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RESUMO

Diante da prevaléncia e importancia das endometrites nos sistemas de reproducgéo de equinos,
as alternativas para tratamento desta patologia sdo muito estudadas. Este estudo foi conduzido
para avaliar o efeito antiinflamatério da lavagem uterina com solugéo fisioldgica ozonizada no
endomeétrio. Trinta e trés éguas com baixo escore reprodutivo foram submetidas aos exames de
citologia e histologia endometrial, previamente e trés dias apds os tratamentos que consistiam
em lavagem uterina com solucao fisioldgica (n=10) como tratamento controle (TC) ou com
solucdo fisiolégica ozonizada (n=23) (TO). O grau de inflamacdo foi determinado pela
alteracdo na contagem de neutrofilos polimorfonucleares (PMNs). Comparando-se os dados
obtidos nos exames de citologia endometrial pré e pos tratamento, ndo houve diferenca entre os
tratamentos (p=0,3301), no tratamento TC 50% dos animais apresentaram melhora no quadro
e no TO 47,83%. Entretanto, de acordo com a avaliacéo histoldgica, constatou-se que as eéguas
tratadas com solucdo salina ozonizada obtiveram diminuicéo (p<0,0001) da contagem média
de PMNs (1,16 +0,45) quando comparadas com as éguas que receberam TC (3,54+1,29).
Portanto, esta modalidade de tratamento pode ser utilizada em animais portadores de
endometrite clinica e subclinica, e na rotina de doadoras de embrido susceptiveis a endometrite
pos cobertura persistente, diminuindo assim o uso de antimicrobianos.

Palavras-chave: Endometrites. Tratamento. Ozonioterapia.



ABSTRACT

In view of the prevalence and importance of endometritis in equine breeding systems, the
alternatives for treating this pathology are widely studied. This study was conducted to evaluate
the anti-inflammatory effect of uterine lavage with ozonized saline solution on the
endometrium. Thirty-three mares with low reproductive score were submitted to cytology and
endometrial histology exams, previously and three days after treatments that consisted of
uterine lavage with saline solution (n = 10) as a control treatment (TC) or with ozonized saline
solution (n=23) (TO). The degree of inflammation was determined by the change in the count
of polymorphonuclear neutrophils (PMNs). Comparing the data obtained in the endometrial
cytology exams before and after treatment, there was no difference between treatments (p =
0.3301), in the TC treatment 50% of the animals showed improvement in the condition and in
the TO 47.83%. However, according to the histological evaluation, it was found that the mares
treated with ozonated saline obtained a decrease (p <0.0001) in the mean PMN count (1.16 +
0.45) when compared to the mares that received CT (3.54 £ 1.29). In conclusion, this treatment
modality can be used in animals with clinical and subclinical endometritis, and in the routine
of embryo donors susceptible to persistent mating induced endometritis, decreasing the use of
antimicrobials.

Keywords: Endometritis. Treatment. Ozone therapy.



RESUMO INTERPRETATIVO E RESUMO DESCRITIVO

Elaborado por Giovanna Santesso Takakura e orientado por José Camisdo de Souza

Para que se tenha éxito em producdo de cavalos € necessario que as matrizes tenham boa
fertilidade, que é a principal caracteristica fisiologica sob o ponto de vista econdmico. Varias
fatores podem afetar a fertilidade: sazonalidade, genética, nutricdo, manejo, sanidade geral e
reprodutiva. Entre as patologias reprodutivas que acometem éguas, a endometrite € a que ocorre
com maior frequéncia e tem forte impacto negativo sobre os indices reprodutivos de um
criatorio. Devido a alta prevaléncia e importancia das endometrites nos sistemas de producao
de equinos, as alternativas para tratamento desta patologia sdo muito estudadas. Na medicina
integrativa, a ozonioterapia tem sido utilizada ha mais de um século e nimero de estudos que
demonstram a eficiéncia dos tratamentos utilizando ozénio tem aumentado nos ultimos anos. A
pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de avaliar a eficiéncia do tratamento em éguas de
baixo escore reprodutivo com lavagem uterina utilizando soro ozonizado. As éguas tratadas
com ozonioterapia obtiveram diminuicdo da inflamagéo uterina demonstrando a possibilidade

de se utilizar esta modalidade de tratamento para endometrites.
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1. INTRODUCAO

Para que se tenha éxito em producdo de cavalos é necessario que as matrizes tenham
boa fertilidade, que € a principal caracteristica fisiologica sob o ponto de vista econémico.
Vaérias fatores podem afetar a fertilidade: sazonalidade, genética, nutricdo, manejo, sanidade
geral e reprodutiva. Entre as patologias reprodutivas que acometem éguas, a endometrite € a
que ocorre com maior frequéncia e tem forte impacto negativo sobre os indices reprodutivos de
um criatério. O fato de uma reprodutora ndo ser capaz de gerar descendentes € oneroso e
frustrante para os criadores, em razdo das perdas na linha de desenvolvimento genético do
sistema produtivo.

Endometrite é a inflamagdo aguda, cronica ou degenerativa do endométrio uterino,
podendo estar associada a infeccdo bacteriana ou flngica. Devido a alta prevaléncia e
importancia das endometrites nos sistemas de producdo de equinos, as alternativas para
tratamento desta patologia sdo muito estudadas. Para tratar o processo patologico a literatura
descreve a administracdo de antifingicos e antibioticos administrados por via tdpica e
parenteral, conforme a natureza do agente causador, como também associacdo a terapias
alternativas como adminstracdo de mucoliticos, compostos quelantes, antiinflamatdrios
esteroides e ndo esteroides, plasma rico em plaquetas autélogo, acupuntura e ozonioterapia.

Atualmente, existe a preocupacdo mundial com a reducdo da utilizacdo de antibioticos
e busca de protocolos alternativos para tratamento de afeccdes, estimulando e favorecendo
codi¢des para que o prdprio organismo consiga debelar o agente. Desta forma, a utilizacdo de
antibidticos ficaria restrita apenas as situacdes de extrema necessidade.

Na medicina integrativa, a ozonioterapia tem sido utilizada ha mais de um século, com
relatos de sucesso no tratamento de feridos durante a primeira guerra mundial (1914-1918). O
namero de estudos e publicacdes cientificas que demonstram a eficiéncia dos tratamentos
utilizando ozoénio em diversas patologias nas mais variadas espécies tem aumentado nos ultimos
anos. Juntamente com a medicina humana, as pesquisas na medicina veterinaria sao crescentes.
Na area de reproducdo animal alguns estudos foram realizados em bovinocultura e
caprinocultura leiteira sendo reportado resultados superiores ou similares aos tratamentos
convencionais utilizando antibioticos. Na reproducdo equina existem relatos positivos da
utilizacdo da ozonioterapia em éguas com falha reprodutiva, entretanto, sem avaliagdo criteriosa
sobre o efeito desta modalidade de tratamento no endométrio e componentes do sistema imune

de defesa uterino.
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A ozonioterapia pode reduzir a necessidade de administracdo de antimicrobianos, a
baixissimo custo, sem liberacéo de residuos e contaminacdo do meio ambiente. Visando esses
beneficios, o presente estudo tem por objetivo avaliar o efeito da lavagem uterina com solugéo
fisioldgia ozonizada sobre o infiltrado inflamatorio no endométrio de éguas diagnosticadas

positivas para endometrite utilizando exames de citologia e histopatologia endometriais
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Endometrites

Endometrite é a inflamagdo aguda, cronica ou degenerativa do endométrio uterino,
podendo estar associada a infeccdo bacteriana ou fungica (LeBLANC e CAUSEY, 2009). O
Utero é o 6rgdo que recebe e implanta o zigoto, estabelece relagdes vasculares e acomoda o feto
durante todo o periodo gestacional. Processos inflamatérios do Utero constituem um dos
principais fatores limitantes de fertilidade nas fémeas domésticas (OVERBECK et al., 2011,
RASMUSSEN et al., 2015).

Historicamente, estudos acerca da resposta inflamatdria uterina de éguas, se iniciaram
em 1969 quando Hughs e Loy descreveram que éguas sem problemas reprodutivos, em estro,
eram capazes de debelar a inflamacéo apos inoculacgdo intrauterina de col6nias de Streptococcus
equi e restabelecer a homeostase em poucas horas. Em contraste, éguas com falha em conceber
e multiparas, desenvolviam prolongada resposta inflamatéria deixando o Utero com aspecto
repleto e espessado a palpacdo retal. Baseado nestes achados, as éguas foram classificadas em
susceptiveis ou resistentes as endometrites (HUGHS e LOY, 1969).

O Utero das éguas € exposto a microrganismos durante o coito ou inseminag&o artificial
e a deposicdo do sémen de forma intrauterina induz resposta inflamatéria fisiologica e
transitdria conhecida como endometrite pds cobertura (KOTILAINEN, 1994; TROEDSSON,
2000). Apos o contato do sémen com o endométrio, é iniciado um processo inflamatério
fisiologico transitério caracterizado pelo rapido influxo de neutréfilos para o lGmen uterino
(KATILA, 2012). O intuito desta resposta € eliminar o excesso de espermatozoides, plasma
seminal e contaminantes antes que o embrido adentre o Gtero aos 5,5 dias ap6s a ovulacgéo,
aproximadamente (LeBLANC e CAUSEY, 2009). Eguas normais conseguem debelar a
inflamacdo em 24 a 36 horas apds a cobertura (KATILA, 1995) e nas susceptiveis a inflamacgéo
persiste por mais de cinco dias ap6s a inseminacdo (CAUSEY, 2006). Quando ocorre falha no
sistema de defesa uterino a inflamacéo torna hostil 0 ambiente uterino, inviabilizando a gestacdo
(LEBLANC, 2003).

A endometrite € apontada como a maior causa de falha reprodutiva determinando perdas
no sistema de reproducdo de equinos (BRINSKO et al., 2011; FERRIS, 2017b; HUGHES e
LOY, 1975; PAPA et al., 1998; WOODS et al., 1985) sendo que a prevaléncia pode variar entre
25 a 60% em éguas que falham em conceber (OVERBECK et al., 2011). Falha em conceber,

perda embrionaria precoce, abortos, placentites, nascimento de potros em sepse, metrites pds
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parto e dificuldade de emprenhar apds a parigdo, sdo perdas econdmicas decorrentes desta
patologia (LeBLANC e CAUSEY, 2009).

