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RESUMO

SOARES, Carlos Mattos Teixeira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2017. Avaliagao ginecolégica de éguas receptoras de embridao através de
diferentes métodos de diagnéstico. Orientador: Giovanni Ribeiro de Carvalho
Coorientadores: Mariana Machado Neves e Ciro Alexandre Alves Torres.

Objetivou-se verificar se a endometrite € a principal causa da retirada de éguas
receptoras do programa de transferéncia de embrides, além de comparar métodos
e técnicas de diagndstico. Quarenta éguas receptoras mesticas oriundas de sete
propriedades e que nao ficaram gestantes ao final da estagdo reprodutiva,
adicionado ao histérico de subfertilidade, foram selecionadas para exame
ginecologico. O exame foi realizado através de (i) coleta de dados do animal, idade,
escore de condicdo corporal (ECC) e historico reprodutivo; (ii) exame clinico
reprodutivo, conformagédo do perineo, palpagdo e ultrassonografia transretal dos
orgaos reprodutivos, vaginoscopia e exame digital da cérvix; e (iii) exames
laboratoriais, cultura e citologia, a partir de um coletor comercial (CC) duplamente
protegidos, lavado intrauterino de baixo volume (LBV) e do lavado do fragmento
resultante da bidépsia endometrial (LFBE), e a avaliagao histolégica. A presenga de
polimorfonucleados (PMNs) no estrato compacto durante a avaliagao histolégica
serviu de referéncia para o diagnodstico da endometrite e base para comparagao
entre os métodos de diagndstico. A endometrite foi diagnosticada em 65% dos
animais avaliados, sendo caracterizada pela presenca de PMNs, distribuicdo das
glandulas endometriais em aglomeracbes e a presenca de fibrose no tecido
endometrial e periglandular durante a avaliagao histolégica. No exame clinico
reprodutivo, foram positivos 32,5% dos animais para a avaliagdo da conformacao
do perineo; 52,5% para exame de palpacéao e ultrassonografia; 25% para o exame
de vaginoscopia; e 37,5% para o exame da cérvix. Nos exames laboratoriais, foram
positivos 17,5% para avaliagao do efluxo do LBV; 52,5% para o exame citolégico
uterino; e 62,5% para exame de cultura uterina, sendo a bactéria mais isolada a
Staphylococcus spp., seguida de Escherichia coli, Enterobacter spp. e Citrobacter
spp., todas susceptiveis a sulfa/trimetoprim, enrofloxacina e florfenicol.
Comparando os exames para o diagnéstico da endometrite, a palpagao e
ultrassonografia apresentaram os melhores resultados entre os exames clinicos,
entretanto, foi inferior aos exames laboratoriais de citologia e cultura uterina, sendo

este ultimo com maior sensibilidade e especificidade para endometrite. A utilizagao

Xii



de multiplos resultados de diferentes exames também se mostrou uma alternativa
eficaz para o diagnéstico da endometrite. Nas condi¢des em que o estudo foi
realizado, a técnica de coleta de amostras mais pratica e ao mesmo tempo eficaz
para os exames de cultura e citologia uterina foi a do CC. A técnica de LFBE nao
demonstrou ser tao eficiente quanto as demais. Concluiu-se que a endometrite é a
principal causa de éguas receptoras com problemas reprodutivos, e que o exame
ginecologico é essencial para o diagnostico destes animais, utilizando-se o maior
numero de exames possiveis ou o exame de palpagao e ultrassonografia como
triagem para a realizacdo de exames laboratoriais, além disto, que o coletor
comercial foi o método mais pratico e eficaz para a coleta de amostras para os

exames de cultura e citologia endometriais.
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ABSTRACT

SOARES, Carlos Mattos Teixeira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2017. Gynecological evaluation of embryo recipient mares through different
diagnostic methods. Adviser: Giovanni Ribeiro de Carvalho Co-advisers: Mariana
Machado Neves and Ciro Alexandre Alves Torres.

The objective was to verify if endometritis is the main cause of the withdrawal of
recipient mares from the embryo transfer program, in addition to comparing
methods and diagnostic techniques. Forty crossbred recipient mares from seven
farms that did not become pregnant at the end of the reproductive season, added to
the history of subfertility, were selected for gynecological examination. The
examination was performed through (i) collection of animal data, age, body
condition score (ECC) and reproductive history; (ii) reproductive clinical
examination, conformation of the perineum, palpation and transrectal
ultrasonography of the reproductive organs, vaginoscopy and digital examination of
the cervix; and (iii) laboratory tests, culture and cytology, from a double-shielded
commercial collector (CC), low-volume intrauterine flush (LBV) and wash of the
fragment resulting from endometrial biopsy (LFBE), and histological evaluation. The
presence of polymorphonucleate (PMNs) in the compact stratum during the
histological evaluation served as a reference for the diagnosis of endometritis and
basis for comparison between diagnostic methods. Endometritis was diagnosed in
65% of the evaluated animals, being characterized by the presence of PMNs,
distribution of the endometrial glands in agglomerations and the presence of fibrosis
in endometrial and periglandular tissue during the histological evaluation. In the
reproductive clinical examination, 32.5% of the animals were positive for evaluation
of the perineum conformation; 52.5% for examination of palpation and
ultrasonography; 25% for vaginoscopy examination; and 37.5% for the examination
of the cervix. In the laboratory tests, 17.5% were positive for evaluation of the efflux
of the LGV, 52.5% for uterine cytology examination; and 62.5% for uterine culture,
with Staphylococcus spp. being the most isolated bacteria, followed by Escherichia
coli, Enterobacter spp. and Citrobacter spp., all susceptible to sulfa / trimethoprim,
enrofloxacin and florfenicol. Comparing the exams for the diagnosis of endometritis,
palpation and ultrasonography showed the best results among the clinical exams,
however, it was inferior to the laboratory exams of cytology and uterine culture, the

latter being with greater sensitivity and specificity for endometritis. The use of
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multiple results from different exams has also proved to be an effective alternative
for the diagnosis of endometritis. Under the conditions under which the study was
carried out, the most practical and efficient sampling technique for culture and
uterine cytology examinations was CC. The LFBE technique did not prove to be as
efficient as the others. It was concluded that endometritis is the main cause of
recipient mares with reproductive problems, and that gynecological examination is
essential for the diagnosis of these animals, using as many tests as possible or
palpation and ultrasonography as screening for besides the fact that the commercial
collector was the most practical and efficient method for the collection of samples

for endometrial culture and cytology exams.
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INTRODUGAO

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2016), o
Brasil possui um efetivo de cerca de cinco milhdes de equinos destinados ao
trabalho, criagdo, esporte e lazer. O agronegdécio do cavalo gera uma renda anual
de mais de dezesseis bilhdes de reais, empregando de forma direta e indireta mais
de trés milhdes de pessoas.

Dentro deste contexto, a reprodugdo equina e suas biotecnologias se
destacam, pois atuam no melhoramento genético buscando suprir metas de um
mercado cada vez mais exigente por animais zootecnicamente superiores. A
Transferéncia de Embrides (TE) € uma biotecnologia aplicada a fémea equina que
tem se destacado nas Uultimas décadas pelo seu avanco cientifico e,
principalmente, comercial. Ela torna a relagdo custo e beneficio atraente para o
criador, pois permite que éguas geneticamente superiores, com grande valor
afetivo e/ou consagradas campeas em suas modalidades esportivas, possam ter
mais de um potro por ano. Seguindo esse preceito, a TE tem se tornado comum na
criacado de equinos, sendo uma biotecnologia promissora para os profissionais que
trabalham nesta area.

Apesar deste cenario positivo, éguas com a fertilidade reduzida podem
influenciar diretamente o sucesso da técnica, sendo responsaveis por menores
taxas de eficiéncia reprodutiva. Assim, éguas receptoras de embrido que ndo se
tornam gestantes apds o programa de TE tém sido objeto de pesquisas, devido ao
desafio delas em reconhecerem o embrido da doadora e proporcionarem um
ambiente propicio para a gestagao.

Eguas receptoras inaptas para receber o embrido, com sucessivas perdas
embrionarias precoces e/ou que nao levam a gestacdo a termo sdo consideradas
“‘éguas problema”. Esta nomenclatura tem sido muito utilizada para éguas com
histérico conhecido de afecg¢des reprodutivas, como a endometrite, sendo muitas
vezes retiradas do programa de TE ao final da estagdo reprodutiva por nédo se
tornarem gestantes. Entretanto, o alto custo de aquisigcdo e manutengéo de éguas
receptoras no programa de TE, além da diminuicdo na relacao oferta/procura por
estes animais, tem tornado imprescindivel o diagnéstico e o tratamento eficientes
das éguas com problemas reprodutivos, com intuito de manter estes animais no

programa.



A endometrite é considerada a principal causa de subfertilidade em éguas. O
diagnostico preciso e a identificagdo da causa da inflamagdo persistente do
endométrio sdo necessarios para iniciar o tratamento e ter uma resposta
terapéutica eficaz. No entanto, diferentes métodos de diagndstico da endometrite
sao utilizados para a avaliagdo ginecoldgica, e a melhor forma de diagnosticar com
segurancga e de forma rapida e pratica tal patologia pode ser muitas vezes confusa
para o médico veterinario.

Diante disso, objetivou-se com o presente estudo, verificar se a endometrite
€ a principal causa de problemas reprodutivos em éguas receptoras e consequente
retirada destes animais do programa de TE, e comparar diferentes métodos de
diagnostico e técnicas de coleta de amostras, a fim de verificar qual método e

técnica é mais pratica e eficiente para os profissionais que atuam na area.



REVISAO DE LITERATURA
1. Transferéncia de embrioes

A transferéncia de embrides (TE) €& uma biotecnologia aplicada
comercialmente na reprodugao equina, que consiste na colheita de um ou mais
embrides de uma égua doadora, por lavado intrauterino transcervical, para
transferéncia ndo cirdrgica a uma égua receptora previamente sincronizada, que &
responsavel por gestar (FLEURY et al., 1987; SQUIRES et al., 1999).

A TE é realizada no ambito comercial no Brasil desde a década de 80, onde
teve grande aceitagdo por parte tanto dos médicos veterinarios, quanto dos
criadores. A técnica apresenta como vantagens a baixa complexidade em relagao
as outras técnicas reprodutivas avancadas, permite a obtencdo de multiplos potros
de éguas doadoras geneticamente superiores, com grande valor afetivo,
impossibilitadas de gestar e/ou consagradas campeas em suas modalidades
esportivas. Eguas receptoras, de menor valor zootécnico e comercial, serdo
responsaveis por gestar e cuidar dos potros até o desmame (FLEURY et al., 1987;
EVANGELISTA, 2012)

Devido as vantagens e a grande aceitagao proporcionadas pela TE no
Brasil, o pais se tornou, junto com os Estados Unidos e Argentina, o maior produtor
de embrides equinos do mundo. Ha cerca de 40 centros de TE espalhados por todo
pais, sendo a raga Mangalarga Marchador e Quarto de Milha com o maior numero
de potros nascidos por TE registrados (FLEURY et al., 1987; SQUIRES et al.,
1999; ALVARENGA, 2010; EVANGELISTA, 2012).

Mesmo com a ampla utilizacdo da técnica na espécie equina, esta é
considerada incipiente em relagao a outras espécies (RIERA, 2009), principalmente
pela dificuldade de induzir a superovulagdo. Além disso, outros fatores também
podem influenciar de forma direta ou indireta o sucesso da TE, tais como a
fertilidade e a qualidade seminal do garanhdo, a técnica utilizada pelo profissional e
sua habilidade, e fatores inerentes a fertilidade e manejo das éguas doadoras e
receptoras (SQUIRES et al., 1999; CARVALHO, 2000; SQUIRES, 2003; HINRICHS
& CHOI, 2005; LIRA et al., 2009).

As éguas receptoras sao de extrema importancia em um programa de TE,
visto que, sdo as responsaveis por reconhecer o embrido transferido e fornecer as
condigdes necessarias ao seu desenvolvimento (FLEURY et al., 2007). Portanto, a

selecao destes animais para aquisi¢ao e inclusao no programa de TE pode se
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tornar fator importante e determinante para o sucesso da técnica (VANDERWALL &
WOODS, 2007; MCKINNON & SQUIRES, 2007).

Critérios de selecao de receptoras devem ser seguidos de forma metodica e
minuciosa, abrangendo a idade do animal, sendo preconizados animais na faixa
etaria de trés a dez anos (VANDERWALL & WOODS, 2007; MCKINNON &
SQUIRES, 2007), com escore de condi¢c&o corporal adequado, sendo o ideal 0 5 na
escala de 1 a 9 (HENNEKE et al., 1983; NRC, 2007), sem histérico reprodutivo de
patologias, com ciclos estrais regulares e sem anormalidades em todo o trato
reprodutivo, mediante avaliagéo ginecoldgica (SQUIRES, 1999; VANDERWALL &
WOODS, 2007). Além disto, o estado clinico geral, problemas anatomicos,
tamanho do animal e seu comportamento também podem ser considerados fatores
excludentes do programa (ALONSO, 2008; RIERA, 2009).

Porém, geralmente o exame ginecolégico ndo é realizado de forma
completa, havendo uma grande propor¢ao de éguas aceitas que nao estao aptas
reprodutivamente (LOSINNO & ALVARENGA, 2006). Isto explica o alto indice de
animais retirados do programa por nao estarem aptos a receber o embrido no
momento da TE ou apresentarem perdas embrionarias precoces sucessivas.

O reconhecimento da gestagdo e a implantagdo do embrido na receptora
sao cruciais para ndo haver a perda embrionaria precoce, porém, mesmo depois de
serem aceitas e inseridas nos programas de TE, algumas éguas nao estao aptas
para receber o embrido durante o processo de selegcdo para a transferéncia. Tal
processo é considerado fundamental para um programa de TE eficiente, pois pode
influenciar diretamente na taxa de prenhez (ALONSO, 2008).

A selecdo é baseada em diversos fatores, geralmente averiguados por
palpacao e ultrassonografia transretal, tais como a sincronia em relagao a doadora,
auséncia de edema endometrial, auséncia de fluido intrauterino, e presenca de
ténus uterino e cervical (ALONSO et al., 2010). Normalmente, a janela de sincronia
utilizada é entre o quarto e nono dia apds ovulagao sem a suplementagao exdgena
de progesterona, alcancando-se taxas satisfatérias de prenhez neste periodo
(ALONSO et al.,2010).

Em torno de 15 a 20% das éguas receptoras sao rejeitadas no processo de
selecgao realizado no momento da TE (SQUIRES, 2003), por isso é recomendado a
selecdo de no minimo duas receptoras para cada embrido a ser colhido, uma vez
que, podem ocorrer falhas na sincronizagdo e/ou as éguas nao estarem com as
caracteristicas ginecoldgicas adequadas, ndo sendo possivel garantir um melhor
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ambiente uterino para o embrido se houver apenas uma égua para selegao
(MCKINNON & SQUIRES, 2007).

Segundo LOSINNO & ALVARENGA (2006), deve-se estimar um numero de
éguas receptoras 50% maior do que o total de gestacdes desejadas desde o inicio
da estacéao reprodutiva. Além disto, segundo os autores, devem-se descontar deste
numero a retirada de receptoras consideradas inaptas apos a avaliagdo de selegao
para inclusédo (10 a 20%) e a taxa de mortalidade (1 a 2,5%).

Devido ao baixo custo das éguas receptoras em relacdo as demais
categorias de animais, estas quando consideradas inaptas para o programa de TE
nao passam por um exame ginecoloégico completo para o diagnéstico e tratamento
adequado, visto que, estes podem gerar gastos. Assim, éguas receptoras sao
muitas vezes consideradas subférteis, sem elucidagcao da causa, sendo retiradas
do programa de TE. No entanto, a aquisicdo de animais de qualidade é cada vez
mais dificil, devido a diminui¢cdo da relacao oferta e procura, além dos altos custos
com manutencgao e reposi¢cao destes animais no plantel. Portanto, os gastos com o
diagndstico a partir do exame ginecologico e tratamento destes animais podem ser
financeiramente viaveis (ALVARENGA, 2010).

Para que o sucesso da técnica seja alcangado, maximizando a taxa de
prenhez e reduzindo a perda embrionaria, € indispensavel o uso de receptoras
sadias e aptas ao reconhecimento embrionario e manutencao da gestagao. O custo
de aquisicdo e manutencado destas éguas no plantel tem aumentado, e perdas
embrionarias precoces e descarte de animais podem representar grandes prejuizos

para a propriedade produtora de equideos.
2. Egua problema

A égua problema, denominacdo comumente encontrada na pratica
reprodutiva equina, tem se tornado um desafio para os profissionais que atuam na
area. As éguas receptoras que possuem histérico de subfertilidade e sinais clinicos
ou laboratoriais de patologias reprodutivas, que apresentam perdas embrionarias
sucessivas e nao se tornam gestantes, também estdo incluidas nesta
nomenclatura.

Segundo LEBLANC & MCKINNON (2011), as éguas sao reconhecidas com
um problema reprodutivo a partir do momento em que nao conceberem de um
garanhao fértil, em uma fazenda de reproducao bem gerida, em trés ou mais ciclos

de uma estagao reprodutiva, perdem sua gestagcédo antes de 60 dias gestacionais,
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e/ou ndo possuem ciclos normais de estro. Da mesma forma, MCCUE (2008)
define as éguas problematicas, porém insere animais que ndo possuem sucesso
em levar uma gestacédo a termo, que tém patologias reprodutivas conhecidas ou
com problemas relacionados a disturbios comportamentais reprodutivos.

A fertilidade dos animais pode ser afetada por diversos fatores, tais como a
idade, numero de partos, anomalias nos orgaos reprodutivos, escore de condigéo
corporal, problemas sistémicos e até mesmo condigdes ambientais (LEBLANC &
MCKINNON, 2011). Segundo LEBLANC (2008), infecgdo, inflamacao, trauma
prévio aos o6rgaos reprodutivos ou estresse podem interferir na concepgédo ou
manutengdo da gravidez. Assim, éguas subférteis apresentam trés problemas
comuns: (1) acumulo de liquido intrauterino (LIU) durante ou imediatamente apos o
estro; (2) infeccdo de longa duragcdo e/ou inflamagao cronica; e (3) ciclos
irregulares ou auséncia destes. Segundo MCCUE (2008), uma das anomalias
reprodutivas mais frequentemente diagnosticadas € a endometrite bacteriana, além
da endometrite persistente pds-cobertura e de foliculos anovulatorios ou
hemorragicos.

Muitas vezes, uma égua pode ser considerada problema por anos, pois a
irritacdo do endométrio € repetitiva, gerando danos endometriais e acumulo de
liquido (LEBLANC & MCKINNON, 2011). E dificil para o profissional determinar o
problema primario responsavel pela subfertilidade, sendo indispensavel o exame
ginecoldgico completo e minucioso, poréem este pode ser realizado utilizando-se de
varios exames e metodologias, o que pode complicar ainda mais o diagndstico
correto e o tratamento adequado.

Resolver o problema destas eéguas requer persisténcia e adesao a principios
cientificos, necessitando de uma abordagem detalhada durante o exame
ginecoldgico, a fim de proporcionar um diagnostico, uma terapia e um manejo
reprodutivo eficiente (MCCUE, 2008; LEBLANC & MCKINNON, 2011).

3. Endometrite

A endometrite € considerada uma das principais causas da reducado de
fertilidade, e € a primeira preocupagao reprodutiva em éguas, ocorrendo em 25 a
60% de éguas consideradas subférteis (TROEDSSON, 1999; CAUSEY, 2006;
LEBLANC et al., 2007; OVERBECK et al., 2011; WOODWARD et al, 2012;
KOZDROWSKI et al, 2015). Esta patologia, caracterizada pelo processo

inflamatério persistente do endométrio, leva a um ambiente uterino hostil para a
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sobrevivéncia e implantacdo do embrido, fase Idtea encurtada e,
consequentemente, a incapacidade de gestar (MOREL, 2003; LEBLANC &
CAUSEY, 2009).

A endometrite gera um impacto econdmico significativo, pois geralmente as
eéguas com esta patologia exigem uma gestao reprodutiva intensiva e necessitam
de mais ciclos para se tornarem gestantes (LEBLANC, 2010), o que gera custos
adicionais para o proprietario (AMORIM et al., 2016).

Segundo KATILA (2016), a endometrite, por definicdo, € inflamagado do
endométrio, e abrange diferentes tipos de condi¢ao, cujas etiologias sao diferentes,
tais como: (1) endometrite persistente pos-cobertura, que ocorre quando a
inflamacéo persiste apos 48 horas do acasalamento; (2) endometrite crénica,
causada por inflamacdo decorrente da infecgdo por microrganismos; (3)
endometrite subclinica, quando os sinais de endometrite sdo muito sutis e somente
os Polimorfonucleados (PMNs) s&o encontrados; (4) piometra, um tipo extremo de
endometrite onde grandes quantidades de material purulento se acumulam no
utero; (5) metrite aguda pds-parto, que ocorre durante a primeira semana apés o
parto; e (6) a endometrite venérea causada pela infecgdo por microrganismos
transmissiveis.

