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Resumo: A endometrite € um dos fatores preponderantes para a classificacdo da espécie
equina como a de menor fertilidade entre as espécies domésticas. Por essa razdo, faz-se
importante o estudo das formas de tratamento dessa patologia. Assim, o presente estudo
objetivou realizar um experimento envolvendo a ozonioterapia como tratamento de
endometrite subclinica em éguas. Para tanto, foi realizado um experimento utilizando cinco
animais que foram submetidos a avaliagdo da conformacdo perineal, ultrassonografia,
citologia endometrial e cultura microbiologica uterina antes e p6s aplicacdo do ozonioterapia.
Trata-se de uma pesquisa quali-quantitativa, descritiva e experimental, que se justificou pela
necessidade de buscar tratamentos alternativos e eficientes visando a diminuicéo da utilizacéo
de antibidticos e a efetividade da utilizagdo do oz6nio em endometrite subclinica em éguas.
Constatou-se, nos resultados, que o ozbnio foi efetivo na interrupcdo do crescimento e
destruicdo do agente Echerichia coli, presente no ambiente uterino, além de promover uma
melhor resposta inflamatéria do endométrio frente ao agente.
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Abstract: Endometritis is one of the main factors for the classification of the equine species
as the one with the lowest fertility among domestic species. For this reason, it is important to
study the ways of treating this pathology. Thus, the present study aimed to conduct an
experiment involving ozone therapy as a treatment for subclinical endometritis in mares. For
that, an experiment was carried out using five animals that were submitted to the evaluation of
the perineal conformation, ultrasound, endometrial cytology and uterine microbiological
culture before and after ozone therapy application. This is a qualitative-quantitative,
descriptive and experimental research, which was justified by the need to seek alternative and
efficient treatments aimed at reducing the use of antibiotics and the effectiveness of the use of
ozone in subclinical endometritis in mares. In the results, it was found that ozone was
effective in stopping the growth and destruction of the agent Echerichia coli, present in the
uterine environment, in addition to promoting a better inflammatory response of the
endometrium to the agent.

Keywords: Endometritis. Equine. Ozoniotherapy. O3

INTRODUCAO

A equinocultura tem ganhado um grande espa¢o no mercado econdmico, em que, de
acordo com a Confederacdo Nacional da Agricultura, movimentou R$ 16 bilhGes em 2016. A
espécie equina foi mencionada por Taub-dargatz.; Salman e Voss (1933) como a espécie
menos fértil, e uma das causas desse baixo no indice de fertilidade sdo as afeccdes uterinas,
sendo um exemplo delas a inflamacdo caracterizada no endométrio conhecida por
endometrite. A endometrite € uma das principais causadoras de perdas econdmicas na
atividade e, para obter um diagndstico correto, é necessaria a realizagdo de um conjunto de
exames tratamento consiste na utilizacdo de antibioticoterapia, correcdes cirdrgicas,
antissépticos, imunomoduladores, agentes quelantes, mucoliticos, lavagens uterinas, e a
utilizacdo de terapia complementar, como o ozonioterapia (LEBLANC; CAUSEY, 2009).

Neste sentido, Vendruscolo (2017) apresentou em seu estudo a acdo do 0zdnio como
estimulante da resposta inflamatoria, recrutando mais células de defesa e apresentando
melhoria frente a agressao do agente. J& Scott (1963) demonstrou, em sua pesquisa, 0 efeito
do ozo6nio sobre os microrganismos, alcancado a eliminacdo dos agentes presentes em suas
amostras. Carneiro et al. (2018) concluiu que o ozbonio s6 € efetivo na interrup¢do do
crescimento e destruicdo do agente se 0s mesmos ndo possuirem biofilme. Esse fato se da
devido ao ozbnio ndo apresentar efeitos satisfatorios sobre a camada de protecdo dos agentes.

E perceptivel que se busca um entendimento cada vez maior sobre esse tipo de
tratamento para a endometrite. Fica evidente a importancia de se estudar terapias

complementares, uma vez que 0s agentes etioldgicos apresentam resisténcia aos tratamentos
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convencionais. O 0zonio, como terapia complementar, estimula e favorece condic¢des para que

0 proprio organismo consiga debelar o agente sem o uso indiscriminado de medicacdes
(TAKAKURA, 2020). Desta forma, optaria pela utilizacdo de antibiéticos somente em
situacOes de extrema necessidade (BOCCI, 2000).

Assim, justificou-se a escolha de tal tema visto que hd uma grande necessidade de se
buscar tratamentos alternativos e eficientes que ndo sejam a utilizacdo de antibidticos, visto
que, optando-se por essa terapia, diminuir-se-ia, consequentemente, o custo e a liberacéo de
residuos no meio ambiente. Além disso, se faz necessario o estudo do ozonio e sua
efetividade em endometrite subclinica, a fim de se diminuir as perdas embrionarias no plantel.

Objetivou-se, com a presente pesquisa, realizar um experimento envolvendo a
ozonioterapia como tratamento de endometrite subclinica em éguas.

O artigo € caracterizado por uma pesquisa descritiva e experimental, de cunho
qualitativo, que se utiliza de revisdo bibliografica para coleta de informacdes tedricas e
embasadoras. Para tanto, utilizou-se como objeto e local de estudo o Haras Santo Antonio,
localizado em Patrocinio, Minas Gerais, que disponibilizou cinco de seus animais para o
presente estudo. Os animais passaram por avaliagdes como conformacdo perineal,
ultrassonografia, citologia endometrial e cultura microbioldgica antes e pés-aplicacdo das
lavagens uterinas com soro ozonizado. As amostras intrauterinas coletadas foram analisadas
nos laboratorios de microbiologia e citologia da Faculdade Patos de Minas. Ap0s a execugao
do experimento, foi realizada a analise dos dados obtidos, sob a luz da bibliografia estudada,
para se concluir e discutir acerca dos resultados alcancados.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho esta protocolizado e aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizacio de
Animais da FPM pelo protocolo 003/2020.