Papa e colaboradores (1998) acompanharam 128 éguas desde a cobertura até 30 dias de
gestacdo, avaliando as éguas nas quais houve perda embrionaria. Neste estudo, a taxa de perda
embrionaria entre 10 e 30 dias foi de 13,28%. A disfuncao primaria do corpo luteo foi excluida
como causa de morte embrionéria, ja que as concentracdes séricas de progesterona estavam
dentro do esperado. De acordo com exames citopatoldgicos, microbioldgicos e
histopatoldgicos, nove entre as dezessete éguas que perderam seus embrides apresentaram
inflamacéo aguda ou cronica; duas apresentaram fibrose periglandular e seis apresentaram
ambas alteragc6es. Concluiram, portanto, que processos inflamatorios envolvendo o endométrio
seriam a principal causa de morte embrionaria na espécie equina (PAPA et al., 1998).
Dlugolecka e colaboradores (2019) também obtiveram dosagens de progesterona sérica similar
em éguas com perda embrionaria precoce quando comparadas ao grupo controle sem perda
embrionaria (DLUGOLECKA et al. 2019).

2.1.1. Fisiopatologia e Mecanismos de Defesa Uterinos

Em éguas, os espermatozoides sdo depositados diretamente no Gtero e transportados
rapidamente ao oviduto, entretanto, apenas uma pequena fracdo de gametas atinge o sitio de
fertilizacdo no oviduto. Bactérias também adentram o trato reprodutivo no momento da copula.
A maior parte do ejaculado e microrganismos contaminantes permanecem no Utero, sendo
eliminados por contracdes uterinas e resposta inflamatoria aguda. Eguas que conseguem
debelar a inflamacdo e microrganismos utilizando os seus proprios mecanismos de defesa,
reestabelecem a homeostase uterina em 24 a 36 hora para receber o embrido e sdo consideradas
resistentes. Por outro lado, as éguas que possuem falhas na defesa uterina e ndo conseguem
debelar os agentes infecciosos, sdo consideradas susceptiveis a endometrite sofrem sérias
injarias no endométrio, podendo impedir a sobrevivéncia do embrido (LeBLANC, 2003).

As éguas possuem trés principais mecanismos de defesa para prevenir infeccBes
uterinas: barreiras fisicas do trato reprodutivo, o sistema imune e o sistema de depuracédo
mecénica (LeBLANC, 2003).

A vulva, o esfincter vestibulo-vaginal e a cérvix compdem as barreiras fisicas
preventivas contra a entrada de contaminantes como fezes, ar, urina e microrganismos no Utero

(FERRIS, 2017a). Qualquer alteragdo conformacional faz aumentar a probabilidade da entrada



16

de bactérias resultando, consequentemente, na queda das taxas de prenhez (RICKETTIS e
BARRELET, 2001) e, de forma ascendente, placentite e aborto (BRADECAMP, 2011).

Baixo escore corporal, paricbes consecutivas, senelidade ou predisposicdo
conformacional genética causam aumento da inclinacéo cranial da vulva em relacdo ao perieno,
que dificulta a drenagem e favorece a entrada de fezes na vagina, levando a quedas das taxas
de prenhez (PASCOE, 1979). Existe alta correlagéo entre a conformagéo vulvar e sanidade
uterina, a deficiéncia na coaptacao dos labios vulvares predispde a inflamacdo do endométrio
(HEMBERG et al., 2005).

A cérvix, estrutura muscular que se projeta caudalmente na extremidade cranial da
vagina. E a barreira fisica entre a vagina e o Gtero, se relaxa proximo do momento da ovulagio
e se fecha gradualmente ap6s a ovulacdo. Durante o estro a cérvix sofre importantes alteracdes
como relaxamento, edema e aumento da flexibilidade para aumentar o canal de drenagem
(LeBLANC e CAUSEY, 2009) e o funcionamento adequado permite a drenagem de debris
inflamatorios para fora do Utero. AlteracGes conformacionais adquiridas ao longo da vida
reprodutiva, como fibroses e diverticulos, também impedem o adequado relaxamento e
fechamento da cérvix. Abertura insuficiente ou fechamento precoce da cérvix podem ser causas
de endometrite (LeBLANC, 2003).

Em situagdes nas quais o Utero é invadido, o sistema imune inato é ativado. Moléculas
comumente encontradas na superficie de microrganismos, constituem Padrdes Moleculares
associados a Patogenos (PAMPS) que ao se ligarem as imunoglobulinas, principalmente 1gG e
IgM, ativam o sistema complemento pela via classica através de C3 e C5 (TROEDSSON,
1997). A ativacdo da cascata do sistema complemento estimula a formagéo de leucotrienos,
prostaglandina E, prostaglandina F2a e outros derivados do acido araquidonico que atuam como
agentes de quimiotaxia para neutrofilos (PYCOCK e ALLEN, 1990). Os neutrofilos sdo os
leucdcitos mais abundantes no sangue periférico, altamente sensiveis a agentes quimiotaticos
como 0s produtos da clivagem de fragdes do complemento (C3a e C5a) e exercem importante
papel nas fases precoces das reacGes inflamatorias. A fagocitose do agente invasor se inicia
apos a ligacdo do patdgeno ao fagocito, o qual € internalizado e destruido no fagolisossomo
(CRUVINEL et al., 2010).

Assim como as bactérias, 0s espermatozoides também sdo considerados causadores de
inflamacéo que ocorre ap6s a cobertura, quanto maior o nimero de espematozoides mais intensa
é aresposta leucocitaria (FIALA et al., 2007; KOTILAINEN et al., 1994; GOMES et al., 2019).

O plasma seminal exerce importante efeito modulatorio desta resposta, contribuindo para o
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transporte de espermatozoides viaveis sem suprimir a ligacdo dos neutrdfilos aos
espermatozoides ndo viaveis e bactérias (TROEDSSON et al., 2005).

A expressdo de RNA mensageiro (mMRNA) para citocinas no endométrio 24 horas ap0s
a inseminacdo artificial em éguas susceptiveis e resistentes foi investigada (FUMUSO et al.,
2003). Neste estudo foi detectado aumento das citocinas pro-inflamatérias Interleucina-1p (IL-
1B), IL-6 e fator de necrose tumoral em todas as éguas, entretanto, identificou-se que nas éguas
susceptiveis, o nivel basal de expressdo de mMRNA para as citocinas citadas era mais elevado
quando comparado aos niveis das resistentes.

Em 2006, o mesmo grupo de pesquisadores verificou em éguas susceptiveis, aumento
da expressdo de mMRNA para IL-8, que possui funcdo quimiotética para neutrofilos e diminuicao
da expressdo de IL-10, que imunomodula a resposta inflamatoria para controlar danos teciduais
(FUMOSO et al., 2006).

Woodward e colegas (2013) descreveram aumento significativo na transcricdo e
liberacdo de IL-6, citocina pré-inflamatoria que modula a liberacdo de outras citocinas pro-
inflamatdrias, nas primeiras 6 horas pos inseminacdo em éguas resistentes. Neste mesmo
estudo, foi detectado aumento significativo de IL-10, citocina anti-inflamatdria, em éguas
resistentes 6 horas apds a inseminacdo, sugerindo haver um delicado balanco para transcri¢do
coordenada entre citocinas pr6 e anti-inflamatérias no processo de defesa do Utero
(WOODWARD et al., 2013).

A capacidade de drenagem para limpeza uterina é apontada como um fator critico na
defesa contra a persisténcia do processo inflamatorio. Algumas éguas desenvolvem processos
degenerativos ou alteragcdes anatbmicas que interferem na drenagem. Pari¢Oes subsequentes,
ma conformagcdo perineal, incompeténcia do esfincter vestibulo vaginal, alongamento do canal
vaginal, incompeténcia cervical, Utero penduloso, fibrose periglandular, degeneragédo vascular,
linfangiectasia e aparato mucociliar comprometido sdo causas de drenagem ineficiente
(EVANS et al., 1987). Allen e Pycock (1990) também verificaram haver diminuicdo da
contratilidade em animais susceptiveis as endometrites e sugeriram que o acumulo de secre¢édo
poderia favorecer o desenvolvimento de microrganismos oportunistas, agravando o quadro
patoldgico.

O padrdo de contragdo da musculatura uterina também influencia diretamente no
processo de drenagem. A ativagédo do sistema complemento e liberagao de prostaglandina F2a
estimulam a contragdo miometrial que, em conjunto com o apararto mucociliar, promovem a
drenagem do conteudo inflamatorio para fora do Gtero (TROEDSSON, 1999). A atividade

mioelétrica uterina é marcadamente menor e as contragdes sdo menos intensas em éguas
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susceptiveis. Em éguas resistentes, as contrages uterinas se iniciam imediatamente apos a
inoculagdo de bactérias e se mantém ativas por 24 horas. Eguas susceptiveis, em contrapartida,
iniciam as contracdes uterinas somente 4 horas ap6s a inoculacéo e ap6s 9 horas a atividade
diminui, retornando a niveis basais (TROEDSSON et al., 1993).

O aumento da producdo de oxido nitrico (NO) pelo endométrio de éguas susceptiveis
apos a inseminagdo, também é descrito como causa de baixa atividade contratil do endométrio
(ALGHAMDI et al., 2005). O processo inflamatorio e a presenga de microrganismos ativam 0s
macrofagos a produzirem NO e espécies reativas de oxigénio (ROS), moléculas com potentes
efeitos antimicrobianos (MACKAY, 2000). Porém, o NO tem um efeito inibitdrio, dependente
da dose, na contratilidade uterina espontanea da égua, independentemente da camada muscular.
Eguas suscetiveis & endometrite persistente pds-cobertura exibem maior atividade total de NOs
(6xido nitrico sintetase) no endométrio do que éguas resistentes. A presenca de concentragdes
aumentadas de NO no Utero de éguas suscetiveis, juntamente com a diminuicdo da
contratilidade uterina causada pelo NO constituem um mecanismo subjacente no
desenvolvimento da endometrite persistente pds-cobertura (KHAN et al. 2017; KHAN et al.
2018).

Além da diminuicdo da contratilidade, éguas susceptiveis exibem um padréo aberrante
de contracdo. Enquanto em éguas resistentes 0 movimento de contracdo tem inicio da ponta do
corno em direcdo a cervix, em éguas susceptiveis 0 movimento ocorre de forma inversa,
inviabilizando a eliminacdo do contetdo (REITZENSTEIN et al., 2002).