Os microrganismos sdo os agentes infecciosos causadores da inflamacao
em todos os tipos de endometrite, exceto da endometrite persistente pos-cobertura,
sendo mais comum a infeccdo por bactérias do que por fungos. As bactérias mais
frequentemente isoladas do utero da égua sado Streptococcus spp., Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. Outras bactérias aerdbias
isoladas do utero de éguas incluem Corynebacterium spp., Staphylococcus spp.,
Enterobacter spp., Actinobacter spp., Proteus spp., e Citrobacter spp.
(TROEDSSON, 2011).

Apesar da menor incidéncia, a endometrite fungica também tem sido
reconhecida como uma causa importante de queda na fertilidade, visto que, sao
mais dificeis de tratar e de pior progndstico. Candida spp. e Aspergillus spp. sdo 0s
microorganismos mais comumente isolados de éguas com endometrite fungica
(SILVA & ALVARENGA, 2011).

Normalmente, a égua dispde de mecanismos de defesa fisicos, mecanicos e
celulares do trato reprodutivo, capazes de eliminar os microrganismos e produtos
inflamatdrios causadores de endometrite. No entanto, qualquer transposi¢cao destas

barreiras naturais ira predispor a égua a uma infecgao uterina (FERRIS, 2016).



A vulva, o esfincter vestibulo-vaginal e a cérvix representam trés barreiras
fisicas dos orgaos reprodutivos da égua para prevenir infecgdes uterinas. Se uma
dessas barreiras ndo € funcional, a égua estara propensa a pneumovagina,
podendo levar a aspiragédo de bactérias e irritagdo do utero (CANISSO et al., 2016).
A depuragéao uterina a partir das contragbes miometriais, o relaxamento da cérvix e
a drenagem linfatica, sdo considerados formas de defesa mecanicas (LEBLANC,
2010). Ainda existem as respostas celulares via sistema imunoldgico, com a
mobilizacdo de células de defesa (TROEDSSON, 1999; FERRIS, 2016), também
atuando como mecanismo de defesa da égua contra a endometrite.

Existem varios fatores de risco individuais que podem predispor a falha
destas defesas, infeccado persistente e a endometrite (CHRISTOFFERSEN et al.,
2015), tais como: o aumento da idade, que tem sido associado a alteragdes na
resposta imunolégica sistémica, e é um fator que predispbe as éguas a
desenvolver infecgdes uterinas persistentes (ZENT et al., 1998; BARBACINI et al.,
2003; WOODWARD et al., 2012); ma conformacgao vulvar (HEMBERG et al., 2005);
defeito na contratilidade miometrial (TROEDSSON & LIU, 1993) retardando a
depuragéao uterina; cultura uterina positiva (RIDDLE et al., 2007); retencéo de fluido
uterino durante o estro (BRINSKO et al., 2003); e o posicionamento ventral do utero
(LEBLANC et al., 1998). Tais fatores estdo associados a éguas consideradas
susceptiveis a endometrite, isto €, animais que nao conseguem debelar a
inflamacdo de forma eficiente, o que pode tornar a endometrite infecciosa
persistente ou com resolugao tardia (CASTRO CHAVES, 2011).

O diagnodstico desta patologia pode ser dificil devido a sua natureza
multifatorial, métodos inadequados usados para o diagnéstico e interpretacao
incorreta dos achados (NIELSEN, 2005; RIDDLE et al., 2007; KOZDROWSKI et al.,
2015; CANISSO et al., 2016). Ele deve ser baseado na avaliagdo ginecoldgica, que
consiste na historia reprodutiva da égua, avaliagcdo da conformacgéo perineal,
vaginoscopia, exame da cérvix e palpacdo e ultrassonografia dos o6rgaos
reprodutivos, bem como diagndsticos laboratoriais, incluindo cultura, citologia e
histologia endometriais (OVERBECK et al., 2011; FERRIS, 2016).

4. Avaliagao ginecoldgica

A avaliagdo ginecologica € aplicado a medicina equina com o objetivo de
diagnosticar éguas problema e a endometrite, instituir tratamentos e avaliar as

respostas terapéuticas. Tal exame também é utilizado para a seleg¢ao de receptoras
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em programas de TE, pois anormalidades podem até mesmo indicar se este animal
permanecera ou nao no programa.

Esta avaliacdo deve ser realizado antes do inicio da estagdo reprodutiva,
para compra de animais ou para o diagndéstico de casos de subfertilidade (LINTON
& SERTICH, 2016). As éguas receptoras deveriam passar por exames
ginecologicos rotineiramente, porém, na maioria das vezes, oS exames ndo sao
realizados. Sem o diagnostico preciso do problema e da sua causa muitos animais
sdo tratados de forma empirica, utilizando-se de tratamentos ou protocolos
generalistas, possuindo pouca resposta terapéutica, fazendo com que estes
animais sejam retirados dos programas de TE e ditos como subférteis.

A avaliacdo deve ser rigoroso e metddico, compreendendo diferentes
métodos de avaliagao, incluindo: (1) coleta de dados do animal, tais como idade,
escore de condi¢ao corporal, histérico reprodutivo e tratamentos ja realizados; (2)
exame clinico reprodutivo a partir da avaliacdo da conformagao perineal, palpacao
e ultrassonografia transretal dos érgdos reprodutivos, vaginoscopia e exame da
cérvix; e (3) exames laboratoriais, como cultura endometrial com exame de
susceptibilidade a antimicrobianos, avaliacdo citolégica endometrial e avaliagao
histologica de uma amostra de biopsia endometrial (MCCUE, 2008; LEBLANC &
CAUSEY, 2009; KOZDROWSKI et al., 2015; KATILA, 2016).

Estes meétodos de diagnodstico s&o realizados durante a avaliagao
ginecologica para identificar e descartar endometrite, além de detectar a possivel
causa da subfertilidade (FERRIS, 2016). Outros exames adicionais, menos comuns
na pratica, também podem ser requeridos em determinados casos, tais como
endoscopia do lumen uterino, testes enddcrinos e do cari6tipo, porém nao sao
geralmente utilizados em éguas receptoras devido aos elevados custos e
complexidade de realizagdo. Como a endometrite € considerada uma patologia
local, leucogramas e marcadores inflamatorios ndo sdo alterados, exceto na metrite
puerperal aguda, nao sendo suficientemente sensiveis ou especificos para o
diagnostico (KATILA, 2016).

A utilizacdo de métodos de diagnédstico inadequados durante a avaliagao
ginecologica, bem como a interpretacdo incorreta dos resultados, dificultam o
diagndstico preciso da endometrite (NIELSEN, 2005; RIDDLE et al., 2007). Além
disso, possiveis resultados falsos positivos ou falsos negativos devem ser tomados
em consideragcdo durante a interpretacdo dos resultados (KOZDROWSKI et al.,
2015).



Os métodos de diagndstico possuem vantagens e desvantagens em relagao
a praticidade de realizagdo, rapidez em oferecer os resultados, custos e
diagnostico correto. Neste contexto, diferentes trabalhos vém buscando conciliar e
comparar diferentes métodos de diagndstico, a fim de desenvolver uma forma
pratica, sensivel e especifica de diagnosticar a endometrite e outros problemas
reprodutivos que levem a éguas problema em um programa de TE. Porém,
segundo FERRIS (2016), ainda n&do ha um método que compreenda facilidade de
execugao, baixo custo e retorne resultados rapidos aos profissionais.

Até o momento, o exame histoldgico tem sido considerado o mais completo
em seus resultados, entretanto muitas vezes pode ser demorado e de dificil
execugao, sofrendo resisténcia de alguns profissionais. AMORIM et al (2016)
sugerem que o uso de multiplos achados durante o exame ginecoldgico seja a
forma mais eficiente de diagnosticar a endometrite.

A maioria dos casos de éguas problema pode ser resolvido via exame
ginecoldgico completo, que facilita a tomada de decisdo do profissional quanto a
escolha do tratamento mais eficaz, a fim de maximizar a fertilidade da égua e esta
se tornar gestante.

A preparagao prévia a avaliagdo ginecologica é de extrema importancia, uma
vez que, deve promover seguran¢a a todos os envolvidos com a contengao
adequada da égua, e facilitar a execugao dos exames. Deve ser iniciada com a
organizacao do material a ser utilizado, sendo que estes devem estar facilmente
acessiveis e devidamente armazenados. Fichas para anotagdes dos resultados
podem proporcionar um exame mais metddico, faciltando também o posterior
acesso aos dados obtidos, além da padronizagao dos dados.

A contencao do animal deve ser realizada em tronco individual, de forma a ser
possivel o isolamento da cauda e higienizagdo do perineo, a fim de minimizar o
potencial de contaminagdo dos érgéos reprodutivos da égua e das amostras
coletadas (FERRIS, 2016).

A higienizagao deve ser realizada com auxilio de lavagens com sab&o neutro
e agua de boa procedéncia, repetidas de forma suficiente para remover os detritos.
A regiao deve ser seca com toalhas de papel descartaveis. Além disso, um pedago
de algodao umidecido com solugao estéril pode ser utilizado para limpar o interior
do vestibulo e remover material fecal e detritos, evitando que sejam indevidamente

transferidos para o utero durante o exame (FERRIS, 2016).
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4.1.Coleta de dados
4.1.1. Idade

A idade pode desempenhar um papel muito importante na fertilidade e na
avaliagdo de uma égua problema. Eguas idosas ou muito jovens sdo cada vez mais
encontradas em programas de TE, e isto pode comprometer a eficiéncia desta
biotecnologia. Atualmente, grande parte dos animais possui a data de nascimento
registrada, entretanto se nao for possivel o acesso aos dados do animal a
avaliagao pela cronometria dentaria pode ser realizada.

Eguas idosas, utilizadas como doadoras de embrides, sdo comuns, ja que
uma das principais formas de selecdo destas € pelo seu desempenho atlético. Da
mesma forma, é comum ver animais muito jovens, uma vez que, podem possuir
grande valor financeiro e/ou afetivo, entrando cada vez mais cedo e permanecendo
cada vez mais tempo na reprodugdo. Assim como as doadoras, eguas receptoras
de embrides, devido a sua dificil aquisicdo e a tentativa de maximo desfrute,
também tém entrado cada vez mais cedo e permanecido cada vez mais nos
programas de TE, o que pode influenciar na fertilidade destes animais e nos
resultados da técnica.

Em sua revisdo, MORLEY & MURRAY (2014), relataram que a idade em
que a fertilidade de uma égua comecga a diminuir varia entre dez a quinze anos,
com o risco de perda gestacional aumentando de forma comparavel a idade. Eguas
idosas podem possuir ma conformagcao do perineo devido a diminuigdo do ténus
muscular, possuindo predisposicao a repetidas infeccbes ascendente. PYCOCK
(2006) relata que éguas idosas possuem maior incidéncia de endometrite devido a
prevaléncia de infeccbes dos érgaos reprodutivos, podendo assim, causar redugao
da fertilidade relacionada a menores taxas de sobrevivéncia embrionaria. BALL et
al. (1987) demonstraram que éguas idosas possuiram resultados de exame
histopatologico endometrial com uma maior incidéncia de doencgas inflamatorias, e
CARNEVALE et al. (2000) demonstraram que éguas receptoras idosas tiveram o
impacto destas anormalidades uterinas no periodo de 12 a 50 dias gestacionais.

Eguas idosas também podem ter complicagbes relacionadas a grande
manipulagdo reprodutiva, além de poder sofrer uma variedade de disfungdes
reprodutivas, como alteracées uterinas (LEBLANC & MCKINNON, 2011),
disfungdes endocrinas (CARNEVALE et al., 1994) e de ma conformacgao perineal

(PASCOE, 1979). Estes fatores estdo interligados e podem ocorrer de forma
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associada em um mesmo animal, com consequente reducdo da eficiéncia
reprodutiva (ROSSI, 2014).

Eguas muito jovens também podem diminuir a eficiéncia do programa, uma
vez que a imaturidade uterina destas esta relacionada a altas taxas de perdas
gestacionais (ROSSI, 2014). A puberdade ndo deve ser confundida com a
maturidade sexual em éguas jovens, pois éguas que ainda n&o atingiram a
maturidade podem ser subférteis, além de haver influéncia da raga na idade de
maturacao sexual, com algumas ragcas amadurecendo numa idade mais avangada
do que outras (HENINGER, 2011).

4.1.2. Escore de condig¢ao corporal

O escore de condi¢do corporal (ECC) € um método subjetivo de avaliagéo
do nivel de gordura corporal do animal, utilizado como fator de resposta em
estudos sobre nutricdo animal, fisiologia e reproducdo (VECCHI et al., 2010). E um
parametro de facil julgamento, ndo invasivo e sem custo, e € determinado pela
visualizacdo e palpacio de determinadas areas corporais especificas, avaliando-se
a deposigao de gordura corporal e atribuindo-se de notas em uma escala.

Tal método avalia a gordura subcutanea do corpo e, portanto, o balanco
energético do animal, representando sua condicdo corporal (CHRISTIE et al,
2006). Outras técnicas, como a medicdo da espessura de gordura por ultrassom,
possuem a vantagem de proporcionar uma medida objetiva, mas requerem 0 uso
de instrumentos apropriados e tempos de execugdo mais longos (VECCHI et al,
2010). BURROWS et al. (2013), comparando o ECC com a quantidade interna de
gordura de carcagas, demonstraram que ha forte relagdo entre estes dois
parametros em varios tipos de racas equinas, com o ECC sendo uma forma de
avaliagao segura e eficaz.

Diversos fatores podem afetar de forma direta e indireta o ECC, tais como: a
intensidade e frequéncia de exercicios; patologias clinicas, principalmente doencgas
metabdlicas, problemas parasitarios e dentarios; além da disponibilidade de
alimentos e manejo nutricional (RODRIGUES, 2009). BUFF & MORRISON (2005)
sugerem que a leptina é um sinalizador celebral do estado nutricional do animal, e
responde ativamente as alteragdes do organismo animal. As concentragbes de
leptina variam de acordo com o ECC (FRANK, 2009).

HENNEKE et al. criaram em 1983, uma das escalas de pontuagdao mais

utilizadas na espécie equina para determinar a influéncia da condicdo corporal
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sobre o desempenho reprodutivo de éguas. A escala pontua os animais de acordo
com a visualizagdo e palpagdo da cernelha, costelas, processos espinhosos
lombares, insercdo da cauda, do bordo dorsal do pescoco, da parte posterior das
escapulas, atribuindo assim pontuagdes de 1 a 9 (Anexo 1).

O ECC de uma égua destinada a reproducdo pode ser um indicador
importante da sua saude geral e fertilidade (MORLEY & MURRAY, 2014).
RODRIGUES (2009), em sua revisao relatou que ECC das éguas pode afetar a
eficiéncia reprodutiva, incluindo a taxa de concepgao, duragado do ciclo estral e
perdas embrionarias (HENNEKE et al., 1983; HINES et al., 1987; GASTAL et al.,
2004).

S&o indesejaveis pontuagdes extremas de ECC, pois podem afetar tanto a
saude quanto a eficiéncia reprodutiva (VICK et al.,2007), sendo a pontuagéo ideal,
de acordo com o NRC (2007) a 5. Eguas com ECC baixo, isto é, menor que 5
segundo a escala de HENNEKE et al. (1983), podem ter sua fertilidade afetada
devido a maturacao incompleta de foliculos, atraso no inicio dos ciclos na estacao
reprodutiva, ciclos irregulares e/ou menores taxas de concepgdao (MORLEY &
MURRAY, 2014).

Da mesma forma, autores sugerem que a obesidade causa desempenho
reprodutivo anormal na égua (MORLEY & MURRAY, 2014). O numero de éguas
com sobrepeso tem acompanhado uma tendéncia de aumento semelhante a de
humanos segundo JOHNSON et al. (2009), em que a incidéncia de obesidade e
seus disturbios metabdlicos associados aumentaram em ambas as espécies.

De acordo com RICH & BREUER (2002), para se alcangar uma maxima
fertilidade, é essencial uma dieta e ECC adequado, que podem ser alcancados

através de um manejo nutricional eficiente.
4.1.3. Historico reprodutivo

O historico reprodutivo completo de uma égua € importante na identificagéo
de causas atuais da subfertilidade e na prevencao de problemas futuros (MCCUE,
2008). A primeira avaliagdo de uma égua nao pode ser adequadamente realizada
sem um historico completo e preciso de todo seu desempenho reprodutivo (ZENT,
2011). Discutir diagnodsticos e tratamentos anteriores com os profissionais
responsaveis pelo animal pode fornecer uma visdo mais ampla sobre a causa do
problema reprodutivo, e fornecer informagdes valiosas a serem consideradas para

a tomada de decisdo (LEBLANC, 2008).
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Anotagbes diarias e detalhadas da vida reprodutiva de uma égua podem
fornecer informagdes Uuteis durante um exame ginecolégico, é de extrema
importancia um acesso pratico e rapido dos dados dos animais.

Os dados devem ser anotados em fichas, para que sirvam de referéncia
para um exame metédico e completo, e para exames futuros. Resultados de
exames citologicos, histologicos e culturas uterinas podem auxiliar na compreensao
da evolugdo da endometrite, além de demonstrar as respostas de diferentes
terapias as quais as éguas ja foram submetidas.

O numero de estagbes reprodutivas e a categoria em que as éguas
pertenciam (matriz, doadora ou receptora) podem sugerir o grau de manipulagéo
destas éguas, sendo um fator a ser considerado como possivel causa de
problemas reprodutivos. Além disso, distocias anteriores podem ser as causas de
problemas cervicais e lesdes vaginais, que podem levar ao comprometimento das
funcdes de protecao realizadas por estes 6rgaos.

Os procedimentos cirurgicos reprodutivos, tais como corre¢gdes no perineo e
presenca de vulvoplastia, remogao de um ovario ou uma cesariana, sao partes
importantes de informagdes que podem afetar o desempenho durante a época de
reproducao (ZENT, 2011). Animais que foram submetidos a longos tratamentos
clinicos, elevadas cargas de treinamento, levando ao estresse, ou até mesmo o
uso de drogas anabolizante e esteroides devem ser averiguados, pois podem
comprometer direta ou indiretamente o desempenho reprodutivo.

Em 1989, WILLIAMSON et al., relataram que o historico reprodutivo de uma
égua pode ser mais sensivel e especifico que achados histolégicos na predigdo da
sensibilidade ou resisténcia desta fémea a endometrite, demostrando, assim, a

importancia do historico reprodutivo durante o exame ginecoldgico.
4.2. Exame clinico reprodutivo
4.2.1. Conformacgéao do perineo

A area que envolve a vulva e o anus, denominada de perineo, pode
apresentar alteracbes de conformagao anatdmicas significantes, predispondo o
animal a pneumovagina ou a urovagina, o que podera levar a alteragbes da
fertiidade devido a infecgdes uterinas ascendentes (BRADECAMP, 2011). O
exame da conformacao do perineo é realizado por meio de palpacéo, visualizagao

e mensuragdes, sendo pratico e simples de realizar.
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A vulva deve ser avaliada durante o exame, pois esta é considerada a
primeira barreira fisica para a prevengao da contaminagdo dos 6rgaos reprodutivos
por organismos patogénicos (MCCUE, 2008, CANISSO et al., 2016). Os labios
vulvares devem promover o fechamento adequado para evitar a entrada de
contaminantes, e a vulva deve ser orientada verticalmente com pelo menos dois
tercos do comprimento vulvar localizado abaixo da borda pélvica (PASCOE, 1979,
CANISSO et al., 2016). A inclinagado vulvar secundaria a regressao do anus e/ou
baixo tdbnus muscular da regido perineal pode predispor a égua a uma infecgao
ascendente do utero (BRADECAMP, 2011).

Outro método de avaliagao consiste na separacao fisica dos labios vulvares
e identificacdo de qualquer ruido de ar sendo aspirado para dentro da vagina.
Conhecido como teste de succéo de ar ou windsuck, este teste avalia se os labios
vulvares estdo promovendo fechamento adequado e, além disso, se o esfincter
vestibulo-vaginal € incompetente, pois se o profissional for capaz de visualizar
diretamente a vagina e a cérvix, é sinal que este ndo esta promovendo fechamento
adequado (CANISSO et al., 2016). Traumas na vulva e diminuicdo do ténus
muscular com a idade podem levar a um comprometimento do fechamento vulvar e
predisposi¢cao para pneumovagina e windsuck positivo (MCCUE, 2008).

