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“Eu ndo sei o que quero ser, mas sei muito bem o que nao me tornar.”

— Friedrich Nietzsche
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Resumo

Na reproducdo equina, a falha gestacional acontece com alguma frequéncia
causando uma grande perda econdémica e genética para a industria equina. Como tal, a busca por
outras terapias além da convencional tem vindo a aumentar, destacando o uso da ozonoterapia.
Esta, €é uma medicina integrativa de baixo custo que tem vindo a demonstrar beneficios terapéuticos

desde a Primeira Guerra Mundial até aos dias de hoje.

Atualmente, existe literatura que afirma que o uso de lavagens intrauterinas com 0zono
tem sido uma opcao muito benéfica para o tratamento de patologias reprodutivas tanto em mulheres

€COmo nos animais.

Com o presente estudo, pretendeu-se avaliar os efeitos da lavagem uterina com solugéo
fisiologica NaCl 0,9% ozonizada sobre as caracteristicas citologicas e cultura microbiolégica do
liquido uterino em éguas com mais de 15 anos. Para tal, fez-se a administracdo de solucao
fisiologica NaCL 0,9% ozonizada na concentracdo de 52 pg de Os/mL de oxigénio via uterina,
recolhendo posteriormente o liquido administrado por gravidade, observando assim as

caracteristicas citolégicas e os microorganismos presentes na cultura microbioldgica.

Segundo os resultados obtidos, observou-se um aumento momentaneo da inflamacgéo
durante o tratamento com 0zono na maioria das éguas, porém, duas semanas ap0os o tratamento,
houve uma melhoria no grau de inflamacéo bem como na diminui¢do de agentes microbianos na

cultura microbiologica.

Desta forma, conclui-se que a ozonoterapia tem um efeito terapéutico benéfico na reducéo
do quadro de inflamacgédo uterina, bem como no controlo de agentes microbianos, minimizando
possiveis resisténcias bacterianas, adotando assim um papel importante no que toca a melhoria dos

indices reprodutivos.

Palavras-chave: Reproducdo equina, Ozonoterapia, Lavagem uterina, Caracteristicas

citoldgicas, Cultura microbioldgica.



Abstract

In equine reproduction, gestational failure happens with some frequency causing a great
economic and genetic loss for the equine industry. As such, the search for other therapies besides
the conventional one has been increasing, highlighting the use of ozone therapy. This is a low-cost
integrative medicine that has been demonstrating therapeutic benefits from the First World War to

the present day.

Currently, there is literature that states that the use of intrauterine washes with ozone has
been a very beneficial option for the treatment of reproductive pathologies in both women and

animals.

The present study aimed to evaluate the effects of uterine lavage with ozonized saline
solution on the cytological characteristics and microbiological culture of the uterine fluid in mares
over 15 years old. To this end, 0.9% ozonated NaCL saline solution was administered at a
concentration of 52 pg of O3/mL of oxygen via the uterine route, subsequently collecting the
administered liquid by gravity, thus observing the cytological characteristics and microorganisms
present in the culture. microbiological.

According to the results obtained, there was a momentary increase in inflammation during
ozone treatment in most mares, however, two weeks after treatment, there was an improvement in

the degree of inflammation as well as a decrease in microbial agents in the microbiological culture.

In this way, it is concluded that ozone therapy has a beneficial therapeutic effect in reducing
uterine inflammation, as well as in controlling microbial agents, minimizing possible bacterial

resistance, thus adopting a significant role in terms of improving reproductive indices.

Keywords: Equine reproduction, Ozone therapy, Uterine lavage, Cytological characteristics,

Microbiological culture.
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Casuistica de estagio

O estagio curricular realizado no ambito do Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria e que deu origem ao presente trabalho realizou-se na Unidade Clinica da Universidade
de Evora na Coudelaria Alter Real, em Alter do Chdo. O mesmo decorreu entre novembro de 2021
e abril de 2022, perfazendo um total de seis meses, sob orientacdo da médica veterinaria, Prof. Dra.
Elisa Bettencourt e com a colaboracdo das restantes médicas veterinarias da equipa: Dr.2 Helena

Guimaraes, Dr.2 Inés Bessa de Carvalho e Dr.2 Madalena Cardoso.

Durante 0 estagio, a autora foi supervisionada pelas quatro médicas veterinarias da equipa
na sua préatica clinica na Coudelaria de Alter, tendo a oportunidade de acompanhar uma grande
variedade de casos clinicos e observar diferentes abordagens diagndsticas e terapéuticas. Neste
contexto, foi também possivel auxiliar e realizar procedimentos veterinarios. Ao longo de seis
meses (920 horas), onde foram acompanhados um total de 146 casos, sendo que a grande maioria
dos casos pertencentes aos animais efetivos da coudelaria. A partir do més de janeiro até ao final
de abril a autora teve também a oportunidade de acompanhar casos reprodutivos na Unidade

Reprodutiva da Coudelaria.

Casuistica Total do Estagio Curricular

8:5% % 2%

E Reproducéo
22;13% Neonatologia
Oftalmologia
3;2% Gastroenterologia
Ozonoterapia

91;53% Pneumologia
25;14% = Ortopedia
@ Cirurgia de campo
2; 1%4. o @ Odontologia

. @ Traumatologia
6;3% /2. 1% g

6; 4%

Figura 1 Casuistica total do estagio curricular na Unidade Clinica e Reprodutiva da Universidade de
Evora na Coudelaria Alter Real, dividida por area clinica.
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Casuistica Principais Afecdes do Estagio Curricular

L% 110
2; 3% Endometrite

3; 4%

Célica

Herpesvirus equino

20 29% @ Uveite recorrente
1: 1% ' ; 5
P 470 o Feridas/ Laceragdes
1 1% @ Fraturas
1; 1% Laminite
2, 3% 4: 6% Tromboflebite

Obstrugdo Esofagica
7,10%  Artrite sética

12;17% Hemiplegia laringea

1:1% @ Abcesso de Casco

Figura 2 Casuistica das principais afeces acompanhadas no estagio curricular na Unidade Clinica e
Reprodutiva da Universidade de Evora na Coudelaria Alter Real, dividida por caso clinico.