Apds a ovulacao, quando a cérvix se fecha, o contetdo uterino remanescente é drenado
passivamente atraves de vasos linfaticos. A eficiéncia do sistema de drenagem linfatica de éguas
resistentes a endometrites e éguas susceptiveis foi estudada por LeBlanc e colaboradores (1995)
gue acompanharam a drenagem de 40 mL de tinta nanquim infundidos no Utero de éguas em
diestro, com a cérvix fechada. Eguas resistentes absorveram toda a tinta infundida em 24 horas
e apresentaram os linfonodos macroscopicamente impregnados 48 horas ap6s. Eguas
susceptiveis apresentaram acimulo de liquido em volume superior ao infundido, em torno de
130 a 150 mL, composto por tinta, neutrofilos, macrofagos e linfocitos, caracterizando resposta
inflamatdria intensa. Os linfonodos de éguas susceptiveis foram macroscopicamente tingidos
72 horas apo6s a infusdo. Os resultados deste estudo demonstraram que durante o diestro, 0s
vasos linfaticos e linfonodos drenam a submucosa e o limen uterino das éguas de forma
importante para eliminacdo do excesso de fluido, e que a taxa de drenagem linfatica é diminuida

em éguas susceptiveis comparadas as resistentes (LeBLANC et al., 1995).
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Cilios e muco estdo presentes em mucosas e exercem importante papel na protecao e
limpeza das superficies, como no trato respiratorio, gastrintestinal e urinario. No endométrio, o
epitélio mucociliar é organizado em pregas que formam canais de drenagem e se continuam
com as pregas cervicais, facilitando a eliminacdo do muco pelo movimento dos cilios. O
adequado fluxo e viscosidade do muco impede a aderéncia e colonizagdo do epitélio por
microorganismos (CAUSEY, 2007).

Os hormonios dominantes durante o ciclo estral também interferem na imunidade
uterina. Eguas aciclicas tratadas com estrogeno foram capazes de restabelecer a homeostase
uterina apés a inoculagdo de coldnias de Streptococcus zooepidemicus. Neste mesmo estudo,
as éguas tratadas com progesterona ndo foram capazes de combater os agentes e grande volume
de conteudo infeccioso se acumulou no utero (EVANS et al., 1986). Sob acdo da progesterona
ocorre dominancia do perfil TH2 no qual os linfocitos periféricos produzem um fator
imunomodulatério que determina a secre¢do de citocinas IL-3, IL-4 e IL-10, diminui a acdo das
celulas natural killers (NK) e inibe citocinas TH1, perfil pré inflamatério, como o IFNG
(SZKERES-BARTHO et al., 2005).

Qualquer distdrbio nos macanismos de defesa pode permitir a colonizacao do utero por

bactérias patogénicas levando a cronicidade do processo infeccioso (EVANS et al., 1987).
2.1.2. Agentes Causadores de Endometrites

Segundo Albihn e colegas (2003), a bactéria mais frequentemente associada a falha
reprodutiva em éguas é a Escherichia coli, seguida pelo Streptococcus beta hemolitico como o
segundo mais frequente (ALBIHN et al., 2003). Overbeck e colaboradores isolaram
Escherichia coli em 54,5% dos casos e Streptococcus zooepidemicus em 45,5% (OVERBECK
etal., 2011). Brito e Barth relataram que o Streptococcus zooepidemicus como responsavel por
aproximadamente 65% dos casos de endometrite, enquanto a Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa foram identificadas em aproximadamente 10% dos
casos (BRITO e BARTH, 2003). Outras bactérias aerobias isoladas do Gtero de éguas incluem
Corynebacterium spp., Staphylococcus spp., Enterobacter spp., Actinobacter spp., Proteus
spp., e Citrobacter spp. (TROEDSSON, 2011).

Como caracteristica individual, cada bactéria expressa seu fator de viruléncia e possuem
diferentes formas de evasdo da resposta imune subsequente. Bactérias como Escherichia coli
se aderem a superficie do endométrio de forma tenaz, prevenindo a remocéo fisica e 0s sinais

clinicos séo geralmente discretos, sendo associados com repeticdo de cio. J& nas infec¢bes do
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endométrio causadas por Streptococcus beta hemolitico o agente induz a producéo excessiva
de muco, que interfere na capacidade fagocitaria dos neutrofilos, apresentam sinais clinicos
mais severos, acimulos de liquido e corrimentos vaginais (LeBLANC e CAUSEY, 2009).

Em estudos recentes foi possivel identificar que o Streptococcus equi subespécie
zooepidemicus pode viver em estado de laténcia, sem se dividir ou propagar, em casos de
endometrites subclinicas em éguas, funcionando como estratégia para evasdo do sistema imune
(PETERSEN et al., 2009) e que a ativacdo prévia destas col6nias seria importante estratégia
para adequado efeito dos antimicrobianos (PETERSEN et al., 2015). Além do estado de
laténcia, foi descrito que o S. zooepidemicus é capaz de invadir e sobreviver no interior das
células epiteliais das mucosas de equinos in vitro, e que este evento pode explicar como esta
bactéria causa infe¢Ges recorrentes e permanentes (SKIVE et al., 2017).

A forma de vida dos agentes patogénicos também determina a persisténcia da infec¢ao.
Sao descritas duas formas de vida para bactérias, o plancténico e o de biofilm. No estado
plancténico as bactérias vivem de formas isolada em suspencdo e sdo, por este motivo, mais
susceptiveis a acdo do sistema imune e de antimicrobianos. Em forma de biofim, as bactérias
vivem em col6nias altamente especializadas, permitindo a rapida transferéncia horizontal de
material genético acelerando a resisténcia aos antibidticos e aumentando a taxa de
sobrevivéncia. As col6nias em biofilm sdo protegiadas por matriz exopolissacaridea
hidrofébica podendo ser composta por um Unico tipo de microorganismo ou mistas (FERRIS,
2017a). A organizacdo em biofilm é apontada como causa comum de persisténcia de infeccbes
por determinar falha do sistema imune em combater a infecccdo bacteriana (COSTERTON et
al., 1999). A formagdo do biofilm tem sido indicado como o maior desafio nos tratamentos
para endometrites bacterianas em eéguas (FERRIS, 2017a).

Os fungos foram o terceiro microrganismo mais encontrado em éguas com problemas
de fertilidade segundo Albihn e colaboradores (2003). Fungos e leveduras como Candida spp.
e Aspergillus spp. sdo isolados em até 5% dos casos de endometrites infecciosas.

Eguas acometidas por endometrite fungica geralmente sio portadoras de alteragdes
anatdmicas predisponentes ou histérico de tratamento com antibidticos que permitem o
desenvolvimento de patégenos oportunistas no trato reprodutivo. Sob acdo da progesterona a
habilidade de fagocitose dos neutrofilos diminui e pode ser um fator predisponente a
endometrite fangica. Outros fatores predisponentes seriam a elevada contaminacéo de fungos
no ambiente, a presenca de focos de necrose ocasionados por traumas, infec¢Ges bacterianas ou
isquemia (DASCANIO et al., 2001).
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2.1.3. Diagnostico

O diagnostico acurado de endometrites em éguas € importante para predizer a
performance reprodutiva das progenitoras e se baseia no historico detalhado, exame clinico
geral e reprodutivo incluindo: palpacdo transretal e ultrassonografia do trato reprodutivo;
inspecdo vaginal; endoscopia uterina; e exames laboratoriais como cultura, citologia e biopsia
endometrial (LIU e TROEDSSON, 2008).

Nos casos de endometrite com sinais clinicos evidentes, é possivel constatar ao exame
ultrassonografico o acimulo de liquido intrauterino, bem como as caracteristicas do contetdo
atarvés da ecogenicidade. Dobras endometriais intensas indicam edema patoldgico do
endomeétrio e alta correlagdo com baixas taxas de prenhez (ADAMS et al., 1987). Rasmussen e
colaboradores (2015) demonstraram que éguas portadoras de endometrite apresentam edema
uterino execerbado quando comparadas as éguas clinicamente normais.

Eguas que sofrem de endometrite subclinica geralmente ndo apresentam os sinais
clinicos tipicamente associados a esta patologia, como actimulo de fluido intrauterino ou
descarga vaginal. Nestes casos, 0 historico reprodutivo e exames laboratoriais sao
especialmente importantes (LIU e TROEDSSON, 2008).

O historico reprodutivo de éguas portadoras de endometrite subclinica relata falha em
conceber, encurtamento do periodo entre estros ou perda gestacional precoce (LeBLANC,
2003). Sem outros sinais clinicos evidentes, faz-se necessaria a realizacdo de exames

complementares como citologia, swab e biopsia do endométrio.
2.1.3.1. Citologia Endometrial

O exame de citologia endometrial consiste em coletar células do epitélio uterino, bem
como as que estejam presentes no limen. Esta modalidade de exame é frequentemente realizada
na rotina em éguas que apresentam falha reprodutiva, sendo junto com a cultura uterina, o
método mais utilizado para o diagnéstico da endometrite. A maior vantagem do exame
citologico é a praticidade da obtencdo das amostras, baixo custo e avaliagdo rapida em
microscopia otica (BUCZKOWSKA et al., 2014; CANISSO et al., 2016; KOZDROWSKI et
al., 2015)

Para 0 exame citoldgico um esfregago é confeccionado a partir de amostra colhida no
utero utilizando escova propria com cerdas de nylon acoplada a extremidade de um aparelho
coletor estéril para citologia. Existe um consenso entre autores afirmando que a a escova de

nylon é o método mais indicado para se avaliar a celularidade endometrial em relacéo a outras
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técnicas qua utilizam swab ou lavado uterino com baixo volume, por permitir coleta de amostras
mais profundas em funcgéo da rigidez das cerdas (BOHN et al., 2014; CANISSO et al., 2016;
COCCHIA et al., 2012; KOZDROWSKI et al., 2015). Apos prévia higienizacdo do perineo,
por via vaginal, o coletor € introduzido na cervix onde é rompida a protecao plastica externa. O
coletor é conduzido no sentido cranial e adentra o limen uterino até a extremidadde cranial do
corpo do Utero, onde a haste é exposta através do tubo rigido do coletor, entrando em contato
com endométrio. Movimentos rotatorios sao realizados para, por meio de fricgdo, obter-se o
material. Posteriormente, traciona-se caudalmente a haste interna para o interior do tubo e
retira-se 0 conjunto protegido da células cervicais e vaginais. O esfregaco é obtido
rotacionando-se a escova sobre uma ldmina de microscopia. Esta forma de obtencdo é
denominado método de colheita rapido (KOZDROWSKI et al., 2015).