Mensuragdes do comprimento efetivo (distdncia entre a comissura vulvar
dorsal até o nivel do assoalho da pelve, em centimetros) e do angulo de inclinagao
da vulva em relagédo a vertical, sdo realizadas durante o exame com vulvémetro
adaptado de PASCOE (1979). A partir destes resultados, o indice de Caslick (IC)
pode ser calculado, multiplicando-se o comprimento efetivo pelo angulo de
inclinagdo da vulva. Um valor maior que 150 indica a necessidade de uma
vulvoplastia (BRADECAMP, 2011). Também deve ser realizada a mensuragao do
comprimento total da comissura vulvar, que compreende a distancia em
centimetros entre a comissura vulvar dorsal e ventral.

Tem sido relatado que a conformagao do perineo sofre influéncia hereditaria,
da idade, do ECC e/ou do numero de partos (CASLICK, 1937; PASCOE, 1979;
MCCUE, 2008; INOUE & SEKIGUCHI, 2017). Quando diagnosticada uma ma
conformacgao perineal, seja por qualquer um destes fatores, o profissional pode
prever problemas reprodutivos associados a contaminagdo ascendente do utero e
a predisposicdo da égua a endometrite infecciosa e, consequentemente,
subfertilidade (CASLICK, 1937; HEMBERG et al., 2005; CHRISTOFFERSEN et al.,
2015).
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4.2.2. Palpagao e ultrassonografia

A palpagdao e a ultrassonografia transretal sdo os exames comumente
realizados na pratica reprodutiva equina, sendo muitas vezes o primeiro indicador
de uma égua problema. O objetivo do exame é identificar caracteristicas do trato
reprodutivo, determinar o estagio do ciclo estral e identificar possiveis
anormalidades.

A palpacéo transretal dos 6rgaos reprodutivos da égua fornece informagdes
importantes quanto a forma e fungao destes. O objetivo deste exame n&o é apenas
localizar e identificar os 6rgaos reprodutores, mas avaliar e realizar uma
interpretacdo dos dados (BOWMAN, 2011). Tamanho, forma e turgidez de foliculos
no ovario sdo usadas, por exemplo, para identificar estruturas anormais, como os
foliculos anovulatérios ou tumores (LEBLANC, 2008).

A palpagao é frequentemente realizada em conjunto com a ultrassonografia
transretal. Embora o ultrassom seja a principal ferramenta de diagndstico utilizada
na pratica reprodutiva, a palpacdo manual pode identificar caracteristicas que nao
podem ser detectadas por ultrassonografia, incluindo o ténus uterino e cervical
(MCCUE, 2008).

Com o auxilio da ultrassonografia, € possivel detectar e classificar o edema
endometrial; a presenga de LIU; cistos endometriais e gestagdo (GINTHER &
PIERSON, 1984; KATILA, 2016).

O edema endometrial anormal, e o LIU sdo os principais achados clinicos
sugestivos de endometrite na ultrassonografia. O LIU resulta da falha na depuragao
do conteudo uterino e o edema endometrial anormal da inflamacéo persistente.
Ambos estdo associados a reducao da fertilidade e nos fornecem informacoes
importantes sobre presenca e a gravidade da endometrite (LIU & TROEDSSON,
2008; CANISSO et al., 2016). RASMUSSEN et al. (2015) demonstraram que éguas
com edema anormal foram 5,48 vezes mais propensas a uma cultura positiva do
que as éguas com edema endometrial normal.

Além de achados clinicos, inconsisténcias no crescimento folicular, na
ovulagdo, no padrdao de edema uterino e relaxamento cervical, podem ser
indicativos da causa de subfertilidade. Porém, LEBLANC & CAUSEY (2009)
relataram uma endometrite que nao demonstrava sinais nestes exames,
denominada de endometrite subclinica. Assim, o diagnéstico da endometrite nao

pode se basear apenas nestes parametros.
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4.2.3. Vaginoscopia

O exame visual da vagina com auxilio de um espéculo é chamado de
vaginoscopia, e é elemento essencial em um exame de rotina reprodutiva, além
disso, deve ser sempre realizado em éguas consideradas subférteiss ou problema.
Quando realizado corretamente, pode fornecer informagdes sobre a presenca de
anormalidades como traumas, o estado fisioldgico do ciclo estral, avaliar a
integridade do esfincter vestibulo-vaginal, detectar a presenca de liquidos como
pus ou urina na vagina, ou discrepancias entre o relaxamento cervical e estagio do
ciclo, além da cor e umidade da mucosa vaginal identificadas visualmente
(LEBLANC, 2008; MCCUE, 2008; ZENT & STEINER, 2011).

Para o exame a contengdo adequada da égua é de primordial importancia,
pois algumas éguas sentem-se incomodadas. Além do espéculo de metal, como os
desenvolvidos por Caslick e Polansky, outros equipamentos podem ser utilizados
com a mesma finalidade, como o vaginoscopio e espéculos de papelao descartavel
ou vidro. Porém, o espéculo de metal possui a vantagem de fornecer excelente
visibilidade da vagina anterior, da cérvix e de toda a mucosa. No entanto, é mais
dificil sua esterilizacdo, devido ao seu tamanho, além de ser mais caro do que
outros tipos. Todos estes tipos de espéculos requerem alguma forma fonte de luz
para melhor visualizagcédo da vagina, (ZENT & STEINER, 2011).

O espéculo deve ser lubrificado com gel estéril e introduzido fechado,
lateralmente e acompanhando a angulagao da vagina, sem forca excessiva. Depois
de introduzido, este deve ser aberto cuidadosamente, observando a presenca de
descargas ou fluidos. A parte caudal da cérvix e seu éstio externo servem de ponto
de referéncia, porém a sua posig¢ao varia com a estagao, o estagio do ciclo estral, o
estado de gestacéao e a presenca de infeccao (MCCUE, 2008).

A avaliacéo da posigéo e do ténus da cérvix podem predizer a fase do ciclo
estral da égua em condi¢gées normais. No diestro apresenta tonus e fica longe do
assoalho vaginal, enquanto no estro fica flacida e disposta sobre o assoalho
vaginal. Discrepancias entre as caracteristicas da cérvix e a fase do ciclo estral,
comprovada mediante palpacédo e ultrassonografia transretal, podem demonstrar
sinais de inflamacdo, por exemplo, quando esta com tdnus e localizada fora do
assoalho vaginal durante o estro, podendo ser um sinal de endometrite (LEBLANC,
2008, ZENT & STEINER, 2011).
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Liquidos de diferentes naturezas podem ser observados dentro da vagina
durante o exame. Material purulento pode ser indicativo de vaginite e, quando
originario da cérvix durante o estro € geralmente sinal de endometrite.
Ocasionalmente, a retencéo de urina na vagina (urovagina) é visto em éguas mais
velhas, multiparas e/ou com baixa condi¢do corporal, pois estas muitas vezes
possuem uma angulacao do assoalho vaginal que ndo permite total eliminagdo da
urina. Em casos graves, a urina pode fluir para o utero através da cérvix aberta, e
ocasionar endometrite e cervicite (MCCUE, 2008, ZENT & STEINER, 2011).

Adesoes, laceracdes e sinais de traumas devem ser observados em toda
vagina, esfincter vestibulo-vaginal e cérvix, além da coloragdo da mucosa, pois
éguas com endometrite podem ter um a cérvix hiperémica (MCCUE, 2008). O
esfincter vestibulo-vaginal é a unica barreira que permanece funcional enquanto a
eégua esta no estro e ajuda a prevenir a aspiragao de ar e detritos para a vagina
anterior. No entanto, é também um local comum para laceragdes durante o parto, e
sua integridade e competéncia deve ser avaliada no exame. Esta integridade pode
ser observada desde a introdugao do espéculo, que deve sofrer resisténcia durante
sua introdugéo e saida da vagina (ZENT & STEINER, 2011; CANISSO et al., 2016).

O himen persistente também pode ser encontrado durante o exame. Este
esta localizado na jungdo do vestibulo com a vagina, aproximadamente 6 a 8 cm
distante da vulva. O himen pode ser completo, ocluindo toda a abertura vestibular-
vaginal, resultando em um acumulo de muco e detritos celulares, ou pode ser uma
membrana parcial (MCCUE, 2008).

4.2.4. Exame da cérvix

O exame manual da cérvix consiste na palpacao do orificio externo e canal
cervical, podendo trazer informacdes uteis durante o exame ginecoldgico. Tal
exame é de facil execugdo e baixo custo, porém muitas vezes é negligenciado ou
esquecido, embora anormalidades cervicais sejam causa comum de infertilidade
cronica.

A palpacgao é realizada com auxilio de luva adequadamente lubrificada com
produto estéril e, apds a abertura da vulva e introdugcdo da mao na vagina, deve-se
palpar a parte externa da cérvix. Apos este procedimento, o dedo indicador deve
ser introduzido no orificio cervical e pesquisar a presenca de anormalidades e
defeitos anatémicos nesta estrutura (LEBLANC, 2008).
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Defeitos anatémicos como fibroses, aderéncias, diverticulos e tortuosidades
podem comprometer sua funcdo de protegao fisica e auxilio na limpeza uterina,
podendo levar a subfertiidade e a éguas com problemas reprodutivos. Fibroses
cervicais, por exemplo, sdo causas importantes de subfertiidade e podem ser
dificeis de diagnosticar. Assim, um veterinario pode tratar repetidamente infecgoes,
sem perceber que a causa primaria da subfertilidade € uma cérvix fibrética
(LEBLANC, 2008).

Manipulagbes reprodutivas repetidas por anos ou com técnica inadequada
podem ser causas de problemas cervicais. Problemas obstétricos durante parto
também podem resultar em traumas, fibrose ou adesbes entre o Ostio externo e a
vaginal, ou dentro do préprio canal cervical. Eguas afetadas podem ter infeccdo ou
acumulo de fluido intrauterino, apesar do tratamento repetido com antimicrobianos,
ou historico de morte embrionaria ou aborto, se tornando éguas problema
(MCCUE, 2008).

4.3. Exames laboratoriais
4.3.1. Técnicas de coleta de amostras

A coleta de amostras uterinas € realizada de maneira transcervical a partir
de diferentes técnicas, tais como coletores comerciais do tipo swab (CCS) ou
escova citolégica (CCE), lavado intrauterino de baixo volume (LBV) e bidpsia
endometrial (BE), sendo que todas permitem a coleta de material uterino com
segurancga (BALL et al., 1998; CARD, 2005; COCCHIA et al., 2012; FERRIS, 2016).

Antes da coleta de material para os exames laboratoriais, seja qual for o
método utilizado, € fundamental que seja determinado por ultrassonografia se o
animal ndo esta gestante, visto que, os procedimentos s&o considerados invasivos
(MCCUE, 2008).

- Coletores comerciais duplamente quardados

Os coletores comerciais (CC) estéreis considerados duplamente guardados,
isto €, que sao protegidos de contaminagao vaginal e ambiental por uma protecao
plastica externa e um tubo plastico onde se encontra a haste coletora, séo
fabricados por diferentes empresas. Antes dos CC, eram usados swabs e escovas
citolégicas ndo guardadas ou nao protegidas, o que levava a grande porcentagem

de contaminacéo, principalmente cervical.
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A haste coletora pode ser do tipo swab, que € baseada em um algodao
esterilizado na sua extremidade, ou do tipo escova citologica, baseada em uma
escova com cerdas de nylon estéreis em varios sentidos.

Os CC, seja CCS ou CCE, sao considerados o método de coleta de
amostras mais rapido (KOZDROWSKI et al., 2015). Uma vez introduzido na vagina,
este € inserido na cérvix, com auxilio do dedo indicador do manipulador, onde é
rompida a protegédo plastica externa. O coletor é conduzido no sentido cranial e
adentra o lumen uterino, onde é exposta a haste interna de dentro do tubo plastico,
entrando em contato com endométrio. Movimentos rotatorios podem ser realizados
para uma melhor amostragem. Posteriormente, a haste interna retorna para o tubo,
onde s&o removidos.

Ambos os coletores, CCS e CCE, podem ser usados tanto para o exame
citolégico, quanto para cultura uterina, possuindo vantagens e desvantagens
dependendo do exame. Existe uma concordancia entre autores que a técnica de
CCE é preferivel a técnica de CCS para o exame citolégico, uma vez que, o limiar
para a determinacdo da inflamacdo €& diferente, ja que CCE produz maior
celularidade e, consequentemente, maior predominancia de PMNs sao coletados
(WALTER et al., 2012; KOZDROWSKI et al., 2013; CANISSO et al., 2016).

O CCE possui fibras relativamente rigidas que permitem a raspagem da
superficie do endométrio e coleta de células inflamatdrias infiltradas, coletando
amostras celulares mais profundas em comparagao as demais técnicas, além de
que, o CCS quando utilizado para exame citolégico, € mais propenso a alterar a
conformacao das células (MARTIN-HIRSCH et al., 2000; COCCHIA et al., 2012;
KOZDROWSKI et al., 2015).

Para obtencdo de amostra para cultura endometrial, a técnica de
amostragem mais comumente usada € a com auxilio do CCS, que tem as
vantagens de ser barato, pratico e seguro de usar, sendo utilizado rotineiramente
em grandes centros reprodutivos e a campo (LEBLANC, 2008; CANISSO et al.,
2016).

A principal desvantagem de CC é o contato com uma area relativamente
pequena do endométrio, de aproximadamente 1 a 2 cm? cranial a cérvix,
produzindo amostras possivelmente nao representativas do endométrio como um
todo (LEBLANC, 2010; LINTON & SERTICH, 2016).
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- Lavado intrauterino de baixo volume (LBV)

A técnica de LBV foi descrita primeiramente em 1988, por BALL et al., com
intuito de ser utilizada para os exames de cultura e citologia uterina. Esta técnica
de coleta de amostra consiste na infusdo de um pequeno volume de solugao estéril
(60 a 150 mL) no utero via uma sonda estéril (LEBLANC et al., 2007).

Apos a infusdo, o fluido €& distribuido por todo o utero através de
manipulagéo transretal uterina e o efluente € entdo coletado por fluxo gravitacional
ou sucgao, podendo ser auxiliado por administracdo intravenosa de ocitocina. O
efluente é entdo centrifugado e o sedimento resultante € submetido aos exames
(LINTON &SERTICH, 2016).

Geralmente o LBV é realizado antes da BE, pois segundo LINTON &
SERTICH (2016), o uso da técnica nao afeta a classificacdo da bidpsia endometrial
se o intervalo das coletas nao ultrapassar 15 minutos, uma vez que, a ativagao da
cascata do complemento, uma das causas incitantes da infiltragdo neutrofilica na
resposta do endométrio a manipulagdo, ocorre em 1 hora apoés o insulto inicial
(GUYTON & HALL, 1996).

A técnica também permite a avaliagdo do efluxo resultante do lavado,
diminuindo a taxa de falsos positivos se houver a incorporagao de testes adicionais
que possam indicar a inflamacéao, tais como, a aparéncia de efluxo, o pH e/ou a
presenca de detritos, o0 que aumenta ainda mais a sensibilidade deste método de
diagnostico (LEBLANC et al., 2007; COCCHIA et al., 2012). Quanto a celularidade
e a presenga de secrecdo ou muco, o efluxo pode ser classificado em normal,
quando limpo e translucido, ou anormal, quando turvo/nublado, purulento ou com
muco (LEBLANC et al., 2007).

A presenca de células vaginais em amostras de coletas realizadas por esta
técnica confirma que esta deve ser considerada uma técnica semiprotegida. Assim,
a contaminagdo da sonda ou cateter uterino com flora vaginal, ou até mesmo
contaminagdes ambientais, pode ser uma fonte de resultados de cultura falsos
positivos (COCCHIA et al., 2012). A opgéo seria a técnica de LBV duplamente
protegido descrita por BRANDIS et al. (2010), que envolve um tubo estéril, uma
protecdo plastica estérii e um espéculo de ago estéril. Segundo
CHRISTOFFERSEN et al. (2015), o uso de tal sistema é considerado vantajoso
para o trabalho de campo, podendo ser conduzido por uma unica pessoa.

A grande vantagem da técnica de LBV, seja protegida ou ndo, é permitir a

amostragem de uma area maior do endométrio, mais representativa do que os
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coletores comerciais ou BE, uma vez que as infecgoes podem ser focais € néao
difusas em todo o endométrio (LEBLANC, 2008). Em casos de éguas que foram
consideradas negativas para o crescimento bacteriano a partir de CCS, mas que
possuem sinais de endometrite, tais como LIU, PMNs no exame histolégico e/ou
edema uterino exagerado, LBV pode ser utilizado para aumentar as chances de
isolamento de microorganismos uterinos e proporcionar 0 exame de
susceptibilidade a antimicrobianos (LINTON & SERTICH, 2016).

Em contraste a vantagem de permitir o aumento da area de amostragem do
endométrio, a coleta celular é diluida no conteudo luminal, muco e/ou exsudados
de uma grande superficie uterina (COCCHIA et al., 2012). Mas a principal
desvantagem do LBV é em relacgdo a praticidade, uma vez que, é necessaria uma
etapa extra, envolvendo a centrifugacédo e subsequente suspenséao celular, além da
utilizacdo de mais instrumentos em comparagdo com as demais técnicas.
(COCCHIA et al., 2012).

- Biépsia endometrial (BE)

A técnica de BE envolve a coleta de um pequeno fragmento de endométrio
para avaliagao histologica, sendo considerado um procedimento confiavel e seguro
para o diagndstico e progndstico da endometrite (SCHOON et al., 1997; KELLER et
al., 2004).

O fragmento é coletado utilizando-se de uma pingca adequada, como a de
Yeoman, que ultrapassa a cérvix, de forma protegida ou ndo, adentrando o limem
uterino. Entdo, esta é aberta, e com auxilio da manipulacéo retal, € apreendido um
fragmento da parede uterina, que é exteriorizado apos tragdo no sentido caudal da
pinga.

A partir do fragmento coletado pode ser realizado, além do exame
histolégico, o exame de cultura, com a aplicacédo deste em um meio de cultura, e
citologia uterina, realizando o imprint do fragmento na lamina.

Algumas observagdes indicam que uma amostra de bidpsia néo é totalmente
representativa de todo o utero (DYBDAL et al., 1991; FIALA et al., 2010), podendo
ser vantajosa a coleta de multiplas amostras em algumas éguas (MCCUE, 2008).
Em contraste com estas observagdes, OVERBECK et al. (2013) nao encontraram
diferencas significativas nos numeros de PMNs em material de biépsia coletado

post-mortem de diferentes localizacbes do utero equino. Desta forma, ainda nao
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existe um consenso nesta area de pesquisa que precisa ser investigada
(OVERBECK et al, 2011).

4.3.2. Citologia endometrial

A avaliagao citologica uterina de éguas envolve a coleta e interpretagao das
células que revestem o utero e seu lumen (MCCUE, 2008). O exame é
frequentemente realizado na rotina de éguas destinadas a reprodug¢ado, sendo junto
com a cultura uterina, o mais utilizado para o diagnostico da endometrite
(LEBLANC, 2008). Isto se da devido a sua maneira rapida de diagnosticar
inflamacao endometrial, uma vez que demonstra resultados pouco tempo apds a
coleta da amostra, além de ser relativamente barato e facil de executar
(KOZDROWSKI et al., 2015; CANISSO et al., 2016).

O diagnéstico da endometrite pode ser realizado em muitos casos com base
em resultados da citologia, e a terapia adequada pode comecgar antes mesmo da
obtenc&o do resultado completo do exame ginecoldégico (FERRIS, 2016). Porém o
exame tem como desvantagem nao fornecer informacgdes suficientes sobre a causa
de inflamacao (KOZDROWSKI et al., 2015).

ApoOs a coleta da amostra, seja qual for o método utilizado, é recomendado
fazer imediatamente o esfregaco (LEBLANC, 2011). As laminas com os esfregagos
devem ser deixadas secar ao ar ou, se a coloragao for apdés 12h da coleta das
amostras, utiliza-se um fixador para manter a arquitetura celular (FERRIS, 2016).

Laminas secas ao ar tém menor perda de células em comparagdo as
demais, contudo, o detalhe celular pode ser comprometido. As amostras fortemente
contaminadas por muco quando secas ao ar, podem ter a identificacao das células
dificil de ser realizada e, nestes casos, € aconselhado utilizar o fixador, que
preserva o detalhe celular (LEBLANC, 2011). Em seguida, procede-se com a
coloragdo da lamina, podendo ser utilizada, por exemplo, a coloracdo de
Romanowsky.

De acordo com FERRIS (2016), a avaliacdo das laminas deve ser
sistematica e minuciosa, sendo realizada primeiramente com baixa ampliacdo para
determinar se ha celularidade suficiente para fornecer interpretacéo precisa. Se a
amostra for determinada como sendo de qualidade, a lamina é entdo avaliada a
uma ampliacédo de 400 vezes e 1000 vezes em imersdo de oleo, em multiplos

campos, examinando a presenga de células epiteliais uterinas, globulos brancos,
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detritos, globulos vermelhos, bactérias, leveduras, organismos fungicos e
espermatozoides.

