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RESUMO

CAMPOS Jr, Leonardo Jos¢, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2023.
Tratamentos Alternativos aos Convencionais com Solucdo Fisiologica Ozonizada em
Fémeas Bovinas Lactantes com Endometrite Clinica Puerperal. Orientador: Jos¢ Domingos
Guimaraes. Coorientadores: Victor Henrique Gomez-Leon e Bruna Waddington de Freitas.

A ozonioterapia ¢ uma técnica que se baseia na utilizacdo do 0z6nio como agente terapéutico,
para infecgdes fingicas, bacterianas e virais. Levando em consideragdo animais de produgao, a
terapéutica enfrenta dois grandes desafios: a resisténcia a antimicrobianos e o elevado periodo
de caréncia para os residuos desses fArmacos nos produtos de origem animal. Buscam-se, diante
desses obstaculos, tratamentos alternativos, sendo um deles a solugao fisioldgica ozonizada. No
presente estudo, foram randomizados 67 animais, de 3 fazendas distintas, positivos para
endometrite, em 5 grupos: Tratados com lavado uterino com solugdo fisioldgica a 0,9 % NaCl
(SF; n=15), tratados com lavado uterino com solucdo fisioldgica ozonizada (SFOz; n=13),
tratados com lavado uterino com solucao fisioldgica ozonizada e infusdo uterina de cloridrato
de oxitetraciclina (SFOz+ATBi; n=13), tratados com lavado uterino com solug¢ao fisiologica e
infusdo uterina de cloridrato de oxitetraciclina (SF+ATBi; n=13) e, por fim, tratados
exclusivamente infusdo uterina de cloridrato de oxitetraciclina (ATBi; n=13). Imediatamente
apOs o tratamento, as vacas foram submetidas ao protocolo de inseminag¢ao artificial em tempo
fixo (IATF). O tratamento com SFOz e SFOz+ATBi ndo apresentou diferencas (P>0,05) em
relagdo a taxa de concepcdo e a taxa de animais curados, quando comparados com os outros
tratamentos convencionais; ja a SF se mostrou menos eficaz em relacdo a taxa de animais
recuperados, quando comparado com o ATBi (P<0,05). J& a taxa de concepcao ao final das 3
inseminagdes consecutivas ao tratamento foi diferente (P<0,05), onde a fazenda B foi mais
eficiente que a fazenda A e C. Ja na cura clinica final, foi mais eficiente na fazenda A e B em
relacdo a fazenda C. Houve correlacdo quanto a classificagdo ultrassonografica em cruzes com
o padrdo ouro de diagnostico, a percentagem de polimorfonucleares no exame citologico do
utero (r=0,50). Em conclusdo, o tratamento com solucao fisioldgica ozonizada se apresentou
como uma boa alternativa ao tratamento para endometrite, mostrando eficacia semelhante aos
tratamentos convencionais, podendo ser empregado em substituicdo aos antibioticos.
Entretanto, o uso da solugdo fisiologica ndo associada ao uso de antibidticos ou solugdes
oxidativas pode apresentar baixa eficacia no tratamento de endometrite. Além disso, o0 manejo

no qual os rebanhos sao submetidos influéncia de forma significante na resposta ao tratamento.



Palavras-chave: Bovinocultura de leite. Metrite. Ozonioterapia.



ABSTRACT

CAMPOS Jr, Leonardo José, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February 2023.
Alternative treatments to conventional ones with ozonized physiological solution in
lactating bovine females with clinical puerperal endometritis. Advisor: Jos¢ Domingos
Guimaraes. Co-advisors: Victor Henrique Gomez-Leon and Bruna Waddington de Freitas.

Ozone therapy is a technique based on the use of ozone as a therapeutic agent for fungal,
bacterial and viral infections. Taking into account production animals, therapy faces two major
challenges: resistance to antimicrobials and the long withdrawal period for residues of these
drugs in products of animal origin. Faced with these obstacles, alternative treatments are sought,
one of which is the ozonated saline solution. In the present study, 67 animals, from 3 different
farms, positive for endometritis, were randomized into 5 groups: Treated with uterine lavage
with 0.9% NaCl saline solution (SF; n=15), treated with uterine lavage with saline solution
ozonized (SFOz; n=13), treated with uterine lavage with ozonized saline solution and uterine
infusion of oxytetracycline hydrochloride (SFOz+ATBi; n=13), treated with uterine lavage with
saline solution and uterine infusion of oxytetracycline hydrochloride (SF +ATBi; n=13) and,
finally, treated exclusively with uterine infusion of oxytetracycline hydrochloride (ATBi;
n=13). Immediately after treatment, the cows were submitted to the fixed-time artificial
insemination (FTAI) protocol. The treatment with SFOz and SFOz+ATBi did not show
differences (P>0.05) in relation to the conception rate and the rate of cured animals, when
compared with the other conventional treatments; SF, on the other hand, was less effective in
relation to the rate of recovered animals, when compared to ATBi1 (P<0.05). The conception rate
at the end of the 3 consecutive inseminations to the treatment was different (P<0.05), where
farm B was more efficient than farm A and C. As for the final clinical cure, it was more efficient
in farm A and B in relation to farm C. There was a correlation regarding the ultrasonographic
classification in crosses with the diagnostic gold standard, the percentage of polymorphonuclear
cells in the cytological examination of the uterus (r=0.50). In conclusion, treatment with
ozonated saline solution was a good alternative to treatment for endometritis, showing similar
efficacy to conventional treatments, and can be used instead of antibiotics. However, the use of
saline solution not associated with the use of antibiotics or oxidative solutions may have low
efficacy in the treatment of endometritis. In addition, the management in which the herds are

submitted significantly influences the response to treatment.

Keywords: Dairy cattle. Metritis. Ozone therapy.
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1. INTRODUCAO

O puerpério de fémeas bovinas ¢ marcado pela ocorréncia de diversas doencas que
atingem os rebanhos com alta frequéncia, com destaque para as infecgdes uterinas. Gastos
elevados com tratamento, diminui¢ao de consumo de matéria seca, atraso na involugao uterina,
diminui¢ao producdo de leite e, em alguns relatos, subsequentes casos de subfertilidade sdo
algumas das perdas observadas nessas ocasioes.

A capacidade de uma vaca permanecer em um rebanho por mais tempo esta associada
aos eventos que podem ocorrer durante o periodo pds-parto. Nesse contexto, o resultado
reprodutivo mais efetivo em uma fazenda consiste na capacidade das fémeas bovinas em
produzir um bezerro por ano, aumentando, dessa forma, a produtividade no periodo em
lactagdo, bem como o numero de bezerros nascidos por ano no rebanho. Entretanto, para que
essa meta seja alcangada, € necessario o rapido retorno a ciclicidade apds o parto, favorecendo
a concepcao até os 90 dias pos-parto, obtendo, assim, intervalo de partos de 12 meses (Marques
Junior, 1993; Horta, 1995; Kask et al., 2003).

Dentre as principais enfermidades reprodutivas que acometem as fémeas bovinas, as
infecgOes uterinas se destacam em fun¢do de sua grande incidéncia, principalmente no que
concerne aos rebanhos leiteiros (Fernandes, 2001). A infeccdo uterina ndo se restringe,
unicamente, aos danos diretos da patologia no 6rgdo genital, permanecendo, além disso,
associada aos gastos elevados com tratamento, a diminui¢ao no consumo de matéria seca, ao
atraso na involugdo uterina, a diminuicdo da producdo de leite e, em alguns relatos, aos
subsequentes casos de subfertilidade (Lewis, 1997; Bell e Roberts, 2007; Sheldon, 2007,
Martins et al., 2010).

As infeccdes uterinas podem ser classificadas levando em consideragdo o grau de
comprometimento tecidual acometido do animal sendo: endometrite, miometrite, panmetrite e
parametrite, referindo-se, respectivamente, a inflamacdo do endométrio, do miométrio, do
perimétrio e dos tecidos adjacentes ao utero, tais como os tecidos de sustentacao (Jones, 2000).

A incidéncia de endometrite e metrite em rebanhos bovinos varia, de maneira
significativa, de acordo com o sistema de produgdo e fase de produg¢do mediante aos quais o
animal esta submetido. Martins (2010) verifica a incidéncia de 64 % de endometrite e metrite
em sistema de producao leiteira no qual vacas da raga Holandesa eram mantidas confinadas em
estrutura de free-stall, em periodo de até 42 dias pos-parto.