Apbs fixacdo e coloracdo, procede-se a avaliacdo ao microscopio dptico para identificar
e quantificar a presenca de neutréfilos, células inflamatoérias polimorfonucleares (PMN). Os
neutrdfilos constituem a populagdo mais abundante de glébulos brancos sanguineos circulantes.
Durante processo inflamatorio, células do sistema imune inato sdo atraidas para o local da
injaria e sdo ativadas para destruir e eliminar os agentes invasores. Desta forma, a presenca
macica de leucdcitos determina a resposta imune a um agente agressor em determinado tecido
(ABBAS et al, 2015).

A porcentagem minima de PMN que determina a presenca e gravidade do processo
inflamatdrio ainda difere entre estudos. Em estro, uma propor¢do de neutréfilos pode ser
considerada normal, visto que sob a acdo do estrogeno ocorre aumento da vascularizacdo do
endométrio e edema que favorece a migracdo destas células de defesa para a superficie do
endométrio. Nao ha consenso sobre o valor fisioldgico de PMNs durante a fase de estro,
proporcOes de neutrofilos entre 1% (AMORIM et al., 2016) e de 3% (COUTO e HUGHES,
1984; KOZDROWSKI et al., 2015) podem ser consideradas normais.

Realizando-se a avaliacdo em alta poténcia dois métodos de contagem sao propostos na
literatura: (1) a proporgdo de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) em relacdo as celulas
endometriais expressa em porcentagem (%) sem levar em consideracdo o nimero de campos
avaliados (COUTO e HUGUES, 1884; NIELSEN, 2005) ou (2) a presenca de PMN por campo
de avaliacdo (RIDDLE, 2007).

Contando-se de 200 a 400 células a proporcdo de PMN identificada e expressa em
valores relativos (%) por meio do qual é estabelecido o grau de inflamagéo endometrial. Couto
e Hugues (1884), determinaram que a proporcdo de PMN (%) estaria relacionada ao grau de

inflamacédo da seguinte forma: 0 a 3 — normal no estro; >3 a 10 — endometrite leve; >10 a 15 —
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endometrite leve a moderada; >15 a 30 — endometrite moderada; >30 a 50 — endometrite
moderada a severa; >50 a 75 — endometrite severa; >75 — endometrite muito severa.
Recentemente, foi proposto que devem ser consideradas positivas amostras nas quais as células
PMN representem mais de 2% do total de células endometriais (OVERBECK et al., 2011).

RIDDLE et al. (2007) determinaram que dez campos de alta poténcia (em aumento de
400 vezes) de cada esfregaco fossem escolhidos aleatoriamente e avaliados, sendo o0 nimero
médio de PMNs encontrado entre eles o resultado, que serviria como avaliacao da gravidade da
inflamacédo no endométrio da seguinte forma: 0 a 2 sem inflamacéo; 2 a 5 inflamagdo moderada;
maior que 5 inflamacéo grave.

KOZDROWSKI et al. (2015), comparando os dois critérios de avaliacdo, porcentagem
de PMN e 0 nimero de PMN em campos de alta poténcia, encontraram um diagnostico mais
sensivel de endometrite nos esfregacos avaliados de acordo com a porcentagem de PMNS.

Resultado positivo somente no exame citoldgico, somente no bacterioldgico ou nos dois
exames sdo capazes de indicar, de forma igual, as chances da égua levar a gestacdo a termo
(DAVIS MOREL et al., 2013).

Falsos negativos na citologia podem ocorrer por falha no procedimento de obtencédo da
amostra ou por atuacdo dos mecanismos de defesa de algumas bactérias anaerdbias que
aumentam a viscosidade do muco como forma de escape da defesa celular. Overbeck e colegas
(2011) obtiveram 6 amostras de citologia negativa em éguas com endometrites causada por E.
coli. Outro estudo ja havia documentado que em apenas 12% das culturas positivas para
anaerdbios as evidéncias citologicas de inflamacdo estavam presentes (RICKETTS e
MACKINTOSH, 1987). Estudo comparando sinais clinicos, analise de lavado uterino de baixo
volume, citologia, cultura e biopsia endometrial e combinagdes para diagnosticar endometrites
em éguas, também apresentou baixa sensibilidade do exame citoldgico (DIEL DE AMORIM
et al., 2016). Nielsen e colegas (2012), afirmaram haver baixa correlacdo entre a presenca de
PMNs na citologia e na avaliacdo histoldgica. Neste estudo, 53% das éguas que obtiveram
auséncia de neutréfilos no esfregaco endometrial apresentaram PMNSs presentes no endométrio
a avaliacdo histoldgica e em 31% das citologias positivas 0s PMNs ndo estavam presentes na
histologia. Rua e colaboradores (2018) avaliando 51 animais com historico de infertilidade
obtiveram 51% dos animais com sinais de inflamag&o no endométrio sendo que apanas 25,5%

dos animais foram positivos no exame citologico.
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2.1.3.2. Cultura Microbioldgica Uterina

Na tentativa de isolar o agente causador, swab endometrial pode ser realizado e enviado
para cultura em laboratério. O swab é colhido por atrito a0 endométrio e semeado em agar
sangue, geralmente, e 24 horas apos incubacdo a 37°C o crescimento é avaliado. Apenas 0
crescimento substancial de determinado agente é considerado como positivo, o crescimento de
colbnias mistas e esparsas sdo consideradas como contaminantes (NIELSEN, 2005). A cultura
microbiologica uterina permite a identificacdo do microrganismo causador e a realizacdo do
teste de susceptibilidade ao antimicrobiano, sendo este um ponto positivo da sua utilizagdo.
Porém, como em qualquer teste de diagnostico, falsos positivos e falsos negativos podem
resultar de técnicas de amostragem deficientes (CANISSO et al., 2016).

Overbeck e colaboradores (2011) afirmaram ndo haver correlacdo entre exame
citologico e bacterioldgico. Neste estudo apenas 18,2% das éguas que obtiveram citologia
positiva foram positivas no bacterioldgico e isto pode ser explicado pelo fato do swab nédo
atingir diretamente o foco da infeccdo (OVERBECK et al., 2011). Buczkowska e colaboradores
(2014) recomendam o uso da citologia uterina, juntamente com a cultura endometrial, para
diagnostico de endometrites subclinica. Quando os resultados do exame citoldgico e
bacterioldgico sdo inconclusivos, o estudo histolégico do endométrio se faz necessario
(LeBLANC e CAUSEY, 2009).

2.1.3.3. Histologia Endometrial

O estudo da arquitetura do endométrio é uma valiosa ferramenta para avaliar a salde
uterina e revela dados impossiveis de serem diagnosticados através de exame clinico
(DLUGOLECKA et al., 2019). Os primeiros relatos foram de biopsias uterinas em poneis por
Hammond e em éguas em estro por Andrews em 1941. Anos mais tarde, em 1966, Tobler
descreve a biopsia como ferramenta para diagnostica de alteragdes no Gtero (SNIDER et al.,
2011). Com o refinamento da técnica, o Dr. Robert M. Kenney decreveu as modificacdes
estruturais do endométrio conforme a fase do ciclo estral, alteracdes patoldgicas (KENNEY,
1975) e correlacionou com a probabilidade de levar a gestagdo a termo (KENNEY, 1978).
Recentemente, Buczkowska et al. (2016) verificou que alteracdes degenerativas do endométrio
predispéem o desenvolvimento de processos inflamatdrios. O exame histolégico a partir de
biopsia endometrial ndo tem sido utilizado rotineiramente por ser considerado menos pratico
de ser realizado e pelo fato do resultado ser mais demorado (OVERBECK et al., 2011,
CANISSO et al., 2016)
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Utlizando pinga propria para coleta de biopsia endometrial, um pequeno fragmento do
endométrio é colhido, fixado em formol a 10%, o corte histoldgico preparado e corado com
hematoxilina eosina. Ao microscopio optico é possivel avaliar o grau de fibrose, inflamacao,
agentes infecciosos e ma diferenciacdo endometrial (SNIDER, 2011).

Alguns autores preconizam que apenas uma amostra de bidpsia para avaliacdo
histologica ndo é 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 observacées, OVERBECK et al. (2013) ndo
encontraram diferengas significativas nos nameros de PMNs em material de bidpsia coletado
post-mortem de diferentes localizages do Utero equino.

Neutrofilos geralmente estdo presentes dentro dos vasos e na superficie, a presenca nos
tecidos é compativel com inflamacéo. Poucos e dispersos linfocitos podem estar presentes no
endométrio saudavel, entretanto, em processo inflamatoério crénico ocorre aumento do nimero
ou agrupamentos. A presenca de macréfagos aumentada também indica cronicidade de
inflamacdo. Macréfagos contendo hemossiderina, chamados de siderocitos, podem ser
encontrados apds hemorragias. Plasmacitos ndo sdo encontradas no endométrio saudavel e a
presenca deles indica processo crénico no qual uma imunoglobulina especifica estd sendo
produzida. Eosinofilos podem indicar processo inflamatério especifico, a presenca deles €
comum em infecgdes flangicas e indica necessidade de isolamento de agentes fungicos
(KENNEY, 1978).

De acordo com SCHOON et al. (1992), a presenca de neutréfilos em proestro ou estro
ndo indica inflamagdo, sendo que em diestro indica. LEBLANC et al. (2007) e
BUCZKOWSKA et al. (2014) definiram o limiar de inflamacgdo em bidpsias endometriais para
3 ou mais PMNs em 5 campos de visualiazacdo. De forma mais rigorosa, Nilsen (2005) e
KOZDROWSKI et al. (2015) consideram que infiltrado no epitélio luminal endometrial e no
estrato por um ou mais PMNs, avaliando cinco campos de alta poténcia, é considerada evidéncia
de endometrite.