As amostras com poucas células, ndo podendo fornecer um reultado
preciso, ndo devem ser avaliadas. Sangue nas amostras devido ao uso agressivo
de CCE, por exemplo, podem resultar em eritrocitos e PMNs no esfregaco,
dificultando a interpretagao dos resultados (WALTER et al., 2012).

A avaliacdo da inflamacdo em esfregagos citoldégicos baseia-se
principalmente em dois métodos: (1) na determinagdo do numero de PMNs por
campos de alta poténcia e (2) porcentagens de PMNSs, presentes em relacdo as
células endometriais. O PMN mais comumente encontrado e utilizado para tal
avaliacdo é o neutréfilo, porém em alguns casos podem ser encontrados também
eosindfilos. Assim, o método escolhido para a avaliacdo pode ter um grande
impacto nos resultados, independentemente da forma de coleta da amostra
(KOZDROWSKI et al, 2015), porém ainda nao ha um consenso acerca dos critérios
de leitura para interpretacao dos resultados, sem haver um padrao de método a ser
seguido (CARD, 2005; COCCHIA et al., 2012; KOZDROWSKI et al, 2015).

- PMNs por campo de alta poténcia

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 o numero médio de PMNs encontrado entre eles o resultado, que
serviria como avaliacdo da gravidade da inflamacdo no endométrio da seguinte
forma: 0 a 2 sem inflamacéo; 2 a 5 inflamagao moderada; maior que 5 inflamagao
grave.

LEBLANC (2011) e COCCHIA et al. (2012), estipulam a mesma classificacao
de RIDDLE et al., porém outros autores utilizam de diferentes formas de
mensuragao da gravidade da inflamacdo. CARVALHO et al. (2011), classificaram
como leve os graus de 1 a 2, moderada para os graus de 3 a 5 e intensa para os
graus maiores que 5, enquanto REILAS & KATILA (2002) classificaram de 1 a 10 a
inflamacao leve, maior que 10 como inflamag¢ao moderada e aquelas com grandes

aglomerados como uma inflamacgao intensa.

- Porcentagem de PMNs em relacéo as células epiteliais

A porcentagem de PMNs em relagao as células epiteliais é determinada pela
contagem de 200 a 400 células totais a microscopia, sem levar em conta o numero

de campos. Esta técnica tem sido considerada mais adequada, uma vez que,
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diferentes celularidades, de diferentes métodos de coleta de material, sdo
avaliados com mesmo critério.

Porém, a porcentagem minima de PMNs para a égua ser considerada com
inflamacéao e estipular a gravidade do processo quando este presente, ainda difere
entre estudos. Isto ocorre devido a falta de consenso sobre o valor fisioldgico de
PMNs durante a fase de estro, uma vez que, nesta fase a migragdo de neutrofilos
para o lumen uterino € maior devido a predominancia do estrogénio.

As porcentagens minimas para a determinagdo da inflamagao variam de
acordo com diferentes autores, de 0,5 a 5% (LEBLANC, 2011). A porcentagem
minima de 0,5% foi descrita (DIGBY & RICKETTS, 1982; NIELSEN, 2005; RIDDLE
et al., 2007; CHRISTOFFERSEN et al., 2015), classificando a endometrite em:
negativa menor que 0,5%; leve 0,5 a 5%; moderada 5 a 30%; e grave maior que
30% (RICKETTS & MACKINTOSH, 1987; FALOMO et al., 2006). Outros autores
estipulam a porcentagem minima em 1% (LEBLANC et al., 2007; AMORIM et al.,
2016) ou 2% (BALL et al., 1988; AGUILAR et al., 2006; OVERBECK et al., 2011,
2013; CARD et al., 2004; KOZDROWSKI et al, 2015).

KOZDROWSKI et al. (2015), comparando os dois critérios de avaliagao,
porcentagem de PMNs e o numero de PMNs em campos de alta poténcia,
encontraram um diagndstico mais sensivel de endometrite nos esfregacos
avaliados de acordo com a porcentagem de PMNs.

Ainda ndo ha um consenso quanto as diretrizes da interpretacdo dos
resultados (OVERBECK et al.,, 2011; CARD, 2005; COCCHIA et al., 2012). A
consequéncia disto podem ser resultados falsos positivos e falsos negativos e a
terapia inadequada, que tem um impacto negativo nos resultados do tratamento e
na taxa de fertilidade dos animais (KOZDROWSKI et al., 2015).

4.3.3. Cultura microbiolégica uterina

A cultura de microrganismos apos coleta de amostras intrauterinas é
comumente utilizada na medicina reprodutiva equina, pois é pratica e simples de
realizar, além de ser barata. O isolamento de microorganismos durante este exame
foi sempre associado com a diminuicdo das taxas de prenhez, independentemente
dos achados citologicos, fazendo com que este tipo de diagndstico seja muito
importante durante o exame ginecoldgico para descartar ou ndo a endometrite
infecciosa (LEBLANC, 2008).
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No laboratdrio, as amostras obtidas dos diferentes métodos de coleta sédo
aplicadas em placas de meios de cultura de forma a evitar a contaminagéo
ambiental usando técnicas laboratoriais padrao. As amostras devem ser incubadas
em ambiente aerdbico em 37 °C por até 48 horas, visto que, microrganismos
anaerobios nao sao importantes na endometrite equina (RICKETTS &
MACKINTOSH, 2016). As culturas s&o examinadas apos 24 e 48 horas
(RICKETTS, 2011).

O crescimento bacteriano geralmente € detectado dentro de 48 horas,
enquanto fungos requerem varios dias para crescer (MCCUE, 2008). O diagndstico
€ baseado no tamanho da colénia, morfologia, pigmentacdo e hemolise, e um
técnico experiente deve ser capaz de identificar a maioria dos patégenos aerdbicos
equinos por sua aparéncia. Para facilitar a identificacdo, boa técnica de inoculagao
€ necessaria para permitir uma separagao adequada da colénia (RICKETTS, 2011;
KATILA, 2016).

Meios de cultura especiais e testes podem ser usados para uma melhor
identificacdo, como por exemplo, agar de selecdo cromogénica, em que O0s
substratos cromogénicos sao incorporados e liberam corantes coloridos especificos
quando hidrolizados por enzimas de determinados microrganismos patogénicos
(BEEHAN E MCKINNON, 2009; KATILA, 2016).

As colbnias também podem ser contabilizadas e classificadas em Unidades
Formadoras de Colbénia (UFC), segundo REILAS & KATILA (2002), em: 0 UFC,
nenhum crescimento; 1 a 10 UFC, baixo crescimento; 11 a 100 UFC, moderado
crescimento; e maior que 100 UFC ou impossivel contar, grande crescimento.

Os microrganismos mais frequentemente isolados de éguas com infecgao
uterina incluem bactérias e fungos. As bactérias sdo mais comumente isoladas do
que os fungos, sendo a Streptococcus zooepidemicus a mais isolada, seguida da
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (MCCUE et
al., 1991; RICKETTS et al., 1993; MCCUE, 2008; RICKETTS, 2011; RIDDLE et al.,
2007; NIELSEN et al., 2010). No entanto, outros estudos relataram a Escherichia
coli como a principal bactéria isolada (LEBLANC et al., 2007; CHRISTOFFERSEN
et al. 2015).

Varias espécies de fungos também ja foram isoladas, porém Candida spp. E
Aspergillus spp. sdo as mais comuns (LEBLANC, 2008; SILVA & ALVARENGA,

2011). Outras bactérias aerobias isoladas de 6rgaos reprodutivos de éguas, porém
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menos comuns, Corynebacterium spp., Staphylococcus spp., Enterobacter spp.,
Actinobacter spp., Proteus spp. e Citrobacter spp. (TROEDSSON, 2011).

Testes de susceptibilidade a antimicrobianos podem ser realizados nos
microorganismos cultivados. A terapia deve ser ajustada de acordo com os
resultados da cultura e testes de susceptibilidade para determinar o melhor
tratamento (MCCUE, 2008).

4.3.4. Avaliagcao histopatolégica endometrial

O exame histologico tem sido considerado o procedimento padrao para
avaliagao da saude uterina da égua ha anos, e € um método seguro e muito util
(KENNEY, 1978; RICKETTS & BARRELET, 1997; BUCZKOWSKA et al., 2014),
fornecendo informagdes sobre a resposta terapéutica de um tratamento, a
depuracdo uterina, o fluxo sanguineo, e se a terapia adicional é necessaria. E
usada principalmente como indicador do prognostico da endometrite e,
consequentemente, das condicdes de uma égua de levar uma gestagao a termo
(LEBLANC, 2008; MCCUE, 2008).

Porém, o exame histoléogico a partir de BE nao tem sido utilizado
rotineiramente, sendo restrito a casos especiais, uma vez que pode nao ser pratico
de realizar e o resultado ser demorado (OVERBECK et al., 2011; CANISSO et al.,
2016).

A detecgao de PMNs no estrato compacto do endométrio durante o exame
histolégico €& geralmente utilizado como referéncia ou “padrdao ouro” para
diagnosticar qualquer forma de endometrite na égua (KENEY E DOIG, 1986;
SCHOON et al., 1997; LUDWIG et al., 2001; NIELSEN, 2005; LEBLANC et al.,
2007; SCHLAFER, 2007; OVERBECK et al., 2011, NIELSEN et al., 2012;
KOZDROWSKI et al., 2015).

Apods a coleta do fragmento de endométrio, este deve ser imediatamente
acondicionado em solugédo fixadora até o seu processamento, com objetivo de
manter de modo definitivo as estruturas histoldgicas, sendo o formol neutro 10% e
0 Bouin os mais utilizados com esta finalidade. O periodo minimo e maximo que o
fragmento pode ficar na solugao fixadora vai variar com o tipo de fixador utilizado.

As etapas posteriores que envolvem a inclusdo, microtomia, coloragao (com
Hematoxilina e Eosina) e montagem da lamina podem ser realizadas em

laboratérios comerciais, porém o tempo para a confeccdo da lamina e
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consequentemente a leitura e o resultado do exame podem ser prolongados, se
tornando um entrave para técnica.

A avaliagdo da lamina deve ser realizada por patologistas ou por outro
profissional treinado (SCHLAFER, 2007; LEBLANC, 2008), que deve distinguir na
parerede uterina sete componentes: (1) lumen uterino; (2) interface epitelial
endometrial; (3) estroma superficial (estrato compacto); (4) gléandulas e epitélio
glandular; (5) estroma - endométrio médio e profundo (estrato esponjoso); (6)
vasos (artérias, veias e vasos linfaticos); e (7) miométrio. As avaliagdes destes
componentes ajudam a determinar a fisiopatologia da parede uterina
(BUCZKOWSKA et al., 2014).

O achado de alteragdes no tamanho e forma epitelial, no grau de edema
endometrial relacionado ao estagio do ciclo, lacunas linfaticas, fibrose
periglandular, figuras mitéticas no epitélio glandular ou degeneracao glandular
cistica, estdo associados a processos patologicos especificos. Além disto,
dependendo da alteragcdo encontrada, estratégias de tratamento podem ser
determinadas (KENNEY, 1978; LEBLANC, 2008).

Infiltrado no epitélio luminal endometrial e no estrato por um ou mais PMNSs,
por cinco campos de alta poténcia, é considerada evidéncia de endometrite
(NIELSEN, 2005; KOZDROWSKI et al., 2015). No entanto, de acordo com
SCHOON et al. (1992), a presenga de neutréfilos em proestro ou estro ndo indica
inflamacédo, enquanto que em diestro indica. LEBLANC et al (2007) e
BUCZKOWSKA et al. (2014) definiram o limiar de inflamagcdo em bidpsias
endometriais para 3 ou mais PMNs em 5 campos de visualiazagao.

A degeneracao glandular endometrial também pode ser uma forma de
diagnéstico. E frequentemente reconhecida como uma deposicdo de colageno na
forma de fibrose ou tecido cicatricial em torno das glandulas endometriais,
chamada de fibrose periglandular, e representa uma condigdo permanente e
intratavel. O desenvolvimento de alteragdes degenerativas no endométrio também
faz parte do processo de envelhecimento normal (MCCUE, 2008).

Um sistema de classificagdo dos achados histolégicos em escores a partir
de bidpsias endometriais foi proposto por KENNEY & DOIG em 1986, que depois
de adaptado por SCHOON et al. em 1992, se tornou um dos mais utilizados até os
dias de hoje. Consiste em classificar as éguas em quatro categorias de acordo
com as alteragdes agudas e cronicas observadas na histopatologia do endométrio,
tais como alteragdes em glandulas, vasos sanguineos e linfaticos, além de
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alteracdes inflamatdrias e fibrose. As alteragbes podem coexistir, € quanto mais
mudangas ocorrem e mais avangadas estdo, maior a categoria. (BUCZKOWSKA et
al., 2014; CANISSO et al., 2016).

A categoria 1 refere ao tecido saudavel, sem alteragdes, ja a categoria 2 foi
subdividida em “A”, inflamacao e fibrose leves, e “B”, inflamacdo e fibrose
moderadas, além da categoria 3, que corresponde a inflamagéao e fibrose 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 prognostico dos animais, uma vez que
quanto mais alteragcbes ocorrem no endométrio, isto € maior o grau de
classificagdo, menores as chances das éguas se tornarem gestantes ou manterem
uma gestacao (KENNEY & DOIG 1986).

E possivel uma melhora na condicdo endometrial se a inflamagdo presente
for reduzida ou eliminada com o tratamento adequado. No entanto, deve-se
enfatizar que muitos fatores adicionais, como o manejo do garanh&o, também

desempenham papéis criticos no sucesso reprodutivo (MCCUE, 2008).
4.4.5. Comparagao entre os métodos de coleta de amostras

De acordo a literatura, ainda existe uma discrepancia relativamente alta
entre os resultados obtidos usando diferentes métodos de coleta de amostras. Isto
pode acontecer devido a diferentes critérios adotados para avaliagao das amostras
e a abordagem utilizada pelos autores. Assim, a interpretacéo correta dos achados
durante os exames requer a consideracao de possiveis resultados falsos positivos
e falsos negativos (LEBLANC et al., 2007; KOZDROWSKI et al., 2015).

Para comparar o risco de falsos positivos e negativos entre os métodos de
diagndstico da endometrite sdo usados os conceitos de sensibilidade e
especificidade. A sensibilidade, neste caso, € a capacidade que o método de
diagndstico para endometrite apresenta de detectar os individuos verdadeiramente
positivos, ou seja, de diagnosticar corretamente a endometrite, estipulando o risco
de falso negativo. Ja a especificidade é a capacidade que o método tem de
detectar os verdadeiros negativos, isto é, de diagnosticar corretamente os
individuos sem endometrite, estipulando o risco de falso positivo.

NIELSEN (2005) foi o primeiro a avaliar a sensibilidade e especificidade dos
métodos de diagndstico, a partir de entao outros estudos foram conduzidos com o

mesmo objetivo. A sensibilidade e especificidade dos métodos de diagnostico
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influenciam a percepc¢éao da prevaléncia de endometrite e a necessidade de tratar o
animal (KATILA, 2016). Ambos os conceitos s&o empregados pelos diversos
autores utilizando como “padrédo ouro” para o diagnostico da endometrite a
avaliagao histologica a partir da bidpsia endometrial, facilitando a comparagao entre
os estudos.

Outro fator que influencia a comparagao entre os métodos sao as técnicas
de coleta de amostras. Nas Tabelas 01 e 02 sdo apresentados valores encontrados
para os parametros de sensibilidade e especificidade nos exames citoldgicos e
culturas endometriais respectivamente, a partir de diferentes métodos de coleta de
amostras intrauterinas. Os resultados variam de acordo com os diferentes autores,
nao havendo um consenso de qual método de coleta seria mais sensivel e
especifico, e sem definicdo de qual método de amostragem é o mais eficaz no
diagndstico da endometrite.

Tabela 01: Sensibilidade e especificidade do exame citolégico uterino obtido por
diferentes métodos de coleta de amostras utilizando como padrdo ouro o exame
histologico a partir de biopsia endometrial.

Método

de coleta Sensibilidade Especificidade Referéncia

CCE 0,17 0,83 OVERBECK et al., 2011

CCE 0,71 0,85 BUCZKOWSKA et al., 2014
CCE 0,70 0,88 KOZDROWSKI et al., 2015
LBV 0,80 0,67 LEBLANC et al., 2007

LBV* 0,08 0,95 CHRISTOFFERSEN et al. 2015
BE 0,77 1,00 NIELSEN, 2005

BE 0,25 0,85 OVERBECK et al., 2011

BE 0,73 0,96 BUCZKOWSKA et al., 2014

BE 0,33 1,00 CHRISTOFFERSEN et al. 2015
BE 0,77 0,81 KOZDRORSKI et al., 2015

BE 0,78 0,84 RASMUSSEN et al., 2015

*Lavado de baixo volume duplo guardado. CCE = Coletor Comercial do tipo Escova citoldgica; LBV
= Lavado intrauterino de Baixo Volume; BE = Biopsia Endometrial.

30



Tabela 02: Sensibilidade e especificidade do exame de cultura microbiolégica
uterina obtido por diferentes métodos de coleta de amostras utilizando como
padrao ouro o exame histologico a partir de biépsia endometrial.

Método

de coleta Sensibilidade Especificidade Referéncia

CCS 0,34 1,00 NIELSEN, 2005

CCS 0,33 0,83 OVERBECK et al., 2011

CCS 0,33 0,90 CHRISTOFFERSEN et al. 2015
LBV 0,71 0,86 LEBLANC et al., 2007

LBV* 0,75 0,72 CHRISTOFFERSEN et al. 2015
BE 0,82 0,92 NIELSEN, 2005

BE 0,25 0,95 OVERBECK et al., 2011

BE 0,63 0,54 BUCZKOWSKA et al., 2014

BE 0,50 0,90 CHRISTOFFERSEN et al. 2015
BE 0,81 0,69 RASMUSSEN et al., 2015

*Lavado de baixo volume duplo guardado. CCS = Coletor Comercial do tipo Swab; LBV = Lavado
intrauterino de Baixo Volume; BE = Biopsia Endometrial.

Independente do método de coleta de amostra para o exame citolégico &
necessario um numero suficiente de células uterinas coletadas sem contaminar a
amostra com secre¢des vaginais. O ideal para um diagnodstico € que a técnica
produza um numero elevado de células bem preservadas, representativas de uma
area superficial uterina grande (AGUILAR et al., 2006; WALTER et al., 2012,
KOZDROWSKI et al., 2015; CANISSO et al., 2016). No entanto, a quantidade e a
qualidade do material coletado € particulamente diferente entre métodos, e
consequentemente os resultados também podem diferir (KOZDROWSKI et al.,
2015).

A cultura microbiolégica uterina possibilita a identificagcdo do microrganismo
causador da inflamacdo e a realizacgdo do teste de susceptibilidade ao
antimicrobiano, sendo este um ponto positivo da sua utilizacdo. Porém, como em
qualquer teste de diagnostico, falsos positivos e falsos negativos podem resultar de
técnicas de amostragem deficientes (CANISSO et al., 2016), dificultando o
diagndstico e o tratamento adequado. Culturas falsas positivas estdo associadas a
contaminagao do ambiente, da genitalia externa e/ou vagina, enquanto que culturas
falsas negativas estdo associadas com insuficiente amostragem do endométrio
(LEBLANC et al., 2007; OVERBECK et al., 2011; KOZDROWSKI et al., 2015).
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MATERIAL E METODOS

1. Periodo e localizagao experimental

O estudo foi conduzido no periodo de Julho a Dezembro de 2016, quando
foram coletados amostras e dados de animais provenientes de sete propriedades
de criagdo de cavalos da raga Mangalarga Marchador, nos municipios de Além
Paraiba - MG, Muriaé - MG, Sao Geraldo - MG, Itaperuna - RJ e Sapucaia - RJ,
com latitudes variando de -20° 55' 22" a -21° 59' 42" e longitude variando de -41°
53' 16" a -42° 54' 52". No Laboratério de Reprodugdo Animal do DZO/UFV, em

Vigosa - MG, as amostras foram processadas e analisadas.
2. Animais

Foram utilizadas 40 fémeas equinas mesticas, receptoras de embrido, e que
foram retiradas do programa de transferéncia de embrides das propriedades devido
ao historico de subfertilidade, portanto, ndo ficaram gestantes na estacao
reprodutiva anterior. Os animais possuiam idade entre cinco e 20 anos e estavam
em regime extensivo, em lotes com cinco a 20 animais, em pastagens de boa
qualidade com agua e sal mineral ad libitum.

Todos os procedimentos envolvendo os animais foram realizados de forma a
garantir que as Normas de Conduta para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e
Extensao do DZO/UFV fossem rigorosamente seguidas, e protocoladas no Comité
Institucional de Uso de Animais de Produgdao (CEUAP - UFV), sob o numero
016/2016.

