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RESUMO

TAVARES, Rachel de Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2022.
Efeitos da insuflacao uterina com a mistura gasosa oxigénio-0zonio sobre o endométrio de
éguas. Orientadora: Bruna Waddington de Freitas. Coorientador: Jair Camargo Ferreira.

A realizacdo deste trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da insuflacdo uterina com
mistura gasosa oxigénio-ozonio sobre o endométrio de éguas saudaveis e diagnosticadas com
endometrite. No experimento 1 (EXP1), foram utilizadas 13 éguas em anestro estacional que
receberam 10 mL de benzoato de estradiol (BE) e no experimento 2 (EXP2), 19 éguas ciclicas.
Os animais foram avaliados por meio de palpagdo e ultrassonografia transretais e foram
coletadas amostras para citologia, histopatologia e histomorfometria uterinas. Para a definicao
dos grupos experimentais, foi realizado lavado de baixo volume (LBV) para a avaliacdo da
citologia uterina, que juntamente ao histérico reprodutivo e exame ginecoldgico, foram
empregados para o diagndstico da endometrite. No EXP1, os animais foram alocados em grupo
controle (GC; n = 3) e grupo tratado (GT; n = 10). O dia da aplicacdo do BE foi considerado o
DO e as coletas das amostras comegaram no D3, com o LBV seguido da bidpsia uterina (B1).
Os animais do EXP2 foram inicialmente classificados em éguas com e sem endometrite, e
entdo, separados em controle negativo (receberam oxigénio) e controle positivo (receberam
mistura gasosa oxigénio-oz0onio). Dessa maneira, formaram-se 4 grupos experimentais: éguas
sem endometrite controle negativo (GC-; n = 3) e tratada (GC+; n = 3), e por fim, éguas com
endometrite controle negativo (GEC; n = 6) e tratada (GEBT; n = 7). Foram acompanhados
dois ciclos estrais de cada animal e, ao detectar um foliculo com tamanho igual ou superior a
30 mm associado a edema uterino grau 3, foi realizado o primeiro LBV seguido da aplicacao 1
mL de Strelin®. A B1 foi coletada 5 dias apds a deteccao da ovulagdo (DS5) e, em seguida, foi
administrado 1 mL de Lutalyse® para o retorno ao estro. As insuflacdes uterinas foram
iniciadas dois dias ap6s a B1 em ambos os experimentos e foram sempre precedidas de um
LBV, totalizando trés aplicacOes com intervalo de 48h entre elas. A concentracdo empregada
foi a de 44 pg/mL nos grupos tratados e 0 pg/mL nos grupos controles. A insufla¢do foi
realizada, via cérvix, até se obter a distensdo completa do utero. O ultimo LBV foi coletado
dois dias ap6s a ultima insuflacdo. No EXP1, a segunda bidpsia (B2) foi coletada logo apds o
ultimo LBV e no EXP2, no D5 do ciclo seguinte apds o fim das insufla¢cdes. Foram avaliados

os parametros histopatoldgicos: 1. AlteracOes glandulares; 2. Edema; 3. Hemorragia; 4.



Infiltrado inflamatério; 5. Necrose. Na histomorfometria, foi avaliada a densidade volumétrica
glandular, tecido conjuntivo, vasos sanguineos e limen glandular, e por fim, mensurado o
diametro glandular, altura do epitélio glandular e luminal. Apés o tratamento, no EXP2, foi
observada redugdo (p<0,05) da contagem de polimorfonucleados/campo (PMN) ao comparar
grupos, tratamentos e tempos. A avaliacdo histopatolégica do infiltrado neutrofilico e
linfocitario endometrial nos dois experimentos demonstraram que nido ocorreu reducdo na
frequéncia de células inflamatérias em nenhum dos nos grupos experimentais (p>0,05). Por
fim, ndo foi encontrada diferenca nos parametros morfométricos avaliados (p>0,05). Conclui-
se que a insuflacdo uterina com mistura gasosa oxigénio-ozOonio na concentracdo de 44 pg/mL
em éguas foi segura e que apresentou beneficios teciduais para éguas diagnosticadas com

endometrite.

Palavras-chave: Ozonioterapia. Medicina alternativa. Reproducdo equina. Subfertilidade.

Inflamagao uterina.



ABSTRACT

TAVARES, Rachel de Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August 2022. Effects
of uterine insufflation with the oxygen-ozone gas mixture on the endometrium of mares.
Advisor: Bruna Waddington de Freitas. Co-advisor: Jair Camargo Ferreira.

The aim of this work was to evaluate the effect of uterine insufflation with oxygen-ozone gas
mixture on the endometrium of healthy mares diagnosed with endometritis. In experiment 1
(EXP1), 13 mares in seasonal anestrus that received 10 mL of estradiol benzoate (EB) were
used, and in experiment 2 (EXP2), 19 cyclic mares were used. The animals were evaluated by
transrectal palpation and ultrasonography and samples were collected for uterine cytology,
histopathology and histomorphometry. To define the experimental groups, a low-volume
lavage (LVB) was performed to evaluate uterine cytology, which, together with the
reproductive history and gynecological examination, were used to diagnose endometritis and
define the experimental groups. In EXP1, the animals were divided into a control group (GC;
n = 3) and a treated group (TG; n = 10). The day of EB application was considered DO, and
sample collection began on D3, with LVB followed by uterine biopsy (B1). The animals from
EXP2 were initially divided into mares with and without endometritis, and then separated into
negative control (received oxygen) and positive control (received oxygen-ozone gas mixture).
Thus, 4 experimental groups were formed: mares without endometritis, negative control (GC-;
n = 3) and treated (GC+; n = 3), and finally, mares with endometritis, negative control (GEC;
n = 6) and treated (GEBT; n=7). Two cycles of each animal were followed and, when detecting
a follicle with a size equal to or greater than 30 mm together with uterine edema 3, the first
LVB was collected and 1 mL of Strelin® was applied. The first biopsy (B1) was collected 5
days after the ovulation (D5) and then 1 mL of Lutalyse® was applied to return to estrus.
Uterine insufflations began two days after B1 in both experiments and were always preceded
by an LVB, totaling 3 applications with an interval of 48 hours between them. The
concentration used was 44ug/mL in the treated group and O pg/mL in the control group, and
insufflation was performed until detection, via the cervix, of complete distension of the uterus.
The last LVB was collected 2 days after the last insufflation. In EXP1, the second biopsy (B2)
was collected right after the last LVB and in EXP2, on D5 of the following cycle after the end
of insufflations. The histopathological parameters were evaluated: 1. Glandular changes; 2.

Edema; 3. Bleeding; 4. Inflammatory infiltrate; 5. Necrosis. In the histomorphometry, the



glandular volumetric density, connective tissue, blood vessels and glandular lumen were
evaluated, and glandular diameter, height of the glandular and luminal epithelium were
measured. The histopathological evaluation of the endometrial neutrophilic and lymphocytic
infiltrate in both experiments demonstrated that there was no reduction in the frequency of
inflammatory cells in any of the experimental groups (p>0.05). Finally, no difference was found
in morphometric parameters (p>0.05). It was concluded that the intrauterine insufflation with
oxygen-ozone gas mixture at a concentration of 44 pg/mL in mares was safe and that there are

benefits for the endometrium of mares diagnosed with endometritis.

Keywords: Ozone therapy. Integrative medicine. Equine reproduction. Subfertility. Uterine

inflammation.
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1. INTRODUCAO

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, através de seu dltimo levantamento,
relatou que o rebanho equino brasileiro possui aproximadamente 6 milhdes de cabecas (IBGE,
2020), gerando cerca de 3 milhdes de empregos diretos e indiretos, além de uma receita total
de 16 bilhdes de reais por ano (LIMA; CINTRA, 2016). Diante do exposto, evidencia-se a
importancia da criacdo de cavalos para a economia nacional, empregando e gerando renda para
milhdes de familias. De fato, a crescente procura de animais para cavalgadas e provas equestres
vem aumentando a demanda por cavalos com maior valor zootécnico agregado. Nesse contexto
as biotecnologias aplicadas a reproducdo equina tém ganhado espago. Estas tecnologias
permitem uma maior disseminacdo de material genético dos reprodutores de maior interesse
econdmico, gerando maiores lucros aos criadores. Para que se obtenha sucesso na criacdo de
cavalos, as matrizes devem ter boa fertilidade, caracteristica importante sob o ponto de vista

econdmico.

Diversos aspectos podem afetar a fertilidade equina, como manejo, nutrigdo, genética, e
condicdo geral e reprodutiva. Um dos maiores problemas encontrados na reprodugdo dos
equinos é a subfertilidade ou infertilidade das fémeas, sejam elas receptoras, matrizes ou
doadoras. Dentre as patologias reprodutivas que geram esta condi¢do, a endometrite é a mais
comum, provocando um impacto negativo significativo sobre os indices reprodutivos
(SCHONIGER; SCHOON, 2020). A endometrite é uma inflamacdo com curso agudo ou
cronico, podendo apresentar caracteristicas degenerativas do endométrio, que pode estar ligada
a infecgdes bacterianas ou flingicas. As terapias tradicionais sdo baseadas em lavados uterinos,
administracao de drogas ecbdlicas, utilizagdo de antibacterianos e antifiingicos, no entanto, nem
sempre apresentando resultados satisfatorios (SCOGGIN, 2016). Sendo assim, a busca por

tratamentos alternativos tornou-se o foco de novos estudos na reprodu¢do equina.

A ozonioterapia tem sido o centro de pesquisas visando o tratamento de problemas
reprodutivos em humanos e animais devido ao seu potencial antimicrobiano e a sua capacidade
de reduzir a inflamacdo tecidual (AVILA et al., 2022; CALDERON et al., 2016a). E uma terapia
de baixo custo, facil aplicacdo e ndo produz residuos, além de ndo induzir resisténcia dos
microrganismos. De fato, a procura por alternativas ao uso dos antimicrobianos tornou-se o
objetivo de pesquisas, projetos e legislacdes com enfoque na satide unica — ONE HEALTH

(https://www.oie.int/en/what-we-do/global-initiatives/one-health/).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Endometrite

A inflamag¢do do endométrio é considerada a maior responsavel pela reducdo da fertilidade
em éguas, sendo também o terceiro maior problema clinico encontrado nos equinos, atrs
apenas da sindrome cdlica e enfermidades do aparelho respiratério (SIKORA et al., 2016). As
éguas podem apresentar dificuldade para gestar, perda embriondria precoce, abortos no ter¢o
médio da gestacdo, placentites e nascimento de potros sépticos (LEBLANC; CAUSEY, 2009).
Sendo assim, a endometrite constitui um fator limitante de fertilidade nas fémeas domésticas e

um grande desafio na reprodugdo equina.

O termo endometrite se refere a inflamacdo do endométrio. No entanto, essa patologia
engloba varias condi¢des e etiologias distintas, o que leva as seguintes classificacdes: 1.
Endometrite prolongada pds-cobertura; 2. Endometrite infecciosa aguda ou cronica/persistente;
3. Endometrite subclinica; 4. Piometra; 5. Metrite; 6. Endometrite venérea (KATILA, 2016;
KATILA; FERREIRA-DIAS, 2022).

A endometrite persistente pos cobertura € a principal causa ndo infecciosa de inflamagao do
endométrio, devido a sua alta prevaléncia nos rebanhos equinos, podendo afetar entre 10% e
20% das éguas (CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020). Esta
afeccdo € causada pela falha dos mecanismos de defesa uterino em eliminar os antigenos que
entram em contato com o utero apds a monta natural ou inseminacao artificial, resultando em
endometrite persistente. Eguas capazes de debelar esta inflamagdo entre 48 e 72h sdo
consideradas resistentes, enquanto aqueles animais incapazes sao considerados susceptiveis a
endometrite (CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020; KATILA,
2016). Deve-se ressaltar que o termo ‘“endometrite persistente pos cobertura” pode ser
interpretado de forma equivocada como uma infec¢do cronica do endométrio, sendo assim, a
nomenclatura mais adequada seria “endometrite prolongada pds cobertura” (KATILA;

FERREIRA-DIAS, 2022).

As endometrites infecciosas podem ser classificadas como agudas, com duracdo de alguns
dias, ou crdnicas, podendo persistir por uma ou mais semanas. Sdo causadas por agentes
bacterianos ou flingicos, sendo que os fatores predisponentes referentes a égua contribuem para
a contaminacdo do utero (KATILA, 2016; KATILA; FERREIRA-DIAS, 2022). Alguns destes
fatores sdo a idade avangada, defeitos anatdmicos ou funcionais, resposta inflamatdria uterina

exacerbada e colonizagcdo do trato reprodutivo por microrganismos patogénicos, sendo que
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estes fatores podem atuar isoladamente ou associados no desenvolvimento da endometrite
clinica ou subclinica. A endometrite bacteriana ¢ apontada como a maior responsdvel pelas
infec¢Oes uterinas: estudos revelam que a sua prevaléncia varia entre 25-60%, embora grande
porcentagem dos casos ndo sejam diagnosticados (FRONTOSO et al., 2008; RASMUSSEN et
al., 2015).

As infecgOes uterinas que possuem sinais discretos e sdo apenas encontrados
polimorfonucleados (PMN), sem a presenca de microrganismos infecciosos, sdo classificadas
como endometrites subclinicas. As inflamacdes classificadas como piometra sdo aquelas em
que se observa acimulo de pus no limen uterino. Este acimulo pode acontecer em animais
com o utero penduloso, que apresentam a cérvix fechada ou com presenca de adesdes,

impossibilitando a drenagem do contetido para o exterior (KATILA, 2016).

Eguas que apresentam infecgio uterina e toxemia como consequéncia de complicacdes
relacionadas ao parto sdo classificadas com metrite, sendo que esta enfermidade pode acontecer
em até uma semana apds o nascimento do potro. As endometrites venéreas normalmente sao
observadas apds a monta natural ou inseminac¢do artificial e sdo caracterizadas pela cultura
positiva de alguns microrganismos especificos que possuem transmissao durante a copula ou
via s€émen — causadores da metrite contagiosa equina. A principal bactéria envolvida nesses
casos € a Taylorella equigenitalis, mas algumas cepas de Pseudomonas e Klebisiella também
podem ser as responsaveis. A endometrite resultante da infec¢ao pela Taylorella equigenitalis
¢ transitéria, podendo ser acompanhada de descarga vulvar purulenta, vaginite e cervicite, no
entanto, algumas éguas permanecem como carreadoras assintomdticas. Vale ressaltar que casos
de metrite contagiosa equina devem ser reportados a Organiza¢do Mundial de Satide Animal

(OIE) (DELERUE et al., 2019; KATILA, 2016; PASOLINI et al., 2016).

Alguns autores realizam essa classifica¢do de forma mais simplificada, em endometrite ndo
infecciosa ou infecciosa. Os sinais clinicos das duas classificacOes sdo indistinguiveis, com
excecao da possibilidade de identificacdo do agente etioldgico envolvido nos casos infecciosos

(CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020).
2.1.1 Agentes Etiologicos

Uma grande variedade de microrganismos patogénicos e oportunistas encontrados no trato
urogenital, assim como nas fezes dos animais, podem ascender ao ttero durante a monta natural,
inseminacao artificial ou procedimentos ginecoldgicos. As bactérias, fungos e leveduras sdo os

responsaveis pelas endometrites infecciosas observadas nas fémeas domésticas. Na maioria dos
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casos essas infeccdes sdo causadas por bactérias aerdbias; no entanto, as anaerdbias também
apresentam capacidade para colonizar o udtero (CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO
G.T.M FEDORKA, 2020).

2.1.1.1 Bactérias

As bactérias mais associadas a falhas reprodutivas em éguas sdo Escherichia coli e o
Streptococcus equi  subespécie zooepidemicus (B hemolitico) (ALBIHN; BAVERUD;
MAGNUSSON, 2003). Outras bactérias isoladas do udtero de éguas incluem: Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium spp., Staphylococcus spp.,
Enterobacter spp., Actinobacter spp., Proteus spp. e Citrobacter spp. O perfil bacteriano
isolado (Quadro 1) pode variar entre os autores, no entanto, certas bactérias sdo mais
comumente associadas com infec¢des agudas e cronicas como Streptococcus equi subespécie
zooepidemicus e Escherichia coli, respectivamente (CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO
G.T.M FEDORKA, 2020).

Quadro 1 - Bactérias comumente isoladas de endometrites e suas principais caracteristicas.

Bactéria Caracteristicas
Streptococcus G+, oportunista, potencialmente venérea
zooepidemicus
Escherichia coli G-, oportunista, anaerébio facultativo

Pseudomonas aeruginosa = G+, potencialmente venérea, aerébio

Klebsiella pneumoniae G-, oportunista, anaerébio facultativo, potencialmente
venérea

Staphylococcus spp G+, oportunista, anaerdbio facultativo

Taylorella equigenitalis G-, sexualmente transmissivel, microaerofdgico, causa

uma endometrite purulenta severa
Enterobacter cloacae G-, oportunista, anaerdbio facultativo
Proteus spp G-, oportunista, anaerébio
G+: gram positivo; G-: gram negativo.
Fonte: Adaptado de CANISSO et al., 2020.
2.1.1.2 Fungos

Eguas acometidas por endometrite flingica geralmente apresentam alteracOes anatdmicas

predisponentes ou histérico de tratamento para endometrite bacteriana no passado. Os
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antibacterianos alteram a microbiota do aparelho urogenital, propiciando a proliferacdo de
fungos. Estes microrganismos sdo responsdveis por uma menor porcentagem das endometrites,
cerca de 1 a 5% dos casos, podendo ser encontrados juntamente com infec¢des bacterianas
(CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020). Os fungos mais
frequentemente isolados sdo: Candida spp. e Aspergillus spp. (CANISSO; SEGABINAZZI,
FEDORKA, 2020; WONG; DAVIS; WHITE, 2001) (Quadro 2).