Nielsen (2005) comparou e avaliou swabs e biopsias endometriais, realizando citologias
e culturas para diagndstico de endometrites em éguas. Os resultados sugeriram que a biopsia
endometrial € o mais sensivel e especifico método para o diagnostico (NIELSEN, 2005).
Estudando o endométrio de éguas que apresentaram perda embrionaria precoce, Dlugolecka e
colegas também afirmaram ser a histopatologia 0 exame mais preciso para avaliacdo do
endométrio (DLUGOLECKA et al., 2019). A presenca de PMNs no epitélio do limen

endometrial e no extrato compacto do endométrio é considerado por muitos autores como sendo



26

o mais eficiente diagndstico de endometrite em éguas, entretanto raramente indica o agente
causador e tdo pouco auxilia na escolha do protocolo de tratamento a ser utilizado (LeBLANC
etal, 2007; NIELSEN et al, 2011; OVERBACK et al, 2011; RUA et al., 2018; DLUGOLECKA
et al, 2019). A presenca de PMNs no endometrio reduz as chances das éguas em se torrnarem
prenhes quando comparadas com éguas sem a presenca de PMNs no endométrio (NILSEN et
al, 2011).

2.1.3.4. Cultura de Lavados Uterinos

Com intuito de colher amostras representativas para exames de cultura e citologia
uterinas, BALL e colaboradores (1988) descreveram a técnica de avaliacdo do liquido
recuperado por lavado uterino de baixo volume (LBV). Através de uma sonda estéril um
pequeno volume de solugdo estéril (60 a 150 mL) é introduzido no Gtero e distribuido pelos
cornos através de massagem transretal. O efluente obtido apds a drenagem pode ser
encaminhado para cultura microbioldgica e centrifugado para avaliacdo citoldgica (BALL et
al., 1988; LEBLANC et al., 2007).

Os debris retidos no filtro durante a drenagem da solucdo utilizada na coleta de embrides
também podem ser utilizados para cultura de microrganismos e identificagdo de células
inflamatdrias oriundas do Gtero de doadoras de embrides com suspeita de endometrite
subclinica (PEREZ-MARIN et al., 2018).

2.1.4. Tratamentos

Diante da prevaléncia e importancia das endometrites nos sistemas de reproducéo de
equinos, as alternativas para tratamento desta patologia sdo muito estudadas (SCOGGIN,
2016). Tratar endometrites é desafiador e compreende identificar a causa primaria, conhecer
profundamente a fisiopatologia dos agentes causadores para selecionar o protocolo de
tratamento (FERRIS, 2017b).

A correcdo cirdrgica das alteracBes conformacionais de vulva e vestibulo vaginal deve
ser realizada caso sejam a causa priméria da contaminagdo uterina. As vulvoplastias impedem
a recidiva e aumentam as taxas de prenhez nos animais submetidos a tratamento (CASLICK,
1937; INOUE e SEKIGUCHI, 2017; PAPA et al, 2014;)

As multiplas opgdes para tratar endometrites infecciosas visam a eliminagéo do agente
causador e a expulsdo dos debris inflamatorios. Para debelar o processo patologico a literatura

descreve a administracdo de antibidticos e antifingicos administrados por via topica e
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parenteral, conforme a natureza do agente causador (FERRIS, 2017b; SCOFIELD et al, 2013)
e também associacdo a terapias alternativas como adminstracdo de mucoliticos, compostos
quelantes, antiinflamatdrios esteroides e ndo esteroides, plasma rico em plaquetas autélogo,
acupuntura (BUCZKOWSKA et al, 2015; GORES-LINDHOLM et al, 2013; SCOGGIN, 2016)
e lavagens uterinas com solugédo ozonizada (HEREDIA, 2013).

A utilizagdo de infusdes uterinas com antibioticos é benéfica em casos de endometrite
bacteriana confirmado, entretanto é muito utilizado de forma empirica como uma Unica
lavagem pds ovulacdo para tratar éguas (LI1U, 2011). Tratamentos com antibioticos realizados
de forma inadequada podem induzir a processo crénico com bactérias resistentes, devido as
baixas concentracdes que o farmaco pode atingir no endométrio (GONZALEZ et al, 2010).

Lavagens uterinas sdo descritas na litertura e frequentemente utilizadas de forma
estratégica como tratamento pds cobertura em éguas susceptiveis a endometrite. SolucGes
antisépticas incluindo iodo povidine, clorexidine, salina hipertonica e perdxido de hidrogénio
diluidas em Ringer lactato ou solucdo salina (0,9%) podem ser infundidas no Utero e drenadas
posteriormente (BUCZKOWSKA et al, 2015; SCOGGIN, 2016). Entretanto, Troedsson (2011)
afirma que essas solucdes sdo fortemente irritantes e ndo devem ser utilizadas na rotina por
causarem danos ao endométrio.

O perdxido de hidrogénio é ha muitos anos conhecido por seu efeito antisséptico, exerce
efeito antimicrobiano de amplo espectro contra bactérias, fungos, virus, leveduras e esporos.
Para tratamento de endometrite em éguas é recomemdado a realizacdo de lavagens uterinas com
solucdo de Ringer lactato acrescido de solugdo de H>O2 a 3% (LeBLANC e McKINNON,
2011). Apesar do perdxido de hidrogénio apresentar excelente agdo bactericida in vitro, atuando
inclusive no biofilm (FERRIS, 2014), Hassett e colaboradores (1999) mencionam que o efeito
in vivo pode ser limitado pela capacidade das células de neutralizar os efeitos antimicrobianos
do perdxido de hidrogénio através da catalase, enzima antioxidante.

A infusdo intrauterina de querosene também € descrita na literatura com resultados
positivos (BRACHER et al, 1991) embora existam ressalvas sobre os efeitos no edométrio
(BRADECAMP et al, 2014; LeBLANC e CAUSEY, 2009). Querosene é um fluido destilado
do petréleo que contém hidrocarbonetos usualmente utilizado como solvente e combustivel ha
mais de 100 anos. A utilizagdo do querosene para tratar éguas subferteis foi inicialmete proposta
por Bracher e colaboradores (1991) quando estes pesquisadores obtiveram altas taxas de
prenhez (87,5%) em éguas tratadas no ciclo anterior a cobertura. Entretanto, a taxa de potros
nascidos foi de apenas 62,5%. O mecanismo através do qual o querosene aumenta as taxas de

prenhez ndo foi bem definido. Os autores identificaram reducdo de muco e exudato causado
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pela destruicdo do epitélio gladular e, em 50% dos casos, ocorreu necrose do epitélio luminal.
As prenhezes positivas obtidas no ciclo posterior ao tratamento foram atribuidas a rapida
capaciadde de regeneracdo do epitélio (BRACHER et al, 1991).

Bradecamp e colaboradores (2014), documentaram através de biopsias seriadas que 24
horas apds a infusdo, o querosene promove diminuicdo significativa das células epiteliais
ciliadas e que a concentracéo destas celulas retorna aos niveis normais, pré tratamento, quatro
dias ap0s. O querosene parece induzir a curetagem quimica do epitélio endometrial, removendo
de forma efetiva debris e microorganismos proporcionando ambiente favoravel ao
desenvolvimento embrionario (BRADECAMP et al, 2014). Apesar do tratamento intra uterino
com infus@o de querosene ser considerado demasiado agressivo porgrande parte dos médicos
veterinarios, a utilizacdo criteriosa e apropriada pode trazer resultados satisfatorios quando
outras modalidades de tratamento falharam (SCOGGIN, 2016).

A infusdo intrauterina de plasma rico em plaquestas pode ser realizada pré e pés
inseminacdo artificial para controlar a inflamagdo em éguas susceptiveis a endometrite pds
cobertura persistente e incrementar as taxas de prenhez (SEGABINAZZI et al., 2017)

Imunomoduladores podem ser utilizados estrategicamente para reduzir a resposta
neutrofilica e linfangiectasia pds inseminagdo em éguas susceptiveis. Dell’Aqua e
colaboradores (2006) realizaram estudo administrando 0,1 mg/kg de acetato de 9-alfa-
prednisolona e reportaram aumento das taxas de prenhez em éguas susceptiveis. A
administracdo de 50 mg de dexametasona por via intramuscular antes da cobertura ou
inseminacao artificial também relatou resultados positivos para taxas de prenhez (BUCCA et
al, 2008). O Firocoxib, anti-inflamatdrio ndo esteroidal, administrado por via oral na dose de
0,2 mg/Kg no dia da inducdo da ovulacao, também pode ser utilizado para controlar a reacéo
inflamatdria do Utero sem interferir na ovulagéo e na drenagem uterina (FRISO et al., 2019).

A lactoferrina recombinante humana, administrada através de infusdo uterina no
momento da cobertura causa reducao da expressdo de mRNA para a citocina pro-inflamatéria
Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a) 6 horas ap6s a inseminacgdo quando comparada a infusdo
de solucdo Ringer com Lactato (FEDORKA et al., 2016). A mesma modulacdo da resposta
inflamatoria pos cobertura ocorreu quando a infusdo foi realizada 6 horas ap0s a inseminacgao
artificial e ndo foram atribuidos danos ao endométrio apés o tratamento (FEDORKA et al.,
2018). Entretanto, testes para avaliar o efeito sobre a fertilidade ainda devem ser realizados.

A administracdo de ecbolicos, ocitocina e cloprostenol, promovem contracdo
miometrial exdégena melhorando de forma significativa a depuragdo de fluidos uterinos
inflamatorios (PYCOCK e NEWCOMB, 1996). As doses de ocintocina recomendadas variam
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entre 10 a 25 Ul, administradas por via endovenosa ou intramuscular, sendo que doses acima
de 25 Ul resultam em decréscimo das taxas de prenhez (KNUTTI et al, 2010). Entretanto, é
importante ressaltar que a ocitocina pode nédo ser eficiente em todas as éguas que acumulam
liquido intrauterino, os fatores que podem afetar a eficiéncia incluem baixo ndmero de
receptores endometriais, Gtero penduloso, cérvix fechada e doses excessivas promovendo
padrdo de contragéo inadequado (VON REITZENSTEIN et al, 2002).

Exercicios fisicos, além de favorecer o bem estar do animal, podem promover melhora
na circulacdo sanguinea e linfatica do trato reprodutivo e, por fortalecimento muscular,
melhorar a conformacgdo perineal favorecendo as barreiras fisicas contra a entrada de
microorganismos no trato reprodutivo (SCOGGIN, 2016). Suplementagéo da dieta com Omega
3 influencia na producdo de citocinas, reduzindo a resposta inflamatéria apds inseminacao
(BRENDEMUEHL et al, 2014).

O processo de endometrite pds cobertura em éguas susceptiveis, quando nédo tratado
adequadamente, pode persistir e se tornar processo patoldgico cronico (LeBLANC, 2010).