3. Coleta de dados

Os dados dos animais foram obtidos através da visualizacdo, consultas em
fichas reprodutivas e questionamentos ao médico veterinario responsavel, e foram

anotados em fichas para posteriores analises (Anexo 2).
3.1.Identificagado e idade

As éguas foram identificadas pelo nome, pelagem e caracteristicas
fenotipicas. A idade dos animais foi determinada por consulta em registros e fichas,

ou estimada pela avaliagdo da cronometria dentaria. As éguas foram divididas em
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trés grupos de acordo com a faixa etaria: (G1) menores que 10 anos, (G2) 10 a 14

anos e (G3) 15 a 20 anos, consideradas idosas.
3.2.Escore de condigao corporal

Os animais tiveram o escore de condicdo corporal avaliado segundo
HENNEKE et al. (1983), baseando na visualizagdo e na palpagdo de areas do

corpo do animal, atribuindo notas em uma escala de 1 a 9 (Anexo 1).
3.3. Historico reprodutivo

O histérico reprodutivo dos animais foi questionado ao médico veterinario
responsavel e coletado de fichas reprodutivas e sanitarias, sendo levado em
consideragdo o numero de estagbes de monta em que a égua avaliada foi
submetida na propriedade, numero de gestagdes e partos, numero de distocias,

retencdes placentarias ou outras patologias, e tratamentos realizados (Anexo 2).
4. Exame clinico reprodutivo

Todas as éguas foram examinadas previamente por palpacdo transretal e
ultrassonografia (SONOSCAPE A5Vet® com transdutor de 5 MHz) para excluir a
possibilidade de gestagao.

Para realizagdo do exame clinico reprodutivo, os animais foram contidos em
troncos de contencao individuais, onde foi possivel a suspensao da cauda e
protecao dos pelos, de forma a promover seguranga aos animais e profissionais.

O perineo foi higienizado com agua e sabao até a remocao total dos detritos,
procedeu-se com a secagem do perineo com toalhas de papel descartaveis e
limpeza do interior do vestibulo com um algoddo umidecido com solugao estéril
para remover material fecal e detritos se presentes. O exame foi conduzido pela
avaliacdo da conformacdo do perineo, palpacdo e ultrassonografia transretal,
vaginoscopia € exame da cérvix. Os dados foram anotados em fichas para

posteriores analises (Anexo 2).
4.1. Conformacgao do perineo

A conformagao do perineo das éguas foi avaliada de forma visual, por
palpacdo e mensurada com um auxilio de um paquimetro, um transferidor e um
nivel formando um vulvémetro adaptado de PASCOE (1979) (Figura 01).
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Figura 01: Vulvébmetro utilizado para mensuragbes durante o exame de
conformacao do perineo. Adaptacdo do vulvémetro desenvolvido por PASCOE,
1979. Fonte: arquivo pessoal Carlos Mattos.

Os animais foram avaliados conforme os seguintes parametros:

Conformacéo e fechamento vulvar: avaliagdo subjetiva feita por meio de

visualizacdo, palpacao e classificacdo dos animais em 1 - Ruim, 2 - Bom e 3 -
Otimo.

Presenca de pneumovagina e/ou urovagina: foi realizado o teste de succgao

de ar ou windsuck, em que o examinador com os dedos abriu e fechou os labios
vulvares, verificando se estes promoviam um fechamento vulvar adequado,
evitando o acumulo de ar (pneumovagina) e/ou urina (urovagina), além da
visualizacdo interna do vestibulo vaginal. Tais parametros, presenca de
pneumovagina e/ou urovagina, foram posteriormente confirmados ou ndo por meio

do exame da vaginoscopia.

Vulvoplastia: foi avaliado se ja havia sido realizada anteriormente a cirurgia

de vulvoplastia no animal.

Comprimento total da comissura vulvar: com auxilio do vulvbmetro foi

realizada a mensuragao em centimetros da comissura vulvar dos animais.

Comprimento efetivo: foi realizada a mensuragéao, com auxilio do vulvémetro,

da distdncia em centimetros entre a comissura vulvar dorsal até o nivel do

assoalho da pelve.

Angulo da vulva em relacdo a vertical: o vulvometro colocado na vertical foi

utilizado para medir o angulo até a vulva, mensurando assim, o &ngulo em graus de

inclinagcdo da vulva em relagao a vertical.
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indice de Caslick (IC): foi calculado a partir da multiplicacdo do valor em

centimetros do comprimento efetivo pelo valor em graus do a&ngulo de inclinagéo

em relagao a vertical.

Animais classificados como 1 - Ruim em pelo menos um dos parametros
(conformacéo, insercao e fechamento vulvar), os que apresentavam pneumovagina
e/ou urovagina, que possuiram comprimento total da comissura vulvar acima de 15
centimetros ou que possuiram IC acima de 150 foram considerados positivos para

o0 exame de conformagao do perineo.

4.2. Palpacgao e ultrassonografia

Com uma luva de palpacéo devidamente lubrificada, o0 examinador retirou as
fezes da ampola retal e procedeu com a palpacao transretal e posteriormente com
a ultrassonografia transretal (SONOSCAPE A5Vet® com transdutor linear de 5

MHz), avaliou os seguintes parametros:

- Tbénus cervical: através da compressao digital mediante palpacao foi

classificado o tonus cervical em:
- 1. Cérvix sem tonus ou aberta, correspondente a fase de estro;
- 1 a 2: Cérvix com ténus intermediario;

- 2: Cérvix com ténus ou fechada, correspondente a fase de diestro.

- Ténus uterino: o ténus uterino foi classificado através da compresséo digital

em:
- 1: utero sem ténus, correspondente a fase de estro;
- 2: utero com ténus intermediario;

- 3: utero com tdnus, correspondente a fase de diestro.

- Edema endometrial: as dobras endometriais ou edema endometrial foram

avaliados por ultrassonografia do utero, e foram classificadas de 0 a 5, em que:
- 0: Auséncia de edema;
- 1: Pouco edema;
- 2: Edema intermediario;
- 3: Muito edema;
- 4: Excesso de edema;
- 5: Hiperedema.
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- Presenca de liquido intrauterino (LIU): a presenga de liquido no lumen

uterino foi determinada através da ultrassonografia. Quando havia presencga de
liquido este foi mensurado em seu maior didmetro possivel e classificado da
seguinte forma:

- 0: Auséncia de liquido;

- 1: Traco de liquido, menor que 1 cm;

- 2: Pouca quantidade de liquido, 1 a 2 cm;

- 3: Média quantidade de liquido, 2 a 4 cm;

- 4: Grande quantidade de liquido, 5 a10 cm;

- 5: Muito grande quantidade de liquido, maior que 10 cm.

Foi avaliada a ecogenicidade do LIU, e classificada em:

- 1: Nao ecogénico;

- 2: Pouco ecogénico;

- 3: Moderada ecogenicidade;

- 4: Muito ecogénico.

- Presenca de cistos uterinos: foram mensurados e contabilizados os cistos

uterinos através da ultrassonografia.

- Fase do ciclo estral: Foram considerados em diestro aqueles animais que

tinham corpo luteo; ndo apresentavam edema endometrial; tinham tonus uterino e
cervical. Em estro, os animais que tinham foliculos maiores que 25 mm de
diametro, edema endometrial com utero e cérvix flacidos. Se em qualquer uma das
fases, um dos critérios ndo correspondesse aos demais, tal critério seria
considerado ndo condizente a fase do ciclo.

Foram considerados positivos os animais que obtiveram ténus uterino, tdnus
cervical ou edema nao condizente com a fase do ciclo estral; que tiveram excesso
de edema endometrial ou hiperedema (classificagcbes 4 e 5 de edema); ou que

tiveram presenca de LIU detectada, seja qual for o volume ou a ecogenicidade.
4.3.Vaginoscopia

Apds o exame transretal, o perineo foi novamente higienizado com agua e
sabao neutro por trés vezes, e seco com toalha de papel. Para a realizacdo da
vaginoscopia foi utilizado um espéculo vaginal de Polansky estéril e umedecido
com gel estéril, e uma lanterna para facilitar a visualizagao interna da vagina. Ao

exame, foram avaliados os seguintes parametros:
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- Abertura da cérvix: a por¢céo caudal da cérvix foi primeiramente visualizada,

servindo de ponto de referéncia para os demais parametros avaliados. Possiveis
anormalidades na cérvix tais como tortuosidades, laceragdes, aderéncias e indicios

de traumas foram avaliados.

- Fase do ciclo: de acordo com a visualizagéo do posicionamento da porgao

caudal da cérvix os animais foram classificados como: na fase de (1) estro, quando
a cérvix estava sem ténus e sobre o assoalho da vagina; e em (2) diestro, quando a

cérvix estava com tonus e distante do assoalho da vagina.

- Coloracdo da mucosa: a coloragdo da mucosa vaginal foi avaliada

visualmente e classificada em hipocorada, normal (rosea) e hipercorada.

- Presenca de anormalidades: secrecao, traumas, aderéncias, entre outras

anormalidades foram detectadas e avaliadas visualmente.

Os animais foram considerados positivos para o exame de vaginoscopia
quando tinham anormalidades na cérvix, quando a cérvix ndo condizia com a fase
do ciclo estral apresentada na palpacéo e ultrassonografia transretal, quando a
coloragao nao estava normal e/ou havia a presenca de anormalidades na vagina do

animal.

4.4. Exame da cérvix

Com auxilio de luva de palpacéo, o examinador introduziu sua mao no canal
vaginal protegendo seu dedo indicador, e com este realizou o exame digital da
cérvix, avaliando sua integridade, o que possibilitou a detec¢cao de alteragcbes no
interior do canal cervical, tais como: laceragdes, fibroses, aderéncias, diverticulos e
tortuosidades. Animais com a presenca de qualquer uma destas alteragcdes foram

considerados positivos para o exame digital da cérvix.

5. Coleta de amostras para exames laboratoriais

As coletas foram realizadas de foram consecutiva na seguinte ordem:
coletores comerciais (CC) - primeiramente o tipo swab e depois o tipo escova
citolégica — lavado intrauterino de baixo volume (LBV) e a biépsia endometrial (BE),
com objetivo e de coletar material para os exames de citologia endometrial e

cultura microbioldgica uterina.
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5.1.Coletor comercial

Com auxilio de luva de palpacao transretal, o examinador introduziu na
vagina da égua o coletor comercial swab uterino duplamente guardado (PROVAR®
- Sao Paulo, Brasil) protegendo-o com a méao (Figura 02). Com o dedo indicador
auxiliou o coletor a penetrar na cérvix, onde rompeu a primeira protecao plastica,

expds o conjunto coletor e o introduziu no utero de forma transcervical.

Figura 02: Coletores comerciais do tipo swab e escova citolégica utilizados na
coleta de amostras para os exames de citologia endometrial e cultura
microbiolégica uterina durante a avaliagdo ginecoldgica. Fonte: arquivo pessoal
Carlos Mattos.

Com o conjunto coletor dentro do utero, rompeu-se o lacre externo,
permitindo que o swab entrasse em contato com a parede interna do utero, ficando
ali por pelo menos 1 minuto, alternando suaves movimentos rotatérios para direita
e esquerda. Depois de colhida a amostra, puxou-se a haste interna de volta para
dentro do tubo externo e retirou-se todo o conjunto de dentro do utero. As amostras
de swabs foram armazenadas em tubos de ensaio de vidro com tampa rosqueavel,
estéreis contendo meio BHI (Brain Heart Infusion - Becton Dickinson - BD®,
Heidelberg, Alemanha), que foram condicionados dentro de uma caixa de
transporte de isopor.

Apos a coleta do material para o exame de cultura microbiolégica uterina,
executando os mesmos procedimentos que o coletor de swab, foi coletado material
para o esfregago da citologia endometrial com o conjunto coletor escova citolégica
duplamente guardada (PROVAR?® - Sao Paulo, Brasil), o qual, apos ser retirado do
utero, foi levemente deslizado em movimento rotatério pela lamina de microscopia,
realizando o esfregago. Tal lamina foi seca ao ar e armazenada em caixa
apropriada para transporte, onde junto com a caixa de transporte de isopor com a
amostra de swab, foram transportadas até o Laboratorio de Reprodugao Animal do
DZO - UFV.
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5.2.Lavado intrauterino de baixo volume

Com auxilio de luva de palpacao retal, infundiu-se no utero da égua 60 mL
de solucdo de cloreto de sodio 0,9% (Fisiolégico - LINHAMAX® - Eurofarma
Laboratérios SA, Sao Paulo, Brasil). Para tanto, uma sonda estéril (Sonda
Nasogastrica Humana nimero 20 Siliconada - EMBRAMED®, Szo Paulo, Brasil),
acoplada a uma seringa de 20 mL foi introduzida no utero de maneira transcervical
(Figura 03). Em seguida, a méo foi retirada da vagina e introduzida no reto, onde

manipulou-se o utero para distribuicdo da solugao.

Figura 03: Material utilizado para o lavado de baixo volume com a finalidade de
coletar amostras para os exames de citologia endometrial e cultura microbioldgica
uterina durante a avaliagao ginecoldgica. Fonte: arquivo pessoal Carlos Mattos.

Apos 1 minuto de permanéncia no utero, a solugdo foi succionada com
auxilio da seringa, recolhida para tubos plasticos de 15 mL estéreis (Tubo Cbnico -
Tipo Falcon - LABOR IMPORT®, Sao Paulo, Brasil).

A caracteristica do efluente recolhido durante o lavado de baixo volume
também foi classificado de acordo com: (1) aspecto, sendo classificado em
translucido, nublado e purulento; (2) celularidade, sendo classificado em baixa,
moderada e alta; e se havia ou ndo a (3) presenga de secregdo. Os animais com
caracteristicas do efluente do lavado de baixo volume com aspecto turvo ou
purulento, celularidade moderada ou alta e presengca de secregcdao foram
considerados positivos para este parametro examinado.

As amostras foram centrifugadas a 400 g por 10 minutos, e posteriormente,
a maior parte do sobrenadante foi descartada, restando apenas 2 mL e o
sedimento, que foi entdo ressuspendido.

Um swab estéril (Swab Estéril para Transporte de Amostras - LABOR
IMPORT®, Szo Paulo, Brasil) e posteriormente uma escova citoldgica estéril

(Escova Cervical Descartavel - LABOR IMPORT®, Sao Paulo, Brasil), foram
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mergulhados no ressuspendido resultante. Os swabs foram armazenados em tubos
de ensaio de vidro com tampa rosqueavel, estéreis contendo meio BHI (Brain Heart
Infusion - Becton Dickinson - BD® Heidelberg, Alemanha), que foram
condicionados dentro de uma caixa de isopor para transporte. A escova citologica
foi levemente deslizada em movimento rotatério pela lamina de microscopia,
realizando o esfregago. Tal lamina foi seca ao ar e armazenada em caixa
apropriada para transporte, onde junto com a caixa de isopor com a amostra de

swab, foram transportadas até o Laboratorio de Reproducédo Animal do DZO - UFV.
5.3.Biopsia e lavado do fragmento

Uma pinga de Yeoman estéril foi introduzida em uma protecao plastica do
tipo camisa higiénica (MINITUBE®, Alemanha) e adentrou na vagina protegida pela
mao enluvada do examinador (Figura 04). Ao penetrar o canal cervical, a protegéo
plastica foi rompida e a pinga introduzida no utero. A mao foi retirada da vagina e,
apos lubrificagao, foi introduzida no reto, de forma a conduzir a ponta da pinca até
a parede do utero e, apds a abertura da pinga e apreensao, esta fosse retirada do

utero trazendo consigo o fragmento coletado.

Figura 04: Material utilizado para a biépsia endometrial com a finalidade de coletar
amostras para os exames de citologia endometrial, cultura microbiolégica uterina e
avaliacdo histopatolégica endometrial durante a avaliagdo ginecoldgica. Fonte:
arquivo pessoal Carlos Mattos.

Foi realizada uma nova forma de amostragem a partir do fragmento da
bidpsia, que foi lavado em solugao estéril, com intuito de evitar contaminacdes e
perda da qualidade da amostra, sendo denominado lavado do fragmento da bidpsia
endometrial (LFBE).

Com uma pinga anatdmica estéril, o fragmento foi apreendido e lavado em
um tubo plastico de 15 mL estéril (Tubo Cbnico - Tipo Falcon - LABOR IMPORT®,

Sao Paulo, Brasil) contendo solugdo cloreto de sodio 0,9% (Fisiolégico -
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LINHAMAX® - Eurofarma Laboratérios SA, S3o Paulo, Brasil) e, apos a lavagem, o
fragmento transferido para outro tubo plastico contendo formol a 10%, para fixagao
do fragmento. O frasco com a solugado resultante do lavado do fragmento foi entdo
centrifugado a 400 g por 10 minutos, e a maior parte do sobrenadante descartado,
restando apenas 2 mL e o sedimento, que foi, entdo, ressuspendido. Em seguida,
os procedimentos para confecgédo da lamina citologica e da amostra para a cultura
uterina, além do transporte para o laboratério, foram idénticos aos realizados apos

o lavado de baixo volume.
6. Exames laboratoriais

No Laboratério de Reproducdo Animal do DZO - UFV, as amostras, apés
transporte de no maximo 4 horas, foram analisadas na seguinte ordem: cultura

microbiolégica uterina, citologia endometrial e confec¢ao das laminas histoldgicas.

6.1. Cultura microbiolégica uterina

No laboratdrio, utilizando-se de uma capela de fluxo laminar, as amostras
coletadas por CCS, LBV e LFBE, foram semeadas em placas com agar sangue de
carneiro 5% adequadamente identificadas (letra correspondente ao animal, data e
hora) de forma duplicada, e depois incubadas em estufa (Modelo 002 CB - FANEM
LTDA®, Brasil) a temperatura de 37 °C. O crescimento de microrganismos foi
inspecionado duas vezes a cada 24 horas apds a incubagao. Nas duas avaliacoes,
foram avaliadas as Unidades Formadoras de Colénia (UFC), segundo REILAS &
KATILA, (2002), da seguinte forma:

- 0: Nenhum crescimento;
- 1: Baixo crescimento (1 a 10 UFC);
- 2: Moderado crescimento (11 a 100 UFC);

- 3: Grande crescimento (maior que 100 UFC ou impossivel contar).

Posteriormente a contagem de UFC, as placas foram classificadas em: (1)
sem crescimento, (2) crescimento isolado (apenas uma espécie de microrganismo)
ou de (3) crescimento misto (duas ou mais espécies diferentes de microrganismos).
Placas com crescimento misto foram novamente cultivadas (repicadas), isolando
cada microrganismo em um cultivo, com intuito do crescimento e isolamento para
cultura pura.

Com 48 horas de incubacgao, as placas sem crescimento foram descartadas

e as com crescimento das culturas isoladas foram, com auxilio de uma alga de
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platina estéril em capela de fluxo laminar, transportadas para dois tubos de ensaio
de vidro com tampa rosqueavel, estéreis contendo meio BHI (Brain Heart Infusion -
Becton Dickinson - BD®, Heidelberg, Alemanha), e incubadas em estufa a 37 °C por
24 horas.

Apos a detecgao do crescimento bacteriano no meio BHI a partir da turvagao
do meio, com auxilio de uma pipeta automatica e ponteiras estéreis, aliquotas
foram armazenadas de forma duplicada em microtubos plasticos estéreis com
glicerol 20% (v/v). Cada microtubo foi identificado, lacrado com filme plastico de
parafina, homogeneizado em agitador tipo vortex e congelados em freezer entre -4
°C a -20 °C, para posterior envio para laboratério especializado (Microvet -
Microbiologia Veterinaria Especial — Vigosa - MG, Brasil). No laboratério os
microrganismos foram identificados e o teste de susceptibilidade a antimicrobianos
pelo método Método Kirby Bauer foi realizado utilizando as concentragdes padrdes
de cada antimicrobiano. Os seguintes antimicrobianos foram utilizados: ampicilina,
penicilina, gentamicina, tetraciclina, ceftiofur, sulfa/trimetoprim, enrofloxacina,
florfenicol e neomicina. A leitura e interpretacao dos resultados foram feitas de

acordo com as recomendacgdes do CLSI (2009).
6.2. Citologia endometrial

No laboratério, as laminas obtidas apds a coleta de amostras por CCE, LBV
e LFBE, foram coradas pelo método pandtico rapido (Instantprov — New Prov®,
Brasil) e avaliadas por microscopia de luz (BHS, Olympus, Hamburgo, Alemanha)
em aumento de 400 x e 1000 x sob imersao em déleo, por um mesmo examinador,
de forma a contabilizar a propor¢ao de PMNs em relacdo a células endometriais,
sendo contabilizadas 300 células. O resultado se deu em porcentagem de PMNs

em relagao as células endometriais, sendo classificado em:

- Menor que 2%: negativa;
-2 a5%: leve;
- 5 a 30%: moderada;

- Maior que 30%: intensa.