Hodiernamente, o plano terapéutico convencional mais empregado nos tratamentos para

endometrite e metrite consiste no uso de antibioticos, administrado por via parenteral e/ou por
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infusdes uterinas. A pauta de discussdo cientifica a respeito desse tipo de tratamento, por sua
vez, consiste, principalmente, na questdo econdmica atrelada ao descarte do leite, bem como no
periodo de caréncia do abate em relagdo aos residuos para o consumo humano dos produtos de
origem animal. E valido ressaltar, além da questio econdmica levantada, a problematica
envolvendo a grande variagdo da sensibilidade dos microrganismos as diferentes drogas
utilizadas (Norell e Packham, 1992), sendo um fator de grande relevancia no estabelecimento
ou ndo dessa conduta de tratamento. Dessa forma, o uso de métodos alternativos frente a
utilizacdao indiscriminada de antibioticos torna-se, por conseguinte, um fator positivo para
modernizagdo da pecuaria (Fernandes, 2001).

A ozonioterapia, técnica que utiliza o 0z6nio como agente terapéutico para diversas
patologias (Bocci, 1998), vem sendo cada vez mais estudada em diversas vias de aplicagdo e
finalidades distintas como tratamentos alternativos, como por exemplo, para o tratamento de
infecgdes fingicas, bacterianas e virais (Guerra et al., 1999). Por meio do ozdnio terapéutico,
Quintana et al. (2019) obtiveram resultados positivos com uso de o6leo ozonizado nos
tratamentos para mastite subclinica em fémeas bovinas, causada por Staphylococcus aureus.
Imhof et al. (2019) verificaram diminui¢ao do periodo em servigos e consequentemente do
intervalo de partos, quando utilizou a espuma de ozdnio intrauterina versus bolus intrauterino
de oxitetraciclina para o tratamento de reten¢do de placenta.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo, identificar vacas com
endometrite clinica por meio da classificacdo baseada em Sheldon et al. (2006) e avaliagdes
complementares, como a dos parametros fisicos do contetido intrauterino, avaliagdes
ultrassonograficas e citologia uterina; testar protocolo alternativo para tratamento de
endometrites em vacas no periodo puerperal; avaliar o tratamento de solucdo fisioldgica
ozonizada para casos de endometrite clinica; avaliar a eficdcia dos tratamentos empregados
sobre a taxa de concepcdo na 1* inseminagao até a terceira inseminagao pos tratamento; verificar
a acuracia no diagndstico de endometrite por diferentes protocolos empregados; avaliar o efeito

fazenda/manejo sobre a eficacia do tratamento.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fisiologia reprodutiva de fémeas bovinas

A fisiologia da fémea estd relacionada com vérios eventos, incluindo a producdo de

odcitos, comportamento sexual e ovulacdo, os quais sdo diretamente influenciados pelo ciclo
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estral do animal. Esse ciclo ¢ regulado por hormdnios que controlam a ovulagdo, gestacdo e
fecundagdo, como o GnRH produzido no hipotalamo, FSH e LH produzidos na hipofise
anterior, estradiol e progesterona produzidos nos ovarios e prostaglandinaF2a produzida no
utero (Gonzales, 2002).

Durante o periodo fetal, a partir do terco inicial da gestacdo, inicia-se a multiplicagdo
das células germinativas nas fémeas, resultando na formagdo dos foliculos ovarianos e dos
odcitos. Esse processo cessa antes do nascimento, de modo que, ao nascer, o ovario ja contém
um numero definido de foliculos capazes de chegar a ovulagdo. Durante a vida fetal e pré-
pubere, os oocitos permanecem parados (fase de repouso) e s6 voltam a se desenvolver na
puberdade. Na fase adulta, o desenvolvimento dos foliculos até a ovulagdo é controlado por
varios horménios (Niciura, 2008).

Durante cada ciclo estral, podem ocorrer trés ondas de crescimento folicular, com a
primeira detectada no dia 0, a segunda até o dia 10 e a terceira até o dia 17. Em cada onda, de
10 a 50 foliculos sao recrutados para crescerem, mas apenas um ¢ selecionado e ovulado. Esse
foliculo dominante, presente no ovario na ultima onda do ciclo estral, é responsavel por ovular
e impedir a ovulagdo dos outros foliculos subordinados que entram em atresia. Apds a ovulagao,
as células do foliculo passam por uma luteinizagdo e formam o corpo luteo (Niciura, 2008).

Os ovarios possuem outra funcao, que ¢ a producdo de hormonios esteroides, como o
estradiol e a progesterona. O estradiol ¢ produzido pelas células dos foliculos ovarianos e causa
impacto no Sistema Nervoso Central (SNC), induzindo o comportamento de cio na fémea. Ele
também ¢é responsdvel por aumentar a massa do endométrio e provocar a contratilidade
muscular no utero. Além disso, o estradiol estimula o desenvolvimento das caracteristicas
sexuais secundarias e da glandula mamaria, regulando ainda a liberagdo do FSH e LH. A
progesterona ¢ produzida pelas células luteinicas do corpo luteo e atua no endométrio,
garantindo a implantagdo do embrido, mantendo a gestagdo e contribuindo para o
desenvolvimento da glandula mamaria. Altas concentragdes de progesterona tém o efeito de
inibir o cio e a onda pré-ovulatéria de LH (Niciura, 2008).

Durante o ciclo estral, a liberagdo do GnRH desencadeia a produgao e liberacdo de FSH
e LH, que atuam nos ovarios. O FSH ¢ responsavel pelo recrutamento folicular e estimula o
crescimento inicial dos foliculos ovarianos, enquanto o LH ¢ responsavel pelo crescimento final
do foliculo dominante, ovulacao e formagao do corpo luteo (luteinizagao) (Soares e Junqueira,
2018). Sob estimulo do FSH e do LH, ocorre a produgdo e liberacao de estradiol pelo foliculo
ovariano e, apos a ovulacdo, o LH induz a luteiniza¢do das células da granulosa e teca e a

secrecao de progesterona pelo corpo luteo. O estradiol inibe a secre¢do de FSH e estimula a de
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LH, que aumenta significativamente 3 dias antes da ovulagdao. Em contrapartida, a progesterona
inibe a liberacdo de LH e mantém a gestagdo (Cerezetti et al., 2019). Assim, os ciclos estrais
podem ser divididos em fase estrogénica e luteinica. Durante a fase estrogénica, ocorre o
desenvolvimento do foliculo que resultara na ovulacao. Essa fase se divide em proestro e estro,
sendo caracterizada pelo predominio do estrégeno (Santos et al., 2012). Ja a fase luteinica ¢
marcada pelo desenvolvimento do corpo luteo, que ¢ responsavel pela producdo de
progesterona. Nessa fase, acontecem o metaestro e diestro. Durante o metaestro e diestro, ha
um aumento na produgdo de progesterona, enquanto no proestro e estro, ha uma queda na sua
produgdo. O periodo entre o parto e o ressurgimento do estro ¢ chamado de anestro, no qual
nao ha manifestagdo do ciclo estral (Hafez, 2004).

O éapice pré-ovulatério do LH acontece nas primeiras seis horas apos a aceitacao da
primeira monta, ¢ a ovulacao ocorre cerca de 20 horas depois do pico de LH. Portanto, em
média, a ovulagdo ocorre 27 £+ 5 horas apds o inicio do cio. Apoés a ovulagdo, as células do
foliculo ovariano que liberou o odcito sofrem luteinizagdo, dando origem ao corpo luteo que
comeca a secretar progesterona na fase luteinica. A secrecao de progesterona ¢ mantida até a
fase de reconhecimento materno da gestacdo. Se houver gestacdo positiva, com a presenga de
concepto no interior do utero, o corpo liteo continua a sintetizar progesterona, fungdo que ¢
posteriormente realizada pela placenta. Por outro lado, na auséncia de gestacao, ocorre a lise do
corpo luteo (lutedlise), devido a agdo da PGF2a produzida no endométrio. Isso interrompe a
sintese de progesterona, e novo ciclo estral tem inicio (Niciura, 2008).

O ciclo estral em bovinos ¢ dividido em quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro.
A duracao do ciclo estral ¢ medida a partir do intervalo entre dois cios, que €, em média, de 21
dias, mas pode variar de 17 a 24 dias. Como a vaca € uma fémea poliéstrica ndo estacional ou
poliéstrica continua anual, o cio ocorre em intervalos regulares durante todo o ano,
independentemente da estacdo do ano ou da luminosidade (Niciura, 2008).