2.2. Ozbnio

Data de 1840 a descoberta do 0zénio pelo quimico alemé&o Christian F. Schoenbein, que
estudando correntes elétricas em agua notou a producao de um gas de odor forte e caracteristico
ao que nomeou de “ozon”, derivado do termo grego “ozein”, aquilo que emite cheiro. Em 1857
0 engenheiro e inventor Ernst Werner von Siemens construiu o primeiro gerador de 0zénio na
Alemanha possibilitando as primeiras experimentacdes terapéuticas com o gas (LUKES et al,
2005).

Os primeiros relatos de aplicacdo clinica do oz6nio foram em soldados nos hospitais
militares que recebiam feridos da Primeira Guerra Mundial. Ozonio era utilizado para
descontaminacdo de feridas purulentas e em curativos p6s operatérios (STROKER et al, 1916;
STROKER et al, 1917).

A auséncia de materiais adequados e resistentes a oxidacdo, como plasticos, para
aplicacdo local de ozonio tornava sua utilizacdo complicada, razdo pela qual foi esquecida
durante um tempo. E possivel que a descoberta da penicilina, antibi6tico de amplo espectro,
pelo bacteriologista Alexander Fleming, em 1928 também tenha desestimulado o
desenvolvimento da técnica. No final da década de 50, com o desenvolvimento de materiais
plasticos e de um aparelho gerador de ozénio de uso médico criado pelo Dr. Joaquim Hansler

na Alemanha, a ozonioterapia voltou a ser aplicavel e cada vez mais estudada em diversos
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paises do mundo incluindo Austria, Alemanha, Suica, Japdo, Estados Unidos, Italia, Rssia,
Espanha, Cuba, entre outros. Em 1986 o médico veterinario alemé&o Siegfried Schulz iniciou a
experimentacdo em animais a fim de avaliar o potencial farmacoldgico da ozonioterapia para
desenvolvimento da utilizacdo em seres humanos e animais. Mecanismos e efeitos terapéuticos
comecaram a ser documentados e desde entdo crescem o interesse e 0 nUmero de pesquisas com
0z06nio (RODRIGUEZ et al., 2018).

A molécula de 0zbnio é composta por trés atomos de oxigénio, é um al6tropo triatbmico
do oxigénio com potencial oxidante muito maior do que a molécula diatbmica. Instavel em altas
concentragdes, as moléculas de O3 se decompbe com facilidade em moléculas de O2 e por isso
ndo gera residuos toxicos (LUKES et al, 2005).

Nos ultimos anos a ozonioterpia tem sido cada vez mais desenvolvida e difundida em
razdo dos varios efeitos biologicos produzidos através de suas diversas formas de aplicacdo. A
ozonioterapia se caracteriza pela simplicidade de sua aplicacdo, efetividade, boa tolerancia e
baixa ocorréncia de efeitos colaterais quando aplicada de forma correta (Viebahn-Héansler et al,
2016).

O ozbnio é uma droga com propriedades matriarcais, isto €, em contato com fluidos
corporais produz mensageiros, ozonideos com acdo oxidante, que atingem a circulacdo
sanguinea sistémica e desencadeiam uma sequéncia de estimulos e efeitos farmacologicos.
Estudos in vivo comprovaram que 0 0zbnio, em baixas doses, ativa o fator nuclear Nrf2,
responsavel pela ativacdo da transcricdo de genes para producdo de enzimas antioxidantes e
substancias citoprotetoras (RE et al, 2014).

Segundo Recio del Pino et al, 1999, a ozonioterapia promove vasodilatacdo, por induzir
liberacdo de Oxido nitrico pelas células endoteliais, altera a plasticidade das hemacias
permitindo melhora na circulacdo periférica favorecendo a oxigenacdo dos tecidos, permitindo
a chegada de componentes do sistema imune de defesa, nutrientes e fatores de reparacéo
tecidual nos tecidos danificados.

Menéndez e colaboradores (2008) atribuem & ozonioterapia importante papel no
tratamento de canceres, visto que a hipoxia tumoral é reconhecida como mecanismo para
resisténcia das células neoplasicas as drogas anti tumorais e radioterapia.

Viebahn-Hansler e colaboradores (2016), realizaram um estudo retrospectivo de dados
apresentados na literatura, totalizando 1293 pacientes que fizeram uso da ozonioterapia pelas
vias sistémicas autohemoterapia maior ou insulflacdo retal. Em todos os estudos houveram
efeitos benéficos clinicos e farmacoldgicos significativos sem efeitos colaterais ou recdes

adversas.
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O desenvolvimento de variados mecanismos de resisténcia contra as formas de atuagao
bactericida de diversos grupos quimicos disponiveis atualmente incrementam as taxas de
morbidade, mortalidade e custos de tratamentos (LIN et al, 2015). A resisténcia € a principal
causa de falha em tratamentos que utilizam antibidticos e continuo aumento da amplitude deste
fendmeno estabelece sério problema terapéutico na erradicagdo de infeccbes (FRANZINI et al,
2016). A acdo do 0z0Onio, contra bactérias, virus e fungos é fato (PEREZ et al, 2003). O efeito
oxidativo interfere na integridade da parede celular das bactérias desestabilizando os
fosfolipideos e lipoproteinas de membrada. Nos fungos o Oz inibe a divisdo celular em certos
estagios e o efeito viricida é atribuido a danos ao capsideo (ELVIS e EKTA, 2011).

Calunga et al (2012), avaliaram positivamente a agdo do 0zonio em diminuir o estresse
oxidativo em 80% dos pacientes com osteoatrite. Houve reducdo da dor, diminuicdo do
progresso da degeneracao e consequente melhoria na qualidade de vida dos pacientes. Bocci et
al (2015), afirmaram que através de complexos mecanismos ocorre a ozonioterapia tem
importante atuacdo analgésica.

Na medicina humana o ozbénio promoveu efeitos benéficos quando utilizado para
tratamento de diversas enfermidades como em distdrbios nervosos (DIAZ-SOTO et al, 2012),
regeneracgéo de nervos (OZBAY et al, 2017), em osteoartrites (ANZOLIN e BERTOL, 2018),
auxiliando no tratamento de feridas contaminadas por bactérias resistentes a antibioticos
(FRANZINI et al, 2016), enfermidades inflamatdrias e infecciosas (VIEBAHN-HANSLER et
al, 2016).

Na medicina veterinaria crescem os estudos para quantificar e avaliar a eficiéncia da
ozonioterapia na clinica em diversas espécies de producdo ou companhia.

Em ovinos, o tratamento com ozonio e plasma rico em plaquetas ozonizado foi eficaz
em substituir a antibioticoterapia em casos de pododermatite infecciosa conhecida também
como footrot (SZPONDER et al, 2017).

A autohemoterapia maior ozonizada promoveu aumento de células do sistema imune na
circulagdo periférica e aumento das concentragdes séricas de IL-6 em bezerras sugerindo efeito
imunoestimulatério (TERASAKI et al, 2001). Em vacas portadoras de doencas inflamatdrias,
a autohemoterapia maior induziu aumento significativo de células T efetoras CD4* e CD8* em
relagdo ao grupo controle, sugerindo diferenca na ativacdo da resposta imune em animais
doentes (OHTSUKA et al, 2006).

Em 2015, Tsuzuki et al., publicaram estudo no qual concluiram que a autohemoterapia

com ozodnio contribui para melhor condicionamento fisico de equinos atletas por neutralizar as



32

espécies reativas de oxigénio formadas em excesso nas mitocondrias a partir do alto consumo
de oxigénio durante o exercicio.

O ozodnio ativa mondcitos e linfdcitos e induzem a producdo de uma gama de citocinas
como as interleucinas IL-1, IL2 IL-6, interferons ¢ TGFP (Bocci, 1992). As interleucinas IL-1
e IL-6 induzem os hepatdcitos a produzir fibrinogénio, reagente de fase aguda precursor de
fibrina que contribui para hemostasia e reparo tecidual. A IL-2 estimula células T a se proliferar
e diferenciar em células de memdria, induz a proliferacdo e ativacdo de células NK e as células
B a se proliferar e produzir anticorpos. Os interferons estimulam resposta antiviral, aumentando
a expresssdo de MHC-1 e MHC-II (ABBAS, 2015). Portanto, o ozonio exerce papel
imunoestimulante.

Na reproducdo de bovinos diversos estudos utilizando ozonioterapia tem aumentado a
eficiéncia reprodutiva das vacas e diminuido a utlizacdo de antibioticos. A ozonioterapia em
estagios inicias de certas patologias reprodutivas, principalmente endometrites, evita o
agravamento e a necessidade do uso de antimicrobianos (DURICIC et al, 2014; DURICIC et al
2015a). Em geral, resultados tem demonstrado que a ozonioterapia é similar, ou mais eficiente,
em tratamentos reprodutivos quando comparados aos resultados dos tratamentos
convencionais, sem efeitos adversos ou presenca de residuos no leite e ambiente (ZOBEL et al,
2012a; ZOBEL et al, 2012b; DURICIC et al 2015a; DURICIC et al 2015b, POLAT et al 2015;
IMHOF et al 2019).

Em casos de retencédo de placenta em vacas de leite, o tratamento com lavagens uterinas
ozonizadas com ou sem associacdo a antibioticoterapia parenteral obtiveram maior sucesso
quando comparados a tratamentos convencionais utilizando antibioticoterapia topica, parenteral
ou hormonal (ZOBEL et al, 2012a).

Zobel e colaboradores, 2012b, publicaram um estudo envolvendo 1219 vacas
diagnosticadas com urovagina, compararando o nimero de inseminaces artificiais necessarias
para obtencdo da prenhez entre tratamento utilizando lavagens uterinas com solugéo salina,
lavagens uterina com estreptomicina e insulflagdo do Utero com 0z6nio em forma de spray. Os
tratamentos eram realizados previamente a inseminacdo artificial e o tratamento com o0zénio
reduziu de forma significativa o namero de inseminacfes realizadas para se obter a prenhez
quando comparado aos outros tratamentos. Imhof e colaboradores, 2019, compararam a
eficiéncia entre infusdo de 0z6nio em spray e infusdo de capsulas de tetraciclina intrauterinas e
ndo houve diferenca significativa demonstrando que os tratamentos com o0z6nio podem

diminuir, de forma importante, a utilizacdo de antimicrobianos.
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Estudo comparando os resultados entre o tratamento intrauterino com ozénio e
rifamicina em vacas com endometrite subclinica concluiu que os resultados de ambos
tratamentos foram similares. Entretanto, os autores ressaltam a grande vantagem de nao se fazer
necessario o descarte do leite em tratamentos que utilizam ozénio (POLAT et al, 2015).