Foram selecionadas cinco éguas da raca Mangalarga Marchador (Figura 1), com faixa
etaria de 06 a 19 anos, com suspeita de afeccdo uterina, pois apresentaram o historico de

repeticdes de cio frequentes e baixa de fertilidade.
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Figura 1 — Animais utilizados na pesquisa

l
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Fonte: (MELO, 2020)

Os animais utilizados ndo receberam nenhuma medicacdo durante o desenvolvimento
da presente pesquisa. Sdo procedentes do Haras Santo Antonio, localizado na zona rural de
Patrocinio, em um local conhecido como Santo Antonio do Quebranzol, em Minas Gerais. As
éguas estdo dispostas juntas em um sistema de piquetes, e sdo utilizadas no programa
reprodutivo do haras como doadoras de embrido.

A pesquisa tem carater quali-quantitativo, que, segundo Reis (2009), carrega
caracteristicas qualitativas e quantitativas. Em seu aspecto qualitativo, objetiva interpretar e
dar significado aos fenémenos estudados, sendo o principal resultado apresentado em formato
de andlise. O aspecto quantitativo estd presente na representacdo e comparacao dos resultados
dos testes realizados com os animais antes e depois do tratamento.

O presente estudo se encaixa, quanto aos seus objetivos, na classificacdo de pesquisa
descritiva, envolvendo uma tomada de conhecimento sobre o tema em questdo, sendo o
tratamento da endometrite equina com ozonioterapia. Trata da reunido e exposicdo de
conhecimentos preexistentes, e a pesquisa de campo visa a complementar e enriquecer as
constatacGes (REIS, 2009).

Quanto aos procedimentos adotados, € classificada como pesquisa experimental, que,
segundo Gil (2017), é caracterizada quando se determina um objeto para estudo, faz-se a
selecdo ou determinacdo das varidveis que podem influencié-lo, e elabora-se um experimento

ou experimentos para observacdo dos efeitos das varidveis sobre o objeto. Na presente
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situacdo, as varidveis analisadas sdo o0s agentes encontrados, o grau de inflamagéo

caracterizado pelo numero de neutréfilos por campo, a unidade formadora de colbnia, e a
conformacdo perineal, verificados nos testes realizados com o material de coleta antes e
depois do tratamento com ozonioterapia.

Além da pesquisa bibliogréafica, que fornece os subsidios para a conceituacao e teoria
relacionada ao tema, o outro instrumento de pesquisa utilizado foi o experimento, que,
também de acordo com Gil (2017), é a escolha tipica da pesquisa experimental, carregando
suas mesmas caracteristicas de determinacdo de um objeto para estudo e selecdo ou
determinacéo das varidveis que podem influencia-lo.

O experimento foi realizado em trés visitas ao Haras Santo Antonio. Na primeira visita
ao Haras Santo Antonio, os animais foram levados um por vez ao tronco de contencdo para
iniciar a avaliacdo da conformacdo perineal. Em seguida, foi realizada a palpacédo retal
seguido de ultrassonografia para avaliacdo de presenca de edema uterino e liquido
intrauterino. A regido perineal foi higienizada por trés vezes com agua corrente e sabao neutro
para prosseguir a coleta, a fim de diminuir as fontes de contaminagdo. Posteriormente, foi
coletada uma amostra intrauterina utilizando escova citologica para a realizagdo da citologia
endometrial. Apés a coleta, foi realizada uma nova coleta intrauterina utilizando um swab
estéril depositado em meio Stuart para a realizacdo da cultura microbiolégica em laboratério.

Com o resultado da citologia endometrial e cultura microbioldgica uterina realizadas
no laboratério, nos dirigimos ao Haras Santo Antdnio para a segunda visita. Os animais foram
levados um por vez ao tronco de contencdo para a realizagcdo da higienizacdo da regido
perineal com &gua corrente e sabdo neutro. Em seguida, realizamos a lavagem uterina das
éguas com soro ozonizado, sendo soltas no piquete apds o procedimento.

Sete dias depois da lavagem uterina com soro ozonizado, foi realizada a terceira visita
ao Haras Santo Antonio. Os animais foram levados um por vez ao tronco de contencdo para
prosseguir com a palpacgéo retal seguida de ultrassonografia. A regido perineal foi higienizada
com agua corrente e sabdo neutro para diminuir as fontes de contaminagdo. Foram coletadas
novas amostras do material intrauterino, sendo utilizada a escova ginecologica para realizacao
da citologia endometrial e o swab estéril para realizacdo da cultura microbioldgica uterina.

O material coletado na primeira e na terceira visita foi analisado em laboratério para
comparacdo dos resultados. O procedimento é descrito em detalhes no capitulo sequente, de
resultados e discussdo, sob o carater do paralelo entre o experimento pratico e a teoria
estudada. Também os resultados da andlise e comparacdo sdo apresentados no capitulo

sequente.
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Resultados e discussao

Nos tdépicos subsequentes, serdo abordados os procedimentos realizados no
experimento e a analise dos dados obtidos.

Procedimentos realizados

Os procedimentos realizados no experimento foram: Avaliagdo da Conformacéo
Perineal, Ultrassonografia, Citologia Endometrial, Cultura Microbiolégica Uterina, e

Ozonioterapia. Cada um deles sera abordado em sua execucdo e discutido a seguir.

Avaliacdo da Conformacao Perineal

Conforme supramencionado, a avaliacdo da conformacéo perineal é importante, uma
vez que o animal que apresenta conformacdo perineal irregular predispde o surgimento de
patologias como pneumovagina e urovagina, levando a infec¢des uterinas ascendentes como a
endometrite (BRADECAMP, 2011).