Durante o proestro, que ¢ o periodo compreendido entre a lutedlise e a primeira
aceitagdo de monta, ocorre o crescimento folicular (fase folicular) e aumento da atividade dos
orgaos reprodutivos. Nessa fase, ocorre o crescimento folicular final, a regressdo do corpo luteo
do ciclo estral anterior e aumento do Utero e da atividade secretdria das glandulas endometriais.
A mucosa vaginal torna-se hiperémica (avermelhada), assim como a vulva, que também fica
edemaciada, hiperémica e umida. A fémea apresenta alguns sintomas, como inquietagdo, cauda
erguida, mic¢do constante, eliminagdo de muco cristalino e transparente pela vulva e perda de

apetite (Niciura, 2008; Soares e Junqueira, 2018).
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Durante a fase de estro, as fémeas bovinas apresentam manifestagdes comportamentais
caracteristicas, incluindo imobilidade durante a monta, comportamento homossexual, descarga
de muco vaginal, mugidos frequentes, intensa movimentacdo ¢ aumento na frequéncia de
micg¢ao, entre outras. Por muito tempo, essas caracteristicas foram e ainda sdo utilizadas para a
deteccdo convencional do estro (Baruselli et al., 2007). No entanto, as manifestagcdes do estro
sdo influenciadas por diversos fatores, incluindo idade (De Silva et al., 1981), producao de leite
(Van Vliet e Van Eerdenburg, 1996), condi¢des ambientais (White et al., 2002) e fatores sociais,
como hierarquia (Landaeta-Hernandez et al., 2004).

O metaestro ¢ considerado uma fase progestacional, marcada pelo aumento dos niveis
de progesterona e pela presenca do corpo luteo hemorragico. Nessa fase, o miométrio passa por
um relaxamento progressivo, o que faz com que o Utero que estava firme comece a relaxar. E
possivel encontrar uma secre¢ao palida, escassa e espessa, enquanto a vulva nao apresenta mais
edema e a vaca rejeita a monta. E comum ocorrer sangramento nessa fase. E importante ressaltar
que o metaestro ¢ a fase em que ocorre a ovulagio (Colazo e Mapletoft, 2017).

O diestro € a fase mais extensa do ciclo estral, durando cerca de 10 a 13 dias. Durante
essa fase, hd um predominio da progesterona e a presenca do corpo liteo maduro. O miométrio
passa por um relaxamento, enquanto as ondas foliculares continuam a crescer. A cérvix
encontra-se fechada, e a vagina apresenta uma secre¢do escassa € espessa, com coloragao
palida. A vulva ndo apresenta edema nessa fase (Silva, 2021).

Em caso de estabelecimento de gestacdo, a producdo de progesterona ¢ mantida,
inicialmente pelo corpo luteo e depois pela placenta, e ndo ocorrera o inicio de novo ciclo estral.
No final da gestacdo, a concentragdo de gonadotrofinas diminui devido a retroalimentagao
negativa intensa da progesterona e do estrogeno. Apos o parto, as concentracdes de FSH
aumentam, levando a emergéncia da primeira onda de crescimento folicular dentro de 2 a 7 dias
apos o parto (Wiltbank et al., 2002). No entanto, para que ocorra a ovulagdo do foliculo
dominante, € necessario que a frequéncia dos pulsos de LH atinja aproximadamente um pulso
por hora (Bo et al., 2003). A auséncia ou inadequagao na pulsatilidade de LH impede que essas
estruturas se desenvolvam para além do didmetro da divergéncia folicular. Apos o parto, o
periodo necessario para que o utero volte ao tamanho e ao estado fisioldgico normal (involugao
uterina), permitindo o estabelecimento de nova gestagao, ¢ de 18 a 25 dias (Rhodes et al., 2003;

Niciura, 2008).
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2.2. Infec¢des uterinas no puerpério

Compreendido entre o parto e o primeiro estro fértil pos-parto, o puerpério ¢ dividido
em trés fases: puerpério precoce, intermediario e fase pds-ovulatéria. Na primeira fase, a
hipofise encontra-se refrataria ao hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), devido a
elevada concentracdo de progesterona no sangue; possuindo como intervalo o periodo
compreendido entre o primeiro dia ao 14° dia apos o parto. J& na segunda fase, a hipdfise
encontra-se responsiva ao GnRH até a ocorréncia da primeira ovulacao, que ocorre de 12 a 16
h apos o término do estro. A terceira fase, por sua vez, compreende o periodo desde a primeira
ovulacdo até a involucdo uterina completa, sendo que sua duragdo ¢ dependente das condigdes
fisiologicas da vaca apds o parto (Olson et al., 1986; Marques Junior, 1993; Horta, 1995).

No puerpério, diversos fatores favorecem o aparecimento de infecg¢des, tais como: ma
higiene; nutri¢cdo inadequada; e complica¢des do parto, como a retenc¢ao de placenta, distocias,
prolapso uterino e até mesmo algumas lesdes traumaticas que afetam diretamente o mecanismo
de defesa do animal. Além disso, naturalmente, as barreiras fisicas, como a vulva e cérvix, estdo
rompidas, facilitando também a instalacdo de infecgdes uterinas (Olson et al., 1986).

Existem varios tipos de infec¢des uterinas que podem ocorrer durante o puerpério de
vacas. Alguns dos tipos mais comuns incluem: metrite puerperal aguda, uma infec¢do
bacteriana aguda que ocorre geralmente nos primeiros dias apds o parto; e piometra, uma
infeccdo cronica do utero que ¢ caracterizada pela presenca de pus; e endometrite, uma
inflamacdo do endométrio, que ¢ a camada interna do utero, muitas vezes causada por infec¢ao
bacteriana (Correa, 2023). Esta tltima, pode ser causada por microrganismos inespecificos
naturalmente presentes no meio ambiente, tais como A. pyogenes, E. coli, Haemophillus
somnus, Pasteurella sp., Flavobacterium sp., Streptococcus sp., Enterobacter sp., Bacillus
cereus, Citrobacter sp., Trueperella pyogenes e Bacteroides melaninogenicus.

Gilbert et al. (2005) por meio do método de citologia uterina para diagndstico,
verificaram a prevaléncia de endometrite clinica de 53 % nos rebanhos leiteiros dos Estados
Unidos. Ja Quintela et al. (2010) utilizando métodos de citologia uterina e ultrassonografia,
verificaram incidéncia da endometrite de 45,7 % na Espanha. Segundo Baranski et al. (2012)
alguns animais podem manifestar baixa resposta inflamatdria, com auséncia de sinais clinicos
da endometrite. Desta forma, a apresentacao da doenca ¢ denominada endometrite inaparente
ou subclinica, sem a ocorréncia de secrecao purulenta, sendo necessaria a utilizacdo de métodos
diagnoésticos complementares, como a ultrassonografia, biopsia uterina e exame citologico

(Thomé et al., 2013).
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2.3. Diagnéstico

Levando em consideracdo que o diagnostico e tratamento da endometrite possui
caracteristicas rebanho-especificas, a eficadcia no contexto diagnostico e tratamento estara
diretamente relacionada ao método diagndstico utilizado, a prevaléncia da doenca na fazenda e
aos métodos de tratamento (LeBLANC, 2008). Todavia, visando rapida recuperagdo do animal
acometido, o método diagnostico se torna de suma importancia, dessa forma identificando a
presenca de infeccao uterina e direcionando um tratamento adequado (Sheldon, 2004).

O diagnéstico definitivo da endometrite é feito a partir do exame histopatolégico do
utero, por meio de uma bidpsia uterina, predizendo a fertilidade subsequente do animal (Bonnet
et al., 1993). Entretanto, devido ao fato da biopsia uterina ser um procedimento invasivo que
pode causar desconforto ¢ dor nos animais, podendo levar a reagdes adversas, raramente €
executada na pratica com bovinos.

No que se refere a metrite ou endometrite clinica puerperal, a avaliagdo do 6rgao genital
externo, palpacgdo retal, vaginoscopia ou ultrassonografia sdo uteis para o diagndstico das
doencas uterinas. Na palpacao retal, ¢ possivel avaliar a consisténcia, o tamanho e a posi¢ao
dos orgaos reprodutivos e identificar alteracdes como a presenca de fluidos anormais, tecido de
cicatrizagdo e outras alteragdes na estrutura do utero. A vaginoscopia € uma técnica usada para
avaliar os o6rgaos reprodutivos das vacas (Domingos, 2009). Em vacas com endometrite, a
vaginoscopia pode ser usada para avaliar a presenca de descarga vaginal purulenta, bem como
observar possiveis lesdes ou inflamagdes no utero e outras partes dos drgaos reprodutivos. Por
sua vez, na ultrassonografia, € possivel avaliar a presenca de inflamagao, excesso de fluidos,
tecido de cicatrizacdo, e a estrutura e fun¢do do tutero e ovarios (Barlund et al., 2008).