Na Unidade Reprodutiva da Coudelaria, como pode ser observado no Grafico 1, foi
acompanhado uma grande afluéncia de casos. Grande parte da casuistica do estagio curricular foi
na area de reproducdo, destacando-se a retencdo placentaria e a endometrite. Como representando
no Grafico 2, a endometrite apresenta uma grande percentagem de casos reprodutivos que a autora
pode acompanhar, desde auxiliar na preparacdo da lavagem uterina, administrar 10 a 25 Ul
ocitocina pela via intramuscular na tadbua do pescogo, preparar o tratamento intrauterino e auxiliar
na administracdo do mesmo. A autora teve oportunidade de acompanhar o inicio da época
reprodutiva do efetivo da Coudelaria Alter Real, mas também de animais do exterior, no qual
realizou varios procedimentos como exame reprodutivo, palpacao transretal, ecografia transretal,
administracdo de hormonas e outros farmacos, preparacéo do garanhdo para a colheita, colheita de
sémen, preparagdo da vagina artificial, preparacao assética da regido perineal da égua, inseminacao
artificial, processamento do sémen fresco, processamento do sémen para congelacdo, lavagens
uterinas, preparacdo de amostras citologicas para envio, tratamento intrauterino com sulfato de
gentamicina 1 a 2 gramas cada 24 horas tamponada com bicarbonato de sédio (8,4%). A autora

ainda teve a oportunidade de visualizar medicdo de placentas através da ecografia e obter duas
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placentas para pesagem e estudo da anatomia da placenta e, de acompanhar a medi¢do condicao
corporal das éguas antes e ap6s 0 parto bem, como, nas colheitas de sangue e colostro para a
medicdo de imunoglobulinas para observar se houve transferéncia de imunidade passiva da mae
para o poldro, resenha de poldros, colocagdo de microchips e escumacao das éguas e dos poldros.
Também teve a oportunidade de realizar lavagens uterinas com 0zono a uma concentracao de 52ug

Os/mL em quatro éguas para o projeto abrangido pelo tema da presente dissertacao.

Na area de neonatologia, a autora teve a oportunidade de realizar enemas num poldro com
retencdo do mecodnio, observar a administracdao de oxitetraciclina diluida (10 mg/kg/p.v.) no soro
fisiologico NaCl a 0,9% pela via intravenosa e a realizacdo de transfusdo de plasma num poldro
com contratura dos flexores dos membros anteriores, acompanhar dois neonatos 6rfaos que
necessitavam de alimentacao em turnos de 3 em 3 horas, e, ainda participar num caso de uma poldra
com edema causado por uma artrite sética por trauma na regido do codilho do membro anterior

direito.

Na &rea ortopédica (Figura 1), € possivel observar um elevado nimero de casos que
envolveram equinos desde equinos de alta competicdo, inicio de carreira, poldros e éguas
reprodutoras. Assim sendo, foi possivel participar em exame locomotores, incluindo as diferentes
técnicas de diagnostico, como realizagdo do teste pinga de cascos, flexdes e bloqueios anestésicos
com o auxilio do programa Lameness Locator, radiografia e ecografia; e auxiliar nas varias
modalidades de tratamento, como, artrocentese para administracdo de corticosteroides, acido
hialuronico e medicamento homeopatico (Traumeel), mesoterapia, laserterapia e crioterapia. E,
ainda, participar na reabilitacdo destes equinos dependendo do estado de progressdo. O
acompanhamento continuo dos casos contribuiu para a consolidagdo de conhecimentos sobre cada
patologia do aparelho locomotor, destacando conflito dorsal dos processos espinhosos, abcessos
de casco, osteoartrite, osteocondrose, fratura do boleto e da terceira falange, desmite, laminite,

patologia do aparelho podotroclear.

Na Unidade Clinica, a autora teve a oportunidade de assistir e participar na inducéao
anestésica e auxiliar na anestesia e atuar como instrumentista de duas orquiectomias, um dos
animais apresentava um dos testiculos na zona abdominal e o outro equino a nivel inguinal. Ainda,

houve a oportunidade de remocdo de um corpo estranho no membro anterior esquerdo proximal ao
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carpo. Apos as orquiectomias a autora participou no pos-cirargico dos animais atraves de exames
clinicos, administracdo de penicilina via intramuscular, anti-inflamatério intravenoso e, no caso da
remocdo do corpo estranho, a realizacdo de um penso até ao antebrago com a colocagdo de um

“donut” no acessorio do carpo com funcgéo de proteger e aliviar a pressao.

A area de odontologia equina €, também, uma area com pratica frequente na coudelaria, e

de extrema importancia para a manutencao da satde e bem-estar dos equinos. Nesta area importa

destacar a corre¢do de pontas de esmalte, ganchos, rampas dentérias e a extracdo do primeiro pre-
molar 105 e 205.

Figura 3 Fotografias do estagio: a) Uveite recorrente do olho esquerdo; b) Penso realizado pela autora; ¢) Corpo
estranho retirado do MAE; d) Pré-molares 105 e 205 (dentes de lobo); e) Conteldo recolhido da lavagem uterina; f)

Placenta.

Foram observados varios casos de traumatologia, destacando-se na Figura 2, feridas, onde
a autora teve a oportunidade de participar na sua limpeza e desinfecdo e, quando necessaria a
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colocacdo de penso. Para além disso, ocorreu uma laceracdo profunda dos ligamentos extensores
do membro que terminou posteriormente com a eutanasia do equino. Ainda com alguma casuistica
oftalmica, destacou-se um caso de obstrucéo do canal nasolacrimal e uveite recorrente equina, no
qual o tratamento consistiu em administrar uma gota de colirio no olho esquerdo com intervalo de
cinco minutos entre cada administracdo, com a seguinte sequenciacdo anticolinérgico, antibiético
e antifangico trés vezes ao dia de quatro em quatro horas. Com menos ocorréncia, 0
acompanhamento das urgéncias limitou-se a quatro casos de sindrome de abdémen agudo, um caso

por impactagdo parasitaria e os restantes por impactacgéo gastrica.

Além dos casos clinicos acompanhados, o0s estagiarios tinham o dever de iniciar a
realizacdo do exame fisico e do procedimento de reabilitacdo aquando da chegada da equipa
médico veterinaria, preparar a medicacdo e auxiliar na arrumacdo e organizacdo do stock da
Unidade Clinica e Reprodutiva. Ainda, tratar dos equinos mais idosos da coudelaria,
nomeadamente, passear, escovar, limpar os cascos e tratar da dermatite na zona da quartela. Todas
as tercas-feiras de manh4, os alunos de Medicina Veterinaria da Universidade de Evora chegavam
para terem a sua semana de aulas praticas e tedrico-praticas de equinos. A equipa veterinaria
passava 0s casos da semana anterior aos alunos e davam as aulas sobre diversos temas. A autora
teve a oportunidade de participar e assistir a estas aulas durante o periodo de estagio curricular.
Uma vez por semana e de acordo com a disponibilidade e coordenacdo da equipa veterinaria era
realizado um Journal Club. Por sua vez e no &mbito do tema deste trabalho, a autora teve, a
oportunidade de estruturar e apresentar um Journal Club relativo a véarios estudos sobre o uso da

ozonoterapia em equinos, com foco na reproducdo.