A celularidade total das laminas foi avaliada quanto a morfologia e
quantidade, sendo classificada em baixa, moderada e alta. A presenca de conteudo

de fundo, muco e detritos também foi verificada.
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O resultado foi considerado positivo se a lamina possuisse pelo menos 2%

de PMNSs, caso contrario foram considerados negativos para citologia uterina.
6.3. Avaliagao histopatolégica endometrial

No laboratério, entre 2 a 12 horas apds a coleta e transporte em fixador
formol 10%, os fragmentos foram transportados para tubos plasticos cénicos de 15
mL contendo alcool 70%. Nestes tubos, os fragmentos permaneceram até o
processamento das amostras, que consistiu em incluir os fragmentos em parafina,
seccionar a 5 mm, desparafinar, reidratar, e corar com hematoxilina e eosina.
Depois de confeccionadas, as laminas foram examinadas em microscoépio 6ptico.

O exame histologico das biopsias foi classificado baseado no sistema de
classificagdo de KENNEY & DOIG (1983), modificado por SCHOON et al. (1992),
em que foram avaliadas quanto a fibroses endometriais, hiperplasias glandulares,
lacunas linfaticas e infiltrados celulares, classificando os animais em trés graus de
classificagdo. O grau 1 ¢é referente ao tecido saudavel sem alteragbes
hitopatologicas e sem a presenga de infiltrados de PMNs, o grau 2 foi subdividido
em A, inflamagao e fibrose leves com poucas regides de fibrose ndo formando
aglomeracao de glandulas e presenga de poucos PMNs, e B, inflamacgao e fibrose
moderadas com formac¢do de aglomerag¢des glandulares, presenga moderada de
PMNs e hiperplasia ou cistos glandulares, e grau 3, inflamagéo e fibrose graves,
com grande presenca de PMNs e aglomeracdes, cisto e hiperplasias glandulares.

Eguas que foram classificadas como grau 1 foram consideradas negativas
no exame histopatoldgico, enquanto as classificadas como grau 2 (A ou B) ou 3,

foram consideradas positivas.

7. Analises estatisticas

Para a analise dos dados, foi utilizado o Statistical Analysis System (SAS,
2002). A concordancia entre cada metodologia utilizada e a bidpsia (padrao ouro)
foi avaliada pela estatistica Kappa. Correlagdes entre as variaveis foram avaliadas
pela analise de correlacdo de Spearman. O efeito das variaveis sobre as
probabilidades de se encontrar diagndstico positivo de endometrite (pela bidpsia) e
de haver infecgao (pela cultura do coletor comercial) foram avaliadas por regressao
logistica univariada. Para as variaveis que nado puderam ser avaliadas por

regressao logistica, foi realizado o Teste exato de Fisher para verificagdo de
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associagao entre as variaveis e o diagndstico positivo de endometrite. O nivel de

significancia adotado foi a = 0.05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Coleta de dados
1.1.ldade

A idade média das éguas receptoras avaliadas no estudo foi de 13,2 (+3,80)

anos, e a idade de maior repeticao foi a de 15 anos (17,5%) — Figura 05.

NUmero de éguas
O P N W M OOl OO N @

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Idade (anos)

Figura 05: Distribuicdo das éguas receptoras de acordo com a idade apresentada
durante a avaliagdo ginecoldgica.

Sete éguas apresentavam idade pertencente ao grupo 1 de faixa etaria (G1:
menores que 10 anos), 15 éguas ao grupo 2 (G2: 10 a 14 anos) e 18 ao grupo 3
(G3: 15 a 20 anos, consideradas idosas).

De acordo com SQUIRES et al. (1999), os animais com idade superior a 3
anos e inferior a 10 anos sao consideradas as fémeas mais adequadas para a
transferéncia de embrides, e no estudo, 17,5% estavam nesta faixa etaria (G1).
Portanto, a idade nao seria um fator consideravel para o desenvolvimento de
problemas reprodutivos nestes animais, visto que, estariam no seu melhor
desempenho reprodutivo (EVANGELISTA, 2012; MORLEY & MURRAY, 2014).
Esta faixa etaria foi a que apresentou menor propor¢ao de animais positivos para
endometrite (3/7).

Os animais pertencentes ao grupo 2 (37,5%) e, principalmente ao 3 (45%),
poderiam ter a fertilidade reduzida em consequéncia da idade avancada, sendo

este um fator que pode ter contribuido para se tornarem éguas problema. O fator
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idade apresentou forte correlacéo positiva com o indice de Caslick (IC) (Tabela 03),
esta pode ser um fator determinante para a infecgdo ascendente e inflamacao
persistente do endométrio. Estes resultados corroboram com PASCOE (1979), que

observou aumento do IC concomitante a idade dos animais.

Tabela 03: Coeficientes de correlacdo de Spearman entre as variaveis idade,
escore de condigcédo corporal e Indice de Caslick das éguas receptoras durante a
avaliagcéo ginecoldgica.

Variaveis Idade ECC IC
Idade 1 -0.58 0.60
ECC 1 -0.47

IC 1

P < 0.05. IC = Indice de Caslick, ECC= Escore de Condigao Corporal

Os animais com baixo ECC tinham pouca deposi¢cao de gordura na regiao
do perineo, também sendo este um fator determinante para a ma conformagao
perineal. Neste sentido, a idade obteve correlagdo negativa com o ECC, com
animais mais velhos possuindo ECC relativamente mais baixos.

Além do ECC inferior e do IC superior, os animais pertencentes ao grupo 3,
apresentaram uma maior proporcdo de alteragdes histopatologicas e,
consequentemente, endometrite (13/18). Estes dados corroboram com as
observagbdes de PYCOCK (2006), que relatou que éguas idosas possuem maior
incidéncia de endometrite, e BALL et al. (1987), que demonstraram que éguas
idosas possuiram resultados de exame histopatolégico endometrial sugestivos de
doencas inflamatdrias. Deste modo, deve-se evitar a selegcdo de éguas idosas para

atuarem como receptoras, com intuito de diminuir o risco de endometrite.
1.2.Escore de Condigcao Corporal (ECC)

O ECC médio entre as éguas foi de 5,82 variando de 4 a 7, sendo 6 o escore
que mais se repetiu em 20 dos animais (50%) (Figura 06). Estes resultados
demonstram que apenas 6 éguas (15%) estavam no escore ideal preconizado pelo
NRC (2007), enquanto 29 éguas (72,5%) possuiam ECC superior ao ideal, e 5
éguas (12,5%) possuiam ECC inferior ao ideal.
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Figura 06: Distribuicdo das éguas receptoras de acordo com escore de condigao
corporal apresentado durante a avaliagédo ginecolégica (ECC).

Todas as éguas com ECC 4 foram positivas para endometrite (Figura 07).
Este resultado, assim como os encontrados por DAVISON & GREENE (1991), em
que éguas com ECC 4 tinham taxas de gestacdo até 20% menores quando
comparadas com éguas com ECC 5, indicam que o ECC abaixo do ideal pode
influenciar nas taxas de gestacdo. Desta forma, animais com ECC 4 devem ser

evitados para utilizagdo como receptoras de embrido.

Figura 07: Egua receptora com escore de condi¢do corporal 4 durante a avaliagdo
ginecoldgica. Fonte: arquivo pessoal Carlos Mattos.

1.3. Historico reprodutivo

Dentre as 40 éguas avaliadas no experimento, 13 ndo possuiam histérico
reprodutivo completo conhecido ou documentado, apenas o histérico de ndo terem
se tornado gestante devido a problemas reprodutivos. Portanto, apenas as 27
éguas que possuiam o histérico completo foram consideradas nesta avaliagao.
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Nenhum dos animais havia sido submetido anteriormente a exame
ginecologico completo, incluindo exames laboratoriais. Deste modo, estes animais
foram removidos dos programas de TE sem elucidagdo da causa, com a retirada
baseada na falta de aptiddo para receber o embrido e/ou por possuirem perdas
embrionarias precoces sucessivas.

Dentre as éguas com historico reprodutivo, 23 (85,1%) ja haviam sido
submetidas a algum tipo de tratamento durante a estagdo reprodutiva anterior. A
antibioticoterapia associada ou nao a outra forma de tratamento foi a mais
realizada em 19 dos 27 animais (70,37%) (Tabela 04).

Tabela 04: Tratamentos realizados nas éguas receptoras durante a estacao
reprodutiva.

Tratamento Numero de éguas Porcentagem de éguas
N&o foram tratadas 4 14,8%

Antimicrobianos 7 25,9%

Antimicrobianos e sanitizante* 6 22,2%

Antimicrobianos e lavado intrauterino 5 18,5%

Sanitizante 4 14,8%
Antimicrobianos, sanitizante e lavado intrauterino 1 3,7%

*Sanitizante (BotuKiIIer® — Botupharma — Brasil)

A terapia com o uso de antimicrobianos sem prévia realizacdo de cultura
uterina e testes de susceptibilidade a antimicrobianos é geralmente instituida por
profissionais que trabalham a campo, visto que, estes exames demandam tempo,
custos, materiais e equipamentos especificos. Assim, durante a estacao
reprodutiva, muitos tratamentos sdo baseados em protocolos pré-estabelecidos,
possuindo pouca ou nenhuma resposta terapéutica (CABRERA et al., 2016),
culminando na exclusao das éguas problema dos programas de TE.

O numero médio de estagdes que uma égua receptora participou na
propriedade, antes de ser retirada do programa de TE, foi de 4,85 estagdes.
Entretanto, grande parte das éguas, 10 das 27 (37%), foi considerada subfértil a
ponto de ser retirada do programa de TE depois de passar por duas estagdes

reprodutivas na propriedade (Figura 08).
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Figura 08: Distribuicdo das éguas receptoras de acordo com o numero de estac¢des
reprodutivas em que permaneceram na propriedade.

As éguas receptoras se tornaram gestantes e pariram em média 3,11 vezes
na propriedade. Porém, 10 das 27 éguas (37%) nao se tornaram gestantes e nao
pariram nenhuma vez (Figura 09). Deste modo, 37% das éguas receptoras podem
ter sido inseridas no programa de TE da propriedade ja com algum problema
reprodutivo, como a endometrite. Estes dados evidenciam a importancia de um
exame ginecoldgico completo no momento de integrar uma égua receptora ao

programa de TE.
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Figura 09: Distribuicdo das éguas receptoras de acordo com o numero de
gestacdes e partos que estiveram na propriedade.

As éguas receptoras receberam, em meédia, 1,11 embrides, sem
consequente confirmagdo da prenhez aos 60 dias de gestacdo na estagéo
reprodutiva anterior ao estudo. Porém, 62,96% das éguas com histérico coletado
(17/27), ndo estavam aptas a receber o embrido durante a selegdo no momento da
TE, nado lhe sendo transferido nenhum embrido durante toda a estagao (Figura 10).
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Figura 10: Distribuicdo das éguas receptoras de acordo com o numero de
embrides transferidos na estacdo reprodutiva anterior. SC: sem condigdes de
receber embrido.

Estes dados demonstram que a maioria das éguas receptoras consideradas
problema e retiradas do programa de TE, sequer estiveram aptas para receber o
embrido durante a estacao reprodutiva. Portanto, a perda embrionaria precoce nao
foi a principal causa de problemas reprodutivos em receptoras, e sim os achados
clinico-reprodutivos durante o exame rotineiro de palpacdo e ultrassonografia
destes animais, principalmente na avaliagao da égua no momento da TE.

O exame ginecolégico antes da estagdo reprodutiva poderia ter
diagnosticado o status reprodutivo destes animais, a fim de trata-los ou mesmo

substitui-los antes da utilizagdo no programa de TE.
2. Exame clinico reprodutivo
2.1. Conformacao do perineo

Os resultados do exame de conformacédo do perineo demonstram que 13
das 40 éguas avaliadas (32,5%) foram positivas, possuindo pelo menos um dos
parametros avaliados neste exame (conformacgao vulvar, fechamento vulvar, IC e
presenga de pneumovagina e/ou urovagina) considerado positivo. Das 26 éguas
com endometrite diagnosticada, 11 (42,30%) foram positivas para conformacgao do
perineo (Figura 11). Estes animais podem ter tido a ma conformagéo associada a
contaminagao ascendente do utero e a predisposicao a inflamacao como fatores

desencadeantes da endometrite.
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Figura 11: Perineo de égua receptora com resultado positivo no exame de
conformacao do perineo durante avaliagdo ginecoldgica. Fonte: arquivo pessoal
Carlos Mattos.

Os valores médios entre as 40 éguas avaliadas de comprimento da
comissura vulvar, comprimento efetivo e angulo de inclinagdo foram 9,8 cm, 3,2
cm, e 18,8° respectivamente.

Foram consideradas positivas 10 éguas (25%) por possuirem a conformagao
vulvar ruim, entretanto, a maioria, 21 animais (52,5%), foi classificada com a
conformacédo da vulva boa, e o restante, 9 animais (22,5%), como 6tima (Figura
12). Das 10 éguas classificadas com conformacao ruim, 9 foram positivas para

endometrite.
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Figura 12: Distribuicdo das éguas receptoras de acordo com a classificacdo da
conformacao vulvar.

Foram consideradas positivas para o fechamento vulvar 11 éguas (27,5%),
que possuiam fechamento ruim e teste de windsuck positivo. 22 (55%) foram

classificadas com o fechamento vulvar bom e o restante, 7 animais (17,5%), como
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otimo (Figura 08). Das 11 éguas classificadas com o fechamento vulvar ruim, 9

foram positivas para endometrite.
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Figura 13: Distribuicdo das éguas receptoras de acordo com a classificacédo do
fechamento vulvar.

Dos animais avaliados, 10 éguas apresentavam pneumovagina e/ou
urovagina (25%), sendo que 8 possuiam apenas pneumovagina e 2 pneumovagina
e urovagina. Todas as éguas positivas para presenga de pneumovagina e/ou
urovagina, também foram positivas para pelo menos um dos outros parametros
avaliados durante o exame de conformacdo do perineo. Das 10 éguas que
apresentavam pneumovagina e/ou urovagina, 9 foram positivas para endometrite.

O valor encontrado neste estudo referente a porcentagem de éguas com
pneumovagina (25%) foi inferior ao encontrado por CARVALHO et al. (2011), que
relataram 42,8% dos animais apresentando pneumovagina.

O indice de Caslick variou de 3,5 a 350 e o valor médio entre os animais foi
de 74,65, sendo 9 éguas (22,5%) consideradas positivas por apresentarem valores
acima de 150, necessitando de corregao por vulvoplastia.

Nenhum dos animais avaliados possuia evidéncias de realizagcdo de
vulvoplastia, mesmo este procedimento sendo relativamente simples e podendo ser
realizado a campo. A correcao perineal ainda sofre resisténcia quanto a sua
realizagcédo e praticidade, principalmente em éguas receptoras, porém, tal cirurgia
poderia corrigir grande parte dos problemas anatémicos encontrados, e até mesmo
diminuir o numero de animais positivos para endometrite.

A ma conformagédo anatdbmica dos animais considerados positivos neste

parametro pode ter levado a inflamacao persistente, visto que, torna as éguas
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susceptiveis a infeccado, além de ter sido um fator responsavel por falhas nos

tratamentos realizados.
2.2. Palpacgao e ultrassonografia

A partir do exame de palpagcao e ultrassonografia transretal, 21 animais
foram classificados como positivos (52,5%), possuindo edema endometrial ndo
condizente com a fase do ciclo estral, edema endometrial exagerado ou
hiperedema e/ou Liquido Intrauterino (LIU).

Classificando os 40 animais de acordo com a fase do ciclo estral, ndo foi
diagnosticado animal em anestro, 22 estavam no estro e 18 em diestro (Figura 14),
e todos apresentaram tonus cervical e uterino condizentes com a fase do ciclo

estral.
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Figura 14: Distribuicdo das éguas receptoras de acordo com a fase do ciclo estral.

Quanto a classificagdo do edema endometrial, 10 animais (25%) foram
considerados com edema anormal, sendo que um apresentou edema 4
(exagerado), dois apresentaram edema 5 (hiperedema) e sete apresentaram
edema nao condizente com a fase do ciclo estral.

O edema endometrial apresentou efeito significativo sobre a probabilidade
de infeccdo uterina, isto é, de cultura positiva, de modo que o edema anormal
aumentou em 11,77 vezes as chances de haver infecgdo uterina. RASMUSSEN et
al. (2015) também encontraram éguas com edema anormal € maior propensao a
cultura positiva, porém com 5,48 vezes mais chances apresentar infecgéo.

A presencga de LIU foi detectada em 15 animais (37,5%). CARVALHO et al.
(2011) também avaliando éguas com histérico de subfertilidade, encontrou valor

comparavel ao presente estudo, em que 38,1% dos animais apresentavam LIU. Ja
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OVERBECK et al. (2011) encontrou valores inferiores, de 16,7% das éguas com
presenca de LIU.

A classificacdo dos animais que apresentaram LIU quanto ao volume e a
ecogenicidade encontram-se nas Tabelas 05 e 06.

Tabela 05: Distribuicdo das éguas receptoras que possuiram liquido intrauterino de
acordo com o volume apresentado.

Classificagdo quanto ao volume Numero de animais Porcentagem
1 (menor que 1 cm) 1 6,66%
2(1a2cm) 6 40%
3(2a4cm) 4 26,66%

4 (4a10cm) 1 6,66%

5 (maior que 10 cm) 3 20%

Tabela 06: Distribuicdo das éguas receptoras que possuiram liquido intrauterino de
acordo com a ecogenicidade apresentada.

Classificagdo quanto a ecogenicidade Numero de animais Porcentagem
1 (ndo ecogénico) 7 46,66%

2 (pouco ecogénico) 3 20%

3 (moderada ecogenicidade) 3 20%

4 (muito ecogénico) 2 13,33%

A presencga de ecogenicidade (de qualquer classificagdo) apresentou efeito
significativo sobre a probabilidade de haver infeccdo uterina e de se obter
diagndstico positivo para endometrite, de modo que a presenga de ecogenicidade
aumenta em 9,6 vezes as chances de haver infeccao, e 12,99 vezes as chances de
se obter o diagnostico positivo (P < 0.05).

O volume de LIU também afetou significativamente a probabilidade de se
obter diagndstico positivo para endometrite, de modo que quanto maior o volume,

maior a probabilidade de se ter um diagndstico positivo (Figura 15).
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Figura 15: Probabilidade do diagndstico positivo para endometrite em éguas
receptoras de acordo com a classificagdo do volume do liquido intrauterino.

2.3. Vaginoscopia

No exame de vaginoscopia, 10 animais (25%) apresentaram uma ou mais
alteracdes, sendo considerados positivos neste exame. Cinco animais possuiam a
abertura da cérvix tortuosa, em trés a coloracao da mucosa foi classificada como
hipocorada, em seis algum tipo de secre¢ao identificada ao exame (Figura 16) e
quatro apresentaram indicio de traumas. Todos os animais tiveram o

posicionamento e tonus da cérvix condizente com a fase do ciclo estral em que se

encontravam.

Figura 16: Egua receptora apresentando secrecdo durante o exame de
vaginoscopia na avaliagao ginecologica. Fonte: arquivo pessoal Carlos Mattos.

2.4. Exame da cérvix

Para o exame da cérvix, foram observados 15 animais (37,5%) positivos,
sendo detectadas uma ou mais alteragdes nas éguas. Doze animais apresentaram

a cérvix tortuosa, seis possuiam diverticulo, em cinco havia fibrose, quatro
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apresentavam aderéncias, em trés havia secrecdao e em um havia laceragao. Tais
defeitos anatdmicos podem comprometer a eficiéncia da protegao e limpeza uterina
realizada pela cérvix, podendo ser um fator que leve a infeccdo recorrente dos

animais, e consequentemente, a inflamacéao persistente, isto €, a endometrite.
3. Exames laboratoriais
3.1. Avaliagao do efluxo do LBV

Neste estudo, apds infusdo de 60 mL de solugédo no utero, foi recuperado,
em média, 30 mL para avaliagao do efluxo, exame citolégico endometrial e exame
de cultura microbiologica uterina. COCCHIA et al. (2012) e LEBLANC et al. (2007),
infundindo 60 mL de solucao e utilizando sonda com balao, recuperaram 30 mL e
34 mL em média respectivamente. Assim os valores médios de liquido recuperados
utilizando sonda com baldo foram semelhantes ao do presente estudo utilizando
sonda sem baldo, sendo esta técnica também viavel para realizagdo do LBV, e
possuindo a vantagem da sonda possuir menor custo e ser descartavel.

A avaliacdo da caracteristica do efluxo recolhido durante o LBV resultou em
sete animais (17,5%) positivos, apresentando aspecto e celularidade anormais,
elou a presenca de secrecdo. LEBLANC et al. (2007) e AMORIM et al. (2016)
encontraram 65% e 40% dos animais com alteragdes no efluxo respectivamente.
Estes dados foram superiores ao do presente estudo (17,5%), podendo ser
explicado pelos diferentes microrganismos isolados e suas diferentes prevaléncias,

além deste ser um método subjetivo de avaliagao.
3.2.Citologia endometrial

No exame citoldgico, das 40 éguas avaliadas, 21 foram positivas (52,5%)
levando em consideragao os trés métodos de coleta de amostras (Tabela 07).
Entre as éguas positivas, 14 (66%) tiveram a inflamagao classificada como leve,

sete (33%) como moderada e nenhuma égua teve inflamacgao grave.