Quadro 2 - Fungos isolados de endometrites e suas principais caracteristicas.

Fungo Caracteristicas
Candida spp. Levedura, 58 a 69% das endometrites fliingicas
Aspergillus spp. Hifas septadas, 25-26% das endometrites
fingicas
Mucor spp. Hifas aseptadas, 5 a 12% das endometrites
fingicas

Fonte: adaptado de CANISSO et al., 2020.
2.2 Fisiopatogenia da endometrite

Durante a monta natural, inseminagao artificial ou parto, o utero fica exposto a diversos
antigenos, o que resulta em reacdo inflamatéria fisioldgica com objetivo de restaurar a
homeostase local, visando a manuten¢do de um ambiente adequado para futura implantagao
embriondria (PASOLINI et al., 2016). Essa reacdo inflamatéria tem inicio em até 30 minutos
apds o contato dos antigenos com o endométrio e deve cessar dentro de 48 a 72h (CANISSO;

SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020).

Eguas consideradas susceptiveis demoram mais tempo para desencadear a reacdo
inflamatoria e apresentam dificuldade para eliminar os produtos inflamatorios dentro do tempo
esperado, desenvolvendo endometrite persistente, capaz de interferir na sua fertilidade
(PASOLINI et al, 2016). A presenca de debris celulares, produtos inflamatorios e
microrganismos no limen uterino modificam este ambiente, tornando-o hostil para o embrido,
comprometendo o estabelecimento da gestacdo e a recuperacdo embriondria. Além disso, a
liberagdo de prostaglandina F2oa durante o processo inflamatério pode levar a lutedlise
prematura, impedindo o estabelecimento de uma gestacao devido a diminui¢do da produgdo de
progesterona. Além disso, a endometrite parece interferir com a placentagdo, levando a perdas

embriondrias precoces (BRITO; BARTH, 2003).
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2.2.1 Mecanismos de defesa uterinos

O ttero possui um arsenal de mecanismos de defesa que tem por objetivo evitar que os
microrganismos cheguem em seu limen ou, ao alcan¢a-lo, sejam rapidamente eliminados. Os
mecanismos de defesa uterino sdo divididos em: (1) barreiras fisicas do trato urogenital, (2)
mecanismos imunolégicos e (3) contratilidade miometrial. Caso qualquer um destes
mecanismos esteja comprometido, a égua apresenta-se susceptivel a endometrite, com
consequente reducdo da fertilidade. Qualquer alteracdo conformacional ou funcional nestas
barreiras favorece a exposi¢do do udtero a agentes contaminantes, resultando em infeccdes e,

consequentemente, diminuicdo das taxas de prenhez (RICKETTS; BARRELET, 2001).
2.2.1.1 Barreiras fisicas do trato urogenital

Os mecanismos fisicos sdo constituidos de estruturas anatdmicas que formam uma barreira
a entrada de patégenos no ttero, sendo eles a vulva, a prega vestibulo vaginal e a cérvix
(CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016). Os labios vulvares devem ser firmes
e se unirem em toda a extensdo da vulva, garantindo boa protecdo para a mucosa (INOUE;
SEKIGUCHI, 2017), além de se apresentar com 2/3 de seu comprimento abaixo do assoalho
pélvico. A prega vestibulo vaginal previne a aspiracao de ar e outros debris para a regido cranial
da vagina, fato especialmente importante no momento do estro. A cérvix nao deve possuir
laceracdes e nem adesdes, se apresentar relaxada e aberta durante o estro e contraida e fechada

durante o diestro ou gestacdo (CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016).

Alteracdes anatdmicas no trato urogenital permitem a entrada de ar e ou fezes e acimulo de
fluido ou urina na vagina e utero, situacdes que podem propiciar o desenvolvimento da
endometrite. Ma conformagdo da vulva, incompeténcia da prega vestibulo vaginal, ttero
penduloso e incompeténcia cervical sdo os principais defeitos anatdmicos encontrados em
éguas portadoras de endometrite (CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M
FEDORKA, 2020). Defeitos anatdmicos adquiridos normalmente se desenvolvem em éguas
com idade avancada, maior nimero de coberturas, gestagcdes e/ou partos (MORRIS; MCCUE;
AURICH, 2020). Eguas idosas podem apresentar diminuicdo de ténus dos labios vulvares e,
em multiparas, pode-se observar enfraquecimento da prega vestibulo vaginal (CANISSO;

STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016; INOUE; SEKIGUCHI, 2017).
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2.2.1.2 Mecanismos imunoldgicos

O sistema imune encontrado nas mucosas € representado pelo sistema adaptativo e o inato.
A imunidade adaptativa é mediada pelos linfécitos T, que respondem seletivamente a cada
agente agressor. Em contraste, o sistema imune inato responde de forma nao seletiva, rapida e
transitdria apds o contato do agente agressor com a mucosa. Este tltimo sistema € o responsdvel
pela resposta imunoldgica uterina apds a monta natural ou inseminacao artificial (CANISSO;

SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020).

A resposta imune inata € a primeira a se formar para proteger o Utero contra microrganismos
causadores da endometrite e inicia-se imediatamente apds o reconhecimento e sinalizacdo das
células epiteliais da mucosa (via Toll Like Receptor’s). A resposta desse sistema baseia-se em:
ativacao de citocinas que sinalizam para a migracao de células de defesa para o sitio de infec¢do;
ativacdo da cascata do complemento para a retirada de debris celulares; ativacdo do sistema
imune adaptativo, via apresentacdo de antigeno e atuagdo como barreira fisica contra os
microrganismos e particulas que adentram no ttero (CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO
G.T.M FEDORKA, 2020).

Os Toll Like Receptor’s sdo responsdveis por iniciar a resposta imune, ativando as
imunoglobulinas e o complemento, que levam a digestdo e elimina¢do dos antigenos,
independentemente de sua patogenicidade. Essa resposta predominante do sistema imune inato
¢ responsdvel pela primeira linha de defesa contra agentes patogénicos e que permite a
exposicao repetida de espermatozoides e do proprio embrido sem a formagdo de anticorpos
especificos. Além disso, as células T reguladoras (7reg cells), que consistem em uma populagao
especifica de linfocitos T, apresentam propriedades reguladoras sobre os linfocitos CD4+ e
CD8+, além de diminuir a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias. Essas células sdo capazes
de reconhecer tais antigenos , suprimir a reacdo inflamatdria e a resposta imune (CANISSO;

SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020).

Os neutréfilos (polimorfonucleados - PMN) sdo as primeiras células a migrarem para o
ltiimen uterino apds o reconhecimento dos antigenos, cerca de 30 minutos apds o contato desses
com o endométrio (CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020). Além
da infiltracdo leucocitéria, ocorre a producado e secrecao de imunoglobulinas (IgG, IgA, IgM),

resultando em uma resposta imune tipica (WIDDERS et al., 1985).

Eguas susceptiveis a endometrite apresentam um desbalanco na producao de citocinas pro

e anti-inflamatorias, levando ao aumento da neutrofilia e da producdo de citocinas pro-
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inflamatdrias 24h apds o contato endométrio-antigeno, o que resulta em reacdo inflamatdria
mais intensa e prolongada em relacdo as éguas resistentes (CANISSO; SEGABINAZZI,
LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020).

2.2.1.3 Contratilidade miometrial

A capacidade de drenagem e limpeza uterina € um fator critico para a eliminac¢ao eficiente
dos agentes agressores. Durante a monta natural ou inseminagdo artificial ocorre uma
estimulacdo mecanica da cérvix e da vagina que € capaz de induzir a producio de ocitocina,
hormdnio relacionado a contratilidade miometrial e consequente eliminacao do fluido presente
no limen uterino. Apds a ovulacdo e fechamento da cérvix, os vasos linfaticos endometriais
realizam a eliminacao de quaisquer debris celulares ou inflamatdrios que se encontram no utero.
Alguns defeitos anatdmicos como incompeténcia cervical, ma conformacdo perineal, utero
penduloso e enfermidades degenerativas do miométrio ou endométrio interferem nesse
processo, levando a um aumento da probabilidade da égua em desenvolver endometrite

(MORRIS; MCCUE; AURICH, 2020).

O contato dos espermatozoides e microrganismos com o endométrio resulta em reacdo
inflamatodria, que ativa a cascata do acido araquidonico e a producdo de prostaglandina F2a
(PGF2a). A PGF2a, assim como a ocitocina, induz a contratilidade miometrial € promove a
depuracdo mecanica do conteido inflamatério para fora do ttero (MORRIS; MCCUE;
AURICH, 2020). Eguas consideradas susceptiveis a endometrite apresentam contracdes
uterinas menos intensas € que tem inicio somente 4 horas apds o contato com os antigenos. Por
outro lado, nas éguas consideradas resistentes, a contragdo miometrial € mais eficiente e inicia-
se imediatamente apds o contato (LEBLANC; ASBURY; LYLE, 1989; TROEDSSON et al.,
1993).

2.2.1.4 Outros fatores

O status nutricional e o balanco energético sdo fatores capazes de influenciar a fertilidade
da fémea por diversas razdes (FRADINHO et al., 2014). Eguas que apresentam bom escore de
condi¢do corporal (ECC) saem do anestro aproximadamente um més antes dos animais com
ECC abaixo do ideal. Além disso, animais com peso ideal e que se encontram em locais com
luminosidade e temperatura adequados, possuem mais chances de apresentarem estro durante

o ano todo (DINI et al., 2019).
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No que diz respeito a endometrite, animais com ECC muito baixo podem apresentar
deslocamento cranial do anus, levando a uma conformacio inclinada do perineo, o que
predispde a entrada de fezes e urina na vagina (INOUE; SEKIGUCHI, 2017). Essa condi¢do
anatomica também € frequentemente observada em éguas velhas, assim como a degeneragao
endometrial, fatores comumente observados em animais com endometrite (SCOGGIN, 2015).
Em éguas idosas ocorre uma alteragdo nos receptores da ocitocina ¢ da PGF2a, que levam a
diminui¢do da liberacdo do célcio intracelular e consequente reducdo da contratilidade uterina
(MORRIS; MCCUE; AURICH, 2020). Além disso, determinadas categorias de éguas, como as
doadoras de embrides, sdo mais susceptiveis a endometrite em funcdo dos sucessivos lavados
uterinos durante diversas estacdes de monta. Os lavados uterinos recorrentes podem causar
alteracdes endometriais a longo prazo, sendo possivel observar piora na classificacao da bidpsia
endometrial dessas éguas (Quadro 7) (CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M
FEDORKA, 2020; SQUIRES, 2013).

2.3 Diagndstico

O diagnéstico da endometrite inclui a anamnese completa do animal, a realizacdo do exame

fisico geral e especifico ginecoldgico e, por fim, a coleta de material para avaliagao laboratorial.
2.3.1 Historico

Comumente éguas com endometrite possuem histérico de acimulo de liquido intrauterino,
perdas embriondrias precoces, retorno precoce ao estro, presenca de secrecdo vulvar e ou
incapacidade de gestar, mesmo com uso de garanhdes férteis e inseridas em um bom programa

reprodutivo (CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020).

2.3.2 Exame fisico

2.3.2.1 Escore de condicao corporal

A avaliacdo do escore de condicdo corporal (ECC) é um dos métodos de predicdo da
nutricao de um animal e sua estimativa € considerada importante devido a relagdo entre a ECC
e o desempenho reprodutivo de éguas. Consiste na avaliagdo subjetiva da adiposidade do animal
e, mesmo podendo apresentar variagdes entre os avaliadores, € considerado um dado importante

e confidvel sobre o status nutricional (MORLEY; MURRAY, 2014).

Os animais sdo classificados em uma escala que varia de 1 a 9, conforme HENNEKE et al.
(1983), de forma que os animais estimados na categoria 1 sdo aqueles extremamente magros e

sem nenhuma deposi¢do de gordura, enquanto os animais na categoria 9 sdo aqueles com
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excesso de deposicao de gordura corporal (Anexo 1). Essa classificacdo € realizada observando-
se e palpando pontos de deposi¢do de gordura em regides especificas do corpo: inser¢ao da
cauda, processos espinhosos lombares, borda dorsal do pescoco, cernelha, regido caudal da

escdpula e costelas.

HENNEKE et al., 1984 avaliou o ECC de 900 éguas no inicio do periodo reprodutivo e
comparou os grupos em relacio a porcentagem de animais gestantes e o nimero de ciclos até a
concepgdo ao final da estagdo de monta. Constatou que animais classificados com ECC abaixo
de 5 (Anexo 1) demoraram mais ciclos até gestarem e possuiam taxas de gestacdo inferiores em
relacdo as éguas com ECC mais altos, sendo assim, sugere que o ECC minimo para a melhor

eficiéncia reprodutiva € o escore 5.
2.3.2.2 Avaliacao do perineo

Inicialmente deve-se avaliar o fechamento dos ldbios vulvares, uma vez que a integridade
desta estrutura € um fator importante na prevencdo de infec¢des ascendentes. Posteriormente,
avalia-se a inclinacdo dorso ventral da vulva, que deve se apresentar verticalmente posicionada,
com inclinagdo nao superior a 10° em relagdo ao solo. Por fim, avalia-se o posicionamento da
vulva em relac@o ao assoalho pélvico, que deve se apresentar com 2/3 de sua extensao abaixo

dessa estrutura (PINTO, 2014).

A avaliacdo da funcionalidade da prega vestibulo-vaginal € realizada durante a avaliacao
do perineo. O teste windsuck € realizado mediante a separacao dos labios vulvares e a percepgao
se ocorre ou no a entrada de ar em diregdo 2 vagina. Eguas com alteracdes na prega vestibulo-
vaginal sdo positivas para o teste windsuck, ou seja, ocorre a passagem de ar para dentro da

vagina (CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016).
2.3.2.3 Vaginoscopia e palpacdo digital da cérvix

A vaginoscopia € realizada utilizando-se um espéculo vaginal de Polansky, especifico para
equinos. Para o exame, este instrumento deve ser bem lubrificado e inserido através dos labios
vulvares em angulacdo de 30° em relacdo ao solo e, em seguida, deve ser colocado na posi¢ao
horizontal. Uma certa resisténcia a passagem pelo esfincter vestibulo-vaginal pode ser
percebida caso esta estrutura se apresente integra (PINTO, 2014). Além disso, ao avangar e

retornar com o espéculo, o esfincter deve demonstrar aposi¢do satisfatorias de suas bordas

(CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016). Apds a passagem € ao atingir a
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vagina, o espéculo € posicionado horizontalmente e uma fonte de luz € direcionada para a

observacdo do canal vaginal (PINTO, 2014).

Este exame permite a observacdo de alteracdes na vagina e cérvix, como aderéncias,
presenca de secrecdo purulenta e hiperemia. Em determinadas condi¢des, o escaneamento
detalhado do assoalho vaginal e da cérvix se fazem necessérios por meio da palpagdo digital.
Além disso, deve-se avaliar a apresentacdo da cérvix e correlacionar com a fase do ciclo estral

em que a égua se encontra, conforme descrito no quadro 4 (PINTO, 2014).

Quadro 4 - Mudangas ciclicas da cérvix, avaliadas por vaginoscopia e palpagdo digital.

Estro Diestro Anestro Gestacao
Diametro da | Mais que 3 1 1-3 1
cérvix
(n° de dedos)
Cor da Avermelhada | Cinzapélidaou  Branca pédlida | Branca
mucosa amarelada
cervical
Aparéncia Edematosa, Seca e fechada | Seca e | Seca e fechada
geral brilhante e possivelmente
aberta aberta
Posicao da | No assoalho da | Posicionada na | Posicionada na | Posicionada na
cérvix vagina parede cranial @ parede cranial parede cranial
da vagina da vagina da vagina

Fonte: Adaptado de PINTO, 2014.
2.3.2.4 Palpacio transretal

A palpacdo transretal é o método mais antigo utilizado para o diagndstico de problemas
reprodutivos em éguas. No entanto, a ultrassonografia vem demonstrando ser um método mais
sensivel e especifico. Deve-se levar em consideragdo que para a avaliacdo do tamanho, tonus e
posicao do ttero assim como o da cérvix, a palpacio € ainda o método mais indicado (KATILA,

2016).
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2.3.2.5 Ultrassonografia transretal

A ultrassonografia pode ser utilizada para identificacdo da fase do ciclo estral, mensuragao
do didmetro dos cornos uterinos, detectar a presenca de edema uterino exacerbado, cistos

endometriais e gestacdes (incluindo as gemelares) (KATILA, 2016).