A realizacdo do estagio curricular em questdo permitiu assim a autora entender a logistica
da coudelaria, bem como a rotina em relacdo a préatica clinica e reprodutiva e, permitiu a realizacdo
do projeto sobre o0 uso ozonoterapia na lavagem uterina em éguas reprodutoras. Desta forma, foi
possivel, reforcar e aplicar na pratica conhecimentos adquiridos no curso de Medicina Veterinaria,
dando destaque as disciplinas de Patologia Clinica e Médica, Propedéutica Médica, Anatomia,
Fisiologia, Obstetricia e Reproducdo, Parasitologia, Citologia e Histologia, Anatomia Patoldgica e

Clinica de Animais de Companhia e Equinos.
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| - INTRODUCAO

Na Europa, o setor da producdo equina possui um impacto econémico total de 100 mil
milhdes de euros por ano, que inclui, 7 milhdes ou mais equinos, 6 milhdes de hectares de pastagem
permanente destinada aos equinos, criacdo de 800.000 empregos a tempo inteiro e um aumento de
5% anual de cavaleiros (European Horse Network, 2021). Atualmente, em Portugal, a criacdo de
cavalos da raca Puro-Sangue Lusitano tem vindo a crescer, sendo uma das atividades cruciais para

o0 desenvolvimento de determinadas regides do Alentejo.

Entretanto, em comparagdo com outras areas da produc¢do animal, a industria da criacdo
de equinos tem demonstrado ser o setor menos eficiente, em relacdo ao ponto de vista econémico
e genético. Contudo, de acordo com os dados revistos por Squires (2019) ao longo do tempo e com
o0 auxilio da intervencdo médico-veterinaria e 0 acompanhamento do estado reprodutivo da manada

tem sido priorizado e aperfeicoado de forma a maximizar a eficcia reprodutiva.

Sob o ponto de vista econémico, a principal caracteristica fisioldgica para que haja éxito
na reproducdo de equinos, consiste na aposta da criacdo de reprodutores que possuam uma boa
fertilidade, com a finalidade de melhorar a eficacia do sistema de reproducédo e, naturalmente, obter
uma maior rentabilidade das explora¢fes. No entanto, existem varios fatores que podem afetar a
fertilidade de uma exploracdao, nomeadamente, genética, sazonalidade, maneio, nutricdo, sanidade
geral e reprodutiva (Aurich & Aurich, 2006).

Das varias patologias reprodutivas que afetam as éguas, a endometrite é a doenca que
ocorre com mais frequéncia e, tem um grande impacto negativo sobre os indices reprodutivos de
uma exploracdo. Para os criadores, uma égua reprodutora que ndo consegue produzir descendéncia
torna-se frustrante e dispendiosa, e por efeito, causa perdas no valor genético de um sistema

reprodutivo (Pasolini et al., 2016).

A endometrite € uma inflamacdo aguda, cronica ou degenerativa do tecido que reveste o
utero, o endométrio, que pode estar associada a infe¢des bacterianas ou fungicas (Scoggin, 2016).
Por ser uma patologia de alta importancia e prevaléncia nos sistemas criacdo de equinos, é
fundamental o estudo profundo e recorrente de alternativas para o tratamento desta patologia

(Bocci, 2006). Assim, dependendo das caracteristicas do agente causador, o tratamento desta
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doenca consiste na administracdo de antibidticos e antifungicos via topica e parenteral, como
também da associacdo anti-inflamatorios esterdides (AIES), anti-inflamatorios ndo esterdides
(AINES), mucoliticos, compostos quelantes, plasma rico em plagquetas autologo, acupuntura e
ozonoterapia (Buczkowska et al., 2015).

O uso negligente e abusivo de antibioticos é, atualmente, uma preocupacdo mundial
devido ao surgimento e aumento de bactérias multirresistentes aos antimicrobianos (Mah &
O’Toole, 2001). Ha uma busca por terapias integrativas para auxiliar no tratamento de afecdes,
visando restringir o uso de antibi6ticos somente em situacdes de real indicacdo, ou que estimulem
e favorecam condicGes para que o proprio organismo consiga melhor combater o agente
microbiano (Durrani, 2017). Nesse contexto, a ozonoterapia poderia reduzir a necessidade do uso
de antimicrobianos, a baixo custo, sem libertacdo de residuos e contaminac¢do do meio ambiente
(Durrani, 2017).

Desde os anos de 1914 — 1918, a ozonoterapia tem vindo a demonstrar beneficios no
tratamento de feridos durante a Primeira Guerra Mundial, tendo sua indicacdo recomendada até o0s
dias de hoje nas varias vertentes da medicina humana e veterinaria (Bocci, 2002). Estudos e
publicacdes cientificas que demostraram a eficiéncia dos tratamentos com ozono em diversas
patologias nas varias espécies tém aumentado de ano para ano (Avila et al., 2022; Djuricic et al.,
2012; Mali et al., 2020; Sharkhuu et al., 2011). A semelhanca da medicina humana, as pesquisas
desta terapia na medicina veterinaria tem vindo a evoluir (Bocci, 2002; Sciorsci et al., 2020). Na
area de reproducdo animal, foram realizados alguns estudos em bovinos e caprinos de leite em que
obtiveram resultados superiores ou semelhantes aos tratamentos convencionais com antibioticos
(Purici¢ et al., 2016). No entanto, na reproducdo equina, apesar de relatos bem sucedidos do uso
da ozonoterapia em éguas com falha reprodutiva, ainda ndo existe literatura concreta sobre os
efeitos da ozonoterapia intrauterina em éguas com condi¢des uterinas patoldgicas, como por

exemplo com endometrite (Almeida et al., 2021).
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1.1 Anatomia Reprodutiva

O trato reprodutivo da égua encontra-se dividido em duas partes, a externa é constituida
pelo perineo, vulva e vestibulo e, a interna € composta pela vagina, cérvix, atero, ovidutos e ovarios
(Konig & Liebich, 2016). Como parte da funcdo reprodutiva, existem outros Orgdos que
desempenham um papel importante na regulacdo, como, hipotalamo, glandula pineal, hipofise
anterior e retina, ou 6rgdos que estdo associados a esta funcdo como € o caso da glandula mamaria
(Konig & Liebich, 2016). Esta seccdo sera dirigida a fracdo interna do trato reprodutivo e
direcionada para o Utero.