A presenga de fluido intrauterino em vacas com endometrite pode ser causada por uma
resposta inflamatoria do Utero, que leva a um actimulo de fluido como parte do processo
inflamatoério. O fluido pode conter células inflamatorias, proteinas e bactérias, que contribuem
para a inflamacao e a infec¢do uterina. Além disso, outras condigdes, como retengdo de placenta
ou outras infec¢des uterinas, também podem contribuir para a presenga de fluido intrauterino
em vacas com endometrite. No entanto, ¢ importante ressaltar que nem todas as vacas com
endometrite apresentam fluido intrauterino e que a avaliagdao diagnostica deve ser realizada de
forma individualizada (Kasimanickan et al., 2004; Meira Jr, 2014).

Kasimanickan et al. (2004) compararam a palpacdo retal, ultrassonografia e citologia
uterina (padrdo ouro) como métodos de diagndstico em 228 vacas e concluiram que o

diagnostico baseado exclusivamente na palpagao retal foi subjetivo, mas quando comparou com
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a avaliacdo ultrassonografica ou citologia uterina obteve alta correlagdo. Ja Mateus et al. (2002)
verificaram que a deteccdo de fluido intrauterino pela ultrassonografia correlacionou com a
existéncia de crescimento bacteriano. Todavia, a citologia endometrial ¢ a avaliagdo
ultrassonografica se mostraram de baixa correlagao, isso porque os dois métodos avaliam
diferentes parametros, onde o primeiro avalia a resposta de defesa celular e o segundo
demonstra o proprio mecanismo de defesa do ttero. Levando em consideragao que a propor¢ao
de endometrite ndo diagnosticada pelo ultrassom pode variar entre 10 e 20 %, dependendo da
metodologia utilizada para definir o ponto de corte na contagem de células polimorfonucleares
(PMN) no exame citoldgico (Quintela et al., 2010).

A citologia endometrial ¢ considerada o padrdo ouro no diagnodstico das infecg¢des
uterinas, isto porque, € possivel detectar casos clinicos de endometrite e até mesmo os casos de
endometrite subclinica ou citoldgica (Kasimanickam et al., 2004; Gilbert et al.,2005; Barlund
et al., 2008). De acordo com a propor¢do das células PMN encontradas em uma avaliagdo
citologica, podendo ser obtida de uma vaca saudavel, este animal pode apresentar o que
chamamos de endometrite citologica ou endometrite suclinica, onde clinicamente ndo
observamos caracteristicas dedutivas de diagnéstico (Kaufmann et al., 2009).

Ainda assim, existe correlacdo direta com os aspectos fisicos da secrecdo vaginal em
relagdo aos agentes causadores da endometrite. Exsudado vaginal de aspecto purulento,
normalmente esta correlacionado a presenca dos agentes Arcanobacterium pyogenes,
Fusobacterium necrophorum e Proteus sp. (Studer e Morrow, 1978; Willians et al., 2005). Ja
Willians et al. (2005) constataram que infeccdes onde estdo presentes 4. pyogenes, E. coli e
Manheimia haemolytica, geralmente possuem caracteristicas de secregdes com odor fétido.

Além dos exames diagnoésticos ja citados, o diagnostico da endometrite pode envolver
diferentes técnicas, incluindo o Metricheck, a analise de esterase leucocitaria e marcadores
sanguineos. O Metricheck ¢ um método de avaliagcdo da consisténcia e do volume do muco
vaginal, que pode indicar o estado de saude do tutero e a presenga de infecgdes uterinas. A
analise de esterase leucocitaria € uma técnica que avalia a contagem e o tipo de células presentes
em amostras uterinas, o que pode indicar a presenca de inflamag¢ao e/ou infec¢do uterina. Por
sua vez, os marcadores sanguineos, como a proteina C-reativa (PCR) e as concentracdes de
diferentes metabdlitos no sangue, também podem ser avaliados para detectar a presenca de

inflamacao e estresse metabodlico associados a endometrite (Kimura et al., 2002).
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2.4. Tratamentos

O tratamento da endometrite, seja ela clinica ou subclinica, parte de principios que
visam fortalecer o sistema de defesa intrauterino e acabar com os agentes patoldgicos presente,
de forma a manter a integridade do tecido endometrial, podendo assim melhorar o reparo
tecidual e ndo ocorrer casos de subfertilidade posteriores (LeBLANC, 2008). Entretanto, a
obtenc¢do de prognoéstico favoravel em vacas de leite depende do estado fisiologico em que o
animal se encontra, a sensibilidade dos patdégenos aos farmacos utilizados, a disponibilidade
desse farmaco no tecido alvo e da quantidade de exsudato intrauterino (Azawi, 2008).

Existem diversos farmacos com diferentes mecanismos de agdo que sdo utilizados no
tratamento da endometrite, sendo observado principalmente a prostaglandina F2a (PGF2a) e
antibioticos, sejam eles de forma parenteral ou local, por meio da infusdo uterina, que ainda
tem sua eficacia questionada (Azawi, 2008).

Considerando as infecgdes uterinas, o tratamento mais utilizado € a antibioticoterapia,
de acordo com Sheldon e Dobson (2004). Soares (2015) relatou que a oxitetraciclina, um
antibiotico do grupo das tetraciclinas e atualmente o mais utilizado, apresentou elevada
resisténcia antibacteriana no tratamento de infecgdes uterinas puerperais. Isso mostra o
resultado do uso indiscriminado do fairmaco e seus pontos negativos.

Em relacdo a controvérsia da utilizacdo de fadrmacos via infusdo intrauterina, as
justificativas estdo embasadas no pH local, na presenga de matéria orgénica e principalmente
nas possiveis lesdes endometriais, pelo fato de alguns veiculos desses antibidticos serem
altamente irritante, ocasionando inadequada absorcao tecidual, bem como o descarte do leite
devido aos residuos de antibiotico. Em contrapartida, a justificativa para utilizagao local dos
antibidticos preza por agao amplificada local, onde € possivel obter maiores concentragdes e
associacdes medicamentosas (LeBLANC, 2008).

A PGF2a segue o principio de fortalecimento do sistema de defesa intrauterino, onde ¢
utilizada quando o animal apresenta um Corpo Luteo (CL) em um dos ovarios. Levando em
consideracdo que no periodo pos-parto o ambiente uterino ¢ favordvel ao crescimento
bacteriano, e que em condi¢des normais, em poucos dias esses micro-organismos sao liberados
do utero por meio das contragdes do miométrio, que ejeta o conteudo intrauterino através da
cérvix e pela atividade imunolégica do utero, a PGF2a se torna um farmaco de eleigdo no
tratamento dos casos de endometrite. Isso porque sua fun¢do ndo estd restrita apenas a posterior
elevagdo da concentracdo de estrogeno (E2) circulante em fun¢do da lutedlise, maior

crescimento folicular e aumento da imunidade uterina, mas também ocasionando contragdes do
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miométrio, visando a eliminagdo do contetido intrauterino, favorecendo assim a acao
imunologica do ttero no combate a infeccdo (Paisley et al., 1986). A utilizagdo de anti-
inflamatérios nao esteroidais pode ser indicada naqueles casos mais graves da doenca, visando
a analgesia, diminuicao da febre.

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) ou antibiograma ¢ a ferramenta
complementar ao tratamento com antibiodticos, tendo como objetivo minimizar os efeitos da
resisténcia bacteriana aos antibioticos, o exame permite verificar a sensibilidade ou resisténcia
das bactérias, para utilizar os farmacos de elei¢ao no tratamento de uma infecgdo (Santos et al.,

2012).

2.5. Ozonioterapia

A ozonioterapia, técnica que utiliza o 0z6nio como agente terapéutico para diversas
patologias (Bocci, 1998), vem sendo cada vez mais estudada em diversas vias de aplicagdo e
finalidades distintas como tratamentos alternativos (Guerra et al., 1999), tais como para
infecgdes fungicas, bacterianas e virais.

A molécula de 0zonio (O3) ¢ um oxidante mais potente do que o oxigénio (O2), porém
se torna instavel em altas concentracdes e apresenta curta meia vida, de aproximadamente 40
minutos a 20 °C (Merhi et al., 2019). Na medicina ¢ utilizado em uma mistura de 95 a 99 % de
oxigénio com 1 a 5 % de ozonio, oriundo de maquinas que o produzem a partir do oxigénio
medicinal (Sciorsci et al., 2020).