Tabela 07: Numero, porcentagem e classificacdo das éguas receptoras de acordo
com os resultados do exame citolégico endometrial.

Classificagao

Resultado Numero Porcentagem

de animais 9 Leve Moderada Grave
Negativo 19 47,5% - - -
Positivo 21 52,5% 14 7 0
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A porcentagem de animais positivos para o exame citolégico no presente
estudo (52,5%) é comparavel as relatadas por NIELSEN (2005) e AMORIM et al.
(2016) de 56% e 46% respectivamente. Porém o valor percentual foi superior aos
relatados por OVERBECK et al. (2011), LEBLANC et al. (2007) e RASMUNSSEN
et al. (2015), que encontraram os valores de 20,0%, 26,0% e 28,6%
respectivamente, e inferior ao relatado por CARVALHO et al. (2011) de 85,7% de
animais positivos.

A discrepancia entre os resultados pode ser explicada pelas diferentes
técnicas de coleta de amostras e analises dos resultados, animais de categorias
distintas utilizados para o exame nos estudos, além da diferenga entre os
microrganismos mais comumente isolados, visto que, alguns microrganismos
causam uma maior resposta inflamatoria que outros.

Nenhum dos animais foi diagnosticado com inflamacdo grave perante o
exame citolégico, sendo a maioria dos animais com inflamacéo leve. Isto significa
que grande parte dos animais teria prognostico favoravel se o tratamento adequado

fosse implementado.

3.3. Cultura microbioldgica uterina

Os resultados do exame de cultura uterina foram positivos em 25 dos 40
animais avaliados (62,5%), levando em consideragéo as trés técnicas de coleta de
amostras utilizadas (Tabela 08). Apesar das diferentes localizagdes geogréficas,
técnicas de coleta de amostras e interpretacdes, tal resultado € semelhante, aos de
JACOB et al. (2002), CABRERA et al. (2016), LEBLANC et al. (2007) OLIVEIRA et
al. (2007) e CARVALHO et al. (2011), que também utilizando animais com histérico
de subfertilidade, encontraram respectivamente 73,3%, 71,4%, 70%, 68,0%, 61,9%

dos animais apresentando crescimento bacteriano.

Tabela 08: Numero e porcentagem de éguas receptoras de acordo com o resultado
do exame de cultura microbioldgica uterina.

Resultado Numero de animais Porcentagem
Negativo 15 37,5%
Positivo 25 62,5%

Entre os 25 animais positivos no exame de cultura uterina, 14 (56%) tiveram
crescimento de apenas uma espécie de microrganismo, enquanto 11 (44%) tiveram

crescimento misto, isto é, de duas ou mais espécies de microrganismos (Tabela
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09). Estes resultados sdo semelhantes aos de CARVALHO et al., (2011), em que o
isolamento concomitante de mais de um microrganismo foi observado em 42,8%
das amostras positivas para cultura uterina de éguas com histérico de
subfertilidade.

Tabela 09: Numero e porcentagem de éguas receptoras de acordo com o
crescimento de microrganismos isolados ou misto.

Crescimento do microrganismo Numero de animais Porcentagem
Isolado 14 56%
Misto 11 44%

A maior frequéncia de crescimento foi de Staphylococcus spp. (60%),
seguida de Escherichia coli (40%), Enterobacter spp. (28%) e Citrobacter spp.
(20%) (Tabela 10).

Tabela 10: Distribuicdo dos géneros de microrganismos isolados na cultura
microbiolédgica uterina de éguas receptoras.

Crescimento Crescimento
Microrganismo Frequéncia Porcentagem isolado misto
Staphylococcus spp. 15 60% 4 11
Escherichia coli 10 40% 5 5
Enterobacter spp. 7 28% 5 2
Citrobacter spp. 5 20% 2 3

Todos os géneros encontrados no estudo sdo comumente isolados do utero
de éguas, porém a que apresenta maior frequéncia, Staphylococcus spp., diferiu da
maioria das citagbes bibliograficas, visto que, Streptococcus spp. (RIDDLE et al.,
2007; NIELSEN et al., 2010; RICKETTS, 2011; BUCZKOWSKA et al., 2014) e
Escherichia coli (CABRERA et al., 2016; LEBLANC et al., 2007,
CHRISTOFFERSEN et al. 2015; DAVIS et al., 2013) sdo as mais frequentemente
isoladas.

Em estudo semelhante, JACOB et al. (2002) relataram que Enterobacter
spp. foi o género mais frequentemente isolado, também contrariando a maioria dos
resultados ja encontrados. Esta diferenca de frequéncia de microrganismo mais
comumente isolado pode ser explicada devido as diferentes localizacbes
geograficas em que os animais estudados encontram-se, € a exposi¢édo a
diferentes antimicrobianos (CABRERA et al. 2016).
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Os microrganismos menos isolados foram Escherichia coli, Enterobacter
spp. e Citrobacter spp., mas existem controvérsias quanto a patogenicidade e
importancia destes na endometrite, devendo levar em consideragao outros achados
indicativos de endometrite durante o exame ginecoldgico, a fim de se obter um
diagndstico preciso.

No teste in vitro de susceptibilidade aos antimicrobianos, observou-se que
todos os microrganismos encontrados foram sensiveis a sulfa/trimetoprim,
enrofloxacina e florfenicol (Tabela 11). Estes resultados corroboram com JACOB et
al. (2002) que observaram que a maioria dos microrganismos foram sensiveis a
acdo da sulfa/trimetoprim, seguido pela enrofloxacina e florfenicol, e com CAMARA
et al. (2013) e CABRERA et al. (2016) que observaram a enrofloxacina

apresentando a maior sensibilidade.

Tabela 11: Susceptibilidade in vitro dos microrganismos isolados de éguas
receptoras aos antimicrobianos.

Microrganismo AMP PEN GEN TET CEF STR ENR FLO NEO
Staphylococcus spp. R R R S S S S S R
Escherichia coli R R S R R S S S R
Enterobacter spp. R R S S S S S S S
Citrobacter spp. R R S S S S S S R

Ampicilina (AMP), Penicilina (PEN), Gentamicina (GEN), Tetraciclina (TET), Ceftiofur (CEF),
Sulfa/trimetoprim (STR), Enrofloxacina (ENR), Florfenicol (FLO) e Neomicina (NEO). Sensivel (S) e
Resistente (R) ao antimicrobiano.

A maioria dos animais ja havia sido submetida ao tratamento com
antimicrobianos, porém o uso da droga sem a realizagdo da cultura uterina e do
teste de susceptibilidade pode ter causado a falha no tratamento, uma vez que um
ou mais dos microrganismos sao resistentes aos antimicrobianos. Além disto,
animais susceptiveis podem ter contribuido para recidiva da infeccao e da

inflamacéo.
3.4.Avaliagao histopatolégica endometrial

A avaliagdo histopatologica detectou alteragcbes condizentes com a
inflamacao do endométrio em 65% dos animais (26/40). A classificacdo de acordo
com os graus de alteragdes foram de 35% das éguas grau 1, sem alteragdes ou
negativas (Figura 17), 37,5% grau 2A, com alteragdes leves, 17,5% grau 2B, com

alteragdes moderadas, e 10% grau 3, com alteracdes graves (Figura 18).
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Figura 17: Imagem microscopica de lamina histolégica do endométrio de égua
receptora sem alteragdes histopatologicas, grau 1. Fonte: arquivo pessoal Carlos
Mattos.

Figura 18: Imagem microscopica de lamina histolégica do endométrio de égua
receptora com alteracdes histopatoldgicas, grau 3. Fonte: arquivo pessoal Carlos
Mattos.

Apenas 10% dos animais foram considerados com endometrite grave, com
consequente prognostico ruim, e os demais animais com endometrite leve e
moderada, totalizando 55% dos animais. Os animais com endometrite leve e
moderada poderiam ser tratados, com uma expectativa de bom prognostico. Apos
o tratamento e nova avaliacdo, os animais poderiam ser reintroduzidos no
programa de TE, diminuindo custos com aquisi¢ao de novos animais.

O valor de prevaléncia da endometrite encontrado no presente estudo foi
comparavel aos relatados por KOZDROWSKI et al. (2015) e BUCZKOWSKA et al.
(2014), que encontraram 66% e 68,3% respectivamente dos animais com
endometrite.

A endometrite € a principal causa de subfertilidade e, consequentemente,
éguas problemas na reprodugdo equina, porém diferentes prevaléncias desta
patologia foram descritas no passado, variando de 25 a 60% dos animais
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acometidos por tal afecgdo (DIMOCK & EDWARDS, 1928; COLLINS, 1964; BAIN,
1966; DOIG et al., 1981). Contudo, pesquisas recentes demonstram que a
porcentagem de animais com endometrite pode superar os 60%, alcangando
valores como 90,4% e 97,0% (OVERBECK et al., 2011; LEBLANC et al., 2007).

Os estudos supracitados utilizaram o exame histoldgico, a partir da coleta de
amostras por biopsia endometrial, como referéncia de diagndstico da endometrite,
porém, nao utilizaram éguas receptoras com problemas reprodutivos para
diagndstico da endometrite, mas sim outras categorias de animais, como matrizes
e doadoras, 0 que poderia explicar a diferenga nos resultados obtidos. O manejo
das diferentes categorias de animais poderia influenciar diretamente os resultados,
visto que as receptoras ndo recebem os mesmos cuidados que as doadoras e

matrizes em um mesmo plantel.
4. Comparagao entre os exames de diagndstico da endometrite

A presenca de PMNs no estrato compacto endometrial durante a avaliacéo
histopatolégica é atualmente o método mais confiavel para o diagnostico da
endometrite, sendo usado como referéncia para este diagnéstico (NIELSEN, 2005;
LEBLANC et al., 2007; OVERBECK et al., 2011, KOZDROWSKI et al., 2015).
Sustentando este fato, NIELSEN et al. (2012) demostraram uma forte correlagao
negativa entre a presenga de PMNs no exame histolégico e o diagnostico de
gestacao em éguas.

Entretanto, assim como a presenca de PMNs, outras alteragdes durante o
exame histologico podem ser associadas com a endometrite. Os resultados do
exame histolégico no presente estudo demonstraram que houve associagao
(p<0,05) entre a distribuicdo das glandulas endometriais € o diagndstico positivo da
endometrite, sendo que as formacdes de aglomeragdes glandulares contribuiram
para o diagnostico positivo. Esta distribuicdo glandular se da devido a presencga de
fibrose no tecido endometrial, e principalmente pela fibrose periglandular, as quais

também tiveram associagao (p<0,05) com o diagndstico positivo (Tabela 12).
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Tabela 12: Associagao das alteragdes encontradas durante o exame histologico e
seu resultado utilizando o Teste exato de Fisher.

. , Presenca de Resultado do exame histoldgico
Parametro avaliado = - —
alteragao Negativo Positivo
o - Sim 0(0,0) 11 (27,5)
Distribuicdo glandular em aglomeragodes N
Nao 14 (35,0) 15 (37,5)
, , Sim 0(0,0) 25 (62,5)
Fibrose endometrial
! ' NZo 14 (35,0) 1(2.5)
. . Sim 0(0,0) 11 (27,5)
Fibrose periglandular .
Nao 14 (35,0) 15 (37,5)

Durante a avaliagdo histologica devem ser levadas em consideragado as
demais alteragdes além da presenca de PMNs. Tais anormalidades podem auxiliar
na classificagdo da endometrite e aumentar a sensibilidade e especificidade do
exame, e até mesmo na decisdo do profissional quanto ao tratamento e
prognéstico do animal.

Neste sentido, o presente estudo utilizou as alteragbes encontradas durante
a avaliagao histoldgica, incluindo a presenca de PMNSs, distribuigdo das glandulas e
presenca de tecido fibrético para determinar se o animal é positivo no exame
histolégico. Este foi considerado como padrdo ouro para o diagnostico da
endometrite, isto &, serviu como referéncia para comparagdo e correlagdo dos
meétodos de coleta de amostras e dos exames de diagndstico utilizados no estudo.

Ao interpretar os resultados, deve-se considerar que nenhum teste de
diagnostico é totalmente preciso, e, além disto, que nem sempre ha condigdes
ideais para a realizagdo do exame com maior sensibilidade e especificidade. Para o
exame histologico é necessario a coleta de amostra a partir da biopsia uterina,
porém, € considerada um método invasivo, pouco pratico e de resultado demorado
em relacdo aos demais métodos de dignostico. Assim, buscam-se métodos, ou a
associagao destes, para tornar o diagndstico mais rapido e eficiente. Deste modo,
foram comparados ao exame histolégico os demais métodos de diagndstico
rotineiramente realizados durante o exame ginecologico, sendo os resultados
obtidos demonstrados na Tabela 13.

Entre os exames clinicos reprodutivos, a avaliagao do animal por palpacao e
ultrassonografia apresentou os melhores resultados, seguidos pelo exame da
cérvix, da conformacgao do perineo e da vaginoscopia. O exame de palpacao e
ultrassonografia é realizado rotineiramente na avaliagdo da égua receptora,
podendo ser eficaz para triagem dos animais e posterior utilizagdo de métodos de

62



diagndstico mais avangados, visto que, possuiu resultados substanciais para o

diagnostico da endometrite, além de ser de simples e rapida execugéo.

Tabela 13: Comparacéao entre os diferentes métodos de diagndstico da endometrite
utilizados no exame ginecolégico em comparagdo ao exame histopatolégico do
endomeétrio.

Método de Coeficiente Kappa Sensibi-  Especifi-
Cos9, P-valor

diagndstico e forca de acordo* lidade cidade
Palpagéo e US 0,6447 - Substancial 0,76 0,92 0,4135-0,8758 <0,0001
Con. do Perineo  0,2308 - Leve 0,42 0,85 -0,0010-0,4626  0,0711
Vaginoscopia 0,1304 - Pobre 0,30 0,85 -0,0779 - 0,3388  0,2508
Exame da cérvix  0,3023 - Leve 0,50 0,85 0,0582 - 0,5465 0,0261
Cultura CC 0,7938 - Substancial 0,84 1,00 0,6062 — 0,9814 <0,0001
Cultura LBV 0,6907 - Substancial 0,80 0,92 0,4677 - 0,9138 <0,0001
Cultura LFBE 0,2373 - Leve 0,30 1,00 0,0683 — 0,4063 0,0203
Citologia CC 0,7000 - Substancial 0,76 1,00 0,4889 — 0,9111 <0,0001
Citologia LBV 0,7000 - Substancial 0,76 1,00 0,4889 — 0,9111 <0,0001
Citologia LFBE 0,2373 - Leve 0,30 1,00 0,0683 — 0,4063 0,0203
Avaliagéo do

0,2050 - Leve 0,26 1,00 0.0479 — 0,3621 0,0326

efluxo de LBV

*Valores Kappa e forga de acordo 0,00-0,19 (pobre); 0,20-0,39 (leve); 0,40-0,59 (moderada);
0,60-0,79 (substancial); 0,80-1,00 (quase perfeita) (LANDIS & KOCH, 1977). US = Ultrassonografia;
CC = Coletor Comercial; LBV = Lavado de Baixo Volume; LFBE = Lavado do Fragmento da Bidpsia
Endometrial; IC = indice de Confianca.

Os exames laboratoriais de citologia e cultura uterina, independente da
técnica de coleta de amostras, sdo considerados mais complexos do que os
exames de avaliacao clinica, exigindo equipamentos e materiais especificos, maior
tempo de execugao e custo e, por isso, ndo sao rotineiramente realizados a campo
em éguas receptoras. Entretanto, estes exames apresentaram melhores resultados
quando comparados aos demais exames clinicos, podendo ser realizados apos
uma triagem dos animais.

A avaliagdo do efluxo do LBV nao apresentou resultados satisfatérios no
diagndstico da endometrite, porém esta técnica pode ser utilizada como uma
ferramenta auxiliar para diagnéstico quando associada a outros métodos,
principalmente o exame da cultura uterina. LEBLANC et al. (2007), em um estudo
também avaliando o efluxo do LBV, correlacionaram anormalidades com a
presenca de microrganismos. Assim, a avaliacdo do efluxo pode aumentar a
sensibilidade e a especificidade dos exames, diminuindo o indice de resultados
falsos positivos e negativos.
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A realizagdo de varios métodos de diagnéstico durante a avaliagao
ginecolodgica pode ser uma alternativa quando nao € possivel a pratica de algum
exame, ou até mesmo para se tomar decisdes antes do resultado final do exame
ginecologico completo. Neste sentido, AMORIM et al. (2016) desenvolveram uma
lista de verificagdo da endometrite, utilizando cinco indicadores (achados clinicos,
caracteristica do efluxo do LBV, citologia uterina, cultura uterina e histologia
uterina), e, se o animal apresentasse dois destes indicadores positivos, seria
considerado positivo para endometrite.

No presente estudo, comparando os sete exames realizados (conformagéao
do perineo, palpagao e ultrassonografia, vaginoscopia, exame da cérvix, avaliagao
do efluxo de LBV, citologia uterina e cultura uterina) com o exame histopatologico,
verificou-se que o numero de diagndsticos positivos apresentou influéncia na
probabilidade de se obter um diagndstico para endometrite, de modo que, quanto
maior o numero de exames positivos, maior a probabilidade da égua realmente ter
endometrite (Figura 19). Desta forma, a realizacdo de diferentes exames e a
associagao de resultados podem ser alternativas eficientes para o diagndstico da

endometrite.

1,00 -
0,90 -
0,80 -
0,70 -
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -
0,10 -
0,00 T T T T T T !

0 1 2 3 4 5 6 7

Numero de exames corretos

Probabilidade

Figura 19: Probabilidade de se obter o diagnostico positivo para endometrite pelo
exame histolégico em relacdo ao numero de exames corretos.

5. Comparacgao entre as técnicas de coleta de amostras

Foram comparadas trés técnicas de coleta de amostras comumente
utilizadas para o exame de citologia e cultura uterina, (1) CC, (2) LBV e (3) BE,
porém, para esta ultima, com intuito de maior preservacado celular e evitar

contaminagdes, foi realizado um processamento diferente da amostra, ainda nao
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descrito, no qual o fragmento resultado de BE foi lavado para a obtengdo da
amostra, sendo denominado de lavado do fragmento da biopsia endometrial
(LFBE).

Comparando as trés técnicas para o exame citologico, CC e LBV detectaram
20 animais (50%) como positivos, enquanto LFBE detectou apenas oito animais
positivos (20%) (Tabela 14). Os valores de sensibilidade de CC e LBV foram iguais
(0,76), e o de LFBE foi inferior (0,30), possuindo este, um alto indice de resultados
falsos negativos. Quanto aos valores referentes a especificidade, foram idénticos
entre os trés métodos de coleta (1,00), isto €, nenhum dos métodos diagnosticou
um animal como positivo para endometrite, sendo que este foi negativo perante o
exame histologico, ndo sendo evidenciado o risco de falso positivo para citologia

uterina neste estudo.

Tabela 14: Numero de animais e porcentagem de acordo com o resultado do
exame citolégico uterino a partir de diferentes formas de coleta de amostra e sua
classificagao.

’ Classificagao
Forma de coleta Resultado Slume_ro . Porcentagem ¢
€ animais Leve Moderada Grave

Negativo 20 50% - - -
CCE

Positivo 20 50% 13 7 0

Negativo 20 50% - - -
LBV

Positivo 20 50% 13 7 0

Negativo 32 80% - - -
LFBE

Positivo 8 20% 6 2 0

CCS = Coletor Comercial do tipo escova citolégica; LBV = Lavado intrauterino de Baixo Volume;
LFBE = Lavado do Fragmento da Biépsia Endometrial.

No exame de cultura uterina, CC e LBV detectaram 22 animais dos 40
avaliados (55%) como positivos, enquanto LFBE detectou apenas oito animais
positivos (20%) (Tabela 15). O CC apresentou o maior valor referente a
sensibilidade do exame (0,84), seguido por LBV (0,80), e LFBE (0,30). Quanto a
especificidade, CC e LFBE apresentaram o valor 1,00, ou seja, ndo havendo risco

de falso positivo, seguido por LBV, com 0,92.
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Tabela 15: Crescimento de microrganismos de acordo com a forma de coleta de
amostra utilizada na cultura uterina.

Crescimento de Ndmero de
Forma de coleta . . .
microrganismo animais Porcentagem
Negativo 18 45%
Positivo 22 55%
CCS
Isolado 13 32,5%
Misto 9 22,5%
Negativo 18 45%
Positivo 22 55%
LBV
Isolado 17 42,5%
Misto 5 12,5%
Negativo 32 80%
Positivo 8 20%
LFBE
Isolado 8 20%
Misto 0 0

CCS = Coletor Comercial do tipo swab; LBV = Lavado intrauterino de Baixo Volume; LFBE = Lavado
do Fragmento da Biépsia Endometrial.