1.1.1 Anatomia Macroscopica do Utero

O utero da égua apresenta uma forma bicornual sendo, composto pela cérvix o qual é
constituida por tecido muscular e conjuntivo, o corpo uterino e dois cornos uterinos derivados da
fusdo parcial dos ductos paramesonéfricos e unidos pelo ligamento intercornual (Kénig & Liebich,
2016). Na cavidade abdominal e pélvica, o Utero, os ovarios e os ovidutos estdo suspensos pelo
ligamento largo que possui uma forma de “T” ou “Y” (Reed et al., 2018). Este ligamento origina-
se na regido sublombar e possui fibras que vao desembocar para o corpo e colo uterino, esta por¢éo
localiza-se unida ao Utero e designa-se de mesométrio (Konig & Liebich, 2016). Este ligamento
encontra-se inserido dorsalmente impedindo a retracdo do Utero durante a palpacdo transretal. Esta
particularidade do ligamento na égua da uma sensacdo tubular menos distinta em relacdo aos
bovinos (Brinsko & Blanchard, 2011).

1.1.2 Histologia Uterina

O Utero € internamente revestido por trés camadas, as quais sdo, do segmento mais externo
ao mais interno: camada serosa (perimétrio), camada muscular (miométrio) e camada mucosa
(endométrio) (Konig & Liebich, 2016). O perimétrio é formado por uma camada de células
epiteliais escamosas que revestem a superficie externa do trato genital, formando o epitélio

peritoneal (Konig & Liebich, 2016) que, juntamente com a camada muscular longitudinal, possuem
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uma vascularizacdo que acompanha o ligamento largo (Koénig & Liebich, 2016). O miométrio é
composto por uma camada externa de fibras musculares longitudinais, uma camada muito
vascularizada responsadvel pelo aumento do ténus uterino e uma camada interna de fibras
musculares circulares (Konig & Liebich, 2016; Reed et al., 2018). O endométrio, camada mais
interna, € recoberto por células epiteliais cilindricas que, na sua zona apical, possuem
microvilosidades que sdo sustentadas pela lamina prépria, formada por tecido conjuntivo (Kdnig
& Liebich, 2016). A Iamina propria possui uma enorme quantidade de glandulas endometriais
simples tubulares ou ramificadas que se encontram por todo o endométrio. Esta camada possui
nervos, vasos linfaticos e sanguineos (Konig & Liebich, 2016). Além de ser formada por células
do tecido conjuntivo, tem igualmente neutréfilos polimorfonucleares, mondcitos, macréfagos,
células B e T e células plasmaticas que, por sua vez, migram para o limen uterino (Kénig &
Liebich, 2016). Posto isto, o endométrio possui uma funcdo glandular e secretora e a sua espessura
varia consoante o estado fértil do animal, estando oculto na égua ndo gestante, devido ao colapso
das paredes uterinas e a disposicdo longitudinal das pregas endometriais na parede uterina (Konig
& Liebich, 2016). Estas pregas longitudinais do endométrio estendem-se até as extremidades dos
cornos uterinos através do corpo uterino e continuam através do colo uterino, sendo a sua funcéao
ajudar no transporte dos espermatozoides para o oviduto e preparar canais para a remoc¢éo de
fluidos e detritos apds o ato reprodutivo (Reed et al., 2018). O atero € o local onde ocorre a
deposicdo de sémen durante o coito e onde se da o desenvolvimento do embrido durante a gravidez
(Konig & Liebich, 2016), sendo considerado um ambiente mutavel e dindmico influenciado por
hormonas que alteram o seu tamanho, ténus, contratilidade, capacidade imunoldgica e a atividade

secretora glandular (Reed et al., 2018).

1.2 Endometrite

A falha gestacional acontece anualmente em éguas e consiste numa grande perda
econdmica e genética substancial para a indUstria equina (Brinsko & Blanchard, 2011; Ferris, 2017,
LeBlanc & Causey, 2009). No entanto, a maioria dos problemas relacionados com a infertilidade
sdo complexos e varios fatores, isolados ou combinados, podem causar falhas na producéo de
descendentes (Overbeck et al., 2011; Pasolini et al., 2016).
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Os primeiros estudos que caracterizaram pela primeira vez a inflamacao uterina surgiram
em 1969, quando Hughs e Loy concluiram que éguas em estro e sem problemas reprodutivos eram
capazes de recuperar da inflamacdo e reestabelecer a homeostase em pouco tempo apos a
inoculagdo de colonias de Streptococcus equi. Em contrapartida, éguas multiparas, com dificuldade
em ficarem gestantes, desenvolviam uma resposta inflamatoria prolongada que alterava o aspeto e
a consisténcia do Gtero a palpacdo transretal. Atualmente, investigadores e criadores de equinos
trabalham arduamente e, de forma direcionada, para individualizar os mecanismos fisiopatologicos
que prejudicam o desempenho reprodutivo em éguas (Pasolini et al., 2016). A infertilidade consiste
em trés tipos de éguas “problema”: as éguas que ndo conseguem ciclar, éguas que ciclam
normalmente, mas ndo ficam gestantes e éguas que ciclam normalmente e ficam gestantes, mas

sofrem de morte embrionaria precoce (Overbeck et al., 2011; Pasolini et al., 2016).

A endometrite é a principal causa de subfertilidade em éguas reprodutoras e também a
causa mais comum das duas Ultimas condicdes referidas anteriormente, sendo definida como uma
inflamacdo aguda, cronica ou degenerativa do endométrio uterino, que pode estar associada a
infecdes bacterianas ou fungicas (LeBlanc & Causey, 2009; Pasolini et al., 2016). E uma patologia
com uma prevaléncia de 25 a 60%, sendo frequentemente subdiagnosticada (Diel de Amorim et
al., 2016). Tais processos inflamatorios uterinos constituem um dos principais fatores limitantes
na fertilidade das fémeas (Overbeck et al., 2011). Portanto, a identificacdo da(s) causa(s), o
tratamento direcionado e o controlo periddico sdo constituintes importantes para a resolucdo do

quadro e restabelecimento do ciclo reprodutivo (Pasolini et al., 2016).

A inflamacdo uterina que decorre ap6s 0 ato reprodutivo € considerada uma resposta
fisioldgica usual e transitéria, caracterizada pelo rapido influxo de neutrofilos para o limen uterino
com o0 objetivo principal de expulsar o excesso de espermatozdides, plasma seminal e bactérias
indesejaveis do ambiente uterino (LeBlanc & Causey, 2009; Reilas et al., 2016). Num Utero
saudavel, esta inflamacdo desaparece em 48 horas (Katila, 1996). Cerca de 90% das éguas
conseguem controlar esta inflamagdo com ou sem intervencéo e, como tal, sdo consideradas eguas
reprodutoras normais ou resistentes (Canisso et al., 2020; Troedsson, 2006). Os outros 10% sao
classificadas como éguas suscetiveis, uma vez, que tém ou sdo inclinadas a desenvolver
endometrites (LeBlanc & Causey, 2009). As eguas suscetiveis sdo incapazes de resolver a

inflamacao provocada pelos espermatozoides e acabam por desenvolver endometrite induzida por
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acasalamento persistente (Canisso et al., 2020; Causey, 2006; Hurtgen, 2006; Pasolini et al., 2016;
Reed et al., 2018). As causas de suscetibilidade abrangem falhas anatomicas e funcionais,
instilacdo de microrganismos patogénicos através da monta natural, resposta imunitaria local

anormal e 0 método de reproducdo empregado (Pasolini et al., 2016; Reed et al., 2018).