No diestro observa-se a presenca de pelo menos um corpo liteo ativo, tdnus uterino e
cervical e, auséncia de edema. As fémeas classificadas em estro apresentam edema uterino,
foliculo maior do que 25mm e cérvix flicida (DIEL DE AMORIM et al., 2016). No ttero de
éguas em estro, o edema uterino estd presente e diminui quando se aproxima da ovulagao,
refletindo a influéncia do estrégeno neste 6rgdo. No entanto, a persisténcia de um edema alto
ou o seu aumento perto da ovulacdo sdo associados com diminui¢do das taxas de prenhez
(KATILA, 2016). Os animais com utero sem tonus, sem edema, ambos 0s ovarios sem a
presenca de foliculos acima de 20mm e/ou corpo liteo, sdo classificadas como aciclicos

(AUPPERLE et al.,, 2003; HUGHES; STABENFELDT; EVANS, 1977).

Na suspeita de endometrite, a imagem ultrassonogréfica é utilizada visando escanear o ttero
em busca de alteracdes, entre elas, a presenca de liquido intrauterino (LIU). Sempre que
observada a presenca de LIU, recomenda-se a sua mensuracao, considerando-se patolégico uma
coluna de liquido maior que 2cm durante o estro ou a presenca de qualquer quantidade durante
o diestro (CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016; FERRIS, 2016; MORRIS;
MCCUE; AURICH, 2020). A avalia¢do da ecogenicidade desse liquido pode ser titil na decisdo
de quais outras técnicas de diagndstico devem ser empregadas, assim como na terapéutica
adequada de cada caso. No entanto, vale ressaltar que nem todas as éguas com endometrite
apresentam LIU e a ultrassonografia ndo é o método mais sensivel para o diagnostico dessa

enfermidade (CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020).

2.3.3 Me¢étodos laboratoriais de diagndstico

2.3.3.1 Coleta de amostras

Para coleta de material a égua deve estar contida em tronco adequado e ter sua cauda isolada
a fim de evitar qualquer nivel de contaminacdo. O perineo € entdo higienizado com sabdo e
dgua limpa, atentando-se ao fato de ndo deixar quaisquer residuos na regido, que deve ser seca

mediante a utilizacdo de papel toalha descartavel (FERRIS, 2016).

Dentre as opgoes de métodos para colheita de material, o swab e a escova citologica sao os

N

mais utilizados pelos profissionais a campo devido a sua praticidade. No entanto, tais
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instrumentos permitem o acesso de uma pequena por¢do do endométrio da égua, o que tornam

o diagndstico passivel de falsos-negativos (FERRIS, 2016).

O procedimento para a colheita de material realizada via swab e escova citologica é
semelhante. O técnico guia manualmente o instrumento, que passa pela vagina e cérvix,
chegando ao ttero. A ponta do instrumento € entdo colocada em contato com o endométrio e
rotacionada trés vezes para a aquisicdo do material (RUA et al., 2018). Alguns autores sugerem
que o swab fique em contato com o endométrio por 20 a 30 segundos caso a amostra seja
utilizada para cultura microbiolégica (FERRIS, 2016). Logo em seguida, o material € colocado
em uma lamina de microscopia, realizando-se movimentos gentis de rolamento da ponta do
swab ou da escova sobre a 1amina e, por fim, realiza-se a coloracdo da amostra. Se as amostras
forem destinadas para a cultura microbiolégica, o material deve ser semeado em placas para

crescimento bacteriano ou fungico (RUA et al., 2018).

O método de coleta via swab apresenta como principais limitagdes os possiveis danos as
células coletadas e, com isso, a reducdo da sensibilidade diagndstica. Além disso, hd uma baixa
celularidade obtida e maior quantidade de artefatos observados em amostras provenientes de

swab quando comparadas a escova citoldgica, tornando o método menos eficiente para a

deteccdo de inflamacao uterina (FERRIS, 2016).

Eguas que apresentam sinais clinicos sugestivos de endometrite infecciosa mas que
apresentem resultados negativos no swab ou na escovinha citolégica devem ser submetidas a
um método de coleta que permita a obtengdo de uma amostra mais representativa do limen
uterino, como o lavado de baixo volume (LBV) (FERRIS, 2016). A amostra recolhida por essa
técnica pode ser utilizada tanto para a citologia quanto para o cultivo microbioldgico. No
entanto o LBV ndo € a técnica de escolha na rotina por demandar maior tempo de execucao e
risco de contaminac¢io da amostra com os microrganismos presentes na genitdlia caudal. Além
disso, a técnica apresenta outras limitacdes como a necessidade de experiéncia tanto do
profissional quanto do assistente; ser de dificil execu¢do quando a coleta for realizada em égua
com utero penduloso; e a necessidade de decantacdo ou centrifugacdo, especialmente
importante em casos de amostras excessivamente diluidas (CANISSO; SEGABINAZZI,
LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020).

Para realizacdo de LBV, utiliza-se uma sonda uterina do tipo bivona com cuff, que deve ser
passada via transcervical até o ttero. O responsdvel pela coleta guia manualmente a sonda e

infunde entre 150 e 500 mL de soro Ringer com Lactato ou NaCl 0,9% no lumen uterino. A
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solu¢do deve ficar em contato com o endométrio por pelo menos 30 segundos, enquanto o
operador realiza massagem uterina via transretal (FERRIS, 2016; RUA et al., 2018). O fluido
é recolhido utilizando um sistema fechado para coleta, e entdo classifica-se o aspecto da amostra
em limpo ou turvo (RUA et al., 2018). Em algumas situa¢des, como em uteros pendulosos,
recomenda-se a administracdo de 20 UI de ocitocina intravenosa para auxiliar na recuperacao

do fluido (FERRIS, 2016).

O material recuperado pelo método do LBV pode ser encaminhado para avaliacdo citolégica
e ou para cultivo microbiolégico. Em ambas as situacdes, as amostras devem ser centrifugadas
a 400-600g por 10 minutos. Apds o descarte do sobrenadante, uma aliquota do pellet formado
no fundo do tubo € alocada sobre uma lamina de vidro e corada ou o pellet € ressuspendido com
o sobrenadante e espalhado entre duas 1aminas de microscopia para avaliag¢do citolégica. Caso
o material seja destinado para o cultivo microbiolégico, uma aliquota do pellet é entdo semeada

em placa para cultivo (FERRIS, 2016; RUA et al., 2018).

O processamento do material obtido pelo LBV pode resultar em les@o celular decorrente da
centrifugacdo, embora essa alteracdo nao interfira na conclusao diagndstica. A utilizagdo do
LBV apresenta maior sensibilidade em relacdo a avaliacao citolégica e microbioldgica quando
comparada ao swab e a escova citolégica, ocorrendo, portanto, menor frequéncia de falso-

negativos (FERRIS, 2016).

Ainda, em relacdo a coleta de material para diagndstico da endometrite, a bidpsia é
considerada o padrao ouro por ser método mais confidvel para se verificar tanto a saide quanto
as patologias uterinas. A avaliacdo histolégica permite a investigacdo detalhada da arquitetura
tecidual, porém, pelo fato de uma tnica bidpsia representar entre 0,1 a 0,2% de toda a superficie
uterina, em alguns casos € necessario a realizacdo de mais de uma coleta amostral (SNIDER;

SEPOY; HOLYOAK, 2011) ou entdo associar a mais um método de diagnostico.

A coleta para a bidpsia uterina pode ser realizada em qualquer fase do ciclo estral, embora
a arquitetura celular do endométrio se altere durante as diferentes fases do ciclo, se
apresentando menos modificada durante o diestro. Mesmo que a cérvix esteja fechada neste
periodo, a sua facil dilatagdo manual permite a coleta da amostra. Nao € recomendada a coleta
de amostras nos periodos de transi¢do, tanto de primavera quanto de outono, devido ao fato de
que, nesse periodo, as estruturas endometriais tendem a se apresentar atrofiadas, o que

acarretaria um diagnostico menos preciso. Se nenhuma anormalidade focal € diagnosticada via



26

palpacdo, o melhor local para a bidpsia € a juncdo entre o corno € o corpo do dtero, podendo

ser tanto da regido dorsal quanto da regido ventral (SNIDER; SEPOY; HOLYOAK, 2011).

Para coleta de material utiliza-se uma pinga especifica devidamente esterilizada que devera
ser encaminhada via transvaginal até a cérvix. Ao introduzi-la no utero, o operador guia a pinga
via transretal para a melhor posicionamento do instrumento. A pinga é aberta e colocada em
contato com o endométrio; e entdo, realiza-se uma leve pressao sobre o Utero para a retirada da

amostra (FERRIS, 2016; RUA et al., 2018).

A amostra coletada para bidpsia uterina também pode ser utilizada para avaliagdo
citolégica, realizando uma impressdo em lamina de vidro e corando-a para avaliacio em
microscopio. A cultura microbiolégica também pode ser obtida por meio do material colhido
para bidpsia, considerando que ocorre uma melhora na sensibilidade em relacdo a utilizacdao do
swab, sugestivo de que as bactérias podem estar presentes nas camadas mais profundas do

endométrio e ndo apenas na sua superficie (FERRIS, 2016).

2.3.3.2 Processamento e avaliagao

2.3.3.2.1 Citologia endometrial

O exame de citologia endometrial consiste na observacao quantitativa/qualitativa de células
inflamatérias, do epitélio e ltimen uterino. E considerada uma técnica rapida, de ficil emprego
e baixo custo. Permite a avaliagdo do tipo e propor¢ao das células inflamatérias em relagcdo as
células endometriais podendo, ocasionalmente, detectar a presengca de coldnias bacterianas,
hifas e cristais de urina (CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M FEDORKA, 2020).
As amostras coletadas podem ser coradas utilizando-se o panético rapido ou Wright Stain
modificado e avaliadas utilizando-se um microscopio com aumento de 400x ou de 1000x sob

Oleo de imersdao (FERRIS, 2016; RUA et al., 2018).

A avaliag@o das laminas deve ser completa e sisteméatica. Podem ser observadas estruturas
como células epiteliais endometriais, debris, células da linhagem branca, eritrdcitos, bactérias,
fungos e leveduras. As células epiteliais se apresentam cuboides durante o anestro e colunares
durante o estro, sendo que a maioria nao € ciliada, embora algumas dessas células com cilios
possam ser observadas. A presencga de células escamosas € comum em éguas no pds-parto, em
casos de urovagina (com refluxo para o utero) e contamina¢do da amostra com células cervicais.
Uma grande proporg¢ao de células degeneradas pode indicar erros na preparagao da amostra ou

endometrite infecciosa cronica (FERRIS, 2016).
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O debris encontrados devem ser classificados em: ausentes/ minimos (menos que 25% da
lamina), leve (25-50% da lamina) e moderado/severo (mais que 75% da lamina). A presenca de

quantidade moderada a severa de debris tem sido associada a endometrite (FERRIS, 2016).

Os neutréfilos sao as células da linhagem branca mais comumente observados em citologias
uterinas e se apresentam com um niicleo segmentado entre 3 e 5 16bulos. Eguas em estro, sem
alteracdes uterinas, devem apresentar nenhum ou poucos neutréfilos na citologia. Essas células
podem estar presentes apds a monta natural, inseminacdo artificial, lavagem uterina e no pds-

parto, sem significar a ocorréncia de algum processo patolégico (FERRIS, 2016).

Para classificacdo da intensidade da inflamagcdo endometrial, realiza-se a contagem de
neutréfilos normalmente em 10 campos aleatérios da lamina. A partir dessa contagem, a
inflamacdo endometrial € classificada em: 1. Normal (0O-raros); 2. Inflamagdo leve (1-2
neutréfilos por campo); 3. Inflamagdo moderada (3-5 neutréfilos por campo); 4. Inflamacao
severa (mais que 5 neutréfilos por campo). Porém, para avaliagdo de amostras provenientes de
LBV, essa técnica pode ndo ser a mais indicada. Nesses casos, a avaliagdo citoldgica é realizada
comparando a proporcdo entre células epiteliais e os PMNs: uma propor¢ao de um PMN para
20 a 40 células epiteliais tem sido utilizado como parametro para categorizar as inflamacdes
uterinas (FERRIS, 2016). Alguns autores sugerem que deve-se considerar éguas com
endometrite aquelas que apresentam mais de 1 PMN para 100 células endometriais, com o

objetivo de aumentar a sensibilidade da citologia (DIEL DE AMORIM et al., 2016).

A interpretacdo de citologias coletadas via LBV pode ser realizada também pela contagem
de 10 campos; no entanto, pode ocorrer uma maior concentracao de células em relagdo a coleta
pelo swab e pela escova citologica. Dessa forma, sugere-se que a interpretacdo dos resultados
seja: 1. Normal (menor ou igual a 1); 2. Inflamacdo leve (5-10 neutréfilos por campo); 3.

Inflamac@o severa (mais que 10 neutréfilos por campo) (FERRIS; BOHN; MCCUE, 2015).

A observacgdo de eritrocitos nas amostras uterinas pode ser comum em baixas quantidades
em éguas sauddveis (menor que 4 eritrocitos por campo de alta poténcia). Grande quantidade
dessas células pode indicar irritacdo do endométrio devido a infeccdo, infusdes uterinas ou a

método de coleta inadequado (FERRIS, 2016).

A presenca de bactérias nas amostras deve ser confirmada com o aumento de 1.000x para a
diferenciacdo correta dos debris celulares. Em relacdo aos fungos e leveduras, a sua deteccao
na citologia pode ser a tinica forma de diagndstico, pois nem sempre esses organismos crescem

durante a cultura microbiolégica (FERRIS, 2016).
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2.3.3.2.2 Cultura microbioldgica uterina

A cultura microbiolégica € a técnica indicada para isolar e identificar o agente etioldgico de
endometrites de cardter infeccioso e deve ser acompanhada da realizagdo de antibiograma,

visando auxiliar o médico veterindrio na decisdo do tratamento mais adequado e efetivo.

Para tanto, as amostras obtidas devem ser semeadas em meios de crescimento apropriado
para os microrganismos mais comumente encontrados no ambiente uterino. Os meios mais
utilizados para cultura bacteriana sdo o dgar tripticase de soja (TSA) com 5% de sangue de
carneiro, dgar McConkey e dgar cromogénico. Para a cultura fingica, utiliza-se o dgar
sabouraud, que possui cloranfenicol em sua composi¢do, para evitar o crescimento de bactérias

(FERRIS, 2016).

Apoés serem semeadas, as placas para cultivo bacteriano sao incubadas a 37° C por 48h e
entdo, observa-se tanto a presenca e quantidade de coldnias quanto a sua morfologia (Quadros
5 e 6). Em situacdes que ocorre o crescimento de mais de trés patégenos, deve-se considerar a
ocorréncia de contaminacdo durante a coleta da amostra (RUA et al., 2018). Ferris (2016)
recomenda a observacdo da placa de cultivo bacteriano por até 72h, visando conferir o
crescimento tardio de algumas bactérias. Devido ao crescimento fiingico ser mais lento,

recomenda-se um tempo de cultivo maior, podendo estender por até 4 semanas (SCOTT, 2020).

Quadro 5 - Determinagdo do crescimento bacteriano relativo ao nimero de colonias apds 24 ou

48h de incubagdo
Crescimento Niimero de coldnias
Sem crescimento 0
Discreto Duas ou mais colonias na primeira regido inoculada
Pequeno 3 a 5 colonias na primeira regido inoculada
Moderado >5 coldnias na segunda regido inoculada
Exacerbado >5 colOnias na terceira regiao inoculada

Fonte: Adaptado de FERRIS, 2016.



Quadro 6 - Caracteristicas dos principais microrganismos encontrados no ttero de éguas

Organismo | Coloracao Morfologia TSA + % sangue de MacConkey
de Gram carneiro
Streptococcus + Cocos, Colonias  pequenas, = Sem crescimento
zooepidemicus cadeias redondas e com beta
hemélise (0,5-1mm)
Escherichia - Bacilos Colbnias de cor creme | Colonias de
coli a cinzas +/- alfa | tamanho médio,
hemdlise (2-3mm) de cor cinza a
rosa
Klebsiella - Bacilos Colonias grandes | Colonias
pneumoniae cinzas e mucoides (2- = grandes,
4mm) mucoides de cor
rosa
Pseudomonas - Bacilos Colonias azul  Colonias grandes
aeruginosa metdlico lisas  (3- | de cor verde claro
4mm)
Staphylococcus + Cocos, Coldnias médias, de | Sem crescimento
aureus formato de | coloragdo creme a  ou crescimento
“cacho de | douradas +/- Dbeta | limitado de
uva” hemdlise (2-3mm) colonias rosa
Candida Colbnias brilhantes,
albicans macias e altas

Fonte: Adaptado de FERRIS, 2016.
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As amostras de LBV devem ser diretamente inoculadas nas placas, de forma a espalhar

o material em 30 a 50% da superficie com movimentos de trds para frente. Utilizando-se uma

haste estéril, realiza-se uma passagem na regido da placa ja inoculada e em seguida leva-se a

haste para uma regido da placa que ainda ndo foi inoculada, de forma a semear a amostra nos

quatro quadrantes da placa. O objetivo desse procedimento € diluir ou espalhar as col6nias,

possibilitando melhor visualizacdo e caracterizacdo (FERRIS, 2016).
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Alguns autores sugerem que apenas a cultura flingica positiva ndo seja suficiente para o
diagndstico preciso de endometrite, se fazendo necesséria a realizag¢do de citologia e/ou bidpsia
uterina em conjunto, sendo que essas devem demonstrar resposta inflamatoria a presenca desses

microrganismos (WONG; DAVIS; WHITE, 2001).