Devido a sua alta reatividade, o 0z6nio possui boa resposta no combate a bactérias,
fungos, virus e protozoarios, apresentando também a¢do analgésica e de estimulo do sistema
imune (Guerra et al., 1999; Merhi et al., 2019).

Normalmente o 0zénio ¢ administrado tanto na forma gasosa quanto dissolvido em
solucdes, como por exemplo a salina (NaCl a 0,9 %), porém podemos verificar administragdes
por meio de insuflacdo retal e uterina, administragdo de soro intravenoso ozonizada, oleo
ozonizado, entre outros (Bhatt; Bhat; Dhama, 2016).

Observando as possiveis aplicagdes praticas da ozonioterapia na reproducdo de
ruminantes, Djuricic et al. (2012) demonstraram que a aplicagdo preventiva de 0zonio aumenta
os indices reprodutivos de vacas no puerpério, reduzindo o periodo de servico. Em ovelhas que
apresentaram retencdo de placenta, foi comparado o uso de oxitetraciclina intrauterina e de
ozonio em spray, sendo verificado resultado igual ou superior no tratamento com ozonio em

relagcdo ao antibiotico de eleigao (Puri¢i¢ et al., 2016).
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No entanto, os efeitos positivos oriundos da utilizagdo clinica do o0zonio podem ser
controversos, principalmente em concentragdes mais elevadas, isso porque o grau de
acometimento tecidual do endométrio ndo ¢ totalmente compreendido. Neste contexto, estudos
que comprovem a eficiéncia da utilizacdo da técnica atrelada a viabilidade de aplicagdo na

rotina do manejo reprodutivo dentro das fazendas, ¢ de grande importancia.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Etica

Este estudo foi realizado em conformidade com as recomendacdes da Legislacdo
Brasileira, seguindo aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal de Vigosa (CEUA/UFV), processo n. 17/2022, no dia 19/07/2022.

3.2. Animais

No presente estudo, foram utilizadas 67 vacas da raca Holandesa-PB em lactagdo, com
idade variando entre 4 € 7 anos, com escore de condi¢do corporal entre 2,5 a 3,5 (escore de 1-
5; Dias et al. (2016)) a partir de 21 dias pds-parto e positivas para endometrite em pelo menos
um dos parametros avaliados. Os animais foram provenientes de fazendas atendidas pelo
Programa de Desenvolvimento de Pecuaria Leiteira da Universidade Federal de Vigosa
(PDPL/PCEPL-UFV) em parceria com o Laboratorio de Andrologia e Biotecnologias
Aplicadas a Reproducdo Animal do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de
Vicosa (DVT/UFV). Os animais foram mantidos confinados em “Compost Barn”, com dieta
fechada no cocho e balanceada de acordo com o zootecnista responsavel, com sal mineral e
agua de qualidade ad libitum. O manejo sanitario empregado foi o mesmo adotado pela fazenda,

visando a desvermifugacao e as vacinagdes anuais obrigatorias.

3.3. Historico

O historico dos animais foi obtido junto ao banco de dados da fazenda, e pelos
profissionais que trabalham no Setor Reprodutivo do PDPL/PCEPL-UFV. Foi produzida
individualmente uma ficha para cada animal, contendo: identificacdo do animal, data de

nascimento, data do parto atual e eventuais ocorréncias.
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3.4. Delineamento experimental

Na identificagdo e escolha dos animais que comporam a amostra experimental, as
fémeas que apresentaram secre¢ao vaginal purulenta apdés a 3* semana ou conteudo
mucopurulento apo6s 21 dias pds-parto, na auséncia de sinais sistémicos, foram considerados
com endometrite clinica (Sheldon et al., 2006), bem como os outros que foram positivos a partir
de 21 dias pos-parto na avaliagdo ultrassonografica e/ou de citologia uterina. Esses animais
passaram por avaliacdo via ultrassonografia modo B, sendo mensurada a espessura do ttero,
estagio ou fase da atividade ovariana e presenca de liquido intrauterino, também foi avaliado o
parametro fisico do liquido intrauterino, o aspecto. Apods essas avaliagdes, os animais foram
submetidos a coleta do contetdo intrauterino por meio de Lavado de Baixo Volume (LBV) para
citologia uterina.

Apbs a confirmagdo de endometrite, estando no intervalo pos-parto preconizado, os

animais foram subdivididos em cinco (05) grupos de tratamentos, sendo eles:

T1:(SF; n=15): Lavado uterino com soluc¢do fisioldgica;

T2:(SFOz; n=13): Lavado uterino com solucao fisioldgica ozonizada;

T3:(SFOz+ATBi; n=13): Lavado uterino com solugao fisiologica ozonizada associada a
antibioticoterapia por infusdo uterina;

T4:(SF+ATBi; n=13): Lavado uterino com solucdo fisiologica associada a
antibioticoterapia por infusdo uterina;

T5:(ATBi; n=13): Antibioticoterapia por infusdo uterina.

Imediatamente apods a execugdo dos tratamentos, iniciou-se o protocolo de inducdo do

estro e ovulagdo, com duracao de 10 dias, sendo a IA no décimo dia.

3.5. Avaliaciao Ultrassonografica

Visando a caracterizagdo da endometrite, os animais foram submetidos ao exame
ultrassonografico dos orgdos reprodutivos por via transretal, utilizando transdutor em
frequéncia 7,5 MHz (Mindray® 75L50EAV) acoplado ao ultrassom Mindray® Dp2200. Neste
exame, a presenca de fluido intrauterino foi classificada em sistema de cruzes, sendo uma cruz
(+) normalidade e de 2 (++) ou 3 (+++) cruzes indicando anormalidade, variando de forma

crescente com a quantidade de fluido. Os didmetros uterinos foram classificados como
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negativos (<3,5 cm), suspeitos (3,5>X<5 cm) ou positivos (=5 cm) de acordo com o critério
proposto por Kasimanickan et al. (2004). Foi avaliada também a func¢ao ovariana, classificando
os animais em fase estrogénica (auséncia de corpo liteo e maior crescimento folicular), fase
progesteronica (presenga de corpo lateo funcional) ou anestro (auséncia de corpo luteo

funcional).

3.6. Citologia Uterina

Para as analises da citologia uterina, as amostras foram colhidas por meio do LBV, onde
as vacas foram submetidas a sondagem intrauterina, por via transcervical, com o mandril
ajustavel para sonda Foley n°® 22. Posteriormente foi inflado o bulbo da sonda Foley com 20 mL
de solugdo NaCl 0,9 % para fixacdo da sonda no corpo do utero, sendo logo em seguida retirado
o mandril e acoplado ao equipo em Y de duas vias, proprio para o lavado intrauterino em fémeas
bovinas. Em uma via do equipo foi administrado 60 mL de solu¢dao NaCl 0,9 %, massageado o
utero manualmente por palpacao transretal e, recuperado os 60 mL, foram armazenados em 4
tubos Falcon 15 mL. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 400 g por 10 minutos e
o sobrenadante descartado de forma a restar 2 mL, sendo destinadas ao Laboratério para
realizagdo do exame citoldgico.

O esfregaco foi corado com o kit Pan6tica®. As avaliagdes foram realizadas com auxilio
de microscopia e luz (marca Olympus® modelo CX31), realizando a contagem de 200 células,
sob aumento de 1000x, para a determinagdo da porcentagem de células polimorfonucleares
(PMN). Antes do inicio da contagem, foi efetuada varredura de toda lamina, priorizando a
obtenc¢do de uma area com menor sobreposicao de células e artefatos. Foi preconizado 5 % de
PMN para confirmagao da presen¢a de uma resposta inflamatdria endometrial naqueles animais
que estiveram no periodo entre 40-60 dias pds-parto, como preconizado por Gilbert et al.
(2005). Todos os processamentos dessas amostras foram realizados no Laboratorio de Doengas

Bacterianas - LDBAC do Setor de Preventiva do Departamento de Veterinaria da UFV.

3.7. Parametros fisicos do exsudato intrauterino

A caracteristica fisica do exsudado uterino avaliada foi aspecto. Apos efetuado o LBV,
foi classificado o conteudo intrauterino em muco turvo (Mt), muco purulento (Mp) purulento
(P) e mucosanguinolento, de acordo com Grunert e Gregory (1984). Ao fim do experimento, o

resultado da avaliagdo foi correlacionado com os resultados obtidos no citoldgico.
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3.8. Tratamentos

Devido a limpeza fisica e local pelo lavado uterino apenas com solugao fisiologica
(Solucao Fisiologica 0,9 % - SF), podendo haver diversos casos de recuperagdo de endometrite,
o grupo controle de animais foi composto pelo tratamento apenas com o lavado uterino a base
de SF.