Em cabras com retencdo placentaria ndo houve diferenca entre tratamento utilizando
ozonioterapia na forma de spray intrauterino (n=21) e antibioticoterapia realizada através da
administracdo de oxitetraciclina (n=20). Em ambos os tratamentos as cabras obtiveram
diagnostico de gestacdo positivo no ciclo seguinte (DURICIC et al, 2015b).

Em equinos, os efeitos do 0zonio foram estudados Alves e colaboradores (2004), em
lesbes de reperfusdo de jejuno em equinos. Segundo o estudo, foram atribuidos a ozonioterapia
a vasodilatacdo periférica, mediada pela acdo do 6xido nitrico, que evitaram lesdes no endotélio
vascular e mucosa, favorecendo a recuperacdo dos pacientes.

Na medicina esportiva o efeito analgésico proporcionado por ozonioterapia
intramuscular paravertebral foi comprovado no tratamento de cavalos de corrida com dores
lombares recorrentes (VIGLIANI et al, 2005). Tsuzuki e colaboradores (2015), constataram
aumento de producdo de enzimas antioxidantes em cavalos atletas submetidos a
autohemoterapia maior. O aumento da capacidade antioxidante favorece a neutralizacdo das
espécies reativas de oxigénio produzidas durante o metabolismo, minimizando danos celulares.

Em éguas, lavagens uterinas utilizando &gua ozonizada produziu interessantes
resultados para tratamento de éguas com falha reprodutiva. No estudo, 6 éguas com historico
de falha reprodutiva emprenharam apos 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 insulflacdo do Utero com mistura de oxigénio ozonio.

Devido aos efeitos locais antimicrobiano e antiinflamatoério do 0zénio, o presente estudo
objetivou avaliar o efeito da lavagem uterina utilizando soro fisioldgico ozonizado em éguas

com baixo escore reprodutivo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1.  Periodo e Localizagcdo Experimental

O estudo foi conduzido durante a estacdo reprodutiva no periodo de abril a dezembro
de 2019, quando foram realizados os tratamentos e coletadas amostras de animais alojados na
Fazenda Nossa Senhora Aparecida, municipio de Cambugquira, estado de Minas Gerais, latitude
21°51°30” e longitude 45° 17’ 28”. As amostras foram processadas e analisadas no Laboratério
de Patologia Animal do DMV/UFLA.

3.2.  Animais

Este projeto, foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Pro-
Reitoria de Pesquisa/UFLA (091/18).

Foram utilizadas 33 éguas da raca Mangalarga Marchador e mesticas; matrizes,
doadoras de embrides e receptoras; com idade entre 5 e 15 anos, estimada através do desgaste
dentério; suspeitas de serem acometidas por endometrite subclinica por apresentar historico de
infertilidade no transcorrer da atual estacdo de monta e na anterior. Os animais estavam em
regime semi-extensivo, em lotes de 2 a 15 animais, em pastagens de boa qualidade, recebendo
silagem de milho, agua em bebedouros naturais e sal mineral ad libitum. O escore de condicéo
corporal variou entre 4 (moderadamente magro), 5 (moderado) e 6 (moderadamente obeso) de
acordo com a classificacdo de HENNEKEET et al., 1983.

Foram incluidas no experimento éguas doadoras de embrides com 3 ou mais lavados
negativos para recuperacdo de embrides; matrizes que apresentaram 1 ou mais diagnosticos
negativos na atual estacdo de monta além de ndo confirmacdo de gestacdo na estacdo
reprodutiva anterior; receptoras de embrifes que obtiveram 2 ou mais diagnosticos negativos
de gestacdo apos transferéncia de embrido.

Todas as éguas foram examinadas clinicamente para descartar a possibilidade de patologia
sisttmica concomitante.

3.3. Tratamentos

No total de 33 animais, 10 foram destinados a receber o tratamento controle (TC)
utilizando lavagem uterina com solucgéo fisioldgica e 23 receberam o tratamento utilizando
lavagem uterina com solucéo fisiologica ozonizada (TO).

As éguas selecionadas atraves do historico de infertilidade foram examinadas através de

palpacdo retal e ultrassonografia, a coleta de amostras e tratamentos foram iniciados quando o
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animal estava em fase estrogénica, ou seja, na presenca de um foliculo dominante e edema do
endométrio. O dia da coleta das primeiras amostras, para citologia e histopatologia, e do
tratamento foi denominado dia 0 (D0). No terceiro dia pds tratamento, dia 3 (D3), novas

amostras para citologia e histopatologia endometrial foram colhidas.
3.4.  Coleta para Exames Laboratoriais

Os animais selecionados foram submetidos a colheita de amostras para citologia
endometrial e exame histopatolégico do endométrio imediatamente antes da realizacdo do
tratamento e no terceiro dia apds a fim de se avaliar a variacdo da contagem de neutréfilos em
funcdo dos tratamentos. A fim de padronizar os dados obtidos para posterior analise, 0s
tratamentos foram realizados nos animais em estro.

Para proceder a coleta de material o animal foi colocado em tronco de contencéo
adequado em sala de alvenaria coberta e protegida contra excesso de poeira e insetos. A cauda
foi envolvida com plastico nos 30 cm proximos a base e contida lateralmente, evitando
contaminacdo da regido perineal ap6s a antissepsia. A regido perineal era higienizada por 3
vezes consecutivas através de lavagem utilizando solucdo degermante de clorexidine 2% e a
secagem realizada com toalhas de papel descartaveis.

Foi utilizado coletor para citologia uterina descartavel e estéril proprio para éguas

revestido por camisa sanitaria (PROVAR® - Sdo Paulo, Brasil) (Figura 1).

Figura 1 - Coletor comercial tipo escova citoldgica utilizado para exame de citologia endometrial.

Fonte: Takakura, 2020.
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Com a méo protegida por luva pléstica de cano longo o coletor era posicionado na palma
da mdo e uma gota de lubrificante atdxico colocado no dorso da méo. O coletor protegido por
camisa sanitaria era introduzido na cérvix, via vaginal, local de rompimento da camisa sanitéria.
O conjunto coletor, ainda com a escova protegida no seu interior, era introduzido até o extremo
cranial do corpo do Utero, na regido de bifurcacdo dos cornos, onde a extremidade da haste era
exposta. Através de giros da haste, cinco para a direita e cinco para esquerda, produzia-se 0
atrito para colheita das células. A haste era tracionada para o interior da protecao e entdo retirada
do atero. Para confeccionar o esfregaco a escova era deslizada levemente em movimento
rotatorios pela lamina de microscopia (Figura 2), seca ao ar e corada com Kit Panotico Rapido
(Laborclin® - Parand, Brasil).

Figura 2 - Coleta de material e confec¢do da lamina para exame de citologia endometrial.

Fonte: Takakura, 2020.

Apos coloragdo as laminas foram avaliadas por microscopia de luz (Eclipse E200,
Nikon®, Tokio, Japdo) em aumento de 1000 x sob imersdo em Oleo, por um mesmo

examinador, de forma a contabilizar a proporcdo de PMNs em relacéo a celulas endometriais,
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sendo contabilizadas 300 células (Figura 3) sem levar em consideragdo o nimero de campos
avaliados por Iamina. O resultado foi expresso em porcentagem de PMNs em relacéo as células
endometriais, sendo classificado em: - Menor que 2%: negativo; - 2 a 5%: leve; - 5 a 30%:
moderado; - Maior que 30%: intenso. A classificacdo foi realizada para comparar se houve

melhora, agravamento ou nao alteragdo do status do animal apds os tratamentos.

Figura 3 - Presenca de PMNs em citologia endometrial. Grau moderado de acometimento (A)
aumento de 1000X e grau intenso (B) aumento de 400X.
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Fonte: Takakura, 2020.

As colheitas de material para estudo histopatoldgico foram realizadas apds a colheitas
de material para citologia endometrial. A mao do técnico, protegida por luva e lubrificada, era
inserida por via vaginal para introduzir a pin¢a de Yeoman (Botupharma®) estéril revestida por
camisa sanitaria plastica (IMV®, Franca) (Figura 4). Ao adentrar o Gstio caudal da cérvix a
camisa sanitéaria era rompida e a pinca inserida até a extremidade cranial do corpo, na regido de
bifurcacdo dos cornos. A mdo do técnico era retirada da vagina e por via retal realizava-se
pressao do utero contra a pinga. Fechava-se a pinca para apreender o fragmento e tracionava-se
caudalmente para retirada do Utero. As amostras foram fixadas em solucdo tamponada de
formol a 10% e encaminhada para o Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal de Lavras onde foram preparados os cortes e corados com hematoxilina e eosina.
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Figura 4 - Pinga e camisa sanitaria utilizadas para colher fragmento endometrial para histologia.

%

Fonte: Takakura, 2020.

Foi realizada a contagem de neutrofilos presentes em 5 campos de cada corte
histoldgico. O resultado foi considerado positivo quando identificado 1 neutr6filo por campo
ou mais. O namero de neutrofilos por campo também foi aferido para que fosse possivel a

comparacdo dos dados anteriores e posteriores aos tratamentos controle e teste.

Figura 5 - Corte histologico do endométrio com presenca de PMNSs (setas amarelas) no estrato
compacto aumento de 1000X.

Fonte:akakur, 2020
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3.5.  Preparo da Solucéo Fisiologica Ozonizada.

Para ozonizar a solucdo fisioldgica foi utilizado um equipamento gerador de 0z6nio
portatil modelo O&L 1.5 (Ozone&Life®). Através de equipo estéril acoplado a saida do gas
mistura de ozénio/oxigénio, na concetracdo de 52 pg de O3/mL de oxigénio obtida através da
regulagem do fluxémetro de entrada de O2 em ¥ litros por minuto na méaxima poténcia da
maquina. O gas era injetado continuamente durante 10 minutos na parte inferior do frasco, de
forma que o gas percorresse através da coluna de solucéo, sendo liberado para a parte superior
do frasco onde era acoplado um dispositivo detruidor de ozonio pelo qual o gas residual
atravessava para ndo haver liberacdo do O3 para o ambiente (Figura 6).

Devido a instabilidade do ozénio em solugbes aquosas a lavagem uterina era realizada

imediatamente apds o preparo da solucéo.