A realizacdo do antibiograma € sempre recomendada, por se tratar de um exame de baixo
custo e de facil execugdo, que pode auxiliar no tratamento a ser instituido. A colonia bacteriana
isolada € semeada em &gar Mueller Hinton, onde € aplicado discos embebidos com os
antibacterianos de escolha sobre a placa. Apds um periodo de 18 a 24h de incubagdo, o halo de
inibi¢do formado ao redor dos discos é mensurado e a colonia € classificada em susceptivel ou

resistente a cada antibacteriano especifico (FERRIS, 2016).

2.3.3.2.3 Histologia endometrial

A histopatologia endometrial é o método de diagndstico de endometrite mais sensivel,
sendo considerado o padrao ouro, principalmente nos casos que apresentam degeneragdo e
inflamag¢des mais profundas no endométrio (DIEL DE AMORIM et al., 2016). Para a avaliacao
de material destinado a histologia é necessaria a fixacao em formol 10% ou, preferencialmente,
em meio Bouin, por preservar melhor as estruturas celulares e ser indicado para visualizacao
de biofilme. Ap6s 24h de contato da amostra com a solucdo, a mesma € colocada em dlcool
70% ou formol 10% para evitar que o tecido enrije¢ca em demasia. Apds a fixagdo, as amostras
sdo embebidas em parafina para se realizar os cortes histolégicos (entre 3 e 4 um) e em seguida
realizar a coloracdo rotineira com hematoxilina eosina. Pode-se também utilizar o tricromio de
Masson's que realgca os tecidos conectivos, permitindo uma melhor visualizacdo de fibrose

(SNIDER; SEPOY; HOLYOAK, 2011).

Os parametros mais importantes a serem avaliados sdo: 1. Fibrose; 2. Inflamacao; 3.
Agentes infecciosos; 4. Ma diferenciacio das células endometriais. Outros achados podem ser
relevantes como edema, formacgdes cisticas, lacunas linfaticas, lesdes vasculares e neoplasicas

(SNIDER; SEPOY; HOLYOAK, 2011).

As células encontradas no estroma endometrial sdo capazes de produzir coligeno em
resposta a estimulos ou injurias; sendo assim, a sua presenca ao redor das glandulas
endometriais indica processo patoldgico. A principal causa de fibrose periglandular é a

inflamacgdo cronica, mas deve-se levar em considera¢do que um pequeno grau de fibrose pode
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ser observado em éguas no periodo de anestro (SNIDER; SEPOY; HOLYOAK, 2011) (Quadro
7).
Quadro 7 — Classificac@o e progndstico de bidpsias endometriais em éguas

Categoria Alteracoes histopatolégicas Predicao de
gestacao (%)

I Endométrio preservado 80-90

Inflamacao leve e focal

ITA Inflamacdo leve a moderada 50-80
Fibrose multifocal com 1 a 3 camadas de
fibroblastos cercando as glandulas ou <2 ninhos
fibréticos por Smm de campo

1B Inflama¢do moderada 10-50
Fibrose multifocal ou difusa com 4 ou mais camadas
de fibroblastos cercando as glandulas ou 2 a 4
ninhos fibréticos por Smm de campo

I Inflamacao severa 10
Fibrose difusa e com 5 ou mais ninhos fibréticos por
Smm de campo

Fonte: Adaptado de KENNEY e DOING (1986).

A inflamacdo pode ser classificada de acordo com o seu tempo de desenvolvimento
(aguda ou crdnica), com a sua gravidade (leve, moderada e severa) e com o tipo celular presente
(linfécitos, neutréfilos, e outros), podendo ser observado também outros padrdes como
inflamagdes difusas ou focais e perivascular ou intersticial (SNIDER; SEPOY; HOLYOAK,
2011) (Quadro 7).

Por vezes, os fungos e as bactérias podem ser observados em cortes histolégicos sendo
que a morfologia pode ser evidenciada mediante a utilizacdo de diferentes corantes como a
coloragdo de Gram para bactérias e a de Gomori ou PAS para fungos. A associacdo quanto a
morfologia e a localizacdo podem prover informagdes sobre sua identidade, significancia e

auxiliar na coleta de outras amostras via swab (SNIDER; SEPOY; HOLYOAK, 2011).

Considerando o ponto de vista da sua morfologia funcional, as mas diferenciacdes
endometriais podem ser classificadas em desiguais, quando duas amostras sdo avaliadas sendo
que uma delas o epitélio apresenta morfologia compativel com o ciclo estral ovariano e a
segunda amostra ndo compativel. Esta alteracdo é normalmente encontrada em animais com
desordens endometriais que afetam a expressao dos receptores de hormdnios esteroides. Pode-

se observar também uma ma diferenciacido irregular; neste caso os padrdes secretdrios ou
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proliferativos ndo podem ser atribuidos a nenhuma diferenciacdo fisioldgica, provavelmente
causada por tratamentos hormonais, desordens ovarianas e ou neoplasias (SNIDER; SEPOY;

HOLYOAK, 2011).

A distingdo de endometrite aguda e um processo cronico pode ser realizada pela avaliacao
histolégica. A presenca de infiltrados de polimorfonucleados € indicativa de uma endometrite
aguda, diferentemente da endometrite cronica em que se observa fibrose periglandular e
alteracdes degenerativas ou necroticas nas glandulas endometriais (RICKETTS; BARRELET,
2001).

2.3.3.2.4 Histomorfometria

Histomorfometria € a mensuragdo das estruturas histoldgicas, sendo considerado um
método de diagndstico objetivo e altamente preciso, por aumentar a capacidade de identificacao

das patologias (HERRERA et al., 2018).

A estrutura a ser mensurada varia entre os autores e o objetivo especifico de cada estudo.
HERRERA et al., (2018) avaliaram a diferenga histol6gica entre éguas susceptiveis e resistentes
a endometrite, utilizando a mensurag¢do da altura do epitélio luminal e do epitélio glandular,
diametro glandular (Imagem 1) e nimero de glandulas endometriais por campo. FERREIRA et
al. (2021), ao avaliarem o efeito angiogénico do tratamento intrauterino com 0zdnio, optaram
pela inclusdo de parametros vasculares na mensuragdo, como o nimero de vasos endometriais,

além da drea glandular total, 4rea do limen glandular e 4rea de secre¢do intraglandular (Imagem

2).

Imagem 1: Histomorfometria endometrial demonstrando a mensuracdo da altura do epitélio

luminal (a), altura do epitélio glandular (b) e do tamanho glandular (c)

Fonte: HERRERA et al., 2018.
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Imagem 2: Histomorfometria endometrial evidenciando a presenca de vasos sanguineos (a),

area luminal glandular (b), mensuragdo da area glandular total e drea de secrecao intraglandular

(©

Fonte: FERREIRA et al., 2021.
2.4 Tratamento

O primeiro objetivo do tratamento da endometrite deve ser a correcdo de defeitos
anatomicos que possam interferir na funcionalidade do trato urogenital, de forma a evitar
reinfeccoes (WONG; DAVIS; WHITE, 2001). As correcdes normalmente requerem
procedimentos cirdrgicos, entre eles podemos citar a vulvoplastia, reconstrucdo de perineo e a

transec¢do de perineo (INOUE; SEKIGUCHI, 2017).

Os tratamentos tradicionalmente empregados para a endometrite sdo baseados em terapias
multimodais utilizando uma combina¢do de antibacterianos/antifiingicos, drogas ecbdlicas,
lavados uterinos e anti-inflamatérios (CANISSO; SEGABINAZZI, LORENZO G.T.M
FEDORKA, 2020).

2.4.1 Antibacterianos e antifiingicos

A terapéutica aplicada deve ser especifica para cada animal e, preferencialmente, guiada
pelo resultado da cultura microbioldgica e antibiograma. De fato, o uso criterioso e responsdvel
dos antibacterianos deve ser um dos principais objetivos do tratamento (MORRIS; MCCUE;
AURICH, 2020). A terapia de endometrites infecciosas pode ser realizada pela via topica
(infusOes uterinas) e/ou sistémica (intravenosos, intramusculares ou oral). Deve-se levar em
consideragdo que ndo € recomendado a utilizacdo de drogas ecbdlicas (ocitocina e

prostaglandina) apds uma infusdo uterina com antibacterianos, devido a indu¢do da contracdo

miometrial e consequente expulsdo precoce da medicagdo do limen uterino (FERRIS, 2017).
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Por muito tempo a justificativa da administragdo de antibacterianos via infusdes uterinas se
deu pelo receio da via sist€émica causar disbiose intestinal, especialmente na espécie equina. No
entanto, ao optar pela utilizacdo de infusdes deve-se levar em consideracio que cada
administracdo resulta na passagem da sonda via cérvix (podendo causar lesdes), a ocorréncia
de inativacdo do medicamento devido a presenca de debris inflamatérios no limen uterino, a
possibilidade de inflamacao e infeccao por outros microorganismos de forma iatrogénica. Além
disso, ndo ha garantias que a infusdo foi capaz de entrar em contato com todo o endométrio de
forma homogénea (MORRIS; MCCUE; AURICH, 2020). Vale ressaltar ainda que o uso
repetido de antibacterianos em lavados uterinos pode ocasionar uma disbiose da microbiota
vaginal, predispondo o aparecimento de infeccdes flngicas oportunistas. (CANISSO;

STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016).

As recomendagdes quanto as vias de aplicacdo variam de acordo com os autores, onde
CANISSO et al., 2016, recomenda a utilizagdo de antibacterianos sist€émicos sempre que
possivel. Nesses casos, deve-se optar por medicamentos que possuam afinidade pelo
endométrio e limen uterino, como a amicacina, ampicilina, ceftiofur, enroflorxacina,
gentamicina, metronidazol, sulfametoxazol com trimetoprim, penicilina potdssica e procaina.
FERRIS., 2017, relata que os casos de endometrites bacterianas agudas podem ser tratadas
apenas com antibiéticos intrauterinos; no entanto, em casos cronicos causados por bactérias ou
por fungos, o uso de antibacterianos sist€émicos e topicos associados pode ser necessdrio. Além
disso, recomenda-se em casos que os resultados laboratoriais ainda ndo chegaram, a realiza¢do
de infusdes uterinas com o ceftiofur sédico (lg reconstituido para 20 a 60 ml) como
antibacteriano para o tratamento empirico destes animais (CANISSO; STEWART;
COUTINHO DA SILVA, 2016; FERRIS, 2017).

Uma das principais classes de antiftiingicos utilizados para o tratamento de endometrites sao
os azois, e, dentro dessa classe tem-se dois grupos de medica¢des de maior relevancia, os
imidazdis e os triazdis. Os imidazdis atuam inibindo a sintese do ergosterol na parede celular
dos fungos, levando a uma maior permeabilidade de membrana e consequente morte celular,
sendo classificados como fungicidas. O clotrimazol € um exemplo de antifiingico pertencente
ao grupo dos imidazois, que pode ser utilizado em infusdes uterinas na dose de 500 a 700mg

(WONG; DAVIS; WHITE, 2001).

O fluconazol e o itraconazol pertencem ao grupo dos triazois € sdo capazes de inibir a
biossintese do ergosterol, sendo considerados fungistdticos. O fluconazol, diferentemente dos

demais antifiingicos, apresenta boa absorc¢ao gastrointestinal e distribui¢cdo no organismo. Este
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farmaco € de alto custo, mas deve ser considerado uma opg¢do para casos endometrites graves,
principalmente se a medicacdo tdpica ndo tiver sido eficaz. A dose recomendada para a
utilizacdo do fluconazol pela via oral é de 10mg/kg no primeiro dia e, depois, a manutencao do
tratamento é realizada com a dose de 5mg/kg, por 2 a 3 semanas. E possivel também realizar a
infusdo uterina, recomendada por 5 a 7 dias, utilizando a dose de 100 a 500mg (SCOTT, 2020;
WONG; DAVIS; WHITE, 2001).

Os antifingicos normalmente precisam de um ambiente 4cido para a sua melhor absorcao
topica, sendo assim, recomenda-se uma lavagem com &4cido acético previamente a infusao

uterina com o medicamento (WONG; DAVIS; WHITE, 2001).
2.4.2 Drogas ecbodlicas

A ocitocina e a prostaglandina F2a (PGF2a) tém sido utilizados como agentes ecbdlicos,
devido a sua acdo de estimular a contracdo uterina e eliminar o acimulo de LIU através da
cérvix ou dos vasos linfaticos. A ocitocina (20Ul intramuscular ou intravenosa) induz a
contragdes fortes por um periodo de tempo de aproximadamente 45 minutos. A PGF2a
(dinoprost trometamina - Lutalyse®) na dose de 5 mg/ intramuscular, produz contrac¢des
brandas, porém por um periodo de tempo de aproximadamente 2h. A escolha do agente varia
de acordo com as particularidades de cada égua, por exemplo, éguas com utero penduloso
apresentam melhores resultados com contragdes uterinas mais prolongadas (CANISSO;

STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016; NIIKURA et al., 2021).

O tratamento de éguas com endometrite persistente pds-cobertura com ocitocina pode
iniciar 6h antes ou 6h depois da inseminacdo artificial (IA). O intervalo de aplicacdo varia entre
2 e 8h e recomenda-se a utilizacao de baixas doses (20 UI) ao invés de altas doses (40 UI), por
ser mais efetivo, propiciando contragdes ciclicas em vez de contragdes “tetanicas” que podem

atrapalhar na drenagem do LIU (CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016).

A PGF2a possui algumas limitacOes que devem ser consideradas no delineamento do
tratamento de cada animal. Este medicamento pode estar associado a formagdo de foliculos
hemorragicos anovulatorios, ndo sendo recomendado para éguas com historico de formacao
desse tipo de foliculo. Adicionalmente, ndo deve ser administrado em éguas apds a ovulacao,
por interferir na formagdo do corpo liteo e consequentemente, na secrecdo de progesterona

(CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016; FERREIRA et al., 2018).



36

2.4.3 Lavados uterinos

O lavado uterino é comumente empregado para o tratamento de endometrite e tem como
objetivo a remocdo fisica de microrganismos, espermatozoides, debris celulares e produtos
inflamatérios que podem ser os responsdveis por uma inflamacdo endometrial prolongada

(CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016).

A solugdo de Ringer com Lactato € a mais comumente empregada, podendo-se ou nao
associar com mucoliticos ou agentes quelantes para potencializar o lavado. Em éguas com
endometrite pds-cobertura utiliza-se cerca de 2 a 5 litros de solu¢do para o procedimento, no
periodo de 6 a 24h apds a inseminacdo artificial. Para os melhores resultados é necessaria a
distensdo do ttero de forma que toda a sua superficie entre em contato com a solugdo. Eguas
primiparas normalmente necessitam de apenas 1 litro de solu¢do, enquanto éguas com um ou
mais partos, pode ser necessdria a utilizagdo de 2 litros. A infusdo da solucao € repetida até que

o liquido retorne limpo do tdtero (CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016).
2.4.4 Anti-inflamatoérios

Os glicocorticoides tém sido usados como imunomoduladores no tratamento de éguas
susceptiveis a endometrite (CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016). Podem
ser utilizados em éguas com endometrite persistente pds cobertura, com o objetivo de reduzir a

migracdo de neutréfilos para o dtero (SCOGGIN, 2016).

A administra¢do intravenosa de 50 mg de dexametasona 1h antes da IA em combinagdo
com os tratamentos tradicionais (drogas ecbdlicas e lavagem uterina) reduz a endometrite pos-
cobertura em éguas susceptiveis. Recomenda-se uma segunda aplicacdo de dexametasona
depois da ovulacdo caso a é€gua apresente excesso de LIU 24h apds a IA (CANISSO;
STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016). Caso o glicocorticoide de escolha seja a
prednisolona, deve-se comecar a aplicacdo 2 dias antes da IA, na dose de 0,1mg/kg pela via

oral BID (SCOGGIN, 2016).

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) também sdo opcOes para o tratamento de
endometrite em éguas, principalmente na endometrite persistente pds cobertura, sendo o
firocoxib o mais empregado. Este medicamento € um AINE seletivo para a ciclo-oxigenase 2

(COX-2), apresenta uma boa acio no utero e ndo interfere na ovulagcdo (FRISO et al., 2019).
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2.4.5 Tratamentos e substancias alternativas

As terapias ndo tradicionais tém ganhado espago na reproducio equina visto que diversos
casos de endometrites apresentam-se refratarios a terapéutica convencional. Nesses casos, as
terapias alternativas podem ser utilizadas sozinhas ou em associacdo com a terapéutica
convencional. E importante ressaltar que as medicacdes incluidas neste tpico sio aquelas
muitas vezes utilizadas “off-label” e acompanhadas por evidéncias plausiveis de seus resultados

farmacoldgicos (SCOGGIN, 2016).

Diferentes agentes com capacidade anti-inflamatéria e imunomoduladora vém sendo
pesquisados, entre eles podemos citar o plasma rico em plaquetas para a reducio de inflamacgao
(REGHINTI et al., 2015) e o extrato de parede celular do Mycobacterium sp como agente
imunomodulador uterino (FUMUSO et al., 2007).