Independente do tratamento dentre aqueles que utilizaram lavado uterino (T1, T2, T3 e
T4), todos iniciaram com dois lavado consecutivos com SF, de volume variando de acordo com
a avaliagdo por meio da palpagdo transretal. Dessa forma, para o tratamento com SFOz,
inicialmente foi efetuada as duas lavagens da SF0,9 % e duas lavagens com a SFOz, totalizando
4 lavagens. E no caso do grupo controle, foram efetuadas 4 lavagens.

A solugao salina ozonizada (500 mL) foi produzida em campo por meio do processo de
micro borbulhamento (méquina OZONE & LIFE®) acoplada em um cilindro de oxigénio
médico, para conversao de oxigénio (O2) em ozonio (O3). A solugdo ozonizada foi preparada
na concentracdo de 9,36 ppm, de acordo com o protocolo: 500 mL da SF sob micro
borbulhamento por 10 minutos com a maquina OZONE & LIFE® regulada a 56 mg/L de
concentragdo de O3, % de fluxo de O2 e com temperatura local variando de 19 a 30 °C (De
Paula et al., 2021).

A infusdo uterina foi realizada com Metrifim®, antibidtico a base de cloridrato
oxitetraciclina a 5,7 % (ATBi). Nos grupos de tratamento (SFOz+ATBi e SF+ATBi) os
tratamentos com antibidtico foram associados aos lavados intrauterinos, sendo realizado a
infusdo imediatamente apds os lavados uterinos. J4 no grupo de tratamento (ATBi) que foi
realizado somente a infusdo uterina, ndo foi realizado nenhum outro procedimento de
tratamento a ndo ser a propria infusdo do medicamento de escolha. Para infusdo do
medicamento no limen uterino, foi utilizado um aplicador de sémen de inseminagao artificial
acoplado a uma bainha de inseminacdo artificial, e apds a passagem da cérvix e o
posicionamento do conjunto no local de deposi¢ao da medicacao, foi retirado o aplicador de
sémen e mantida a bainha de inseminagdo, logo em seguida, acoplada a seringa na bainha e
injetado o medicamento. Os tratamentos com antibidtico via infusdo uterina foram

padronizados em 3 gramas de cloridrato de oxitetraciclina por animal, em dose unica.
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3.9. Inseminacio artificial em tempo fico — IATF

Imediatamente apos a realizagdo dos tratamentos, foi iniciado o protocolo de IATF. O

protocolo base que foi empregado esta esquematizado na Figura 1.

Figura 1 - Esquema do protocolo de Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo

300Ul ecG
1mg CE

2mg BE 500pg CLOP 25mg LEC

[IMPa+ |iMPa- 1A

DO D8 D10

BE: benzoato de estradiol; CE: cipionato de estradiol; IMP4+: inser¢do do implante intravaginal de liberagdo lenta de
progesterona; IMP4-: retirada do implante intravaginal de liberagao lenta de progesterona; CLOP: cloprostenol (PGF2a); ecG:
gonadotrofina coridnica equina; LEC: lecirelina (GnRH); IA: Inseminacéo Artificial.

3.10. Analises estatisticas

Inicialmente foi realizada estatistica descritiva referente a frequéncia da eficacia de cada
tratamento. Posteriormente, por tratar-se de uma resposta dicotdmica, empregou-se a analise de
Kruskal Wallis para comparacao da eficacia entre os tratamentos. Correlagdo de spearman foi
realizada para analise entre os valores obtidos nos métodos de diagnosticos de endometrite,
caracteristicas do muco uterino na primeira inseminagao apos o tratamento com os tratamentos
empregados, numero de células polimorfonucleares, atividade ovariana e o didmetro dos cornos
uterinos na ocasiao do inicio do tratamento. Para as analises foi utilizado o programa estatistico

XREALSTATS.
4. RESULTADOS
4.1 Eficacia dos tratamentos
Nao houve diferenca em relagdo a taxa de concepgao apos a primeira IATF quanto aos
tratamentos utilizados (P>0,05; Tabela 1). No entanto, houve tendéncia de maior eficacia do

grupo ATBi (n=13) em relagdo ao grupo SF (n=15; P=0,099). Foram avaliados os resultados de

concepcao apds duas inseminagdes subsequentes a IATF, totalizando trés inseminagdes apos 0s
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tratamentos, e ndo foi verificado diferenca nas taxas de prenhes entre os tratamentos (P>0,05;

Tabela 1).

Tabela 1 - Numero animais e taxa de concep¢ao acumulada® nas trés inseminagdes artificiais
subsequentes a diferentes tratamentos de endometrite em vacas da raga Holandesa-PB, no pods-
parto, em manejo de Compost barn

TxC 1"IAN TxC 2*JAN TxC 3*IAN TCONC

GRUPO N %) %) %) N (%)
SF 15 1(07) 1 (14,00) 2 (26,67) 4(27)
SFOz 13 3 (23) 1 (30,77) 0(30,77) 4(31)
SFOZz+ATBi 13 2 (15) 0 (15,00) 2 (30,77) 4(31)
SF+ATBI 13 2 (15) 1 (23,07) 0(23,07) 3 (23)
ATBi 13 4 (31) 0 (31,00) 1 (38,46) 5 (38)
TOTAL 67 12(1791) 3 (22,39) 5(29,85) 20 (29.85)

*(P>0,05) pelo teste de Kruskal Wallis; SF= Lavado uterino com solugéo fisiologica; SFOz= Lavado uterino com solucdo
fisiolégica ozonizada; SFOz+ATBi= Lavado uterino com solugio fisiologica ozonizada associada a antibioticoterapia por
infusdo uterina; SF+ATBi= Lavado uterino com solugéo fisioldgica associada a antibioticoterapia por infusio uterina; ATBi=
Antibioticoterapia por infusdo uterina; TxC 1* IA= Taxa de concepg¢@o na primeira inseminagao artificial; TxC 2* IA= Taxa
de concepgdo na segunda inseminagdo artificial; TxC 3* IA= Taxa de concepgdo na terceira inseminagao artificial; TCONC=
Taxa de concepgdo final; N(%)= numero de animais (percentual em relacdo ao niimero de animais inseminados).

Apds a IATF, os animais tratados apenas com o lavado uterino com SF, quando
comparado o nimero de animais que nao obtiveram cura clinica para a endometrite (gestantes
e ndo gestantes curadas), apresentaram diferencgas em relagdo ao grupo tratado com ATBI, tendo
na segunda avaliagdo, respectivamente, 6 e 0 animais com endometrite (P<0,01).

Os tratamentos apresentaram eficiéncia, obtendo cura clinica de 60 % (SF) a 100 % (SF+ATBi).
No entanto, em relacdo ao grupo de lavado uterino com solucdo fisioldgica, de menor
percentagem de animais recuperados, os grupos de SF+ATBi (P<0,01) e ATBi1 (P<0,04) foram

mais eficientes, como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Numero de prenhez, total e percentual de animais curados de endometrites apds
diferentes tratamentos em vacas da raca Holandesa-PB, no pds-parto, em manejo de Compost
barn

GRUPO N PRENHAS  LIMPOS  TOTAL rec Porcfj}sgem
SF 15 1 8 9 60°
SFOz 13 3 7 10 77%
SFOz+ATBi 13 2 8 10 77%
SF+ATBi 13 2 11 13 100°
ATB 13 4 8 12 922

Valores seguidos por letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Kruskal Wallis; SF=
Lavado uterino com solugdo fisioldgica; SFOz= Lavado uterino com solugdo fisiolégica ozonizada; SFOz+ATBi= Lavado
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uterino com solugado fisiologica ozonizada associada a antibioticoterapia por infusdo uterina; SF+ATBi= Lavado uterino com
solucdo fisiologica associada a antibioticoterapia por infusdo uterina; ATBi= Antibioticoterapia por infusdo uterina.

Dias em lactagdo (DEL) interferiu (P<0,05) na eficiéncia dos tratamentos, em relagao
ao numero de animais nao curados, para DEL Superior versus DEL Mediano, como apresentado
na Tabela 3. Quando comparada a influéncia do DEL na %PMN, houve diferenca (P<0,05)
apenas entre os grupos “Baixo” (24-64; 21,6 %) versus “Superior” (115-630; 9%).