Para iniciar a avaliacéo, foi seguido o procedimento recomendado por Mccue (2008) e
Canisso et al. (2016). As fémeas foram levadas ao tronco de contengdo, uma por vez, para a
realizacdo da avaliacdo da conformacdo perineal. Durante o exame, foi avaliada a
conformacdo vulvar do animal, sendo ela a primeira barreira fisica que impede a infec¢éo, os
labios vulvares, o tdnus muscular do perineo e a inclinacdo vulvar, a conformacdo do anus e

sua inclinacéo.

Ultrassonografia

Conforme supramencionado, a Ultrassonografia é importante para detectar e
classificar o edema endometrial e a presenca de liquido intrauterino, que sdo 0s principais
achados clinicos sugestivos de endometrite (GINTHER; PIERSON, 1984; KATILA et al.,
2010).

Para iniciar o processo de Ultrassonografia, foi seguido o procedimento recomendado
por Bowman (2011). As fémeas foram conduzidas uma por vez ao tronco de contencédo para a

realizacdo da palpacdo retal, ultrassonografia e coleta do material uterino. Foi realizado o
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isolamento lateralmente da cauda do animal por meio de ataduras para facilitar o manejo e

diminuir o risco de contaminacdo (FERRIS, 2014).

Para a realizagédo da palpacdo retal, foi utilizada uma luva de acetato-vinilo de etileno
(E.V.A)) siliconado longa tipo flex (Walmur®), propria para a atividade de palpacdo retal e
inseminagdo. Para a realizacdo da ultrassonografia utilizou-se o ultrassom veterinario
Mindray DP-2200Vet®, conforme recomendado por Bastiani (2017).

Ap0s a palpacdo retal e ultrassonografia, realizou-se a lavagem da regido vulvar e
perivulvar das éguas com detergente neutro (Clear Ypé®) e agua corrente, que, conforme
Oliveira (2018) contribui para diminuir o risco e fonte de contaminacdo durante a coleta do
material uterino. Em seguida, foram secos com papel toalha. (FERRIS, 2016).

Citologia Uterina

Para a coleta do material uterino, utilizou-se uma luva de palpacdo para guiar a escova
ginecoldgica (Provar ®) descartavel e estéril pela vagina até a cérvix do animal. A escova
ginecoldgica foi colocada dentro de uma camisa sanitaria (IMV®) para que ndo entrasse em
contato com as estruturas, diminuindo o risco de contaminacdo. Ao ser introduzido via
cervical, utilizando uma pressdo exercida pelo polegar, a escova ginecol6gica rompia a
camisa sanitaria e era exposta em contato com a mucosa uterina, e girado consecutivamente
por trés vezes para obtencdo do material do lumen uterino. O processo foi repetido por duas
vezes com escovas ginecoldgicas diferentes em cada animal.

A escova ginecoldgica contendo o material uterino era pressionada sobre a [amina para
microscopia (Precision®) e, com movimentos giratorios, o conteldo era depositado sobre a
mesma. Apds a deposicdo do contetdo, a lamina foi colocada imediatamente dentro do estojo
porta 1amina Tubet e imersa ao Alcool Absoluto 99,3% (Santa Cruz®), identificada com o
namero do animal e data da coleta.

As laminas foram destinadas ao Laboratorio de Citologia da Faculdade Patos de
Minas, situado no municipio de Patos de Minas, Minas Gerais, para a realizacdo da coloragéo
utilizando a Técnica de Papanicolau.

Os esfregacgos foram classificados de acordo com Riddle et al. (2007). Para isso, foi
determinado que escolhesse dez campos de alta poténcia aleatoriamente (em aumento de 400
vezes) para serem avaliados utilizando o nimero médio de neutrdfilos polimorfonucleares
encontrados a fim de estimar a gravidade da inflamag&o no endométrio.

O grau de inflamac&o é caracterizado segundo Carvalho et al. (2011) pela presenca de
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neutrofilos polimorfonucleares, sendo grau leve (1-2 neutrofilos por campo), moderado (3-5

neutrofilos por campo) e intenso (mais de 5 neutréfilos por campo).

Cultura Microbioldgica Uterina

Apls a coleta do material uterino com escova ginecoldgica destinada a citologia
uterina, realizou-se a lavagem da regido vulvar e perivulvar das éguas novamente com
detergente neutro (Clear Ypé®) e agua corrente, que, conforme Oliveira (2018) contribui para
diminuir o risco e fonte de contaminacdo durante a coleta do material uterino. Em seguida,
foram secos com papel toalha (FERRIS, 2016).

Para a coleta do material uterino, utilizou-se uma luva de palpacdo para guiar o swab
(Provar®) estéril descartavel pela vagina até a cérvix do animal (Figura 2). Apds a introducédo
do swab no interior do utero da égua, rompeu-se a camisa sanitaria e empurrou-se a haste
interna com o cotonete para coleta do material. Apos a coleta da amostra, puxa-se a haste de
volta para dentro do tubo externo e retira-se o conjunto de dentro do Utero com o cotonete
protegido de contaminacdes (KOZDROWSKI et al., 2015).

Figura 2 — Coleta do material intrauterino utilizando swab para a realizac¢éo da cultura
microbioldgica uterina
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Fonte: (MELO, 2020)

O swab contendo o material uterino destinado a cultura microbioldgica foi depositado
no meio de transporte Stuart e imediatamente fechado e identificado com o nimero do animal
para a realizacdo da cultura microbiologica em laboratério. Os materiais coletados foram
acondicionados em caixa isotérmica e encaminhados para o Laboratorio de Microbiologia da
Faculdade Patos de Minas.