O dimetilsulf6xido (DMSO) utilizado na concentracdo de 10 a 20% pode diminuir a
inflamacdo atuando na reducdo de radicais livres (CANISSO; STEWART; COUTINHO DA
SILVA, 2016). In vitro, o DMSO na concentracio entre 10-20% demonstrou efeito citotdxico
sobre a Candida albicans, e, em concentra¢cdes maiores que 30% inibiu o seu crescimento
(WONG:; DAVIS; WHITE, 2001). No entanto, se aplicado em altas concentragdes pode causar
irritacdo no endométrio, perda de células e ulceracdo do epitélio (CANISSO; STEWART;
COUTINHO DA SILVA, 2016; WONG; DAVIS; WHITE, 2001).

Em casos com a suspeita ou diagndstico de biofilme, pode-se empregar a N-acetilcisteina
na concentragdo de 5 a 10%. Acredita-se que este medicamento tenha a capacidade de quebrar

a matriz extracelular formada pelos microrganismos, favorecendo a eliminacdo da infeccao

(CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016).

Agentes quelantes, como o Tris-EDTA, podem ser capazes de interferir nos cations
presentes da membrana celular dos fungos, resultando em alteragdes na sua integridade. Dessa
forma, ele possui a capacidade de potencializar o efeito dos antifiingicos e reduzir o

aparecimento de resisténcia, podendo entdo, ser empregado como auxiliar no tratamento de

endometrites fungicas (CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA, 2016).

No contexto de tratamentos alternativos para a endometrite, a ozonioterapia tém
demonstrado grande potencial como agente antimicrobiano e também com capacidade anti-
inflamatéria (AVILA et al., 2022). Esta terapia foi recentemente reconhecida pelo Conselho

Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) pela resolucao 1.364 de 22 outubro de 2020, que
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regulariza a técnica como privativa do Médico Veterindrio e permite que seja ser utilizada de
forma isolada, adjuvante ou complementar - sempre respeitando dose e vias recomendadas - no

tratamento das enfermidades dos animais.

2.5 Ozonioterapia

2.5.1 Bioquimica do oz6nio

O oz6nio é um gis formado por trés dtomos de oxigé€nio, naturalmente encontrado na
atmosfera; ele pode se formar quando o ar entra em contato com a luz ultravioleta ou quando
ocorrem descargas elétricas - relimpagos (BHATT; BHAT; DHAMA, 2016). E um oxidante
mais potente do que o oxigé€nio, instdvel em altas concentracdes e apresenta meia vida de
aproximadamente 40 minutos a 20° C (MERHI et al., 2019). Para o uso medicinal, apresenta-
se em uma mistura de 95 a 99% de oxigénio com 1 a 5% de ozo6nio, obtido de maquinas que

transformam oxigénio medicinal em 0z6nio medicinal (SCIORSCI et al., 2020).

Por ser uma molécula altamente reativa e instdvel, o ozdnio possui atividade contra
bactérias, fungos, virus e protozodrios in vitro (BHATT; BHAT; DHAMA, 2016; MERHI et
al., 2019), apresentando também acao analgésica (BIAZZO; CORRIERO; CONFALONIERI,
2018; PAOLONI et al., 2009) e de modulacao do sistema imune (XING et al., 2015). O 0zdnio
¢ capaz de oxigenar as células do organismo e aumentar a estabilidade de membrana das células

sauddveis (ALVES et al., 2004; BHATT; BHAT; DHAMA, 2016; RESITOGLU et al., 2018).

As reacgdes entre 0o 0zOnio e as moléculas orgdnicas acontecem em uma certa ordem de
preferéncia: primeiramente reage com os lipideos da membrana celular, proteinas e depois com
os antioxidantes (como 4cido ascorbico e a glutationa). Os produtos dessa reacao sdo as espécies
reativas de oxigénio (ROS — principalmente o peréxido de hidrogénio) e produtos da oxidacao
lipidica (LOP) que atuam como segundos mensageiros do ozonio em locais distantes da sua
aplicacao (BHATT; BHAT; DHAMA, 2016; HERNANDEZ; MENENDEZ; WONG, 1995;
PRIOR; SQUADRITO; FRIEDMAN, 1995). Dessa forma o 0zdnio € capaz de criar um estresse
oxidativo controlado que estimula a atividade de processos biolégicos e a expressdo de genes
responsaveis por produzir proteinas e enzimas antioxidantes, entre elas podemos citar a
catalase, superéxido dismutase e a glutationa peroxidase (AVILA et al., 2022; MERHI et al.,
2019; TSUZUKI et al., 2016).
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2.5.2 Formas de aplicacdo

O ozo6nio pode ser administrado, tanto na sua forma gasosa quanto dissolvido em 6leos e
solu¢des como Ringer com Lactato ou fisioldgica (NaCl 0,9%). Entre as suas diversas formas
de administracdo encontram-se a auto-hemoterapia, insuflacio retal e uterina, administracdo de
soro intravenoso ozonizado, bagging e Oleo ozonizado. Deve-se atentar ao fato de que a
aplicacdo da mistura gasosa 02-O3 pode ser toxica se realizada pela via respiratéria (BHATT;

BHAT; DHAMA, 2016; PRIOR; SQUADRITO; FRIEDMAN, 1995; SAGAI; BOCCI, 2011).
2.5.3 Testes in vitro

Por apresentar uma grande capacidade oxidante inespecifica, o 0zdnio € capaz de causar a
degradacdo do DNA, danos na membrana plasmatica de bactérias e na parede celular de fungos,
representando assim uma possivel alternativa para a utilizagdo de antibacterianos e
antifingicos. Em relacdo a sua capacidade antiviral, atua oxidando o capsideo e o material
genético, impedindo a replicacio do virus (AVILA et al., 2022). A aplicagio da mistura gasosa
03-02 e do 6leo ozonizado demonstrou capacidade de inibir o crescimento in vitro do oomiceto
Pythium insidiosum isolado de caes (FERREIRA et al., 2021). A solucdo salina ozonizada
(0,1mg/minuto) demonstrou capacidade de redug¢do de 100% do nimero (UFC/mL) de
Staphylococcus aureus, tanto da sua forma planctonica (60 minutos de contato) quanto em

biofilme (360 minutos) (AL-SAADI et al., 2016).

Ao avaliar o mecanismo pelo qual alguns desinfetantes atuam sobre a E.coli in vitro, CHO
et al., 2010, demonstrou que devido ao seu alto potencial oxidante, o 0zOnio atua principalmente
causando lesdes na membrana celular. Ele reage com os componentes de membrana,
evidenciado pela mudanga de permeabilidade, liberacdo de proteinas e lipideos, e somente
quando esta barreira € danificada que consegue penetrar na célula e oxidar os demais
componentes celulares. Portanto, a morte celular causada por essa molécula se deve
principalmente aos danos na membrana celular. ARANA et al., 1999 observou o mesmo
mecanismo de acdo ao testar a desinfec¢do pelo 0zonio sobre E.coli em residuos de efluentes.
Relatou que apds a ozonizagdo 95.5% das bactérias apresentavam alteracOes na sua
permeabilidade de membrana. No entanto, se faz necessdria a realizacdo de estudos visando
elucidar os mecanismos de a¢do envolvidos nos fendmenos bioquimicos que o 0zOnio possa

apresentar in vivo contra as bactérias e fungos, em cada uma de suas formas e vias de aplicag@o.
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2.5.4 Medicina humana

Existem relatos que a primeira utilizacdo do ozonio foi em 1956 quando realizou-se a
desinfeccdo de salas cirtirgicas e posteriormente, em 1960 para o tratamento de 4gua (MERHI
et al., 2019). No entanto, autores diferentes relatam que o 0z6nio tem sido utilizado desde 1800
no tratamento de diversas condicdes como infec¢des, queimaduras, acne, ulceras, feridas,
doenca periodontal, desordens ortopédicas, esclerose miltipla, diabetes mellitus entre outros.
Além disso, o 0zOnio tem demonstrado bons resultados em enfermidades ginecoldgicas e
obstétricas como, hipertensdo gestacional, pré-eclampsia, retencdo de placenta, vaginite

bacteriana e doenca inflamatéria pélvica (CALDERON et al., 2016b).
2.5.5 Medicina veterinaria

O ozdnio pode ser utilizado em diversos processos patolégicos que acometem os animais,

da mesma forma que em humanos. Em grandes animais mais comumente é aplicado no

tratamento de feridas cutineas e problemas reprodutivos (AVILA et al., 2022).

Alguns trabalhos, principalmente em ruminantes, avaliaram as possiveis aplicagdes da
ozonioterapia na reproducao. Demonstrou-se que aplicacdo de 0z6nio na sua forma de spray
aumenta a performance reprodutiva de vacas no pds parto, diminuindo o tempo entre um parto
e a gestacdo subsequente (DJURICIC et al., 2012). Estes resultados também foram alcancados
em outro estudo com a aplicagdo de 50 mL de solugcdo destilada ozonizada (50 pg/mL)
intrauterina em vacas com 35 dias pds parto, observando-se reducdo da prevaléncia de

endometrites subclinicas e aumento da fertilidade (ESCANDON et al., 2020).

Em um estudo com 256 ovelhas que necessitaram de assisténcia ao parto ou que
apresentaram retencdo de placenta, comparou-se o uso de oxitetraciclina (em forma de tablets
de uso intrauterino) e de 0z6nio na sua forma de spray. Verificou-se que os animais tratados
com 0z0nio tiveram involucao uterina igual ou superior em relagdo aos animais tratados com o

antibacteriano (PURICIC et al., 2016).

Na espécie equina, FERREIRA et al. (2021) observaram efeitos positivos da insuflacio
intrauterina com o gas ozOnio, na concentragdo de 40 pug/mL, sobre a vascularizagdo do
endométrio. Outro estudo, comparou a capacidade anti-inflamatdria e antibacteriana da mistura
gasosa 02-0O3 (40 pg/ml) e do 6leo de girassol ozonizado intrauterino em éguas, demonstrando

que as duas formas de aplicacdo foram efetivas para o tratamento de endometrites infecciosas
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em éguas. Vale ressaltar que o gés apresentou maior eficicia tanto para reduzir a contaminag¢ao

quanto a inflamagdo uterina (AVILA et al., 2022).

A literatura referente a aplicacdo do gis 0zo6nio intrauterino em éguas ainda € relativamente
escassa, se faz necessdria a realizacao de mais estudos visando a avaliagdo da seguridade desta
terapia em relacdo a possiveis lesdes endometriais, com a presenca de grupo controle com a
insuflacdo de oxigénio, visando isolar apenas os efeitos do ozdnio e, aplicagcdo de métodos

menos subjetivos de comparagdo de resultados histolégicos, utilizando-se a histomorfometria.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da insuflacdo uterina com mistura gasosa oxigénio-ozonio e do oxigénio

sobre endométrio de éguas sauddveis e de éguas diagnosticadas com endometrite.
3.2 Objetivos especificos

- Comparar os efeitos da insuflacdo uterina com mistura gasosa oxigénio-ozonio sobre o
endométrio de éguas sauddveis e diagnosticadas com endometrite mediante avaliacdo de

citologia uterina;

- Verificar o efeito da insuflacdo uterina com a mistura gasosa oxigénio-ozonio mediante a

avalia¢@o histopatolégica endometrial;

- Avaliar e comparar a arquitetura endometrial (vascularizagdo, proliferacdo glandular e
fibrose) antes e apds a insuflacdo uterina com mistura gasosa oxigénio-ozOonio e o gds oxigénio

por meio de histomorfometria.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Normas de Conduta para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo do DVT/UFV

Essa pesquisa foi submetida 2 apreciacio da Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Vicosa (DVT/UFV) e aprovada conforme protocolo 32/2021 (anexo
2). Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados pela médica veterinéria
Rachel Tavares (CRMV-MG 18.592) e supervisionados pela docente Bruna Waddington de
Freitas (CRMV-MG 10.105).

4.2 Delineamento experimental
4.2.1 Experimento 1

4.2.1.1 Local e periodo experimental
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O experimento foi conduzido no Haras Bavdria, localizado em Visconde do Rio Branco -
Minas Gerais (-21.101152 -42.835585) e, o processamento das amostras e andlises dos dados
foram realizadas no Laboratério de Reprodu¢ao Animal (LABRAN - DVT), no Laboratério de
Doencas Bacterianas (LDBAC - DVT), no Laboratério de Reproducdo Animal e Toxicologia
(LARAT - DBG) e no Laboratério de Pesquisa em Patologia Clinica Veterinaria (LPPCV -
DVT), localizados no campus Vigosa da Universidade Federal de Vicosa, no estado de Minas
Gerais. A coleta de amostras (Figura 1) foi realizada entre os dias 31 de julho e 12 de agosto de

2021 e o processamento das mesmas se estendeu até abril do ano seguinte.

Figura 1 - Esquema representativo da metodologia aplicada ao experimento 1
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Fonte: autoria prépria.
4.2.1.2 Animais

Foram utilizadas éguas receptoras de embrides da raca Mangalarga Marchador que se
encontravam sob a condicdo de anestro sazonal (GINTHER, 1990). A idade dos animais variou
entre 3 e 22 anos, o peso de 300 a 400 Kg, e escore corporal entre 5 e 6, numa escalade 1 a9
conforme Henneke et al. (1983). Todas as éguas permaneceram em regime extensivo durante o
periodo experimental, alocadas em piquetes de coast cross e tifton e recebiam 2 Kg de ragdo
adequada a categoria e 2 Kg de silagem de milho uma vez ao dia, sendo suplementadas com sal
mineral e dgua de qualidade ad libitum. O manejo sanitdrio foi realizado conforme rotina do

haras, com desvermifugac¢do e vacinagdo especificos para a categoria animal.
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4.2.1.3 Grupos experimentais

Para determinar os grupos experimentais, foram levados em consideragdo o histérico
reprodutivo das éguas, a avaliacdo prévia mediante exame ginecoldgico completo e avaliagdao
da citologia endometrial. Das 13 éguas avaliadas, 11 éguas foram consideradas portadoras de
endometrite, apresentando citologia com contagem superior a 1 PMN/campo, conforme Ferris

et al. (2015). Foi entdo realizada a distribuicdo aleatdria desses animais (n=13) em:

- Grupo Controle (GC; n=3): insuflacdo uterina com 1 L de oxigénio na vazdo de 1/4 de litro

por minuto, até a distensdo completa do ttero;

- Grupo Tratado (GT; n=10): insuflacdo uterina com 1 L de 0zdnio na concentracdo de 44 ug

/mL na vazdo de 1/4 de litro por minuto, até a distensdo completa do ttero;

A aplicagdo do benzoato de estradiol (BE; 10 mL, via IM) foi considerada dia 0 (DO0),
inicio do protocolo. A primeira bidpsia uterina (B1) foi realizada trés dias apds a aplicacao do

BE (D3) e a segunda (B2) dois dias ap6s o término do protocolo (D11).

As insuflacdes uterinas foram realizadas no D5, D7 e D9, preconizando um intervalo de
48h entre as aplicagdes. Todas as insuflagdes foram precedidas de um LBV, visando a obten¢ao
de dados referentes a citologia em entre as aplica¢des. O ultimo LBV (4) foi realizado dois dias
apos a ultima insuflagao (D11), visando a coleta das informacdes apds o término do protocolo

(Figura 1).

4.2.2 Experimento 2

4.2.2.1 Local e periodo experimental

O experimento foi conduzido no setor de Equideocultura da Universidade Federal de Vigosa
campus Florestal (-19.884426 -44.417829) e, o processamento das amostras e analises dos
dados foram realizadas no Laboratério de Reproducdo Animal (LABRAN - DVT), no
Laboratério de Doencas Bacterianas (LDBAC - DVT), no Laboratério de Reproducdo Animal
e Toxicologia (LARAT - DBG) e no Laboratdrio de Pesquisa em Patologia Clinica Veterinaria
(LPPCV - DVT), localizados no campus Vicosa da Universidade Federal de Vicosa, no estado
de Minas Gerais. A coleta de amostras (esquema 2) foi realizada entre os dias 11 de novembro

e 18 de dezembro de 2021 e o processamento das mesmas se estendeu até abril do ano seguinte.

4.2.2.2 Animais
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Foram acompanhados 2 ciclos estrais de éguas de diferentes racas (Bretdo, Mangalarga
Marchador e Crioulo), entre receptoras e matrizes. A idade dos animais variou entre 3 e 22 anos
e o peso de 300 a 500Kg, com escore corporal entre 5 e 6, numa escala de 1 a 9 conforme
Henneke et al. (1983). Todas as éguas permaneceram em regime extensivo, alocadas em
piquetes de coast cross e tifton e receberam 2Kg de ra¢do adequada a categoria, uma vez ao dia,
e suplementadas com sal mineral e dgua de qualidade ad [libitum. O manejo sanitdrio foi
realizado conforme rotina do setor, com desvermifugacdo e vacinacdo de acordo com o

recomendado para a categorial animal.
4.2.2.3 Grupos experimentais

Para determinacdo dos grupos experimentais, foram levados em consideracdo o histérico
reprodutivo das éguas, a avaliacdo prévia mediante exame ginecoldgico e avaliacdo da citologia
endometrial. No primeiro ciclo avaliado, as éguas foram submetidas a avaliacdo
ultrassonogréfica modo B a cada 48h e, mediante a detec¢do de foliculo com diametro superior
a 30 mm e edema uterino 3, considerando uma escala de 1 a 4, foi realizado primeiro LBV
visando a coleta de amostras para a citologia. De acordo com os resultados do exame
ginecol6gico(RIDDLE; LEBLANC; STROMBERG, 2007), os animais foram distribuidos nas

duas categorias a seguir:
- Eguas sem endometrite (n=6): éguas com contagem de até 1 PMN/campo.
- Eguas com endometrite (n=13): éguas com contagem de superior a 1 PMN/campo.