Tabela 3 - Numero de animais e eficiéncia dos diferentes tratamentos de endometrites,
referentes aos dias em lactagdo (DEL), em vacas da raga Holandesa-PB, no pos-parto, criadas
em manejo de Compost barn

- EFICIENCIA DOS

DEL (DIAS) N NAO CURADOS TRATAMENTOS
Baixo (24-64) 36 5 31 (86,11)®
Mediano (65-114) 12 0 12 (100,00)?
Superior (115-630) 16 5 11 (68,75)°

Valores seguidos por letras mintisculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Kruskal Wallis.

4.2 Métodos de diagnoéstico

Dentre os métodos de diagnosticos utilizados no presente estudo, a percentagem de
polimorfonucleares (padrao ouro), apresentou maior relagdo com a avalia¢do ultrassonografica
em sistema de cruzes (r=0,50), seguido da mensuracdo do didmetro uterino na avaliagdo
ultrassonografica (r=0,29) e com a avaliagdo do aspecto fisico do exsudato (r=0,14).

Quando avaliado a %PMN por grupo diagnosticado por meio das avaliagdes
ultrassonograficas, foi observado diferenga (P<0,01) para classificagdao de duas (n=50; 16,12 +
21,57 %) ou trés (n=13; 44,29 + 17,29) cruzes (Tabela 4). Ao adotar o corte de 5 % para os
PMN, classificando-os como positivo ou negativo para endometrite, observou-se diferenca
(P<0,01; r=0,50) para <5%PMN/>5%PMN versus Cruzes U.S.

No que se refere a condi¢do ovariana no dia da avaliag¢do e coleta de dados, ndo houve
diferenga em relacdo a %PMN no LBV para vacas com corpo luteo (n=17; 14,8 %) ou foliculo
dominante (n=18; 26,9 %).

As classificagdes dos aspectos fisicos na avaligao de campo, apresentou numericamente
média aritméticas diferentes para %PMN em MUCO TURVO (n=29; 23,87 %),
MUCOPURULENTO (n=3; 27,16 %), MUCOSANGUINOLENTO (n=17; 43,47 %) e
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PURULENTO (n=15; 37,80 %). Houve diferenca (P<0,05) para o grupo MUCO TURVO,
quando comparado com o grupo PURULENTO e MUCOSANGUINOLENTO.

Tabela 4 - Numero animais, percentual médio e desvio-padrao de polimorfonucleares em vacas
da raca Holandesa-PB, no pés-parto, com endometrites, criadas em manejo de Compost barn

US/CLASSES N % PMN DESVIO PADRAO
++ 50 16,12 21,57
+++ 13 44,29 17,29

(P<0,05) pelo teste de Kruskal Wallis; US/CLASSES= classificagdo de endometrite baseada em avaliagdo ultrassonografica,
++= linha de alta celularidade na imagem ultrassonografica, +++= aciimulo de liquido com alta celularidade; % PMN=
percentual de polimorfonucleares.

Foi avaliado também se a atividade ovariana interfere na %PMN, segregando os animais
positivos na avaliagdo citoldgica e que possuiam CL ou FD, ndo obtendo diferenga (P>0,05),
embora tenha identificado correlagdo entre o %PMN versus atividade ovariana (r=0,34). Nao
houve correlacdo do DEL e atividade ovariana em todos os animais avaliados (67; CL, FD e

ANESTRO) nao observando diferenga (P>0,05).

4.3 Efeito “FAZENDA”

As fazendas A (n=32), B (n=23) e C (n=12) ndo apresentaram diferen¢a nos valores de
taxa de concepg¢do apds o primeiro protocolo de IATF (P>0,05; Tabela 5). Apoés as 3
inseminagdes subsequentes ao tratamento e nimero de animais recuperados pelos tratamentos,
houve diferengas (P<0,05; Tabela 6). Apesar de ndo apresentar diferengas na taxa de concepgao
apos 1* TA, a fazenda B (Taxa de concepcao: 30 %) apresentou tendéncia em melhor resultado
quando comparada com a fazenda A (Taxa de concepg¢do: 13 %; P=0,09; Tabela 5). Embora,
ndo tenha sido observada diferenca entre os grupos quando considerado os animais curados
(Tabela 5), houve tendéncia quando comparado a fazenda A com a fazenda C (P=0,058). Quanto
a taxa de concepcao apds as 3 inseminacdes subsequentes ao tratamento, foi observada
diferenca que demonstra maior eficiéncia reprodutiva na fazenda B, quando comparado com as

fazendas A (P<0,01) e C (P<0,05; Tabela 6).
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Tabela 5 - Numero animais tratados, gestantes e total curados e gestantes apos a 1* [A, em vacas
da raca Holandesa-PB, no pds-parto, criadas em manejo de Compost barn, submetidas a
diferentes tratamentos de endometritis

CURADOS E
ANIMAIS "
FAZENDAS TRATADGS  GESTACAO CURADOS GES?;I)\ITES
0
A 32 41 23° 27 (84)
B 23 72 15 22 (96)*
C 12 12 4 5 (42)°

Valores seguidos por letras mintisculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Kruskal Wallis.
O numero de animais recuperados apds o tratamento na fazenda C foi inferior aos

resultados obtidos nas fazendas A e B (P<0,01; Tabela 5).

Tabela 6 - Numero animais tratados, gestantes nas trés primeiras inseminagdes pos-tratamento,
total de gestagdo e taxa de concepgdo em vacas da raca Holandesa-PB, no po6s-parto, criadas
em manejo de Compost barn, submetidas a diferentes tratamentos de endometritis

GESTACAO
TOTAL TAXA
FAZENDAS ANIMAIS [I’IA 29IA 3JA  GESTACAO CONCEPCAO
A 32 42 0? 28 6 19°
B 23 78 38 28 12 522
C 12 12 0? 12 2 17°

Valores seguidos por letras mintisculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Kruskal Wallis.

5. DISCUSSAO

5.1. Tratamentos e cura clinica

Entre os grupos de tratamentos ndo foi observado diferenca no que se refere a taxa de
concepeao apds a IATF como apresentado na Tabela 1, no entanto, foi observado a tendéncia
de melhores resultados quando comparamos o antibiotico via infusdo uterina com o lavado
uterino por solu¢do fisioldgica (P=0,09). Ainda em relagdo a taxa de concepcao pos-IATF, a
solugdo fisioldgica ozonizada, associada ou ndo ao antibidtico via infusdo uterina, apresentou
resultado inferior ao tratamento convencional, SFOz=23 %, SFOz+ATBi=15 % e o tratamento
convencional (ATB1) com resultado de 31 %, com valores acima apenas ao grupo com lavado
uterino com solucao fisiologica (7 %). No entanto, os tratamentos com SFOz obtiveram eficicia
semelhante entre os tratamentos convencionais, como verificado por Djuricic et al. (2012), isso
porque, a taxa de concepcao avaliada individualmente em detrimento a eficacia de cura, possui
varios outros fatores diretamente relacionados aos resultados nas atividades de producdo

leiteira, podendo, dessa forma, se focar na eficacia da cura, a solugdo fisioldgica ozonizada
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pode ser uma alternativa de tratamento na busca pela eficiéncia reprodutiva e o ideal intervalo
de parto de 12 meses naqueles animais que apresentaram endometrite puerperal (Marques
Junior, 1993; Horta, 1995; Neves et al., 1999; Kask et al., 2003).

Avaliar somente a taxa de concepg¢do por grupo tratado pode levar a falsas
interpretagdes, visto que a gestagdo depende de inumeros fatores, como citado por Neves
(1999), ambiente, conforto, nutri¢do e sanidade. O que justifica a retorica € que, por mais que
ndo tenha sido observado diferenca, o grupo SF+ATBi que obteve 100 % dos animais tratados
recuperados (Tabela 2), nao foi o grupo que numericamente obteve mais animais gestantes
(Tabela 1). Diante disso, a avaliacdo pos-tratamento dos animais para constatacdo da cura
clinica a endometrite é substancial, onde todos os grupos se apresentaram eficientes, obtendo
maior eficdcia nos grupos tratados com SF+ATBi (P<0,01) e ATBi (P<0,04) quando
comparados ao grupo de menor nimero de animais recuperados, o SF. Isso mostra que a
presenga do antibiotico foi importante para a resolucao clinica da doenga, como os resultados
obtidos em ovelhas que apresentaram retengdo de placenta por PURICIC et al. (2016), ¢ que
quando associado a solugdo fisioldgica ozonizada, aparentemente, sofre algum efeito inibitdrio,
podendo ser comprovado, que tanto o grupo SFOz quanto o grupo SFOz+ATBi obtiveram 10
animais curados em 13, sendo 77 % de cura clinica, ¢ quando associado somente a SF nao
ozonizada, saiu de 60 % de animais curados (SF) para 100 % (SF+ATBi). Como apresentado
na Tabela 2, o efeito da oxitetraciclina na cura clinica da endometrite, no presente estudo, nao
corrobora com Soares (2015) que relatou resisténcia antibacteriana no tratamento de infecgdes
uterinas puerperais com o farmaco.

