO 9 (100 %) 0 T1 3 (33,3 %) 6 (66,6%)

GRL: grupo controle e GO: grupo que recebera solucéo de ringer com lactato ozonizada. TO: corresponde ao grupo que
recebeu a solugdo ringer com lactato (GRL) e T1 ao grupo que recebeu solucéo de ringer com lactato ozonizada (GO).
X2=6,25 e p =0,01242.

O resultado citologico do GO, corrobora com os achados de Takakura, 2020,
que apos o tratamento utilizando solucéo fisioldgica ozonizada, 11 (47,83%) animais
apresentaram melhora na avaliacéo citoldgica. Avila, 2020 ndo detectou diminuic&o
da média de neutrofilos, mantendo-se igual antes e apos o tratamento com infusédo de

gas ozonio intrauterino em éguas.

Dos animais considerados positivos para a citologia endometrial, 11 (61,1%)
apresentaram grau leve de inflamacédo e 7 (38,8%) grau moderado previamente ao
tratamento. Apdés a aplicacdo do tratamento controle (GRL) os 9 animais néo
apresentaram alteracdo no grau de inflamacéo. Apds a aplicacdo da solucéo ringer
com lactato ozonizada (GO), 3 (33,3%) animais ndao apresentaram alteragéo no grau

de inflamagéo e 6 (66,6%) apresentaram melhora, com a diminuicdo da resposta
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inflamatoria, determinada pela queda do numero de neutrofilos, mostrando este ser

eficaz para o controle da inflamacao (Tabela 2).

Tabela 2- Frequéncias observadas no exame citologico para classificagdo das endometrites
de acordo com a porcentagem de PMN’s antes e apds tratamento.

GRL GO TO T1
Leve 6 (66,6%) 5 (55,5%) 6 (66,6%) 3(33,3%)
Moderado 3 (33,3%) 4 (44,4%) 3(333%) -
Total 9 9 9 3

GRL: grupo controle e GO: grupo que recebera solugéo de ringer com lactato ozonizada. TO: corresponde ao grupo controle
que recebeu a solucéo ringer com lactato (GRL) e T1 ao grupo que recebeu solugdo de ringer com lactato ozonizada (GO).

No grupo controle (GRL) ndo houve diferenga significativa (P>0,01) na
porcentagem de polimorfonucleares antes e apds o tratamento. O que difere de
Canisso et al. (2020) na qual, a lavagem uterina pode reintroduzir neutrofilos viaveis
para restabelecer a degradacdo dos microrganismos, nos casos onde haja uma
estagnacdo do estado inflamatério. No entanto Takakura, 2020, relata que o grupo
gue recebeu tratamento controle, solucéo fisioldgica, 50% dos animais apresentaram
melhora no quadro citolégico.

Sobre os resultados encontrados na cultura uterina, os 18 (100%) animais

apresentaram cultura microbioldgica positiva (Tabela 3).
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Tabela 3: Resultados obtidos através da cultura microbioldgica, especificando os agentes etiolégicos e a caracterizacdo do “gram”, ates e ap0és o tratamento.

Pré-Tratamento

Pds-Tratamento

Grupos Bacteria Gram Cultura Bactéria Gram Cultura
E. Coli (3/9) - + E. Coli (3/9) - +
Pseudomonas aeruginosa (2/9) - + Pseudomonas aeruginosa (2/9) - +
GRL Streptococcus spp (1/9) + + Streptococcus spp (1/9) + +
Staphylococcus spp (3/9) + + Staphylococcus spp (3/9) + +
Corynebacterium (1/9) + + Corynebacterium (1/9) + +
E. Coli (4/9) - + E. Coli (4/9) - -
GO Pseudomonas aeruginosa (3/9) - + Pseudomonas aeruginosa (3/9) - -
Streptococcus spp (1/9) + + Streptococcus spp (1/9) + +

GRL: grupo controle e GO: grupo que recebera solugdo de ringer com lactato ozonizada.
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Dentre os agentes etiologicos encontrados na cultura pré-tratamento,
observou-se que 39% dos exames foram positivos para Escherichia coli; 28% para
Pseudomonas, 17% para Staphylococcus sp., 11% para Streptococcus sp. e 5 %para

Corynebacterium. (Figura 1).

Porcentagem de agentes etiologicos
detectados pré-tratamento

B Staphylococcus sp. B Streptococcuc sp. B Corynebacterium

Pseudomonas M Escherichia Coli

Figura 1: Figura 1: Porcentagem dos agentes etiol6gicos encontradas no exame de
cultura microbiolégica no pré-tratamento: 17 % Sthaphylococcus sp., 11%
Streptococcus sp., 5% Corynebacterium, 39% Escherichia coli, e 28% Pseudomonas.