Diel et al. (2015) acompanharam 54 éguas positivas para endometrite com base na biopsia
endometrial e numa lista de verificacdo baseada em 5 critérios (achados clinicos anormais,
caracteristicas anormais do liquido recolhido das lavagens de baixo volume (LBV), citologia
endometrial positiva, crescimento bacteriano na cultura do pellet da LBV e evidéncia histolégica
de inflamacdo na bidpsia endometrial). O método de diagnostico mais sensivel para endometrite
foi a bidpsia endometrial (86%), com a cultura (22%) sendo 0 método menos sensivel. Com base
neste estudo, é importante realizar um bom exame fisico e associar os achados laboratoriais

realizados para avaliagdo da endometrite em éguas.

1.2.1 Fisiopatologia e Mecanismos de Defesa Uterinos

Existem trés principais mecanismos de defesa nas éguas que ajudam a prevenir infe¢oes
uterinas, sendo eles as barreiras fisicas do trato reprodutivo, o sistema de limpeza mecénica e o

sistema imunitario (LeBlanc et al., 2007).

Como barreiras fisicas do trato reprodutivo temos a vulva, o esfincter vestibulovaginal e
a cérvix que ajudam a prevenir a entrada de contaminantes, nomeadamente, ar, urina, fezes e
microrganismos no utero (Ferris, 2017). Qualquer alteracdo anatémica destas estruturas aumenta a
probabilidade de entrada de bactérias e, consequentemente, ocorre a diminuicdo da taxa de gestacéo
(Tibary & Ruiz, 2018), aumentando o surgimento de placentites e abortos (Satué & Gardon, 2016).
Existe uma grande correlacdo entre a conformacdo vulvar e a salubridade uterina, isto é, a
deficiéncia na coaptacdo dos labios vulvares predispdem a inflamagéo do endométrio (Hemberg et
al., 2005). Conformacdo, genética, senilidade, peso corporal baixo ou partos consecutivos
consecutivas causam aumento da conformacéo perineal, o que dificulta a drenagem e favorece a
conspurcacgdo da vagina devido a entrada de fezes e, acaba por diminuir a taxa de gestacao (Satué
& Gardon, 2016).
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A cérvix é a barreira fisica entre a vagina e o Utero, que relaxa durante o estro, ficando
edemaciada e flexivel. Consequentemente, ocorre 0 aumento do canal de drenagem, permitindo o
funcionamento adequado para expulsdo de restos inflamatérios para fora do Utero (LeBlanc &
Causey, 2009). As alteracGes anatomicas adquiridas, como diverticulos e fibroses, também,
impedem o relaxamento e encerramento adequado da cérvix (Katila, 1996). Por isso, uma cérvix
disfuncional ou uma drenagem linfatica ineficiente pode, também, contribuir para o surgimento

desta patologia (Christoffersen & Troedsson, 2017).

Apobs o encerramento da cervix, o contetdo uterino € drenado pelos vasos linfaticos
uterinos, drenando o edema e removendo células inflamatorias e particulas presentes no lumen
uterino (LeBlanc et al., 1995). Caso haja diminuicdo das pressfes intraluminais, o sistema de
drenagem linfatica é ineficiente, permitindo a entrada de fluido para o limen uterino ao invés de
ascender pelos vasos linfaticos (LeBlanc et al., 1995). LeBlanc e colaboradores (1995) observaram
que éguas suscetiveis a endometrite possuiam uma taxa de drenagem linfatica diminuida

comparativamente as resistentes.

A depuracdo uterina desempenha um papel importante na resposta deste Orgao a
contaminacdo e deficiéncia na contratilidade do miométrio pode ter uma grande influéncia na

patogénese da depuracdo uterina tardia (Pasolini et al., 2016).

Alteracbes nas contragdes uterinas ocorrem devido a falhas nos mecanismos fisicos de
depuracdo uterina, que estdo relacionados com a endometrite instigada pela cobricdo e a
endometrite infeciosa (Troedsson, 1999). Troedsson et al. (1993) observaram que apo6s a
inseminagdo em eguas saudaveis houve um aumento da atividade mioelétrica e das contragdes
uterinas e, em éguas suscetiveis resultou num atraso de 2 horas e uma diminuicdo acentuada da
atividade, caindo abaixo dos niveis basais 12 horas depois. Como tal, os defeitos na contratilidade
miometrial podem estar relacionados com o0 aumento da acumulagéo intrauterina de oxido nitrico
(NO) atraves do endométrio de eguas suscetiveis depois da inseminagdo (Alghamdi et al., 2005),
levando ao atraso da limpeza uterina. Portanto, as contragdes do miométrio sdo essenciais para a
eliminacdo eficiente de fluidos e residuos uterinos (Troedsson, 1999). O sistema inflamatorio e a
presenca de agentes microbianos ativam os neutréfilos a produzirem espécies reativas de oxigénio

(ERO) e NO (Woodward et al., 2013). O NO é um mediador inflamatorio que incita o relaxamento

23



muscular e, possui um efeito inibitério na contratilidade uterina da égua, comprometendo a funcao
miometrial e, também € importante na angiogenese e inibicdo de agregacao plaquetaria (Alghamdi
et al., 2005; Woodward et al., 2013). Assim, éguas suscetiveis a endometrite persistente pds-
cobricdo apresentam uma maior producdo de éxido nitrico-sintase (iNOS) no tecido endometrial
comparado com éguas resistentes (Alghamdi et al., 2005). A acumulacéo intrauterina de NO em
éguas suscetiveis, concomitantemente com a diminuicao da contratilidade uterina provocada pelo
NO, constitui um mecanismo subjacente no desenvolvimento da endometrite pds-cobricdo (Khan
et al., 2015). Para alem da diminui¢do da contratilidade, as éguas suscetiveis expdem um padrdo
anormal na contracdo, inviabilizando a eliminacéo do contetdo, visto que ocorre de forma inversa
aquela observada em éguas resistentes, nas quais a contragcdo comega no corno uterino em dire¢éo
a cérvix (Woodward et al., 2013).