O DEL demonstrou influéncia na recuperacao clinica dos animais confirmados para
endometrite, quando comparado o grupo de DEL mediano versus DEL superior, onde os
animais de maior DEL, obtiveram mais individuos contaminados na segunda avaliagdo pos-
tratamento. Isso levanta a discussdo sobre a tematica da resisténcia aos antimicrobianos, visto
que, quanto maior o DEL, a probabilidade de tratamentos anteriores mal-sucedidos para a
doenga ¢ relevante. Apesar do DEL baixo ndo apresentar diferencas em comparacao aos demais
grupos avaliados, vacas no pos-parto imediato, podem apresentar maior vasculariza¢dao
endometrial e, associado a involugdo uterina, a imunidade € superior, provavelmente
interferindo na recuperagao clinica dos animais apds o tratamento, como verificado por Gilbert
et al. (2005), que também pode ser comprovado quando o grupo de baixo DEL (21,6 %)
apresentou maior percentagem de polimorfonucleares que o grupo de superior DEL (9 %;
P<0,05), também justificando maior incidéncia de endometrite nos animais de DEL superior na

segunda avaliagdo. Conforme relatado por Olson et al. (1986) por mais que os animais de baixo
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DEL apresentem maior imunidade uterina, a alta incidéncia de endometrite no puerpério, pode
ser relacionada a contaminacdo durante o trabalho de parto, a porta de entrada para agentes
ambientais ao utero via cérvix aberta, bem como doencas secundarias ao parto, como retengao

de placenta e prolapso uterino.

5.2. Comprovacio dos métodos de diagnostico

A percentagem de polimorfonucleares (%PMN) ¢ o padrao ouro de diagndstico para
endometrite, dessa forma, todas as analises de diagnostico se deram em comparativo com este
parametro, assim como nos estudos de Kasimanickam et al. (2004); Gilbert et al. (2005); e
Barlund et al. (2008).

Diante das avaliag¢des ultrassonograficas, as imagens analisadas sdo classificadas como
negativas (<3,5 cm), suspeitas (3,5>X<5 cm) ou positivas (>5 cm) para endometrite como
proposto por Kasimanickan et al. (2004), no entanto, estes padrdes ndo sdo corroborados pelo
presente estudo, onde o maior valor para didmetro uterino foi de 3,02 cm. Apesar da mensuragao
do didmetro uterino ter uma correlacdo com a %PMN (r=0,29), o numero de partos também
influencia diretamente no didmetro uterino (r=0,22), o que pode levar a uma subjetividade na
analise.

Na ultrassonografia avaliando a celularidade uterina, as classificagdes de 2 ou 3 cruzes
demonstraram ser a mais eficiente quando comparada a %PMN (r=0,50), além de ter boa
aplicabilidade no campo, corroborando com os resultados de Kasimanickan et al. (2004).

No presente estudo, mesmo na presenca dos fatores de dispersao, foi possivel verificar
diferenca (P<0,05) no comparativo entre %PMN versus ++ ou +++, onde mostrou que quanto
maior o acimulo de liquido intrauterino de alta celularidade, maior foi a presenga de PMN na
amostra, assim como preconizado por Gilbert et al. (2005).

Os resultados da avalia¢dao do aspecto fisico do liquido intrauterino apresentaram baixa
correlagdo com os resultados verificados no exame citoldgico para vacas com endometrite. No
entanto, as diferencas do grupo MUCO TURVO para PURULENTO e
MUCOSANGUINOLENTO, podem ser justificadas pela alta celularidade oriunda da infec¢ao
em fase aguda e pelo extravasamento de sangue no LBV, respectivamente.

Fisiologicamente, a presenca do foliculo dominante com producdo de estrogeno,
caracteriza a fase estrogénica, marcada também pelo aumento da vascularizagdo endometrial e
melhora da imunidade uterina, interferindo no exame citoldégico. Embora no presente estudo

nao tenha observado diferenca na percentagem de polimorfonucleares quando comparadas as
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vacas na presenga do corpo luteo versus foliculo dominante, foi possivel observar correlagao
(r=0,34) na presenc¢a do FD, onde a %PMN foi superior quando comparada com os animais na
presenca do CL ativo, produzindo progesterona. O que justifica essa diferenca numérica, mas
ndo estatistica nas médias obtidas nos diferentes grupos de tratamentos (14,8 - 26,9 %), pode
ser o numero amostral de apenas 35 animais com CL ou FD, dos 67 animais avaliados. Embora
o indicador DEL ndo tenha apresentado diferencgas em relagdo a atividade ovariana, observou-
se que quanto maior DEL, menor a percentagem de polimorfonucleares uterino, podendo estar

relacionada a fase da doenca, provavelmente nesses casos, a endometrite cronica.

5.3. O efeito “FAZENDA” na cura clinica e taxa de concepcio

A fazenda pode impactar diretamente nos resultados da taxa de concepgao e animais
curados clinicamente, em relacdo ampla ao manejo. Os resultados obtidos por grupo de
tratamento foram randomizados em trés novos grupos, na qual o objetivo foi avaliar os
resultados da fazenda A, B e C, tendo como pressuposto o manejo. Apesar das fazendas
trabalharem no mesmo sistema de confinamento em “Compost barn”, foi observado diferencas
nos resultados de taxa de concepg¢do acumulada nas 3 inseminagdes subsequentes ao tratamento,
e na cura clinica final, onde foi considerado curado, os animais gestantes ou sem celularidade
anormal na avaliagdo ultrassonografica. A fazenda B se mostrou mais eficiente no seu manejo,
em relacdo a taxa de concepcdo ao final das 3 inseminagdes, em comparagdo com as outras
fazendas (Tabela 6). Em contrapartida, a fazenda C se mostrou menos eficiente no manejo, em
relagdo ao numero de vacas com cura clinica final (curadas e gestantes; Tabela 6) para
endometrite na avaliagdo ginecologica apos a IATF, em comparagdo com as outras fazendas.

Por mais que a fazenda C tenha apresentado menor valor para taxa de concepgao (n=12;
8 %) na IATF em relacdo a fazenda A (n=32; 13 %), ndo houve diferenca (P>0,05) quando
comparada a fazenda C versus B, e somente quando comparada a fazenda A versus B (P=0,09),
possivelmente pelo nimero amostral significativamente inferior. O que justifica essa variagao
de resultados nas fazendas em mesmo sistema de confinamento ¢ o manejo no qual o rebanho
recebe, onde o “Compost barn” na mesma magnitude que € positivo em relacdo a ambiéncia
para os animais, ¢ de manejo contrastante, isso por conta de se trabalhar com uma cama “viva”,
em fermentagdo continua. Dessa forma, um dos fatores que mais impactam diretamente na
incidéncia da mastite em galpdes de “Compost barn” ¢ o manejo da cama (Schreiner e Ruegg,
2003; Favero et al., 2015), bem como Schuenemann et al. (2011) que demonstraram o escore

de sujidade na regido perineal no momento do parto influenciando a incidéncia de infecg¢des
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uterinas. Além do mais, se 0 manejo da cama na propriedade ndo ¢ efetuado de forma correta,
a probabilidade de existir problemas no manejo da ordenha, da nutri¢do e da sanidade, na qual
Neves et al. (1999) demonstraram que impactam diretamente na incidéncia de endometrite, de

modo geral ¢ ampliado.

6. CONCLUSAO

Em conclusdo, o tratamento com solugdo fisioldgica ozonizada a 56 mg O3/L, se
apresentou como uma boa alternativa ao tratamento para endometrite, mostrando eficacia
semelhante aos tratamentos convencionais, podendo ser empregado em substituicdo aos
antibioticos. Entretanto, o uso da solugdo fisiologica ndo associada ao uso de antibidticos ou
solucdes oxidativas pode apresentar baixa eficacia no tratamento de endometrite. Além disso,
apesar do sistema de confinamento ser o “Compost barn” em ambas as fazendas trabalhadas no
presente estudo, o manejo no qual os rebanhos sdo submetidos influéncia de forma significante

na resposta ao tratamento.
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