No laboratério de microbiologia, utilizando-se uma capela de fluxo laminar, as
amostras coletadas com os swabs uterinos depositados no meio de transporte Stuart,
respectivos de cada animal, foram inoculados em meio de cultura Agar-Sangue em placas de
Petri e identificados com o numero de cada animal e data de coleta segundo Ricketts (2011)
(Figura 3). As placas foram incubadas em estufa bacteriologica (Fanem502®) a 37,5 °C em
meio de aerobiose por 24 horas.
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Figura 3 — Capela de fluxo laminar utilizada para a realizacdo de inoculagéo do material
intrauterino em meio de cultura Agar Sangue

Fonte: (MELO, 2020)

Ap0s as 24 horas de inoculacdo observaram-se grande crescimento de col6nias nas
placas, hemolise, pigmentacdo e caracteristicas morfoldgicas, descrito por Katila et al., (2010)
observando a presenca de mais de uma particularidade nas placas que caracterizavam a
presenca de duas coldnias diferentes, optou-se pela utilizacdo da técnica de Semeadura por
esgotamento em placas de Agar-Sangue. As placas que apresentavam crescimento misto
foram repicadas para novas culturas, a fim de se isolar o0s microrganismos e
consequentemente, obter culturas puras.

Para a técnica de Semeadura, foram coletadas, com a alca de inoculagdo, as colonias
gue apresentavam caracteristicas diferentes e isoladas, para serem inseridas em tubos de
ensaio contendo 1 ml de soro fisioldgico, com posterior homogeneizacdo e inoculagdo em
novas placas de Agar-Sangue. Foi coletada uma gota do soro fisioldgico contendo as coldnias
inoculadas, entdo disposta em laminas para a realizacdo da coloracdo de Gram (Figura 4), a
fim de avaliar a morfologia dos microrganismos. Para leitura das laminas utilizou-se
microscopio binocular led (OlenK55-BA®) (QUINN et al., 1994).

Figura 4 — Realizacdo da coloracdo de Gram descrita por QUINN et al. (1994)
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Fonte: (MELO, 2020)

As placas destinadas a técnica de Semeadura por Esgotamento foram levadas para a
estufa em meio de aerobiose a 37,5°C. Foram identificadas de acordo com o nimero do
animal e o nimero da colénia encontrada em cada amostra.

Apds 24 horas de inoculacdo, foram percebidos diferentes crescimentos bacterianos e,
novamente, foi realizada a coleta de colbnias isoladas para serem inseridas em tubos de ensaio
contendo 1 ml de soro fisiol6gico. ApGs esse processo, com 0 manuseio de uma alca de
inoculagdo, o contetdo foi inoculado no meio de cultura seletivo Cled e MacConkey.

Coletou-se uma gota do soro fisioldgico contendo as coldnias presente no tubo de
ensaio e dispbs-se em lamina para a realizacdo da coloracdo de Gram (Figura 5). As placas
inoculadas Cled Mackonkey foram levadas a estufa, a 37,5°C, onde permaneceram por 24
horas em meio de aerobiose. As placas foram identificadas com o nimero do animal e o

ndmero da coldnia encontrada em cada amostra.

Figura 5 — Col6nia sendo disposta em ldmina para realizar a colora¢do de Gram
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Fonte: (MELO, 2020)

Observaram-se crescimentos bacterianos e suas caracteristicas nos meios em que
foram inoculados apds 24 horas. A contagem da Unidade Formadora de Colonia foi realizada
na superficie da placa de Petri. Foram realizadas as avalia¢cGes quanto a Unidades Formadoras
de Colbnias (UFC) segundo Katila et al., (2002), sendo classificados em: nenhum
crescimento (0 UFC), baixo crescimento (1 a 10 UFC), moderado crescimento (11 a 100
UFC), grande crescimento (maior que 100 UFC ou impossivel contagem).

Para identificacdo das bactérias presentes na amostra, foi utilizada a Técnica de Rugai
Modificado Renylab sugerido por Koneman et al. (1997), em que a interpretacdo se da através
da presenca de Desaminacdo do L-Triptofano, Fermentacdo da Glicose, Fermentacdo da
Sacarose, Producdo de Gas a partir da Glicose, Hidrolise da Ureia, Descarboxilacao da Lisina,
Motilidade e Indol.

Coletou-se uma coldnia isolada de cada amostra, usando uma agulha bacteriologica
flambada para realizacdo da picada na base do meio associado a técnica de estrias no apice.

Apbs inoculagdo, os tubos foram levados para a estufa a 37°C em meio de aerobiose

por 24 horas (Figura 6).

Figura 6 — Amostras inoculadas no meio Rugai Modificado Renylab
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Fonte: (MELO, 2020)

Os tubos foram identificados de acordo com o niimero do animal e com o nimero da

colbnia encontrada.

1 Ozonioterapia

Ap0s analisar os resultados das amostras uterinas, foi realizada a aplicacdo de 0z6nio
nas cinco éguas selecionadas com suspeita de endometrite. As fémeas foram conduzidas uma
por vez ao tronco de contencdo, onde foi realizada a lateralizagdo com ataduras da cauda do
animal e, em seguida, a lavagem da regido vulvar e perivulvar com detergente neutro Clear
Ypé® e agua corrente, e seca com papel toalha (FERRIS, 2014).

Em seguida, com a méo protegida por luva E.V.A. siliconada longa tipo flex
(Walmur®), foi introduzido um cateter de silicone estéril 32 FR (Bioniche Animal Health,
Canada) via vaginal, ultrapassando a cérvix e chegando ao Utero. Foram utilizados 38 ml de ar
para que o bal&o do cateter fosse inflado com a finalidade de manté-lo no local para realizacéo
da lavagem uterina.