5.1. Coletor comercial (CC)

A técnica de coleta de amostras a partir do CC, seja CCS para cultura ou
CCE para citologia, foi de rapida e pratica execugcdo em condicbes a campo, além
de demonstrar valores satisfatorios de sensibilidade e especificidade.

Quando comparada as demais técnicas, o CCE possuiu um maior numero
de células coletadas durante o exame citolégico, visto que, a celularidade
observada foi classificada como alta na maioria das laminas avaliadas, semelhante
ao encontrado por KOZDROWSKI et al. (2015). Isto pode ser explicado pelo fato de
as fibras da escova adentrarem o epitélio e permitirem a colheita de um numero
maior de células, o que, consequentemente, permite uma avaliagao mais rapida do
esfregaco (OVERBECK et al., 2011).

A utilizagdo de CCE no exame citologico possuiu valor de sensibilidade
comparavel aos relatados por BUCZKOWSKA et al. (2014) e KOZDROWSKI et al.
(2015) usando a mesma técnica (0,71 e 0,70). Quanto a especificidade de CCE,
nao houve grande discrepancia em relagao aos estudos, ja que estes observaram
sempre valores acima de 0,80 (OVERBECK et al., 2011; BUCZKOWSKA et al.,
2014; KOZDROWSKI et al., 2015).

No exame de cultura uterina, o CCS possuiu valores superiores quando
comparados as demais técnicas utilizadas no estudo, mostrando ser mais sensivel
e especifica ao mesmo tempo, além de suas vantagens de praticidade no momento
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da coleta. O valor de especificidade foi igual ao relatado por NIELSEN (2005)
(1,00), e comparavel aos de OVERBECK et al. (2011) e CHRISTOFFERSEN et al.
(2015) (0,83; e 0,90). Poréem, quanto a sensibilidade, o valor encontrado no
presente estudo (0,84) foi superior e diferiu dos autores citados anteriormente, que
relataram valores parecidos entre si (0,34; 0,33; e 0,33), sendo justificados por
diferentes frequéncias e tipos de microrganismos isolados nos estudos, além das

diferentes categorias de animais examinadas.
5.2. Lavado intrauterino de baixo volume (LBYV)

O LBV foi desenvolvido com o intuito de se apresentar como um teste de
diagnostico com sensibilidade e especificidade comparaveis aos de uma bidpsia
(CHRISTOFFERSEN, 2015), contudo, permitindo a amostragem de uma area
maior do endométrio, diferentemente do contato limitado proporcionado pelo CC.
Entretanto, no presente estudo, os valores de sensibilidade e especificidade do
LBV e de CCE foram iguais para o exame citologico. Este fato pode ser explicado
por uma baixa taxa de recuperacéo celular por LBV, sugerindo uma distribuigdo
desigual do fluido, que pode néao ter atingido todo o utero (KATILA, 2016). Além
disto, LEBLANC et al. (2007) também relataram que a centrifugagéo apos o LBV
pode romper as paredes celulares, levando a maior quantidade de detritos e
dificultando a avaliagédo das laminas citologicas.

O valor de sensibilidade encontrado neste estudo utilizando LBV para o
exame citologico foi comparavel ao relatado por LEBLANC et al. (2007) — 0,80 —
utilizando a mesma técnica de amostragem, porém antagdnico ao encontrado por
CHRISTOFFERSEN et al. (2015) — 0,08. Quanto a especificidade, o resultado foi
comparavel ao de CHRISTOFFERSEN et al. (2015) — 0,95 — e com maior
discrepancia quanto ao valor encontrado por LEBLANC et al. (2007) — 0,67. Estes
valores podem estar associados a diferentes formas de interpretacdo de
resultados, uma vez que os parametros de referéncia de PMNs variavam entre os
estudos.

Para o exame de cultura uterina utilizando o LBV, LEBLANC et al. (2007)
encontraram valores de sensibilidade e especificidade relativamente maiores que
as demais técnicas. Esta técnica abrange uma maior area uterina durante a
amostragem, e algumas bactérias como a Escherichia coli, a mais isolada pelos
autores, possui a caracteristica de ocorrer de forma localizada, sugerindo que o

uso do lavado permite a cultura desta bactéria mais facilmente em comparacao as
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técnicas consideradas localizadas (LEBLANC et al., 2007; KATILA, 2016). No
presente estudo, utilizando-se o CC e o LFBE, Staphylococcus spp. foi o
microrganismo mais isolado, porém para o LBV, Escherichia coli e Staphylococcus
spp., foram as bactérias mais isoladas (Tabela 16). Este resultado sugere que LBV
€ mais sensivel para obtencéo de Escherichia coli.

Com intuito de aumentar a sensibilidade do LBV para o exame da cultura,
CHRISTOFFERSEN et al. (2015) utilizaram a técnica de LBV protegida, pois
consideraram a microbiota vaginal como uma possivel fonte de resultados de
cultura falso positivo. LEBLANC et al. (2007), com intuito de aumentar a
sensibilidade da técnica, sugeriram que apenas fossem classificadas as amostras
como positivas se o crescimento fosse obtido junto com um liquido de efluxo turvo

e detritos no exame de citologia.

Tabela 16: Distribuicdo dos microrganismos isolados no exame microbiologico
uterino de éguas receptoras de acordo com os diferentes tipos de coleta de
amostras.

Forma de Numero Crescim. Crescim.
coleta Bactéria isolada de amostras  Porcentagem isolado misto
CcC Staphylococcus spp. 12 54,54% 3 9
Escherichia coli 9 40,9% 5 4
Enterobacter spp. 7 31,81% 5 2
Citrobacter spp. 4 18,18% 0 4
LBV Staphylococcus spp. 8 36,36% 3 5
Escherichia coli 8 36,36% 6 2
Enterobacter spp. 6 27,27% 6 0
Citrobacter spp. 5 22,72% 2 3
LFBE Staphylococcus spp. 4 50% 3 0
Escherichia coli 3 37,5% 6 0
Enterobacter spp. 1 12,5% 6 0

CC = Coletor Comercial; LBV = Lavado intrauterino de Baixo Volume; LFBE = Lavado do Fragmento
da Biopsia Endometrial.

Entretanto, no presente estudo, sem utilizar de técnicas com a finalidade de
aumentar a sensibilidade para cultura uterina, o LBV mostrou resultados
satisfatorios, uma vez que o valor foi comparavel ao relatado por LEBLANC et al.
(2007) — 0,71 — e CHRISTOFFERSEN et al. (2015) — 0,75. Quanto a
especificidade, os resultados também foram satisfatérios, uma vez que também
foram comparaveis aos de LEBLANC et al. (2007) e CHRISTOFFERSEN et al.
(2015) - 0,86; e 0,72.
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A realizagcdo do LBV em nosso estudo se tornou laboriosa, visto que
necessitou da realizacdo de uma etapa de centrifugagdo da amostra posterior a
coleta, o que requer equipamentos e demanda mais tempo, podendo ser um
empecilho sua aplicagédo a campo, além da diluigdo das amostras, diminuindo o

numero de células durante a avaliagao do esfregaco citoldgico.
5.3.Lavado do fragmento da biépsia endometrial (LFBE)

A técnica de processamento do fragmento obtido por bidpsia endometrial a
partir do lavado com solucdo estéril foi realizada como alternativa ao imprint na
lamina para citologia, na tentativa de diminuir a contaminagcdo e aumentar a
qualidade das células coletadas. No entanto, o LFBE, em relagdo aos demais
métodos de coleta de amostras para exame citoldégico, possuiu valor de
sensibilidade inferior (0,30). Quanto a especificidade, o valor foi igual aos das
demais técnicas, possuindo o valor maximo (1,00), ndo havendo o risco de falso
positivo para o exame citoldgico no presente estudo.

Desta forma, o LFBE obteve, quando comparada a estudos que utilizaram a
técnica de imprint de BE, valores de sensibilidade semelhantes, como aos de
OVERBECK et al. (2011) e CHRISTOFFERSEN et al. (2015) — 0,25 e 0,23 — e
valores distintos aos encontrados por NIELSEN (2005), BUCZKOWSKA et al.
(2014) KOZDROWSKI et al. (2015) e RASMUSSEN et al. (2015), que encontraram
os valores de 0,77; 0,73; 0,77; e 0,78 respectivamente. Quanto a especificidade, o
LFBE obteve no presente estudo o valor 1,00, que foi igual aos relatados por
NIELSEN (2005) e CHRISTOFFERSEN et al. (2015), e sem grande discrepancia
aos demais estudos, que observaram sempre valores acima de 0,80 (OVERBECK
et al., 2011; BUCZKOWSKA et al., 2014; KOZDROWSKI et al., 2015;
RASMUSSEN et al., 2015).

O LFBE forneceu menor numero de células em comparacdo as demais
técnicas, porém foi possivel a leitura de todos os esfregagcos. KOZDROWSKI et al.
(2015) também observaram o menor numero de células colhidas utilizando a
técnica de imprint do fragmento na lamina. Esta baixa celularidade observada pode
ser atribuida ao método de coleta da amostra (bidpsia uterina), além do lavado do
fragmento realizado no estudo.

Para o exame de cultura uterina, a técnica LFBE foi utilizada como
alternativa a passagem do fragmento diretamente na placa de cultura ainda a

campo, com intuito de diminuir a contaminacao ambiental da placa. Assim, esta
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técnica apresentou valor de sensibilidade baixo (0,30) em relagcdo aos demais
meétodos utilizados neste estudo para cultura uterina, e comparavel quanto a
especificidade (1,00). Tais valores foram semelhantes aos relatados por
OVERBECK et al. (2011) — 0,25 e 0,95 — e CHRISTOFFERSEN et al. 2015 — 0,50
e 0,90 — porém, distintos aos de BUCZKOWSKA et al. (2014) — 0,63 € 0,54 — e
RASMUSSEN et al. (2015) — 0,81 e 0,69. Ja NIELSEN (2005) relatou valor de
sensibilidade superior e de especificidade comparavel - 0,82 e 0,92,
respectivamente.

A alta sensibilidade no estudo de NIELSEN (2005) e RASMUSSEN et al.
(2015) pode ser explicada pelo alto indice de isolamento de Streptococcus, que ja
foi demonstrado por PETERSEN et al. (2009), que estes microrganismos podem
residir profundamente no tecido endometrial e, portanto, ser dificil de isolar da
superficie uterina, obtendo alto indice de isolamento quando a técnica de BE é
utilizada. Neste estudo, esta bactéria ndo foi isolada, podendo ser um fator
relevante para o baixo indice de sensibilidade quando comparada a estes autores.

A técnica de BE, embora tenha desvantagens descritas no Item 2 da segao
Resultados e Discussao e tenha demonstrado resultados inferiores de sensibilidade
em comparagao as técnicas de CC e LBV, tem a vantagem de permitir a realizagao
do exame histolégico posteriormente, promovendo uma avaliagdo precisa do

endométrio, incluindo o diagndstico de alteragdes inflamatdrias e fibrose.
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CONCLUSAO

Nas condigdes em que o estudo foi realizado e a partir dos resultados

obtidos, podemos concluir que:

- A endometrite é a principal causa de éguas receptoras com problemas
reprodutivos em programas de TE;

- O exame ginecologico € essencial para o diagnostico de éguas receptoras
consideradas éguas problema;

- O exame de palpacéo e ultrassonografia pode servir de triagem dos animais
para os exames laboratoriais;

— O coletor comercial foi mais pratico e eficaz na coleta de amostras para o

exame de citologia endometrial e cultura microbiolégica uterina.
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ANEXOS

1. Tabela de escores de condigao corporal adaptado de Hennekeet al., 1983.

ESCORE CARACTERISTICAS
e Processos espinhosos, costelas, base da cauda, tuberosidade coxal e tuberosidade
1 do isquio proeminentes;
Extremamente e Estrutura éssea de cernelha, ombros e pescogo facilmente perceptivel;
Magro e Tecido adiposo n3o é palpavel.
¢ Fina camada de gordura cobrindo a base do processos espinhosos;
¢ Processos transversos da regiao lombar arredondados a palpacgao;
2 ¢ Processos espinhosos, costelas, base da cauda, tuberosidade coxal e tuberosidade
Muito magro do isquio proeminentes;
¢ Estrutura 6ssea de cernelha, ombros e pescogo perceptiveis.
¢ Adiposidade cobrindo aproximadamente a metade dos processos espinhosos;
e Processos transversos nao pode ser sentidos a palpacao;
e Processos espinhosos e costelas facilmente discernivel;
3 ¢ Base da cauda proeminente;
Magro ¢ Tuberosidade coxal aparecem arredondados, e s&o facilmente visiveis;
e Tuberosidade do isquio nao distinguiveis.
o Estrutura 6ssea de cernelha, ombros e pescogo pouco perceptiveis;
e Sulco ao longo da regido lombar;
¢ Linha das costelas visivel;
Moderaéamente e “Gordura” pode ser palpada na base da cauda;
Magro ¢ Tuberosidade coxal n&o visivel;
e Cernelha, ombros e pescogo ndo sao facilimente visiveis.
¢ Costelas nado séo observadas, porém facilmente palpavel;
5 * Adiposidade ao redor da base da cauda se torna esponjosa a palpacao;
Moderado e Cernelha arredondada ao longo dos processos espinhoso;
e Ombros e pescogo conectados suavemente ao corpo do animal.
e Pode haver pequena depressao na linha do dorso;
¢ Adiposidade sobre as costelas se torna esponjoso a palpacéo;
Moderagamente ¢ Adiposidade ao redor da base da cauda é maciaa palpagao;
Gordo ¢ Tecido adiposo comega a ser depositado ao longo da cernelha, atras dos ombros e
ao longo do pescoco.
¢ Pode haver uma depressao na linha do dorso;
7 o Costelas podem ser individualmente palpavel, sendo possivel sentir gordura;
Gordo e Gordura em torno da base da cauda é “macia”;

e Gordura depositada ao longo de cernelha, atras dos ombros e ao longo do pescogo.
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e Depressédo na linha do dorso;
o Dificil de sentir as costelas;

8 ¢ Muito tecido adiposo em torno da base da cauda na area ao longo cernelha e atras

Muito Gordo do ombro;
¢ Visivel aumento na espessura do pescogo;

e Gordura depositada ao longo da parte interna das coxas (nadegas);

¢ Acentuada depressao na linha do dorso;
¢ Adiposidade desigual, sendo mais evidente nas costelas;
9 ¢ “Dobra” de gordura ao redor da base da cauda, ao longo de cernelha, atras dos
Extremamente ombros e ao longo do pescogo;
Gordo ¢ Adiposidade ao longo da parte interna das coxas;
¢ Flanco preenchido com gordura.

2. Ficha de avaliacao dos animais

3 UNIVERSIDADE FEDERAL DE VIGOSA
ﬂZ@"' DEPARTAMENTO DE ZOOTEGNIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ZOOTECNIA

ZOOTECNIA - UFV

FICHA DE AVALIAGAO DOS ANIMAIS

IDENTIFICAGAO DO ANIMAL

NOME OU N°

LOCAL

PROPRIETARIO

PELAGEM

MARCAS E CARAC.

IDADE

ESCORE DE C. C.

OBSERVACOES

HISTORICO REPRODUTIVO

N° DE EST. QUE PARTICIPOU

N° DE GESTACOES

N° EMBRIOES PERDIDOS NA
EST.

DISTOCIA

RETENCAO DE PLACENTA

OUTRAS PATOLOGIAS

TRATAMENTOS JA REALIZADOS

OBSERVACOES
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CONFORMAGAO DO PERINEO

CONF. DA VULVA RUIM BOA

OTIMA

INSERCAO DA VULVA RUIM BOA

OTIMA

FECHAMENTO VULVAR RUIM BOA

OTIMA

PNEUMOVAGINA SIM

NAO

UROVAGINA SIM

NAO

EVIDENCIAS DE VULVOP. SIM

NAO

COMPRIMENTO EFETIVO

ANGULO

INDICE DE CASLICK

COMPRIMENTO COMISSURA

OBSERVACOES

SUGESTIVO DE ENDOMETRITE | SIM

| NAO

PALPACAO TRANSRETAL E ULTRASSONOGRAFIA

CERVIX

UTERO

EDEMA

OVARIOS D: | E:

LIU

CISTOS

OBSERVACOES

SUGESTIVO DE ENDOMETRITE | SIM

| NAO

VAGINOSCOPIA

VAGINA

ABERTURA DA
CERVIX

COLORACAO MUCOSA

SECRECAO

TRAUMATISMOS

OBSERVACOES

SUGESTIVO DE ENDOMETRITE | SIM

| NAO

EXAME DA CERVIX

LACERACOES

ADERENCIAS

FIBROSES

DIVERTICULOS

TORTUOSIDADE

SECRECOES

OBSERVACOES

SUGESTIVO DE ENDOMETRITE | SIM

| NAO
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COLETOR COMERCIAL - CULTURA UTERINA (SWAB COMERCIAL)

IDENTIFICACAO

CRESC BACT. SIM | NAO

CARACT. DA COL.
SUGESTIVO DE

IDENTIFICACAO
LAB. DO MIC.

OBSERVACOES

SUGESTIVO DE ENDOMETRITE | SIM | NAO

COLETOR COMERCIAL - CITOLOGIA UTERINA (ESCOVA COMERCIAL)

IDENTIFICACAO

CELULARIDADE BAIXA | MODER. | ALTA
PRESENCA DE MUCO DETRITOS SANGUE CRISTAIS
CELULAS NEUT. EOS. MACR. LINF.
PRESENTES BACT. HIFAS LEVED. OUTROS:
OBSERVACOES

SUGESTIVO DE ENDOMETRITE | SIM | NAO

LAVADO INTRAUTERINO DE BAIXO VOLUME — CARACTERISTICAS

IDENTIFICACAO

VOLUME INFUNDIDO

VOLUME RESGATADO

ASPECTO

CELULARIDADE

SECRECAO

OBSERVACOES

LAVADO DE BAIXO VOLUME — CULTURA UTERINA

IDENTIFICACAO

CRESC BACT. SIM | NAO

CARACT. DA COL.
SUGESTIVO DE

IDENTIFICACAO

LAB. DO MIC.

OBSERVACOES

SUGESTIVO DE ENDOMETRITE | SIM | NAO

LAVADO DE BAIXO VOLUME - CITOLOGIA UTERINA

IDENTIFICACAO

CELULARIDADE BAIXA | MODER. | ALTA
PRESENCA DE MUCO DETRITOS SANGUE CRISTAIS
CELULAS NEUT. EOS. MACR. LINF.
PRESENTES BACT. HIFAS LEVED. OUTROS:
OBSERVACOES

SUGESTIVO DE ENDOMETRITE | SIM | NAO
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BIOPSIA ENDOMETRIAL — CULTURA UTERINA

IDENTIFICACAO

CRESC BACT. SIM | NAO

CARACT. DA COL.

SUGESTIVO DE

IDENTIFICACAO

LAB. DO MIC.

OBSERVACOES

SUGESTIVO DE ENDOMETRITE | SIM | NAO

BIOPSIA ENDOMETRIAL — CITOLOGIA UTERINA

IDENTIFICACAO

CELULARIDADE | BAIXA | MODER. [ALTA
PRESENCA DE MUCO DETRITOS SANGUE CRISTAIS
CELULAS NEUT. EOS. MACR. LINF.
PRESENTES BACT. HIFAS LEVED. OUTROS:
OBSERVACOES

SUGESTIVO DE ENDOMETRITE | SIM | NAO

BIOPSIA ENDOMETRIAL - HISTOLOGIA

IDENTIFICACAO

ALTERACOES FIBR. ENDOM. (TEC. CONJ.) [ FIBR. PERIGL. (NINHO)

ENCONTRADAS HIPERP. GL. (CISTO GL.) LACUNA LINF. (CISTO END.)
INFILTRADOS DE PMNS:

GRAU

OBSERVACOES

SUGESTIVO DE ENDOMETRITE | SIM | NAO

RESULTADOS SUGESTIVOS DE ENDOMETRITE

CONFORMACAO DE PERINEO | SIM | NAO

PALP. ULTRASSONOGRAFIA | SIM | NAO

VAGINOSCOPIA | SIM | NAO

E. DA CERVIX | SIM | NAO

CITOLOGIA - COLETORESCOVA [ SIM | NAO

CITOLOGIA - LAVADO | SIM | NAO
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CITOLOGIA - BIOPSIA | SIM | NAO
CULTURA -COLETOR SWAB | SIM | NAO
CULTURA - LAVADO | SIM | NAO
CULTURA - BIOPSIA | SIM | NAO
CARACT. DO LAVADO | SIM | NAO
HISTOLOGIA - BIOPSIA | SIM | NAO
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