Figura 6 - Preparo da solugdo ozonizada e sistema para infuséo uterina.
= ~— B Lot

Fonte: Takakura, 2020
3.6. Lavagens Uterinas

Vinte e trés animais foram submetidos & lavagem uterina com solucdo fisiologica

ozonizada e dez a lavagem uterina com solucao fisiolégica sem prévia ozonizagdo. Apds a
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colheita de material para histopatologia a regido perineal era novamente higienizada para se
proceder a lavagem. Com a mé&o protegida por luva plastica de cano longo, uma sonda de calibre
32 mm era inserida no utero por via vaginal e mantida segura ap0s adentrar a cérvix, para evitar
refluxo, pela mao do técnico durante todo o procedimento. A solucdo era inserida perfazendo
no total 1L, mantida dentro do Utero por 10 minutos e posteriormente drenada por gravidade.
Ao término da lavagem era administrado 15 Ul de ocitocina por via intramuscular para auxiliar

na drenagem de solucéo remanescente.
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4, ANALISE ESTATISTICA

O delineamento inteiramente casualizado foi utilizado, os dados analisados com o software JMP
Pro 12 (SAS, Cary, NV-EUA) e a diferenca entre os tratamentos verificada. O modelo testou
os efeitos de tratamento, e interagcdo tratamento * campo, e animal (tratamento) como erro
aleatdrio. Os dados foram submetidos a avaliagdo de normalidade com o teste de Shapiro Wilk.
A distribuicdo de frequéncia dos dados de histologia foi de Poisson, sendo entdo analisados por
modelos linearizados, com funcdo Logit e ajustes para sobredispersdes. O nivel de significancia
adotado foi a=0,05 para comparagdo de médias. Os dados referentes a analise citoldgica foram
modelados ajustando uma regressdo logistica Freedeman(2009), com os parametros usados
sendo, (0) sem modificacdo, (1) melhora e (2) agravamento. Utilizando a categorizacao
estabelecida para situacdo do animal, pode-se aplicar o teste qui-quadrado para independéncia
Cohen(1976), que visa verificar a diferenca significativa entre os dois tratamentos com relagéo

ao status de melhora ou ndo do animal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 33 animais com histdrico de infertilidade selecionados para o experimento, 11 (33,3%)
apresentaram resultado negativo no exame de citologia endometrial. Falsos negativos na
citologia podem ocorrer por falha no procedimento de obtencéo da amostra ou por atuagéo dos
mecanismos de defesa de algumas bactérias anaerdbias que aumentam a viscosidade do muco
como forma de escape da defesa celular. Overbeck e colegas obtiveram 6 amostras de citologia
negativa em éguas com endometrites causada por E. coli (OVERBECK et al, 2011). Rua e
colaboradores (2018) avaliando 51 animais com histérico de infertilidade, obtiveram 25,5% de
resultados negativos no exame de citologia endometrial. Outro estudo ja havia documentado
que em apenas 12% das culturas positivas para anaerdbios as evidéncias citologicas de
inflamacdo estavam presentes (RICKETTS e MACKINTOSH, 1987), mostrando que a
citologia é falha quando utilizada como (nico método para diagnosticar inflamacao
endometrial.

Dos animais considerados positivos para citologia endometrial, 5 apresentaram grau leve de
inflamacéo, 8 grau moderado e 9 grau intenso previamente ao tratamento. Apos a aplicacdo do
tratamento controle (TC), 4 animais ndo apresentaram alteracdo na contagem de neutrofilos, 5
apresentaram melhora e 1 apresentou agravamento. Apdés a aplicacdo do tratamento com 0zénio
(TO), 5 animais ndo apresentaram alteracdo na contagem, 11 apresentaram melhora e 8

agravamento (Tabela 1).

Tabela 1 - Contingéncia das frequéncias observadas no exame citolégico apds os tratamentos

Tratamento Sem Mudanga Melhora Agravamento
TC 4(40%) 5(50%) 1(10%)

TO 5(21,7%) 11(47,8%)  7(31,5%)
Total 9(27,3%) 16(48,5%)  8(24,2%)

De acordo com as frequéncias observadas na tabela de contingencia, temos que no
tratamento TC 50% dos animais apresentaram melhora no quadro e parao TO 47,83%. O valor-
p no teste de 0,3301 corroborando com a regressao logistica e ndo foi possivel rejeitar hipdtese
de igualdade de eficacia dos tratamentos.

Neste estudo, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos quando levada em

consideracdo o resultado da contagem de neutrofilos obtido através de citologia.
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No exame histolégico, apenas 3 animais (9%) obtiveram resultado negativo a presenga
de PMNs no estrato compacto do endométrio previamente aos tratamentos. A presenca de
PMNSs no estrato compacto endometrial durante a avaliacdo histopatoldgica é atualmente o
método mais confiavel, chamado de “padrdo ouro” para o diagnostico da endometrite, sendo
usado como referéncia para diagnéstico (NIELSEN, 2005; LEBLANC et al., 2007,
OVERBECK et al., 2011, KOZDROWSKI et al., 2015, RUA et al., 2018). Neste sentido, 0
presente estudo considerou os resultados da histologia como referéncia para comparacdo dos
efeitos dos tratamentos aplicados.

Na analise histoldgica, a distribuicdo de frequéncia da contagem de neutréfilos foi
caracterizada como sendo modelada por uma Poisson (Freedeman, 2009), com a maior
proporcéo de valores baixos e menor de valores muito altos para ambos tratamentos. Antes dos
tratamentos a média de contagem de neutréfilos diferiu entre TC e TO, ndo havendo efeito de
repeticéo.

Usando o modelo de Poisson para verificar diferenca na contagem de neutrofilos
verificou-se média do grupo TO superior a do grupo TC (p<0,0001). Levando em conta o
momento antes da aplicacdo dos tratamentos.

No tratamento TC, os animais apresentaram uma contagem média de neutréfilos 9,9
(£2,43), com um desvio pardrdo de 8,5, erro padrdo da média de 1,2 e mediana de 8,
previamente ao tratamento, e apos a aplicacdo de TC a média de neutrdfilos foi de 3,54 (+1,29),
com um desvio pardrdo de 4,5, erro padrdo da média de 0,63 e mediana de 2. No tratamento
TO, a contagem média de neutro6filos foi de 12,29(%3,28), com um desvio pardrdo de 17,76,
erro padrdo da média de 1,65 e mediana de 3, previamente ao tratamento, e apds a aplicacdo de
TO a média foi de 1,61 (£0,45), com um desvio pardrdo de 2,42, erro padrdo da média de 0,22

e mediana de 1.

Tabela 2 - Média das contagens de PMNs na histologia endometrial antes e depois dos tratamentos

NuUmero de PMNs

Antes Depois
Solucaéo fisiologica 9,9 (£2,43) 3,54 (£1,29)?
Solucdo fisiologica ozonizada 12,29 (£3,28) 1,61 (x0,45)°

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenga estatistica (P<0,001).

PMNs, neutréfilos polimrfonucleares
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Foi observado pelas estatisticas descritivas uma maior eficiéncia do tratamento TO
depois da aplicacdo dos tratamentos na contagem média de neutrdfilos. Apds a modelagem
constatou-se que a contagem foi inferior (p<0,0001) para os animais tratados TO quando
comparada com o controle. Ocorreu a diminui¢do na contagem média de neutréfilos apos a
aplicacdo do tratamento TO e diminuicdo no valor do desvio padréo, assim como ocorrido com
o tratamento TC. Entretanto, o valor médio da contagem de neutrofilos foi inferior quando se
utilizou o tratamento TO, evidenciando uma maior eficacia do tratamento TO quando a intencao
¢ a diminuicdo no valor dessa contagem indicando diminuicao da inflamacdo no endométrio.

Considerando o resultado histolégico negativo ap6s o tratamento, ou seja, a cura, 0
presente trabalho demosntrou que 14 (61%) dos animais tratados com TO foram curados e que
apenas 3 (30%) dos animais tratados com TC apresentaram cura.

Os efeitos positivos da utilizacdo do ozénio na reproducdo de bovinos foram
comprovados por estudos que afirmaram ocorrer aumento da eficiéncia reprodutiva das vacas
e diminuicdo da utlizacdo de antibidticos. Em estagios inicias de certas patologias reprodutivas,
principalmente endometrites, evita o0 agravamento e a necessidade do uso de antimicrobianos
(DURICIC et al, 2014; DURICIC et al 2015a). Em geral, resultados demonstram que o efeito
é similar, ou mais eficiente, em tratamentos reprodutivos quando comparados aos resultados
dos tratamentos convencionais com a vantagem de ndo produzir efeitos adversos e liberar
residuos no leite e ambiente (ZOBEL et al, 2012a; ZOBEL et al, 2012b; DURICIC et al 2015a;
DURICIC et al 2015b, POLAT et al 2015; IMHOF et al 2019).

Em éguas, lavagens uterinas utilizando &gua ozonizada produziram resultados
interessantes para tratamento de éguas com falha reprodutiva. No estudo, 6 éguas com histérico
de falha reprodutiva emprenharam apds o tratamento (HEREDIA, 2013). Montechiesi e Ignécio
(2018) obtiveram sucesso ao tratar um caso de endometrite por Pseudomonas sp. utilizando
lavagens uterinas com soro ozonizado e insulflacdo do Utero com mistura de oxigénio ozonio.

Os beneficios do 0z6nio intrauterino provavelmente se devem pela ag¢do antimicrobiana
potente sobre bactérias e fungos. A resisténcia é a principal causa de falha em tratamentos que
utilizam antibi6ticos e continuo aumento da amplitude deste fendmeno estabelece sério
problema terapéutico na erradicacdo de infeccdes (FRANZINI et al, 2016). O efeito oxidativo
do ozobnio interfere na integridade da parede celular das bactérias desestabilizando os
fosfolipideos e lipoproteinas de membrada. Nos fungos o O3 inibe a diviséo celular em certos
estagios (ELVIS e EKTA, 2011). Ainda ndo ha relatos sobre bactérias e fungos resistentes aos

danos oxidativos provocado pelo ozbnio.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a utilizacdo de apenas uma lavagem uterina com solucao
fisioldgica ozonizada causa reducdo significativa (p<0,0001) na presenca de PMNs no
endométrio inflamado. Portanto, esta modalidade de tratamento pode ser utilizada em animais
portadores de endometrite clinica e subclinica, e na rotina de doadoras de embrido susceptiveis

a endometrite pds cobertura persistente.
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