Optou-se pela realizacdo da lavagem uterina antes da aplicacéo da solucdo ozonizada a
fim de promover a limpeza fisica do endométrio e facilitar a agdo do 0z6nio no ambiente
uterino. Para isso, foi inserido um litro de soro Ringer Lactato (JP Farma®) e, em seguida,
drenado por gravidade.

Para ozonizar a solucdo Ringer Lactato, foi utilizado um equipamento gerador de

0zo6nio portatil modelo O&L 1.5 RM (Ozone&Life®). Foi utilizada a concentragao de 27 ug
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de Os/ml, obtida por meio da regulagem do fluxdbmetro de entrada de O em 0,25 litros por

minuto na quinta poténcia da maquina. O equipo estéril foi acoplado a saida de mistura
ozonio / oxigénio, onde foi injetado continuamente durante cinco minutos na parte inferior do
frasco de Ringer Lactato, de maneira que 0 gas entrasse em contato com a solugdo e 0 gas
residual fosse liberado por uma agulha descartavel 40x12mm (Descarpack®) acoplada na

parte superior do frasco (Figura 7).

Figura 7 — Cilindro de oxigénio acoplado ao gerador de 0z6nio para a 0zonizacao da solucéo
Ringer Lactato

Fonte: (MELO, 2020)

A deposicédo da solucdo ozonizada no utero da fémea era realizada imediatamente apos
seu preparo, devido a instabilidade do gas 0z6nio em solucdes aquosas. Durante 0 processo de
deposicdo da solucdo ozonizada, era realizada a palpacéo retal com finalidade de exercer a
massagem uterina para que o conteldo entrasse em contato com todo o epitélio uterino.

A solucéo era inserida no utero perfazendo 1 litro, mantida por dez minutos e,
posteriormente, drenada por gravidade. Concluida toda a drenagem da solugéo, eram retirados
0s 38 ml de ar que permaneciam no baldo, para a remogéo do cateter. Apos a retirada do
cateter, 0s animais eram soltos em seus respectivos piquetes. O procedimento foi realizado da
mesma forma em cada animal.
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Analise dos dados coletados

A partir dos procedimentos realizados, descritos nos topicos anteriores, foi possivel
coletar e organizar dados referentes ao estado dos animais em momento anterior e posterior ao
tratamento, para que pudessem ser comparados e analisados.

Os indices observados sdo: tipos de bactéria encontrados, numero de colbnias
encontradas, e numero de células inflamatorias.

Esses indices estdo apresentados antes e depois dos procedimentos realizados, e 0s

resultados sdo relacionados no Quadro 1:

Quadro 1 — Agentes encontrados nas culturas bacterioldgicas

Grau de Unidade
Antes ou Agentes Inflamacdo | Formadora de Conformacso
Animal | depois do g (N° de Colodnia rmac
encontrados g . Perineal
tratamento neutrofilos | segundo Katila
por campo) et al. (2002)
Streptcoccus
spp. Grande
Antes Echerichia Moderado (> 100 UFC)
1 coli Irregular
Denois Echerichia Leve Moderado (11 a
P coli 100 UFC)
Antes Echerichia Leve Moderado
coli (11 a 100 UFC)
2 Regular
Depois - Leve Ner_lhum
crescimento
Antes Proteus Leve Grande (>100
UFC)
3 Moderado (11 a Regular
Depois Enterobacter Moderado 100)
Klebsiella
spp Grande
Antes Echerichia | ™Moderado | 100 UFc)
4 coli Irregular
Denois Echerichia Leve Moderado (11 a
P coli 100 UFC)
Antes EChe”Fh'a Leve Moderado
5 coli Regular
. Nenhum g
Depois - Leve .
crescimento

Fonte: da pesquisa, 2020.
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A partir do exame ultrassonogréafico transretal, todos os animais foram classificados

como negativos, ou seja, ndo apresentaram edema endometrial e/ou liquido intrauterino que
caracterizasse um quadro de endometrite. Os edemas apresentados pelos animais foram
condizentes com a fase do ciclo estral. Os resultados da presente pesquisa diferem com o0s
resultados de Soares (2017). Em sua pesquisa, Soares demostrou que 52% dos animais foram
classificados como positivos, apresentando edema endometrial ndo condizente com a fase do
ciclo estral, hiperedema e liquido intrauterino. Porém, Leblanc e Causey (2009) mencionam
gue animais que ndo manifestam sinais clinicos tipicamente associados a essa patologia
sofrem de endometrite subclinica.

Os resultados do exame de cultura microbiol6gica uterina foram positivos para todos
0s animais avaliados. Observou-se que a presente pesquisa obteve resultado superior ao
obtido por Carvalho et al. (2011) e Junior (2016) que verificaram isolamento bacteriano
respectivamente em 80,7%, 64,4%, 61,9% e 71,4%, dos animais que possuiam historico de
subfertilidade. Os resultados elevados podem ser justificados pelo fato de que a cultura
microbioldgica uterina ndo é utilizada como ferramenta para o diagndstico de endometrite na
rotina reprodutiva do haras, o que facilitaria o estabelecimento de tratamento especifico para o
agente encontrado. Outra hip6tese que justifique esse aumento € a falta de higiene em
procedimentos ginecoldgicos, visto que ndo se sabe o historico reprodutivo anteriores dos
animais utilizados na pesquisa, por se tratar de exemplares que vieram, em tempo anterior, de
outro haras, ao qual ndo se tem acesso para obtencdo de dados referentes ao histérico dos
animais.