Determinadas as categorias (éguas com x sem endometrite), foi entdo realizada a distribuicao

aleatdria desses animais nos seguintes grupos experimentais:
- Eguas sem endometrite (n=6):

Controle Negativo (GC-; n=3): insuflacao uterina com 1 L de oxigénio na vazao de 1/4 de litro

por minuto, até a distensdo completa do utero;

Controle Positivo (GC+; n=3): insuflagdo uterina com 1 L de 0z6nio na concentragdo de 44

ug/mL na vazdo de 1/4 de litro por minuto, até a distensao completa do utero;
- Eguas com endometrite (n=13):

Endometrite Controle (GEC; n=6): insuflacao uterina com 1 L de oxigénio na vazao de 1/4 de

litro por minuto, até a distensdo completa do ttero;
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Endometrite Tratada (GEBT; n=7): insuflacdo uterina com 1 L de 0z6nio na concentracdo de

44 pg/mL na vazdo de 1/4 de litro por minuto, até a distensdo completa do ttero;

No segundo ciclo acompanhado, no quinto dia apds a deteccdo da ovulagio (D5), foi
realizada a primeira biopsia (B1) e a aplicacdo de 1 mL de Lutalyse ®. Dois dias apds, no D7,
iniciou-se a aplicacdo de oxigénio ou da mistura gasosa oxigénio-ozonio, sendo sempre
precedida por um LBV. Este procedimento foi realizado trés vezes com um intervalo de 48h
entre eles, nos dias D7, D9 e D11 (Figura 2). O ultimo LBV (4) foi realizado no D13 para a
coleta das amostras finais da citologia. Apds o final do protocolo, as éguas foram acompanhadas
via ultrassonografia (modo B) para a deteccdo de foliculo com didmetro superior a 30 mm e
edema uterino 3 e entdo a ovulagdo foi induzida com 1ml de Strelin®. A dltima bidpsia uterina

foi realizada no D5 do terceiro ciclo avaliado (Figura 2).

Figura 2 - Esquema representativo da metodologia aplicada ao experimento 2
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Fonte: autoria prépria.

4.3 Avaliac@o dos animais

4.3.1 Identificacdo e anamnese

As éguas foram identificadas individualmente pelo nome, marca¢cdes numéricas, pelagem e
caracteristicas fenotipicas. A idade foi consultada em registros ou estimada pela cronologia
dentaria. O historico, tanto clinico quanto reprodutivo, foi obtido a partir de fichas e registros

do haras, assim como via anamnese com os cuidadores e veterindrios responsdveis pelos
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animais. As informagdes foram anotadas na ficha reprodutiva individual de cada animal (anexo

3).
4.3.2 Escore de condi¢@o corporal

O escore de condi¢do corporal dos animais foi classificado, conforme Henneke et al. (1983).
Os animais estimados na categoria 1 foram aqueles extremamente magros e sem nenhuma
deposicdo de gordura, enquanto os animais na categoria 9 foram aqueles com excesso de
deposicdo de gordura corporal. Essa classificacdo foi realizada observando-se e palpando
pontos de deposicdo de gordura no corpo: inser¢do da cauda; processos espinhosos lombares;
borda dorsal do pescogo; cernelha; regido caudal da escépula; costelas. O valor final foi obtido

pela soma aritmética das duas avaliacdes e anotado na respectiva ficha reprodutiva (anexo 3).

4.4 Exame clinico reprodutivo

4.4.1 Palpacdo e ultrassonografia transretal

Todos os animais foram avaliados, antes de iniciar o experimento, via palpagdo transretal e
ultrassonografia (Mindray ZSOVET com transdutor linear transretal 7SL50EAV) para avaliacao

da condi¢do ginecoldgica.

Utilizando-se luvas de palpacdo devidamente lubrificadas, a ampola retal foi esvaziada e a
palpacgdo transretal do tutero, ovarios e cérvix realizada. Os dados obtidos foram anotados em
ficha individual (anexo 3) contendo: 1. Tonus uterino 2. Tonus cervical 3. Posi¢do do ttero
(penduloso ou ndo). O tonus uterino e cervical em éguas ndo gestantes é maximo durante o
diestro, sendo entdo classificadas com tonus 2 e minimo durante o anestro, classificados com
tonus 0. Por fim, durante o estro estas estruturas encontram-se com um tonus intermediario,

sendo classificado como 1 (GRIFFIN; GINTHER, 1991).

A ultrassonografia transretal foi realizada para avaliagdo do estagio do ciclo estral a partir
das dimensoes foliculares, presenca ou auséncia de corpo liteo nos ovarios e nivel de edema
endometrial, além da avaliagdo de acimulo ou ndo de liquido intrauterino, presenca ou nao de
vesicula embriondria e outras condi¢Oes especificas (foliculos hemorragicos, cistos uterinos,

entre outros) (GINTHER et al., 2004; GINTHER; PIERSON, 1984).

4.4.2 Exame da cérvix
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A palpagdo digital da cérvix foi realizada juntamente com a primeira coleta do lavado de
baixo volume (LBV 0), durante o exame ginecoldgico. Vagina e cérvix foram avaliadas durante
a passagem da sonda tipo bivona para o procedimento e as alteracdes anotadas na ficha

reprodutiva individual (anexo 3).
4.5 Coleta de amostras

Previamente a cada coleta de amostras uterinas, foi realizada a higienizacdo de perineo.
Para tanto, a cauda da égua, contida em tronco, foi isolada com capa prépria. A vulva e regido
perineal foram cuidadosamente lavadas com dgua corrente e solucdo clorexidina degermante

2%. Posteriormente, a regido higienizada foi seca com papel toalha descartavel.
4.5.1 Lavado uterino de baixo volume

O LBV foi realizado mediante uso de sonda uterina do tipo bivona estéril para obtencdo de
amostra de conteido endometrial para avaliagdo citolégica. A sonda foi posicionada dentro do
utero via transcervical, o cuff inflado com 60 mL de ar, e 250 mL de solucao salina (NaCl 0,9%)
foi infundido no Iimen uterino. O ttero foi entdo massageado via palpagdo transretal por 2
minutos e o liquido retirado por sifonagem para dentro do mesmo frasco. O material recolhido

foi acondicionado em um tubo falcon estéril de 15ml e centrifugado a 600 x g por 10 minutos.
4.5.2 Bidpsia uterina

As amostras para bidpsia foram coletadas via transcervical, com o auxilio de pin¢a de
bidpsia uterina adequada para a espécie, previamente esterilizada. A retirada dos fragmentos se
deu préximo a regido bifurcacdo uterina (LINTON; SERTICH, 2016) e entdo acondicionados
em frascos com a solucdo fixadora, Bouin, na propor¢do minima de 20 partes da solu¢do para
1 de tecido. As amostras permaneceram na solucdo por 24h que foi entio substituida por etanol

70%.

4.6 Exames laboratoriais

4.6.1 Citologia

ApOs a centrifugacdo do contetido obtido do LBV, o sobrenadante foi descartado e o pellet
formado recuperado com o auxilio de escova cervical. Realizou-se entio o rolamento da escova
sobre lamina de microscopia seguida por secagem no ambiente. As amostras foram coradas
com Kit Panético Répido e destinadas a andlise, realizada por microscopia de luz em aumento
de 1000x sob imersao em 6leo. Foram contabilizados os neutréfilos em 10 campos com células

endometriais e os achados classificados conforme Ferris et al. (2015): normal: O-raros



48

neutréfilos/campo; inflamacdo leve: 1-2 neutréfilos/campo; inflamacdo moderada: 3-5

neutréfilos/campo e inflamacgdo severa: >5 neutréfilos/campo.

4.6.2 Histopatologia

4.6.2.1 Inclusdo de amostras na parafina

A confeccao das laminas histologicas do experimento 1 foi iniciada com a desidratacdo dos
espécimes em imersdes crescentes em etanol, 70%, 80%, 90%, 95% e absoluto, sendo cada
procedimento com tempo de contato de 60 minutos. Apds a imersao em dlcool absoluto, as
amostras foram colocadas em solucdo élcool-xilol e depois em xilol I, II e III, sendo cada
procedimento com duragdo de 1 hora. As amostras foram entdo embebidas em parafina e cortes
histologicos de 5 pm obtidos em micrétomo rotativo (Multcut 2045, Reichert-Jung, Germany).
A coloragdo de escolha para a avaliagdo histopatoldgica e morfometria foi hematoxilina e

eosina.
4.6.2.2 Inclusdo de mostras na resina

A confec¢do das laminas histoldgicas do experimento 2 foi iniciada com o corte das
amostras em tamanho adequado para a sua inclusdo na resina. O processo seguiu com a
desidratacdo dos espécimes em imersdes crescentes em etanol, 70%, 80%, 90%, 95% e
absoluto, sendo cada procedimento com tempo de contato de 30 minutos. As amostras foram
entdo embebidas em 2-hydroxyethyl methacrylate (Historesin®, Leica Microsystems,
Nussloch, Alemanha) e cortes histologicos de 3 um foram obtidos em micr6tomo rotativo (RM
2255, Leica, Nussloch, Alemanha). A coloragdo de escolha para a avaliagc@o histopatoldgica e

morfometria foi a hematoxilina-eosina .
4.6.2.3 Avaliacdo histopatologica

Foram avaliadas e semi quantificadas as células inflamatorias (neutréfilos, linfocitos e
histidcitos), edema, hemorragia, necrose e alteracdes glandulares - conforme Kenney e Doing
(1986). A presenca de células inflamatorias no estrato compacto endometrial foi classificada da
seguinte forma: escore 0, sem presenca de células; escore 1, presenca de poucas células; escore
2, nimero moderado de células;(escore 3, abundancia de células. Eguas classificadas com o

escore 0 foram consideradas sem endometrite (DIEL DE AMORIM et al., 2016).

O edema foi observado na lamina prépria do endométrio, nos animais positivos constatou-
se 0 estroma menos denso € mais claro, com glandulas endometriais dispersas (VAN CAMP,

1988). O escore de edema foi classificado da seguinte forma: (escore 0) ndo foi observada a
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presenca de edema; (escore 1) presenca de edema leve; (escore 2) edema moderado; (escore 3)

edema acentuado.

Necrose glandular foi caracterizada pela perda de arquitetura glandular e basofilia
citoplasmatica (KATILA, 1988). Por fim, a hemorragia foi identificada pela presenca de
hemdcias ou sideréfilos (macréfagos contendo hemossiderina — produto da degradaciao das

hemdcias) no estrato esponjoso endometrial (SNIDER; SEPOY; HOLYOAK, 2011).
4.6.3 Histomorfometria

Imagens digitais do endométrio foram obtidas utilizando microscépio de luz (Olympus BX-
53, Téquio, Japao) equipado com camera digital (Olympus DP73, Téquio, Japao) e analisadas
com os programas Image-Pro Plus® 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) e Java-based

image processing program (ImageJ, NIH).

Dez campos de cada amostra foram aleatoriamente selecionados e fotografados. Os
aspectos foram avaliados conforme Caballeros et al. (2019); Ferreira et al. (2021); Camozzato

et al. (2019); Herrera et al. (2018); Brasil et al. (2005) e Silva et al. (2019):

a. Altura do epitélio luminal: mensuracao desde a membrana basal até a membrana apical
das células luminais. De cada amostra, foram selecionados 10 campos, em aumento de
20 x, sendo realizadas 3 mensuracdes em cada campo (Imagem 3).

b. Altura do epitélio glandular: mensuracdo desde a membrana basal até a membrana
apical das células glandulares. De cada amostra, foram selecionados 10 campos, em
aumento de 20 x, sendo realizadas 3 mensuracdes em cada campo (Imagem 4).

c. Diametro glandular: mensuracdo de dois didmetros (membrana basal de uma célula
glandular até a membrana basal de outra célula), formando um angulo reto entre as duas
mensuragdes. Realizado em 10 campos, em aumento de 20 x, sendo que em cada campo,
3 glandulas esféricas foram mensuradas (Imagem 3).

d. Densidade volumétrica: uma grade contendo 266 pontos foi colocada sobre a imagem e
a contagem diferencial de cada estrutura foi realizada (vasos sanguineos, epitélio

glandular, limen glandular e tecido conjuntivo; Imagem 4).
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Imagem 3 — Mensuracdo (a) da altura do epitélio luminal (L1, L2, L3) e (b) do didmetro

glandular (linhas em amarelo). — Imagem em aumento de 20 x.

Fonte: autoria propria.

Imagem 4 — Mensuracdo (a) da altura do epitélio glandular (L.1) e da densidade volumétrica (b)

- 100 um - aumento de 20x

Fonte: autoria prépria.
4.7 Insuflacdo uterina

Apés a realizacdo dos LBV, as éguas foram submetidas a insuflagdo uterina com gas
oxigénio (0O2) ou a mistura oxigénio-ozdnio (O3), conforme grupo experimental. Para tal, foi
posicionado no corpo do ttero, via transcervical, uma sonda uterina tipo bivona com cuff,
esterilizada e conectada a mdaquina geradora de ozdnio (ZVET 220V®, OzoneBras) por
mangueira de silicone atdxica. A taxa de insuflagcdo foi de % de litro por minuto, na poténcia
média da miquina, gerando uma concentragdo de 44 ug/L de O3 nas éguas do grupo tratado ou

na concentracdo de 100% de O2 nas éguas do grupo controle. Apds a constatacdo da distensao
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completa do dtero, a miquina era desligada, o cuff esvaziado e a sonda retirada cuidadosamente.

Ao final da insuflacdo, as éguas receberam 10 UI de ocitocina pela via intramuscular.
4.8 Andlises estatisticas

Para andlise dos dados, foi utilizado o Statistical Analysis System (SAS OnDemand). As
varidveis quantitativas foram submetidas aos testes de Bartlett e de Kolmogorov-Smirnov para
avaliacdo da homogeneidade de varidncias e normalidade dos erros, respectivamente. Os dados
que nao atenderam essas premissas foram submetidos a transformacdes estatisticas. Os dados

foram analisados em medidas repetidas no tempo (Mixed Procedure) seguindo o modelo:
Yl]k =Uu+ T:+ Dj + (TD)ij+ €ijk

Em que: Yk, resposta; pu, constante; T;, efeito do tratamento; Dj, efeito do tempo (dia);

(TD);j, interagdo; e eyjk, erro aleatdrio.

O fator de medidas repetidas foi o dia em cada nivel de animal (subject), a matriz de
covariancia de estrutura autorregressiva (AR(1)) foi usada. As médias (LS-means) foram
comparadas pelo teste de Tukey-Kramer (LITTELL et al., 2006).

S RESULTADOS

Nenhum dos animais tratados apresentou quaisquer reagdes adversas a administragido do
ozoOnio durante o periodo experimental. Algumas éguas ficaram inquietas durante a insuflacdo,
tanto no grupo tratado quanto no grupo controle, provavelmente devido a distensdo uterina

causada pelo gés durante o procedimento.

5.1 Experimento 1

5.1.1 Identificacdo, anamnese e histdrico reprodutivo

Nenhuma das éguas possuia historico reprodutivo ou exame ginecoldgico completo,
incluindo as avaliacdes laboratoriais. Durante a anamnese constatou-se que todas as éguas (13)
eram utilizadas como receptoras de embrides e que, de acordo com o médico veterinario

responsavel, seis apresentaram dificuldade para gestar.
5.1.2 Exame clinico reprodutivo

No decorrer do exame externo da genitdlia, observou-se que uma das receptoras apresentava
laceragdo grave de vulva, com perda do cooptagdo dos ldbios vulvares. Outras trés éguas

apresentaram ma conformacado de perineo, anus deslocado cranialmente e/ou vulva horizontal.
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Durante a palpacdo digital da cérvix constatou-se que duas éguas apresentavam alteracdes

cervicais, uma com cérvix tortuosa e outra com areas de fibrose.
5.1.3 Citologia

Nao foi observada diferenca entre as médias das citologias dos grupos experimentais e 0s
tempos de coleta (p>0,05; tabela 1).
Tabela 01. Média e erro padrao da contagem de polimorfonucleados por campo x tempo de

coleta x grupo experimental e distribuicdo do nimero de éguas conforme classificagdo para
endometrite

Grupo Tempo Média Erro Classificacio
experimental Padrao Normal Leve  Moderada Severa
0-1 (1-2) (3-5) (>5)
1 5,66 2,39 0 1 0 2
02 2 1,46 1,06 1 1 1 0
3 5,10 4,90 2 0 0 1
4 8,40 4,75 0 0 2 1
1 6,16 2,24 2 1 3 3
03 2 1,32 0,63 6 2 0 1
3 2,82 1,62 6 0 1 2
4 3,77 1,38 3 2 1 3

Tempo: momentos da coleta do LBV para avaliacdo citoldgica de acordo com o descrito na
Figura 1.