Os agentes etiolégicos encontrados no presente estudo condizem com os
achados por Avila, 2020 que detectou a presenca de Escherichia coli,
Sthaphylococcus aureus e Streptococcus sp. e 0s descritos por LeBlanc et al., (2007)
gue obteve a predominancia da E. coli (42,2%) seguido do Streptococcus (37,6%).
Canisso et al.,, (2016) relatam que as bactérias mais comumente isoladas sao
Streptococcus, Coliformes, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Ja
com os dados obtidos no exame de cultura pés-tratamento, no GRL 100% (9/9) dos
animais mantiveram a infec¢do uterina, causados pelos mesmos agentes etioldgicos;
no GO 77,7% (7/9) dos animais ndo foram observados crescimento bacteriano e
22,2% (2/9) dos animais mantiveram-se com exame de cultura positivo. Observa-se
gue o tratamento foi eficaz para as bactérias gram negativas, e nao obteve efeito se
guer em gram positivas, o que difere do descrito por Campos et al. (2018), que
obtiveram sucesso no tratamento com infusdo do gas ozbnio de endometrites

causadas por Staphylococcus aureus. Achados no presente estudo corroboram com
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Montechiesi e Ignacio (2018), que obtiveram cultura negativa para Pseudomonas sp.,
apos tratamento com solucéo de ringer com lactato ozonizada associado a insuflacao
uterina com gas ozonio. Os resultados apresentados pelo GRL, apds o tratamento,
condizem com os obtidos por Avila, 2020, em que 57% dos animais mantiveram-se
com infeccdo uterina. Os animais que mantiveram culturas positivas ap0s ambos 0s
tratamentos, podem nédo terem sido responsivos pela presenca de biofilme, como
afirma Zargaran et al. (2017), em que tratamento ndo foi capaz de realizar a remocéo
completa dos biofilmes de Candida albicans mesmo ap6s 60 minutos de exposicao.

De acordo com a regressao logistica, aplicada pela analise estatistica, éguas
com cultura positiva para bactérias gram negativas, tratadas com solucdo de ringer
com lactato ozonizada, possuem 5,12 vezes mais chances de cura em relacao as
bactérias gram positivas. Confirmando assim a acao do ozoénio contra endometrites
infecciosas causadas por bactérias gram positivas, como foi mostrado por Rodriguez
et al. (2018), que a acao oxidante do O3 leva a destruicdo das paredes bacterianas e
das membranas citoplasmaticas de fungos, além de agir contra 0s protozoarios e
virus; e por Thanomsub et al. (2002) que demonstraram as mudancas estruturais
causadas em bactérias gram-negativas (Escherichia coli), por exposi¢cdo ao ozénio,
sendo esta bactéria também encontrada no Utero das éguas deste estudo como
causadoras da endometrite bacteriana antes do tratamento.

O presente estudo detectou que os 18 (100%) animais positivos para o exame
citologico, também obtiveram resultados positivo para cultura bacteriana (Tabela 4),
corroborando com Campos et al. (2018), que detectaram citologia e cultura positiva
em 8 éguas previamente ao tratamento de infusdo de gas ozénio intrauterino. No
entanto, difere do trabalho realizado por Overbeck et al. (2011), que obtiveram 6
amostras de citologia negativa em éguas com endometrites causada por E. coli.
Ricketts e Mackintosh (1987), documentaram que em apenas 12% das culturas
positivas, haviam evidéncias citolégicas de inflamacdo, demonstrando que a citologia
é falha quando utilizada como Unico método para diagnosticar inflamagé&o endometrial.
Langoni et al. (1994), relatam que a chance de se obter exame citologico positivo
associado ao exame microbioldgico também positivo foi de 4,13 vezes mais do que a
chance de se ter um resultado de citologia negativo e bacteriolégico positivo, ou seja,

o resultado é de grande valia correlacionado com a bacteriologia.
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Tabela 4: Resultados referentes ao exame de citologia e cultura bacteriana dos grupos GRL e GO

antes do tratamento.

Grupos Citologia Bactéria Gram Cultura

E. Coli (33,3%) - +

Pseudomonas aeruginosa (22,2%) - +

GRL Positiva Streptococcus spp (11,1%) + +
(100%)

Staphylococcus spp (33,3%) + +

Corynebacterium (11,1%) + +

E. Coli (44,4%) - +

GO Positiva Pseudomonas aeruginosa (33,3,%) - +
(100%)

Streptococcus spp (11,1%) + +

GRL: grupo controle e GO: grupo que recebera solugéo de ringer com lactato ozonizada.

Os achados histolégicos foram classificados em escores a partir de bidpsias

endometriais, de acordo com Kenney e Doig (1986), adaptado por Schoon et al.

(1992).

Tabela 5: Frequéncias observadas nos achados histoldgicos, classificados segundo Schoon et al.