O sistema mucociliar € composto por muco e cilios que exercem um papel essencial na
protecdo e limpeza superficial das mucosas. As alteracbes endometriais patoldgicas advém de
modificacdes estruturais da superficie do epitélio como a caréncia de células ciliadas e da
integridade da barreira mucosa, facilitando a aderéncia de agentes patogénicos (Causey, 2006). No
endométrio, o epitélio mucociliar é composto por pregas que formam canais de drenagem que
continuam com as pregas cervicais, auxiliando na eliminagdo do muco pelo movimento ciliar
(Katila, 1996). O fluxo apropriado e a viscosidade do muco previnem a adesdo e colonizacdo do
epitélio por microorganismos e expulséo estes microorganismos e as células inflamatdrias uterinas,
através da cérvix (Causey, 2006; LeBlanc & Causey, 2009). A producdo exagerada de muco esta
relacionada com falhas na concecdo. Na endometrite aguda decorre um aumento da producdo deste
e no tamanho das células epiteliais e, na endometrite cronica pode haver perda epitelial, perda da
camada de muco, modificacdo da arquitetura do limen e aumento da adesao de bactérias. Posto

isto, estas alteracbes podem favorecer para a persisténcia de infe¢des uterinas (Causey, 2006).

Nos casos em que 0 ambiente uterino é invadido, o sistema imune inato é ativado e ocorre
a ativacdo de recetores de reconhecimento de patogénicos (PRR) durante a inflamacéo, infegdo e
dano tecidual (Kawai & Akira, 2010). A resposta € estimulada, nomeadamente, por macréfagos,
neutrofilos polimorfonucleares (PMNSs), células dendriticas, células do estroma e do epitélio
endometrial (Kawai & Akira, 2010). Segundo Troedsson (1997), os PRR ligam-se as

imunoglobulinas, nomeadamente IgG e IgM, que estimulam o sistema complemento pela via
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classica através C3 e C5 (Bocci, 2006). Esta ativacdo da cascata do sistema complemento
promovem a formacdo de prostaglandinas E e F2a, leucotrienos e outros constituintes originarios
do &cido araquidonico que agem como agentes de quimiotaxia para os neutrofilos (Pycock & Allen,
1990). Os neutrdfilos estdo em abundancia no sangue periférico, sendo demasiado sensiveis a
agentes quimiotaticos, tal como os produtos que advém da clivagem de fracbes do complemento
(C3a e Cha) que executam uma funcdo importante na fase precoce das reacdes inflamatdrias
(Pycock & Allen, 1990).

Tal qual as bactérias, 0s espermatozdides, o plasma seminal e outros componentes do
ejaculado sdo também considerados originadores de inflamacdo apds a cobrigdo, ou seja, quanto
maior a quantidade de um destes componentes mais intensa sera a resposta leucocitaria
(Christoffersen & Troedsson, 2017; Gomes et al., 2019). Esta resposta permite a eliminagdo do
excesso do ejaculado e promove a recuperacdo do lumen uterino estéril apds a cobricdo
(Christoffersen & Troedsson, 2017). No entanto, o plasma seminal possui um efeito modulatério
desta resposta, colaborando no transporte de espermatozoides viaveis, sem anular a fagocitose dos

neutrofilos as bactérias e espermatozoides ndo viaveis (Palm et al., 2008; Troedsson, 2006).

Em 2013, Woodward e colegas observaram que éguas suscetiveis e resistentes
apresentaram um aumento consideravel na transcricdo e na libertacdo citoquinas pré-inflamatorias,
como a IL-6 e IL-10 seis horas apds a inseminacdo, considerado um momento critico para o
desenvolvimento de EIAP. A IL-6 é uma citoquina pré-inflamatoria que modula a libertacdo de
outras citoquinas pré-inflamatorias, nas primeiras 6 horas ap6s a inseminagcdo em éguas resistentes.
Jé a citoquina anti-inflamatoria, 1L-10, em éguas resistentes coordena entre as citoquinas pro e anti-

inflamatdrias no sistema de defesa uterino (Woodward et al., 2013).

Exemplificado no Figura 3, estudos realizados por Fumuso e colaboradores (2003 e 2006)
concluiram que ocorre um aumento de citoquinas pro-inflamatdrias, nomeadamente do fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-1p (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6) em todas as éguas
estudadas; no entanto, nas éguas suscetiveis, o nivel basal da expressdo do RNA mensageiro
(mRNA) para tais citoquinas foi mais elevado quando comparado com as resistentes (Fumuso et
al., 2003). Ainda, observaram o incremento da expressdo do mRNA para IL-8, que detém uma

fungdo quimiotatica para os neutrofilos, diminuindo a expressdo de IL-10 que imunomodula a
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resposta inflamatdria controlando possiveis danos nos tecidos (Fumuso et al., 2006; Wojtysiak et
al., 2020), respetivamente. Assim, a resposta pro-inflamatdria € determinada pela libertagcdo de
citoquinas pré-inflamatorias I1L-18, TNF-a, IL-6 e quimiocina IL-8 (Fumuso et al., 2003, 2006;
Palm et al., 2008; Woodward et al., 2013).

Tempo critico no
desenvolvimento
de suscetibilidade

Aumento de - - Neutrofilia Eguas suscetiveis,
citocinas pro- Eqguas resistentes (endométrio) em neutrofilia e regulagéo
inflamatorias apos expressam niveis éguas suscetiveis positiva de citocinas pro-
reproducéo/infecdo mais elevados de inflamatérias (>24h)

IL 1 B, TNFa, IL6 em éguas suscetiveis citocina anti- Iniciaca

em eguas e resistentes inflamatdria (IL 10, nICIaga’.’o’ . .

suscetiveis ILLRN)eIL 6 resolucéo da A maioria das citocinas

inflamagéo retornando a linha de base

\ J
Y

Resposta inflamatoria ap6s a cobrigdo

Figura 4 Visdo geral da dindmica das citoquinas endometriais em éguas resistentes e suscetiveis & endometrite

desde Oh até 24h apds o acasalamento. (Adaptado de Canisso, 2020)

Com o avangcar da idade reprodutiva, as éguas podem desenvolver alteraces no sistema
imunitério, anatbmicas ou processos degenerativos que interferem na drenagem, sobretudo, partos
consecutivos, cobricbes repetidas, ma conformacgdo vulvar e perineal, fibrose periglandular,
linfangiectasia, Utero pendular, incapacidade do esfincter vestibulo vaginal, degeneragéo vascular,
alongamento do canal vaginal, incompeténcia cervical, aparelho mucociliar comprometido que
resultam de uma drenagem ineficiente, e, consequentemente, pode ocorrer a acumulagédo de fluido
uterino, facilitando a entrada de microorganismos (LeBlanc, 2008; Pycock & Allen, 1990).
Christoffersen et al. (2015) concluiram que endometrites causadas por Streptococcus

zooepidermicus estdo associadas ao numero de partos, idade avancada e ma conformacao vulvar.