Classificagdo: normal: O-raros neutréfilos/campo; inflamagdo leve: 1-2 neutréfilos/campo;
inflamacdo moderada: 3-5 neutréfilos/campo e inflamacdo severa: >5 neutr6filos/campo.
Adaptado de FERRIS, 2016.

P>0,05.

5.1.4 Histopatologia

A avaliagdo histopatoldgica demonstrou que nenhuma das éguas, independentemente do
tratamento, apresentava alteracdo glandular nos tempos avaliados. Todas as éguas apresentaram
edema endometrial, antes apos as insuflacdes uterinas e demonstraram reducdo no grau de
edema apds a insuflagdo uterina, independente do grupo experimental. Trés éguas apresentaram
areas de necrose ao inicio do experimento, sendo que ao final, a frequéncia se manteve. Onze
éguas apresentaram hemorragia endometrial, padrdo que se manteve similar nos dois tempos
avaliados no grupo controle e, no grupo tratamento, foi observada reducdo de 20% de animais

com esta alteracao (tabela 4).
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Tabela 04. Distribuicdo de frequéncias relativa as dreas de edema, necrose e hemorragia
presentes no endométrio das éguas avaliadas pela histopatologia antes (tempo 1) e apds (tempo

2) as insufla¢des uterinas.

Varidvel Grupo Tempo Escore
experimental
0 1 2 3
Edema 02 1 0 0 100,00 0
2 0 33,33 66,67 0
03 1 0 30,00 50,00 20,00
2 0 70,00 30,00 0
Necrose 02 1 66,67 0 33,33 0
2 66,67 33,33 0 0
03 1 80,00 20,00 0 0
2 90,00 10,00 0 0
Hemorragia 02 1 0 66,67 33,33 0
2 0 66,67 33,33 0
03 1 0 70,00 30,00 0
2 20,00 70,00 10,00 0

O escore de edema, necrose e hemorragia: (escore 0) nio foi observada a presenca destes
achados; (escore 1) leve; (escore 2) moderado; (escore 3) acentuado.

P>0,05.

O infiltrado inflamatério avaliado na histopatologia foi diferenciado em neutrofilico e

linfocitdrio. Nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos experimentais assim como

nos tempos observados com relagdo a presenca de cé€lulas inflamatorias endometriais avaliadas

pela histopatologia (P>0,05; Tabela 5).

Tabela 05. Distribuicdo de frequéncias relativa a presenga de infiltrado inflamatério neutrofilico
e linfocitario endometrial das éguas avaliadas pela histopatologia antes (tempo 1) e apds (tempo

2) as insuflagdes uterinas.

Variavel Grupo Tempo Escore
experimental
0 1 2 3
Neutrofilos 02 1 66,67 0 33,33 0
2 66,67 0 33,33 0
03 1 50,00 50,00 0 0
2 70,00 30,00 0 0
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Linfécitos 02 1 33,33 33,33 33,33 0
2 0 66,67 33,33 0

03 1 50,00 40,00 10,00 0

2 20,00 50,00 30,00 0

O escore de infiltrado inflamatério: (escore 0) ndo foi observada a presenca de infiltrado;
(escore 1) leve; (escore 2) moderado; (escore 3) acentuado.

P>0,05.

5.1.5 Histomorfometria

A avaliagdo pela histomorfometria demonstrou que no tempo 1 o grupo controle
apresentava 28,62% do tecido endometrial constituido por glandulas endometriais e no tempo
2 detinha 43,70%. Quanto ao grupo tratado, no tempo 1 possuia 38,17% de tecido endometrial
e no tempo 2 aproximadamente 51,61%. Nao foi observada diferenga entre os tratamentos e
tempos em relagao a densidade do epitélio glandular (p > 0,05; tabela 6; graficol). Com relagao
a densidade dos vasos sanguineos dos grupos experimentais, nao foi detectada diferenca entre
os tratamentos e os tempos avaliados (p > 0,05; tabela 6; graficol). Da mesma forma que a
densidade de limens glandulares e tecido conjuntivo encontradas, tanto no tempo 1 quanto no
tempo 2, ndo apresentou diferenca apds o tratamento (p > 0,05; tabela 6; graficol).

Tabela 6. Média e erro padrdo da densidade volumétrica do epitélio glandular, vasos

sanguineos, limen glandular e tecido conjuntivo realizada através da histomorfometria antes
(tempo 1) e apds (tempo 2) as insuflagdes uterinas

Varidvel Grupo Tempo Média Erro padrao
experimental

Epitélio Glandular 02 1 28,62 2,17
2 43,70 6,07

03 1 38,17 2,66

2 51,61 1,87

Vasos Sanguineos 02 1 2,49 0,19
2 4,19 2,04

03 1 2,77 0,56

2 2,40 0,69

Ldmen Glandular 02 1 3,78 1,37
2 6,14 1,38
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03 1 3,50 0,50

2 4,71 0,47

Tecido Conjuntivo 02 1 65,10 2,97
2 45,91 5,49

03 1 55,55 2,28

2 41,25 1,74

P>0,05.

Grafico 1. Média e erro padrdo da densidade volumétrica do epitélio glandular, vasos
sanguineos, limen glandular e tecido conjuntivo realizada através da histomorfometria pré

(tempo 1) e p6s (tempo 2) as insuflagdes uterinas

Tecido
80— Conjuntivo

Lumen
Glandular

404

Densidade Volumétrica (%)
<{

Epitélio
Glandular
20

Hl Vasos
0 -

Pre Pos Pré Pos
0, 0,

Fonte: Autoria propria

O valor médio referente a altura do epitélio luminal antes do tratamento foi de

aproximadamente 16 pm, se mantendo semelhante ao final do experimento, ndo demonstrando

diferenca ao comparar os tratamentos e os tempos (p>0,05; Tabela 7). Nao foi observada

diferenca estatistica entre os tratamentos e os tempos quando se avaliou a altura do epitélio

glandular (p>0,05; tabela 7). Por fim, o didmetro glandular também néo apresentou diferenca

entre os tratamentos (p>0,05; tabela 7).

Tabela 7. Média e erro padrdo da altura do epitélio luminal, do epitélio glandular e didmetro
glandular realizada através da histomorfometria antes (tempo 1) e ap6s (tempo 2) as insuflacdes

uterinas.
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Varidvel Grupo Tempo Média Erro padrao
experimental (um)
Altura do Epitélio 02 1 16,10 0,93
Luminal 2 16,18 1,43
03 1 15,97 0,87
2 16,60 0,47
Altura do Epitélio 02 1 12,38 0,86
Glandular 2 12,38 0,57
03 1 12,19 0,26
2 13,41 0,31
Diidmetro Glandular 02 1 39,00 0,82
2 42,70 3,51
03 1 40,24 1,14
2 45,29 0,85
P>0,05.

5.2 Experimento 2

5.2.1 Identificac@o, anamnese e historico reprodutivo

Oito das éguas avaliadas eram utilizadas como matrizes. Durante a anamnese foi relatado
que 2 delas apresentaram dificuldade para emprenhar, uma por vérias estagdes seguidas e outra
apenas na dltima estacdo. Outras 3 éguas, com aproximadamente 3,5 anos cada, entraram na
primeira estacdo de monta (2021/2022). As outras 11 éguas eram utilizadas como receptoras de
embrido, sendo que, durante a anamnese, foi relatado dificuldade em confirmar diagndstico

gestacional desses animais. No entanto, ndo foi possivel obter histdrico reprodutivo detalhado.
5.2.2  Exame clinico reprodutivo

Trés éguas possufam ma conformacdo de perineo, com anus deslocado cranialmente e/ou
vulva horizontal. Outras duas éguas apresentavam utero penduloso a palpacdo transretal..
Foram encontradas as seguintes alteracdes na avaliacdo ultrassonogréfica: cistos uterinos em
duas éguas, liquido intrauterino no diestro em uma €gua e a presenca de ar no tutero em outras
duas éguas. Por fim, na palpac¢do digital da cérvix, constatou-se que uma das matrizes detinha

uma fistula cervical, que terminava em um fundo de saco cego.
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5.2.3 Citologia

A citologia realizada no tempo 1, previamente a primeira insuflacdo uterina, demonstrou
que 66% das éguas do grupo controle apresentaram algum grau de inflamacao uterina e no
grupo tratamento 90% das éguas foram positivas. A avaliacdo no tempo 4, 48h apds a dltima
insuflacdo uterina, constatou que 33% das éguas do grupo controle continuaram apresentando
inflamacdo endometrial, € no grupo tratamento, 40% delas continuaram classificadas com
inflamacdo (tabela 9).

Tabela 9. Média e erro padrao da contagem de polimorfonucleados por campo x tempo de coleta

x grupo experimental e distribuicdo do nimero de éguas conforme classificacdo para
endometrite

Grupo Tempo Média Erro Classificacdo
experimental Padrao Normal Leve  Moderada Severa
(0 —raros) (1-2) (3-5) (>5)
1 4,75 1,56 2 3 1 3
02 2 6,04 3,17 3 3 0 3
3 2,46 1,79 5 2 1 1
4 1,61 0,81 6 1 1 1
1 6,00 1,80 1 3 2 4
03 2 6,84 291 2 3 1 4
3 1,50 0,67 7 1 1 1
4 1,55 0,73 6 2 1 1

Tempo: momentos da coleta do LBV para avaliacdo citoldgica de acordo com o descrito na
Figura 2.
Classificagdo: normal: O-raros neutréfilos/campo; inflamacdo leve: 1-2 neutréfilos/campo;
inflamacdo moderada: 3-5 neutréfilos/campo e inflamacdo severa: >5 neutréfilos/campo.
Adaptado de FERRIS, 2016.
P<0,05.

Observou-se diferenca (p<0,05) ao realizar a comparagado entre os grupos experimentais,

tratamentos e os tempos (tabela 10). As éguas sem endometrite demonstraram capacidade de
controlar a inflamacao de forma semelhante, tanto no grupo tratamento quanto no controle. No
entanto, as éguas com endometrite, mas grupo controle, apresentaram dificuldade para reduzir
a inflamac¢do em comparacdo as éguas tratadas com ozonio.

Tabela 10. Média e erro padrao da contagem de polimorfonucleados por campo, nos diferentes

tempos de coleta e a divisdo entre éguas e com e sem endometrite dentro de cada grupo
experimental.
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Grupo experimental Grupo Tempo Média Erro Padrao
experimental
1 3,08 0,96
02 2 9,90 5,26
Endometrite 3 4,06 3.17
4 2,50 1,39
1 6,88 2,11
03 2 2,90 0,81
3 1,46 0,83
4 1,78 0,90
1 6,85 3,24
02 2 1,22 0,60
Sem Endometrite 3 0.47 0.33
4 0,50 0,16
1 2,45 2,35
03 2 22,60 7,40
3 1,65 1,15
4 0,60 0,50
Tempo: momentos da coleta do LBV para avaliacdo citoldgica de acordo com o descrito na
Figura 2.
P<0,05.

5.2.4 Histopatologia

A avaliacdo histopatolégica detectou a presencga de cinco éguas no grupo controle com grau
1 de edema no tempo 1, padrdo semelhante observado no tempo 2. No grupo tratamento foram
observados sete animais (70%) com edema endometrial antes do inicio das insuflacdes e, na
bidpsia ao final do experimento, foi observada redugdo de 20% no diagndstico dessa alteracao
associado a diminui¢ao na gravidade dos achados. Avaliando-se a presenga de necrose tecidual,
foram diagnosticados apenas dois animais positivos, um no tempo 2 no grupo controle e o outro
no tempo 1 no grupo do tratamento. Por fim, ndo foi detectada presenca de areas de hemorragia

em nenhum dos animais avaliados (tabela 11).
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Tabela 11. Distribuicdo de frequéncias relativa as dreas de edema, necrose e hemorragia
presentes no endométrio avaliadas pela histopatologia antes (tempo 1) e apds (tempo 2) as
insuflacdes uterinas.

Varidvel Grupo Tempo Graus
experimental
0 1 2 3
Edema 02 1 44,44 55,56 0 0
2 33,33 55,56 11.11 0
03 1 30,00 50,00 20,00 0
2 50,00 40,00 10,00 0
Necrose 02 1 100,00 0 0 0
2 88,89 11,11 0 0
03 1 90,00 10,00 0 0
2 100,00 0 0 0
Hemorragia 02 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
03 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0

O escore de edema, necrose e hemorragia: (escore 0) nio foi observada a presenca destes
achados; (escore 1) leve; (escore 2) moderado; (escore 3) acentuado.
P>0,05.
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Imagem 5. Sec¢des histologicas do estroma endometrial evidenciando a presenca de edema
endometrial (*) nos dois grupos experimentais, antes e apds o tratamento

Pré-tratamento Pés-tratamento

0
ol >

1 &
v

Endometrite O,

Endometrite O,

Fonte: Autoria prépria.

A avaliagdo do infiltrado inflamatério foi diferenciada pelo tipo celular presente, neutréfilos e
linfécitos. No tempo 1 foram identificados quatro animais com infiltrado neutrofilico, um no
grupo controle e trés no grupo tratamento. Ao final do experimento, cinco animais possuiam
neutréfilos no tecido endometrias, trés no grupo controle e dois no tratamento. O infiltrado
linfocitario foi mais frequente em relagao ao neutrofilico, sendo encontrado, no tempo 1 em dez
animais, dois no grupo controle e oito no grupo tratamento. Ndo foi observada diferenca
estatistica entre os grupos experimentais assim como nos tempos observados com relacdo a
presenca de células inflamatérias endometriais avaliadas pela biépsia (P>0,05) (tabela 12).
Tabela 12. Distribuicao de frequéncias relativa a presenca de infiltrado inflamatério neutrofilico

e linfocitario endometrial das éguas avaliadas pela histopatologia antes (tempo 1) e apds (tempo
2) as insuflacdes uterinas.

Variavel Grupo Tempo Graus
experimental
0 1 2 3
Neutréfilos 02 1 88,89 11,11 0 0

2 66,67 33,33 0 0
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03 1 70,00 30,00 0 0

2 80,00 20,00 0 0

Linfocitos 02 1 77,78 22,22 0 0
2 22,22 66,67 11.11 0

03 1 20,00 80,00 0 0

2 40,00 60,00 0 0

Escore de infiltrado inflamatério: (escore 0) ndao foi observada a presenca de infiltrado; (escore
1) leve; (escore 2) moderado; (escore 3) acentuado.

P>0,05.

Imagem 6. Secdes histolégicas do estroma endometrial evidenciando a presenca de infiltrado
inflamatério linfocitdrio endometrial (setas) nos dois grupos experimentais, antes € apds o

tratamento

Pré-tratamento

Pés-tratamento

Endometrite O,

Endometrite O;

Fonte: Autoria prépria.

5.2.5 Histomorfometria

A densidade média do epitélio glandular ndo apresentou diferenca estatistica entre os

tratamentos, grupos e tempos avaliados (p >0,05). O valor médio do grupo controle antes e apds

o tratamento foi de 51.82 +/- 1.85 e 51.95 +/- 51.95 respectivamente e, o grupo tratamento, foi

de 55.25 +/- 1.57 no tempo 1 e 56.55 +/- 1.34 no tempo 2. Avaliando-se a densidade de vasos

sanguineos e correlacionando-se com o tempo, grupo e tratamento, também ndo se observou
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diferenca estatistica (p >0,05). Com relacdo a densidade de lumens glandulares e de tecido

conjuntivo, também ndo ocorreu diferenca estatistica, p>0.05 (tabela 13 e gréfico 2).

Tabela 13. Média e erro padrao da densidade volumétrica do epitélio glandular, vasos
sanguineos, limen glandular e tecido conjuntivo realizada através da histomorfometria antes
(tempo 1) e apds (tempo 2) as insuflagdes uterinas.

Varidvel Grupo Tempo Média Erro padrao
experimental (pm)
Epitélio Glandular 02 1 51,82 1,85
2 51,95 51,95
03 1 55,25 1,57
2 56,55 1,34
Vasos Sanguineos 02 1 5,83 0,74
2 4,98 0,47
03 1 4,55 0,54
2 3,42 0,46
Lamen Glandular 02 1 2,65 0,39
2 3,21 0,30
03 1 3,02 0,21
2 3,03 0,28
Tecido Conjuntivo 02 1 39,67 2,22
2 39,84 2,01
03 1 37,16 1,40
2 36,98 1,54

P>0,05.
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Grafico 2. Média e erro padrdo da densidade volumétrica do epitélio glandular, vasos
sanguineos, limen glandular e tecido conjuntivo realizada através da histomorfometria pré
(tempo 1) e pés (tempo 2) as insuflagdes uterinas
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Fonte: Autoria prépria.

O valor médio da altura do epitélio luminal e glandular antes e apds o tratamento, entre
grupos e entre tratamentos ndo obteve diferenca estatistica (p>0,05). O didmetro glandular
também ndo apresentou diferenca estatistica entre os pardmetros avaliados (p>0,05) (tabela 14).
Tabela 14. Média e erro padrdo da altura do epitélio luminal, do epitélio glandular e diametro

glandular realizada através da histomorfometria antes (tempo 1) e apds (tempo 2) as insuflacdes
uterinas.