1192).
Pré-Tratamento Pds-Tratamento
Grupos Bidpsia Bidpsia
GRL 1b (55,5%) 1b (55,5%)
111 (44,4%) 111 (44,4%)
l1b (33,3%) l1b (33,3%)
GO 11 (55,5%) 11 (55,5%)
1 (11,1%) | (11,1%)

GRL: grupo controle e GO: grupo que recebera solucéo de ringer com lactato ozonizada.
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De acordo com a tabela 5, nota-se que ndo houve diferenca nas avaliacdes
histol6gicas antes e apds os tratamentos. No GRL, previamente ao tratamento, 55,5%
(5/9) dos animas apresentaram grau de inflamacéo e fibrose moderada e 44,4 % (4/9)
apresentaram grau de inflamacéao e fibrose grave; no GO, 33,3% (3/9) apresentaram
grau de inflamacdo e fibrose moderado, 55,5% (5/9), apresentaram grau de
inflamacédo grave e 11,1% (1/9) apresentou tecido saudavel, sem alteracdes. Este
animal classificado sem alteracdo na histopatologia, refere-se a égua doadora de
embrido que obteve citologia positiva moderada e cultura bacteriolégica positiva para
E. Coli e foi responsiva ao tratamento, uma vez que, teve reducdo na contagem de
PMN’s e apresentou cultura bacterioldgica negativa apds o tratamento, neste presente
momento este animal encontra-se prenhe.

No exame histologico, apenas 1 (5,5%) animal do grupo GO apresentou
discreto infiltrado inflamatério no estrato compacto do endométrio previamente aos
tratamentos. Devido ao grau de comprometimento e cronicidade das amostras, ndo
foi possivel identificar infiltrados inflamatorios e contagem de PMNs nas demais
amostras. Diferindo dos achados por Takakura, (2020), que relatou que no exame
histoldgico, apenas 3 animais (9%) obtiveram resultado negativo a presenca de PMNs
no estrato compacto do endométrio previamente aos tratamentos. A presenca de
PMNs no estrato compacto endometrial durante a avaliacdo histopatolégica é
atualmente o método mais confiavel, chamado de “padréo ouro” para o diagndstico da
endometrite, sendo usado como referéncia para diagnostico (NIELSEN, 2005;
LEBLANC et al., 2007; OVERBECK et al., 2011, KOZDROWSKI et al., 2015, RUA et
al., 2018). Considerando o resultado histolégico negativo apds o tratamento, ou seja,
obtendo a cura, Takakura, (2020) relatou que 14 (61%) dos animais tratados com
solucao fisiolégica ozonizada foram curados e que apenas 3 (30%) dos animais
tratados com solucéo fisioldgica apresentaram cura, divergindo do presente estudo,
gue nao demonstrou melhora em ambos os grupos tratados, GRL e GO. As amostras
histolégicas do presente estudo, tanto do GRL e GO previamente ao tratamento,
apresentavam alteracdes glandulares, com glandulas endometriais ativas e altamente
secretivas, presenca de distarbios circulatorios, evidenciados pela presenca de
lacunas linfaticas e edema no estrato compacto. As amostram também apresentavam
processo congestivo hemorragico exacerbado, tanto no estrato compacto, quanto no
estrato esponjoso do endométrio e presenca de tecido conjuntivo fibroso. Estas

alteracdes permaneceram nas amostras avaliadas apds os tratamentos em ambos 0s
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grupos. Acredita-se que este processo cronico esteja relacionado a serem éguas
receptoras, refugo de centrais de reproducédo, ou seja, éguas que ja haviam sido
retiradas do processo de transferéncia de embriées por histérico de infertilidade e
problemas uterinos detectados por Médicos Veterinarios anteriores.

Neste quesito, ndo houve diferenga significativa (P>0,05) entre os tratamentos
guando levada em consideracéo o resultado da presenca de PMNs obtido através de

histologia endometrial.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o tratamento com a solucdo ozonizada reduz a
contagem de PMNs, modulando o processo inflamatério, efeito ausente no grupo
controle. A utilizacdo do ozbénio mostra-se uma técnica eficaz e seguro para para o
tratamento da endometrite infecciosa causadas por bactérias gram negativas,
principalmente as causadas por Pseudomonas e E. Coli. Deste modo, a ozonioterapia
pode ser utilizada em animais que apresentam endometrites infecciosas e na rotina

de doadoras de embrido susceptiveis a endometrite persistente pos cobertura.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, observa-se que o resultado da ozonioterapia sofre interferéncias de
acordo com o animal e o agente etiol6gico causador da endometrite. Por isso, o tempo
de tratamento, a concentracdo de O3, a associa¢do ou ndo das técnicas e vias de
administracdo devem ser mais estudadas a fim de intensificar e potencializar seu
efeito em diferentes tipos de infeccdes, com diversos agentes etioldgicos e histéricos

reprodutivos individuais de cada animal.
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