Além da idade, o nimero de partos aumenta a gravidade das lesdes vasculares. Esteller-

Vico et al. (2012) descreveram que éguas multiparas com mais de 15 anos tém uma maior
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possibilidade de exibir degenerescéncia vascular moderada a grave quando comparadas com éguas
mais jovens e nuliparas. Por conseguinte, éguas suscetiveis que apresentam degenerescéncia
vascular podem ter a perfusdo tecidual e o fluxo sanguineo uterino diminuidos devido a presenca
fibrose, elastose, fibrose perivascular, fibroelastose da parede vascular e processos de calcificacdo
(Esteller-Vico et al., 2012). Portanto, é essencial uma sustentacdo sanguinea eficiente para que haja
quantidades apropriadas de hormonas, substancias inflamatdrias e neurotransmissores no tecido
endometrial. A degenerescéncia vascular causa perturbacdes na drenagem uterina diminuindo o
retorno venoso dos seios capilares (LeBlanc & Causey, 2009). Caso aconte¢a uma diminuicdo da
drenagem ou a inflamacdo perdurar, pode ocorrer a evolugdo de um edema endometrial patoldgico,
caracterizado por linfangiectasia persistente, que resulta na diminuicdo da fertilidade e num

aumento da resposta inflamatéria (LeBlanc & Causey, 2009).

Durante o estro, ha hormonas predominantes que interferem na imunidade uterina. Num
estudo realizado por Evans et al. (1986), éguas aciclicas tratadas com estrogénio conseguiram
restaurar o equilibrio uterino apos a inoculacdo de coldnias de Streptococcus zooepidermicus. Em
contrapartida, éguas tratadas com progesterona ndo conseguiram combater os agentes patogénicos
e com grande quantidade de fluido infecioso acumulado no Gtero. Como representado no Figura 5,
éguas sob o efeito da acdo da progesterona possuem um predominio do perfil TH2, que resultou na
producdo de uma fator imunomodulador produzido pelos linfécitos periféricos que restringiram a
secre¢do de citoquinas IL-3, IL-4 e IL-10, diminuindo a acdo das células natural killers (NK) e
inibindo as citoquinas TH1 de perfil pr6 inflamatério (Fumuso et al., 2003; Wojtysiak et al., 2020).
Por conseguinte, se existir qualquer alteragdo nos mecanismos de defesa a colonizagdo de agentes

patogénicos é facilitada, tornando este processo infecioso cronico (Katila & Ferreira-Dias, 2022).
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mastocitos contra alergénios e helmintos

IL-5 IL-10 IgE

Figura 5 Imunologia - Linfécitos T CD4: Thl e Th2. (Adaptado de Brunno Camara, 2019)

1.2.2 Agentes Causadores de Endometrite

Sendo o principal motivo de infertilidade em éguas, a endometrite € uma inflamacéo do
endométrio com etiologia multifatorial que pode ser classificada como: endometrite induzida pelo
acasalamento persistente (EIAP), endometrite infeciosa (EI), endometrite degenerativa crénica
(EDC) e as doencas sexualmente transmissiveis (DSTs), reforcando que estas afecGes podem
ocorrer em conjunto (Christoffersen & Troedsson, 2017; Reed et al., 2018). Existe uma relacéo
entre a EIAP e a El e, como referido anteriormente, um complexo de fatores relacionados com a
égua, tal como idade, conformacdo perineal, capacidade cervical e a clearance uterina, e outros
fatores relacionados com microrganismos, tal como inducdo da inflamacdo, viscosidade da
secrecdo, aderéncias epiteliais e resisténcia a fagocitose, que contribuem para a patogenia da
endometrite (LeBlanc & Causey, 2009; Pasolini et al., 2016; Troedsson, 2006).

A EI desempenha um papel relevante na subfertilidade equina (Brook, 1985; Riddle et al.,
2007), principalmente, quando ocorre a colonizacdo por bactérias, fungos e microrganismos
patogénicos ou oportunistas no Utero (LeBlanc & Causey, 2009; Overbeck et al., 2011; Troedsson,
2006). Os agentes patogénicos associados com maior frequéncia a falha reprodutiva em éguas sdo
a Escherichia coli e Streptococcus beta hemolitico (B-strep), sendo causadores de endometrite
aguda e cronica (Albihn et al., 2003; Canisso et al., 2016; Christoffersen et al., 2015; Frontoso et
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al., 2008; Trotter & McKinnon, 1988). Corroborando com tal afirmacdo, Overbeck e colegas
(2011) isolaram coldnias e obtiveram cerca 54,5% e 45,5% de Escherichia coli e Streptococcus
zooepidemicus, respetivamente. Os agentes patogénicos menos frequentes sdo referenciadas
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella spp., Candida spp. e Aspergillus spp. (Christoffersen et al.,
2015). Estes microorganismos sdo detetados por microbiologia (Ferris, 2017; Hurtgen, 2006; Reed
etal., 2018).

Individualmente, cada bactéria tem a capacidade de expressar a sua patogenicidade,
possuindo vérias formas de evasdo e, consoante a resposta imunitaria subsecutiva. E. coli aderem
a superficie do tecido endometrial, impedem a sua remocdo fisica e provocam sinais usualmente
subtis, estando associados a repeticdo dos cios (Shah et al., 2006). J& nas endometrites causadas
por S. f-hemolitico, ha uma producdo anormal de muco que se intromete na capacidade fagocitaria
dos neutrdéfilos exibindo sinais clinicos mais graves, como, corrimento vaginal e a acumulacao de
liquido (LeBlanc & Causey, 2009). Foi demonstrado que o S. zooepidemicus vive em estado de
laténcia, invadindo e sobrevivendo no interior das células epiteliais das mucosas. Causa infe¢bes
recorrentes e permanentes, tornando as éguas resistentes a terapia tradicional (Petersen et al., 2015;
Skive et al., 2017).