Varidvel Grupo Tempo Média Erro padrio
experimental (um)
Altura do Epitélio 02 1 21,81 1,32
Luminal 2 23,77 1,64
03 1 23,32 1,06
2 23,50 1,26
Altura do Epitélio 02 1 18,98 0,36
Glandular 2 19,35 0,56
03 1 18,96 0,46
2 18,74 0,62
Diametro Glandular 02 1 53,04 0,46
2 52,81 1,43
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03 1 52,59 1,25
2 51,25 0,68

P>0,05.

6 DISCUSSAO

Os resultados encontrados na citologia uterina realizada a partir do LBV na avaliacio prévia
ao estudo foi condizente com o histdrico reprodutivo obtido dos animais. De fato, a contagem
média geral de PMN/campo encontrada foi maior do que a considerada normal (até 1
PMN/campo; FERRIS, 2016): 4.55 +/- 1.41 no experimento 1 e de 1.16 +/- 0.48 no experimento
2. Esses resultados corroboram com os achados da avaliacao histopatoldgica realizada antes do
tratamento, que identificou infiltrado inflamatdério neutrofilico e leucocitario em seis e sete
animais respectivamente no experimento 1; quatro éguas com infiltrado neutrofilico e dez com
infiltrado leucocitdrio no experimento 2. As respostas aos patdgenos sao mediadas pelo sistema
imune inato e adaptativo do organismo, sendo que estes dois mecanismos apresentam papel
importante na saide uterina. A resposta imunoldogica predominante no endométrio € a inata,
sendo que os neutr6filos sdao a principal célula deste sistema, considerado a primeira linha de
defesa contra os patdégenos. Os linfécitos sdo células do sistema imune adaptativo, que apds a
apresentacao de antigenos realizada por células do sistema imune inato, realizam a producao de
anticorpos (SKARZYNSKI et al., 2020). Assim sendo, a presenga de infiltrado neutrofilico
endometrial € caracteristica de uma reacdo inflamatéria aguda e a presenca de infiltrado

linfocitario € indicativa de inflamagao cronica (VAN CAMP, 1988).

A avaliagdo citolégica no experimento 1, em que se utilizou éguas em anestro e que
receberam benzoato de estradiol, apresentou uma média de PMN/campo alta. De fato, no
decorrer das coletas, poucas éguas foram classificadas como normais pela avaliagdo citologica
independentemente do tratamento. Durante o estro, mesmo em éguas saudaveis, € considerado
normal a presenca de pequena quantidade de PMN no ttero, devido a migragdo de neutréfilos
que ocorre naturalmente quando os niveis séricos de estrégeno estdo elevados (KOZDROWSKI
et al., 2015). Nessa ocasido, as células epiteliais endometriais secretam citocinas € 0s
fibroblastos secretam fatores pardcrinos que afetam o crescimento e diferenciacio celular assim
como aumentam a irrigacdo sanguinea do endométrio (WIRA; RODRIGUEZ-GARCIA;
PATEL, 2015). O aumento da vascularizacdo, da permeabilidade capilar e a migragdo de
neutréfilos para o limen endometrial sdo influenciados pelas concentracdes séricas dos

hormonios sexuais, estrogeno e progesterona (MUELLER et al., 2000), podendo explicar a



65

aumento da média de PMN/campo encontrados na citologia das éguas em que se administrou o

benzoato de estradiol.

Os resultados referentes a citologia obtidos no experimento 2 foram diferentes do observado
no experimento 1. Constatou-se diferenca estatistica entre os tempos, tratamentos € grupos
experimentais avaliados. Os animais classificados sem endometrite foram capazes de reduzir a
contagem de PMN/campo independentemente do tratamento aplicado. De fato, éguas
consideradas sauddveis, ou seja aquelas resistentes a endometrite, possuem as barreiras fisicas
e imunolégicas trabalhando de forma a eliminar quaisquer agentes que possam entrar em
contato com o ttero e por fim, retornar a homeostase do 6rgao (KATILA, 2008). Vale ressaltar
que a contagem citoldgica alta obtida no tempo 1 para o grupo sem endometrite provavelmente

se deve a irritacdo endometrial causada pela bidpsia, realizada 48h antes.

O grupo controle de éguas com endometrite ndo apresentou a mesma habilidade de redugao
da inflamac@o observado nas éguas sem endometrite, de forma que ao final do experimento
ainda apresentavam uma contagem alta de PMN/campo. No entanto, as éguas com endometrite
submetidas ao tratamento com ozonio demonstraram reducao na citologia. Avila et al., 2022,
trabalhando apenas com animais positivos na cultura microbiolégica uterina e realizando a
insuflacdo uterina com a mistura gasosa 0zOnio-oxigénio na concentragao de 40u/mL por 10
minutos, encontrou resultados semelhantes e concluiu que o ozonio foi capaz de reduzir a

inflamacdo uterina em éguas classificadas com endometrite.

Efeito semelhante foi relatado ao utilizar 50 mL de solugao estéril destilada ozonizada (50
ug por 15 minutos) intrauterino em vacas com 35 dias pds-parto. Realizou-se uma citologia
antes e 72h apds o tratamento, observou-se uma contagem de PMN menor, de 3.7 + 1.4 no
grupo tratamento, em relacdo ao grupo controle, 7.6 + 1.1%. Concluiu-se que a aplicaciao do
ozOnio como descrita no trabalho foi efetiva para a redu¢cdo de endometrites subclinicas em
vacas no sistema extensivo (ESCANDON et al.,, 2020). Acredita-se que a redugdo da
inflamacgdo apds os tratamentos com 0zOnio seja via inibicao de citocinas pré inflamatorias e
da fosfolipase A2, em conjunto com um estimulo a produ¢do de citocinas anti-inflamatdrias,

como interleucina 10 e fator de necrose tumoral 31 (AVILA et al., 2022; JANIC et al., 2003).

TARTARI et al., 2020 estudaram os niveis de IL-10, IL-12p70, TNF-a, INF-y, e MCP-1 na
cartilagem articular, em modelo murinho de osteoartrite de joelho, e o efeito do tratamento com
0zOnio injetado diretamente no joelho. Foi relatado que o 0z6nio atuou como anti-inflamatério

reduzindo os niveis de IL-12p70 e TNF-a (citocinas pro-inflamatérias) e aumentando a
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producdo de IL-10 (citocina anti-inflamatéria). Esses autores ressaltaram ainda que a
ozonioterapia foi capaz de reduzir a inflamagdo e que os resultados foram mais expressivos

quando avaliados 72h apds a aplicacao.

A avaliagdo histopatolégica nio detectou a presenga de alteragdes glandulares em nenhum
momento dos experimentos, incluindo grupo controle e grupo tratado, indicando que o oxigénio
€ a mistura gasosa oxigénio-ozonio ndo causaram lesdes degenerativas no endométrio. No
experimento 1 foi observada grande frequéncia de éguas com edema endometrial e reduciao do
grau no tempo 2 em todos os grupos. A diminuicdo dos graus de edema detectados nas éguas
que receberam aplicacdo exdgena de estrégeno pode ser explicada pela diminui¢do do efeito
hormonal com o passar do tempo, pois o mesmo padrdo se repetiu nos dois grupos
experimentais. Diferentemente do observado no experimento 2, em que ocorreu reducio da

presenca e grau de edema endometrial no grupo tratado.

A necrose endometrial ndo foi um achado comum nas bipsias uterinas, sendo detectada
em apenas trés animais no experimento 1 e um animal no experimento 2, esta mesma frequéncia
foi mantida nos dois tempos avaliados. As dreas de hemorragia foram mais frequentes no
experimento 1, sendo que se observou redug@o na sua frequéncia no tempo 2 no grupo tratado
com a mistura gasosa-oxigénio ozonio. No experimento 2 nao houve o diagnéstico de nenhuma
égua com a presenca de hemorragia, nem antes e nem apds o tratamento nos dois grupos
experimentais. A presenca de hemorragia endometrial pode ser fisiol6gica, acontecendo com
maior frequéncia no estro (SASANI; GHARAGOZLOU, 2002), explicando a presenca desses

achados apenas no experimento 1.

Os resultados histopatolégicos foram similares aos descritos por Ferreira et al., 2021, que
avaliaram os efeitos da insuflagdo intrauterina da mistura gasosa o0xigénio-ozOnio no
endométrio de éguas na concentragdo de 21 e 42 pg/ml pela histopatologia e histomorfometria.
Esses autores também nao observaram mudangas histopatoldgicas associadas a degeneragdo
endometrial, como fibrose periglandular e atrofia endometrial. Areas discretas de hemorragia
multifocal foram detectadas em todas as amostras e, por fim, nas amostras apds o experimento,

constatou-se a presenca de infiltrado inflamatério, mas sem indicativos de necrose tecidual.

A densidade volumétrica referente aos vasos sanguineos endometrias em ambos 0s
experimentos foi distinta aquela observada por Ferreira et al. (2021) que constataram efeito
positivo nos pardmetros vasculares associados aos grupos tratamento, o aumento de vasos

sanguineos e do grau de vascularizacdo endometrial. Deve-se ressaltar que o intervalo entre a
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ultima insuflagdo e a coleta da bidpsia realizado por Ferreira et al. (2021) foi de 24h e, no

presente estudo, foi de aproximadamente 8 dias.

Calderon et al. (2016) avaliaram a altura do epitélio colunar, vasos sanguineos endometriais
e células do estroma em mulheres observando um efeito positivo da irrigacdo uterina com
solu¢do salina ozonizada sobre esses parametros e concluindo que o tratamento apresentou
efeitos favoraveis sobre a histologia tecidual. No entanto, ponderam que mais estudos devem

ser realizados para avaliar a receptividade endometrial assim como as taxas de gestagao.
7 CONCLUSAO

A aplicagdo intrauterina da mistura gasosa oxigénio-oz0nio na concentracdo de 44 pg/mL,
assim como do gds oxigénio, em éguas nao implicou em alteragdes citoldgicas, histopatoldgicas
e histomorfométricas compativeis com degeneracdo do tecido endometrial. A arquitetura
endometrial observada na histologia e histomorfometria se manteve semelhante antes e apds o
experimento, tanto no grupo tratado quanto no controle. Ocorreu reducdo na contagem de
PMN/campo apds o protocolo de insuflacdes uterinas com a mistura gasosa oxigénio-0zonio
nas éguas diagnosticadas com endometrite, indicando que este tratamento pode auxiliar na

reducdo da inflamagao uterina.
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ANEXO 1 - CLASSIFICACAO DO ECC EM CAVALOS

ESCORE

DESCRICAO

1  Extremamente
magro

2 | Muito magro

3 Magro

4 | Moderadamente
magro

5 Moderado

6 Moderadamente
gordo

7 Gordo

8 | Muito gordo

9 | Extremamente
gordo

Sem tecido adiposo palpavel e estrutura Ossea da cernelha e
escapula facilmente palpdveis;

Processos espinhosos lombares, inser¢do da cauda, costelas e tuber
do coxal proeminentes;

Pouca quantidade de tecido adiposo e estruturas sseas da cernelha,
pescoco e escapula palpdveis;

Processos espinhosos lombares, inser¢cdo da cauda, costelas, tuber
do coxal proeminentes;

Tecido adiposo cobrindo metade dos processos espinhosos
lombares, processos transversos lombares ndo palpaveis e fina
camada de tecido adiposo cobrindo as costelas

Processos espinhosos e costelas facilmente identificados, tuber do
coxal arredondado, tuberosidade isquidtica ndo visivel e a estrutura
6ssea da cernelha, pescogo e escdpulas pouco perceptiveis;

Sulco ao longo da coluna, ténue contorno das costelas, tecido
adiposo palpavel na insercdo da cauda;

Tuber do coxal ndo se apresenta mais visivel e estrutura 6ssea da
cernelha, pescogo e escdpulas pouco perceptiveis;

Coluna nivelada e com costelas nido sdao visualizadas, mas
facilmente palpadas e tecido adiposo macio a palpac¢do na insercao
da cauda;

Pescogo e escdpula com presenga de tecido adiposo, conferindo ao
animal uma conexdo “fluida” dessas estruturas com o restante do
Corpo;

Pequena depressao na linha da coluna, com tecido adiposo sobre as
costelas e insercao de cauda se apresentam esponjosos a palpacdo;
Inicio da deposicao de tecido adiposo na cernelha, pescoco e caudal
a escapula;

Depressao na linha da coluna e com costelas palpdveis, mas o tecido
adiposo entre elas pode ser sentido;

Tecido adiposo macio a palpa¢do na insercdo da cauda e deposicao
de tecido adiposo na cernelha, pescoco e caudal a escapula;
Depressdo na linha da coluna, dificuldade para palpar as costelas,
tecido adiposo muito macio a palpacdo na insercdo da cauda e
regido caudal da escdpula preenchida com tecido adiposo;
Espessamento do pescoco perceptivel e deposicao de tecido adiposo
na regido interna proximal caudal dos membros pélvicos;
Depressdao 6bvia na linha da coluna e tecido adiposo irregular
recobrindo as costelas, excesso de gordura na insercao da cauda,
escdpula e no pescoco, assim como na regido interna proximal
caudal dos membros pélvicos;

Regido ventral aos processos transversos lombares preenchida com
tecido adiposo;

Fonte: adaptado de Henneke et al. 1983.
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ANEXO 2 — CERTIFICADO DE APROVACAO DO PROJETO NO CEUA - UFV

CERTIFICADO

A Comissdo de Ftica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o processo n®
32/2021, intitulado “Efeito do ozonio endométrio e marcadores do estresse oxidativo de
éguas”, coordenado pela professora Bruna Waddington de Freitas do Departamento de
Veterinaria, esta de acordo com a Legislagdo vigente (Lei N” 11.794, de 08 de outubro de
2008), as Resolugdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCTIL, a DBCA (Diretriz Brasileira
de Pratica para o Cuidado € a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos) e as
Diretrizes da Pratica de Eutanasia preconizadas pelo CONCEA/MCTIC, portanto sendo
aprovado por esta Comisséo em 07/06/2021, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number 32/2021,
named “Effect of endometrial ozone and markers of oxidative stress in mares”, is in
agreement with the a actual Brazilian legislation ( Ler N® 11.794, 2008, Normative
Resolutions edited by CONCEA/MCTIC, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the
Care and Use of Animals for Scientific and the Guidelines of Practice the Euthanasia
recommended by CONCEA/MCTIC therefore being approved by the Committee on June 07,
2021 valid for 12months.

B
(S

Profa. Mariella Bontempo Duca de Freitas

Coordenadora
Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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ANEXO 3 - FICHA DE ACOMPANHAMENTO REPRODUTIVO

Twenwneves Ficha de Acompanhamento Reprodutivo 5;)5’ I.LABRAN

Laboratério de Reprodugdo Animal

Proprietario: Data: __ /[
Haras: Cidade:
Animal:
Idade:
Raga: Pelagem: Particularidade:
Doadora () Matriz () Receptora ()
Escore de condi¢ao corporal: ___/9 Peso: kg

Histérico reprodutivo
Numero de gestacoes: Numero de potros vidveis:

Histérico de aborto ou distocia: ( ) Nao () Sim — quando, causa, ficou gestante apds o
episodio?

Historico de infertilidade - perdas embriondrias precoces, quantas estacdes de monta vazia,
endometrite persistente pds-cobertura, endometrite infecciosa (diagnosticada via cultura?
bactérias, fungos):

Exames laboratoriais realizados:

Tratamentos realizados:

Outras enfermidades:

Exame clinico reprodutivo
e Avaliacdo da conformacao do perineo:
1. Anus deslocado cranialmente? ( ) nao ( ) sim

2. Vulva



a. () vertical ( ) horizontal
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b. () bordas cooptadas ( ) bordas ndo cooptadas — presenca de cicatrizes?

¢. comprimento vulvar (cm)

d. cm abaixo do assoalho pélvico
e. cm acima do assoalho pélvico

f. angulacdo vulvar — dois avaliadores:

Observagao:

Teste “Wind-suck”: ( ) Negativo ( ) Positivo

Palpaciao e Ultrassonografia Transretal

1. Utero penduloso? () ndo ( ) sim

Data Tonus Cérvix | Edema Ovario Ovario | Observacao
Direito | Esquerdo
. Liquido intrauterino ( ) ndo ( ) sim - cm e aspecto

. Presenca de cistos?

Observagao:

Palpacao digital da cérvix: () normal ( ) outro:

Avaliacao macroscopica do Lavado de Baixo Volume (LBV):

LVB 0: Limpo( ) Turvo+( ) Turvo++( )
LVB 1: Limpo( ) Turvo+( ) Turvo++( )
LVB 2: Limpo( ) Turvo+( ) Turvo++( )
LVB 3: Limpo( ) Turvo+( ) Turvo++( )
LVB4: Limpo( ) Turvo+( ) Turvo++( )
Avaliacio citologica:
LBV0: PMN/Campo:
PMN/ Células endometriais:
LBV1: PMN/Campo:

PMN/ Células endometriais:

Turvo +++
Turvo +++
Turvo +++
Turvo +++

Turvo +++




LBV2: PMN/Campo:

PMN/ Células endometriais:
LBV3: PMN/Campo:

PMN/ Células endometriais:
LBV4: PMN/Campo:

PMN/ Células endometriais:

Bidpsia uterina

Primeira coleta: // - Corno () esquerdo ( ) direito
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Segunda coleta: [/ - Corno () esquerdo ( ) direito