Os agentes encontrados na cultura microbioldgica foram Echerichia coli, Enterobacter
sp., Klebsiella sp., Proteus sp. e Streptococcus sp., sendo os mesmos identificados por Riddle
et al. (2007) em seus estudos. Os géneros citados acima sdo comumente isolados no Utero,
sendo o de maior frequéncia a Echerichia coli, que apresentou compatibilidade no estudo
realizado por Leblanc et al. (2007). O estudo de Oliveira (2018) difere com os resultados
encontrados, uma vez que 0s microrganismos isolados com maior frequéncia foram Klebsiella
sp (17,8%), seguido por Streptococcus sp. (15,7%) e Enterobacter sp. (14,3%). A diferenca
dos resultados obtidos pode se dar ao fato de que os animais estdo em localizagOes
geogréficas diferentes, ao que pode haver variagdes na ocorréncia desses microrganismos.
Outro fator citado por Threlfall e Immeegart (2000), que podem influenciar na diferenga dos
valores, é a conformacao perineal irregular, levando o animal a desenvolver pneumovagina e
urovagina. Essas irregularidades favorecem o desenvolvimento de uma infecgdo uterina em

éguas.
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Realizado a analise da conformacdo perineal, observou-se que os animais 1 e 4

apresentaram conformacéo irregular, caracterizada pela inclinagdo vulvar e retracdo do anus,

fazendo com que fezes e debris caissem diretamente na vulva. (Figura 8).

Figura 8 - Conformacéo perineal irregular dos animais de nimero 1 e 4 respectivamente

Fonte: (MELO, 2020)

Nas amostras microbiologicas desses mesmos animais, observou-se a presenca do
agente Echerichia coli. Os resultados aqui apresentados coincidem com os resultados de
Moreno et al. (1972) e Threlfall e Immegart (2000), que concluem que a ocorréncia do agente
esta intimamente ligada com defeitos anatdbmicos como pneumovagina e urovagina, que
favorecem a veiculacdo do material fecal para o trato genital das éguas causando quadros de
endometrite.

Diante da analise dos dados, observa-se que 0s animais 1, 2 e 4 apresentaram
microrganismos diferentes isolados na amostra, 0 que caracteriza uma infeccdo mista. Os
resultados da presente pesquisa sdo condizentes com os resultados de Oliveira (2018), que
conseguiu isolar mais de um microrganismo nas amostras. Segundo Junior (2016),
endometrites caracterizadas por infeccdo mista apresentam maior potencial prejudicial ao
endomeétrio e consequentemente necessitam de um tratamento direcionado.

Analisando a citologia endometrial dos animais utilizados na pesquisa, evidenciou-se
gue os processos inflamatérios do endométrio variaram de grau leve a moderado, sendo
respectivamente os animais 2, 3 e 5, e 1 e 4. Os dados ndo condizem com os dados levantados
por Papa et al (1993). A justificativa que pode ser levantada é que os animais utilizados nesta

pesquisa possuem conformacdo perineal irregular, idade avangada e auséncia de historico
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reprodutivo anterior.

A avaliacdo citolégica demostrou que os animais 1 e 4 apresentaram grau de
inflamacdo do endométrio de cardter moderado. No animal de numero 1, a cultura
microbioldgica uterina detectou infeccdo mista por agentes Echerichia coli e Streptococcus
sp. J& no animal de nimero 2, os agentes isolados foram a Echerichia coli e Klebsiella sp. Os
resultados coincidem com os encontrados por Carvalho et al. (2011), em que foi observada
inflamacdo de grau moderado a intenso em todos os animais que apresentaram Echerichia
coli e Streptococcus sp. na cultura microbioldgica uterina. Essa associacao entre o isolamento
de Echerichia coli e a ocorréncia de inflamagdo moderada a intensa foi estatisticamente
significativa. Riddle et al. (2007) relaciona os dados citoldgicos e bacterioldgicos e afirma
que o isolamento de dois ou mais agentes bacterianos esta relacionado a inflamacéo intensa
endometrial.

Os resultados da citologia endometrial do animal 4, apds a aplicacdo de ozodnio,
demonstraram que a inflamacdo (nimero de neutrofilos por campo) foi de grau leve a
moderado. O resultado condiz com a pesquisa de Vendruscolo (2017), que observou também
em seus resultados o aumento de células inflamatorias em ratos ap06s a aplicacdo de ozénio.
Segundo Bocci (2011), o ozbnio possui efeitos sobre os neutréfilos polimorfosnucleares
(PMNs), devido a sua acdo estimuladora em aumentar a atividade fagocitaria mediante
estimulo direto sobre as células para producdo e liberacdo de citocinas. Essas citocinas
estimuladas podem também provocar liberacdo de mais células para potencializar a resposta
imunologica frente ao agente.

A citologia endometrial dos animais 2 e 5 apresentaram inflamacdo de grau leve
mesmo apos a aplicacdo de ozdnio. Valacchi e Bocci (1999) mencionam em seus estudos que
0 ozo6nio estimula a primeira linha de defesa orgénica no organismo, o que condiz com 0
resultado da presente pesquisa. Para obter uma melhor resposta imunologica frente ao agente
e diminuir a reacdo inflamatdria, sdo necessarias varias aplicacGes até alcancar o estimulo
desejado (WRIGHT et al., 1994).

Ja os animais de numero 1 e 4 apresentaram grau de inflamacdo moderado antes da
aplicacdo de oz6nio e, apos, grau de inflamacéo leve. O resultado ndo condiz com o resultado
mencionado por Bocci (2004), que, em seu estudo, observou que apés a aplicacdo de 0zonio
houve um aumento de neutréfilos polimorfosnucleares. O que justifica essa diminuicdo de
células inflamatorias nos resultados de citologia endometrial é a baixa dose utilizada na
aplicacdo do ozénio. Riddle et al. (2007) descreve que, para se obter uma maior resposta

imunologica, € necessario aumentar a dose, tornando a resposta ao 0zénio dose-dependente. O
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0zOnio atua sobre a medula 0ssea e 0 aumento na contagem destas células pode estar

associado ao estimulo provocado por ele, sendo quanto maior estimulacdo, maior a resposta
imunoldgica.

Apbs a aplicacdo de ozonioterapia, dois animais, sendo eles de ndmero 2 e 5,
apresentaram resultados negativos em sua cultura microbioldgica uterina. O presente estudo
coincide com Oliveira (2018), em que 32,2% das amostras alcancaram resultados negativos.
Duric Lipar e Samardzija (2014) comprovou também a eficiéncia do ozénio em vacas e,
consequentemente, conseguiu aumentar a eficiéncia reprodutiva, apresentando, assim, 0
resultado negativo a cultura microbioldgica uterina apos a utilizagdo de ozonioterapia. A
justificativa do resultado apresentado é a capacidade do 0z6nio de provocar a¢fes bactericidas
sobre a bactéria, causando interrupcdo da integridade devido a oxidacdo dos fosfolipidios e
lipoproteinas da membrana citoplasmatica e parede celular.

Os animais que apresentaram cultura microbioldgica uterina negativa apos a aplicacao
de ozbnio foram 0s mesmos que apresentaram isolamento do agente Echerichia coli antes da
aplicacdo. O fato de ndo ter isolado o agente na cultura microbiol6gica ap6s a ozonioterapia
coincide com o estudo de Ishizaki et al., (1987), que explorou o efeito do ozonio em
Echerichia coli. O 0z6nio penetrou através da membrana celular e reagiu com o contetdo
citoplasmatico, convertendo o DNA do plasmideo fechado em aberto, o que
consequentemente diminuiu a eficiéncia da procriacdo bacteriana (ISHIZAKI et al., 1987). As
bactérias Gram negativas, como no caso a Echerichia coli, apresentam maior sensibilidade ao
0zo6nio devido seu efeito de oxidacdo dos componentes da mebrama. Essa membrana possuli
uma lamela de pepticoglicano fina sobre a qual é sobreposta a uma membrana externa feita de
lipoproteinas e lipossacarideos (ISHIZAKI et al., 1987).

As culturas microbioldgicas uterinas dos animais utilizados na pesquisa apresentaram
diminuicdo na contagem de Unidade Formadora de Col6nia ap6s a aplicacao de ozonioterapia
(Figura 9).

Figura 9 - Cultura microbiologica uterina do animal de nimero quatro antes e depois da

aplicacdo de ozonioterapia
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Fonte: (MELO, 2020)

Os animais de numero 1, 3 e 4 passaram de grande crescimento (>100 UFC) para
moderado crescimento (11 a 100 UFC). O resultado da presente pesquisa esta de acordo com
os estudos de Matos Neto et al., (2012), onde se observou que o0 0z6nio apresentou inibigédo
completa do crescimento bacteriano. De acordo com o mesmo estudo, o0 0zonio ndo foi capaz
de eliminar todos os agentes, porém foi responsavel pela reducdo do nimero circulante. A
justificativa € que o oz6nio oxida a membrana celular da bactéria, chegando ao citoplasma e
convertendo o DNA fechado para aberto, diminuindo a eficiéncia da procriacdo bacteriana
(ISHIZAKI et al., 1987).

J& os animais de nimero 2 e 5 apresentaram moderado crescimento (11 a 100 UFC) na
primeira amostra da cultura microbiolégica, porém apds o 0z6nio ndo apresentaram
crescimento (Figura 10). Os resultados aqui encontrados coincidem com os resultados de
Scott (1963), onde se observou, apés a utilizacdo via topica de solucdo salina ozonizada, uma
reducdo de UFC nas amostras analisadas. 1sso ocorreu devido a capacidade do ozénio de
reagir com ligacdo duplo lipidios, que leva a lise bacteriana e extravasamento do contetdo
citoplasmatico. Quando penetrado ao interior da célula, o ozbnio recombina-se com
elementos citoplasmaticos, provocando oxidacdo de aminoacidos e &cidos nucleicos que,
consequentemente a clivagem e morte celular (CAETANO, 2018).

Figura 10 - Cultura microbioldgica uterina do animal de nimero 5 antes e depois da
aplicacdo de ozonioterapia
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Fonte: (MELO, 2020)

As bolhas presentes na segunda imagem sdo correspondentes ao meio de cultura.
Durante todo o desenvolvimento da pesquisa, nenhum dos animais apresentou sintomatologia
clinica e alteracdo no exame ultrassonografico, o que, segundo Carneiro (2018), pode ser
justificado pelo fato de haver presenca de biofilme no ambiente uterino produzido pelos
agentes encontrados, caracterizando o quadro de endometrite subclinica.

Embora em algumas éguas o ozbnio foi responsdvel por zerar a contagem
microbioldgica, em outras ele foi responsavel pela diminuicdo dos agentes. Esses resultados
condizem com o resultado apresentado por Guggenheim e Schmidlin (2007), que, em sua
pesquisa, observou que o o0zodnio possui efeitos minimos quando aplicado ao biofilme,
indicando que as bactérias, quando organizadas no biofilme, estdo protegidas de seus efeitos
bactericidas.

Vale ressaltar que os resultados obtidos nesta pesquisa devem ser considerados, visto
que contribuiram para o estudo da eficacia do ozbnio no tratamento de éguas com

endometrites subclinica.

POSSIBILIDADES DE PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES

Concomitantemente ao tratamento com ozonioterapia, podem ser utilizados
procedimentos complementares, de forma a se compor um conjunto de acgdes eficazes no
sentido de se solucionar a patologia. Nos tdpicos subsequentes, serdo abordados dois desses

possiveis procedimentos complementares: a terapia e a profilaxia.
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Terapia

O tratamento de endometrites se torna complicado, uma vez que possui grande
quantidade de varidveis causadores dessa patologia, 0 que ndo permite estabelecer protocolos
padronizados (HURTGEN, 2006; OLIVEIRA, 2018).

Além do ozobnio, vérias técnicas e farmacos podem ser empregados no tratamento de
endometrites. Para isso, é necessaria a realizacdo de um diagndstico assertivo contemplado de
exames especificos (OLIVEIRA, 2018).

Quando a variavel trata de uma conformacdo perineal irregular avaliada por meio do
indice de Caslick, que facilita a infec¢do ascendente e caracteriza quadros de endometrite, se
faz necessaria a realizacdo de uma vulvoplastia de Caslick (RAMBAGS, COLENBRANDER;
STOUT, 2003).

Em casos em que ja foi realizado o isolamento de microrganismos em cultura
microbioldgica uterina, faz-se necessario a utilizacdo de antibidticos. O teste de
suscetibilidade antimicrobiana pode ser adotado a fim utilizar o antibidtico especifico para o
agente encontrado. Quando ndo é possivel realizar o teste, a utilizacdo de antibidticos de
amplo espectro se torna viavel (LEBLANC, 2010). Normalmente, as infec¢cdes uterinas se
limitam ao endométrio, sendo assim, a abordagem terapéutica mais adotada é a infusdo de
antibidtico intrauterina. Quando as infeccGes se tornam graves, opta-se pela utilizacdo de
antibioticos sistémicos (PETERSEN et al., 2009).

Quando a intencdo da terapia é diminuir o tamanho e aumentar o tbnus uterino, as
solucdes antissépticas sdo utilizadas. Essas solu¢bes tornam o fluido uterino menos viscoso e
contribui para a eliminacdo do contetdo (ASBURY, 1984). As solucbes utilizadas sdo
acriflavina, acido bérico, solucdes iodadas, iodoforme, e 6xido de prata. Porém, devem ser
utilizadas com cautela, visto que no ambiente uterino podem provocar irritagbes como
necrose e alteracOes fibrdticas no endomeétrio, cérvix e vagina (ASBURY, 1984; OLIVEIRA,
2018).

Em casos em que h& presenca de detritos, microrganismos e neutrofilos
polimorfonucleares no Utero, a realizacdo de lavagem uterina é indicada por contribuir na
remogdo dos mesmos, auxiliando na absor¢do do antibidtico pelo endométrio. Em casos de
prevencdo, pode utilizar pequenos volumes de iodopolvidona (5 a 10 ml) a solugdo de
lavagem, a fim de prevenir bactérias e fungos. Em casos em que é necessario drenar o fluido
existente no ambiente intrauterino, utiliza-se farmacos ocitocitos, que sdo capazes de

estimular a contracdo do miométrio e a drenagem linfatica. Dessa forma, a drenagem colabora
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com o aumento da fertilidade (PYCOCK, 2007). O ocitocito mais utilizado é a ocitocina. Seu

tempo de meia-vida € muito curto, chegando a aproximadamente oito minutos. Sendo assim,
faz-se necessaria a administracdo de doses repetidas a fim de aumentar a eficicia do
tratamento (LEBLANC e CAUSEY, 2009).

Quando o diagnostico alcangado é a endometrite persistente caracterizada pela
producdo excessiva de muco e exsudado, opta-se pela utilizacdo de agentes quelantes e
mucolitica. As solu¢des mais utilizadas sd@o a N-acetilcisteina e o dimetilfulfoxido (DMSO).
Em procedimentos avangados, requer a infusdo uterina dos agentes a fim de eliminar o muco,
facilitando a absorgdo do antibidtico pelo endométrio (LEBLANC, 2010).

Os imunomoduladores sdo administrados quando o médico veterinario requer o
equilibrio das citoquinas pro e antinflamatdria, desejando a hemostasia a resposta inflamatéria
local. Opta-se pela utilizacdo de glucocorticoides ou corticoesterdides, porém devem ser
utilizados de forma prudente (LEBLANC; CAUSEY, 2009).

Profilaxia

Para evitar prejuizos econdémicos na criacao de equinos, é necessario adotar métodos
preventivos que impegcam o seu rebanho de vir a desenvolver problemas reprodutivos.

Paiva (2008) afirma que a endometrite é a principal patologia que causa quadros de
subfertilidade ou infertilidade, inviabilizando a criagdo de equinos.

Desse modo, a adocdo de um manejo preventivo e eficiente € uma das principais
formas de prevenir endometrites. O manejo preventivo inclui a correcdo das causas que
podem contribuir para o inicio do processo inflamatorio e a eliminacdo do agente causador,
além da adocdo de métodos higiénicos e apropriados no manejo reprodutivo, evitando assim
infeccdes recorrentes (PAIVA, 2008).

CONSIDERACOES FINAIS

Sabendo-se que a endometrite é uma das principais causadoras de perdas econdmicas
na criagdo de equinos, cabe ao médico veterinario a tarefa de diagnosticar e implantar
métodos terapéuticos efetivos.

O tratamento efetivo se inicia com o correto diagnostico, dado através de um conjunto
de exames, como avaliacdo perineal, ultrassonografia, citologia endometrial e cultura

microbioldgica uterina realizada de acordo com a literatura proposta. O 0z6nio, por se tratar
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de uma terapia complementar, utilizado de forma correta, produz bons resultados, como no

presente estudo, sendo eles a melhora na resposta inflamatoria e a inibicdo e destruicdo de
agentes patologicos presente no endométrio de éguas.

Conforme o estudo apresentado, o ozbnio ndo foi capaz de zerar a contagem
microbioldgica de todos os animais, porém, nas situacBes menos efetivas, ainda assim,
proporcionou sua diminuicdo. Sendo assim, faz-se necessario a aplicacdo de mais lavagens
uterinas com soro ozonizado ou a utilizacdo de antibioticoterapia associada a esta terapia
complementar.

Estudos adicionais com maior nimero amostral, no entanto, se fazem necessarios para

a real constatacéo de tais resultados.
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