Estudos revelaram que a persisténcia da infecdo depende da forma de vida dos agentes
patogénicos, ou seja, segundo os investigadores existe a forma planctonica e de biofilme. Na forma
planctonica, as bactérias estdo isoladas e em suspensdo e, por consequente, sd0 mais propensas a
acdo do sistema imunitario e dos antimicrobianos. Os biofilmes, exemplo Pseudomonas
aeruginosa, sdo constituidos por colénias de bactérias especializadas, formadas por um tipo
microorganismo ou varios, que permitem a partilha de material genético, que aceleram a resisténcia
aos antibidticos e aumentam a taxa de sobrevivéncia destas colonias (Ferris, 2017; Mah & O’Toole,
2001; Stoodley et al., 2002). A formacdo destes biofilmes é a causa mais frequente da persisténcia
de infecOes e o maior desafio no tratamento de endometrites bacterianas em éguas (Ferris et al.,
2016; Mah & O’Toole, 2001; Shah et al., 2006; Thurlow et al., 2011).

Os fungos sdo 0s microorganismos menos comumente associados a endometrite (1-5%)
que podem ocorrer isoladamente ou em associacdo com as bacterias (Albihn et al., 2003; Dascanio
et al., 2010). Os fungos e as levaduras, respetivamente, o Aspergillus spp. e a Candida spp,. s&o 0s
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géneros mais comuns; no entanto existem outras espécies menos frequentes, como por exemplo,
Mucor spp. (Dascanio et al., 2010; Ferris, 2017; Hinrichs et al., 1992). AlteracGes anatomicas,
contaminacdo ambiental por fungos, infe¢Bes bacterianas, presenca de focos de necrose causados
por isquémia ou traumas, historico de uso repetido de antibidticos intrauterinos ou uso da
progesterona (que reduz a capacidade de fagocitose dos neutrofilos) favorecem o desenvolvimento
de agentes patogénicos oportunistas no trato reprodutivo, predispondo a endometrites fungicas
(Ferris, 2017; Hinrichs et al., 1992; Stout, 2008; Dascanio et al., 2010).

Na pratica clinica reprodutiva, a EIAP acontece em éguas que exibem deformacoes
anatomicas ou fisiologicas que decorrem devido a acumulacdo excessiva de liquido intraluminal
e/ou comprometimento dos mecanismos da limpeza uterina (Reed et al., 2018). E habitual
encontrar uma quantidade vestigial de fluido anecoico em éguas normais/resistentes que pode ser
detetado através da ecografia transretal nas 24 a 36 horas ap6s a monta natural. Em contrapartida,
as éguas suscetiveis mostrardo uma maior quantidade, superior a 1 cm de profundidade, de fluido
ecogenico intracavitario (Kidd et al., 2014). Este fluido resulta da acumulacdo de secre¢des
uterinas, células inflamatdrias e sémen. Por isso, é frequente a presenca de edema endometrial
anormal que serve como indicador de que estd a acontecer uma resposta inflamatoria local
exagerada (Reed et al., 2018).

A EDC é um processo que esta associado com a idade da égua. Acontecem diversas
mudancas no trato reprodutivo da égua relacionadas com EDC que ocorrem separadamente da
historia reprodutiva passada ou da paridade (Pasolini et al., 2016). Existem estudos recentes que
estimaram dados de trés zonas dissemelhantes do mundo com grandes projetos reprodutivos na
raca puro-sangue (Scoggin, 2015). Para esse fim, em média, a eficacia reprodutiva das éguas
reprodutoras vai aumentando de forma continua sensivelmente até aos 10 anos de idade e
permanece estavel até atingir os 14 anos (Scoggin, 2015). Eguas que apresentem EDC sdo
diagnosticadas por biopsia endometrial (Buczkowska et al., 2014). Nos achados é comum
encontrar-se linfangiectasia, aumento da fibrose e distensdo glandular cistica, todavia em termos
clinicos, essas altera¢cdes podem colocar éguas em risco de El e EIAP. Além disso, as mudancas
relacionadas com a idade podem ocorrer em outras partes anatomicas importantes do sistema

reprodutor, como o colo uterino e o perineo (Brinsko & Blanchard, 2011; Reed et al., 2018).
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E importante, referir as DSTs nos equinos, uma vez que a metrite contagiosa equina,
Taylorella equigenitalis, é uma patologia nativa na Europa, onde foi estudada uma forma mais
insidiosa e com minimos sinais clinicos (Walter et al., 2012). A metrite contagiosa equina € a
doenca venérea que sucede em cervicite, vaginite e endometrite (Canisso et al., 2016). Os
garanhd@es portadores assintomaticos desta bactéria transmitem-na as éguas, que apos uma semana
da cobricdo apresentam uma descarga vaginal mucopurulenta. As DSTs ainda incluem certos
sorotipos ndo especificos de Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (Canisso et al.,
2020; Marth et al., 2016). Ambas residem na genitalia externa do garanhdo, e sdo transmitidas pelo
coito, IA com sémen infetado ou manuseamento do trato genital. As contaminacgdes uterinas por
flora oportunista genital e fecal podem provocar infecdes durante a manipulacdo genital e o
acasalamento (Beltaire et al., 2012; LeBlanc et al., 2007; Pasolini et al., 2016).

1.3 Diagnostico

O diagndstico preciso de endometrite em éguas é um desafio. O desempenho reprodutivo
das progenitoras deve ser avaliado com base na histéria reprodutiva detalhada, exame fisico geral
e reprodutivo, que inclui avaliagdo da genitélia externa, inspecdo vaginal e palpacdo transretal,
avaliacdo ecogréfica do trato reprodutivo, e métodos complementares de diagnéstico, como,

citologia, cultura microbiolodgica e bidpsia endometrial (Liu & Troedsson, 2008; Scoggin, 2016).

Segundo LeBlanc & Causey (2009), a histéria reprodutiva de éguas com endometrite
subclinica inclui falhas em conceber, perdas gestacionais precoces e reducao no periodo entre 0s
estros. Na avaliacdo ecografica, a acumulacdo de liquido intrauterino e as caracteristicas do
conteddo sdo sinais clinicos sugestivos de endometrite. Estudos indicaram que éguas com
endometrite exibem um edema uterino exuberante quando comparado com éguas clinicamente
saudaveis (Christoffersen & Troedsson, 2017; Tibary & Ruiz, 2018). Contudo, em casos de
endometrite subclinica, a acumulagéo de liquido intrauterino e a descarga vaginal ndo sao os sinais
clinicos mais comumente observados e, por isso, a historia reprodutiva e 0s exames
complementares de diagnéstico sdo cruciais (Liu & Troedsson, 2008). Quando ndo héa sinais
clinicos evidentes é necessario a execucdo de meios de diagnostico complementares como a

citologia, LBV, zaragatoa e biopsia endometrial (Diel de Amorim et al., 2016).
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As técnicas empregues na recolha de amostras uterinas sdo a escova citologica, zaragatoa
uterina, LBV e biopsia endometrial (Cocchia et al., 2012; Woodward & Troedsson, 2013).
Investigadores compararam as técnicas supracitadas técnicas quanto a qualidade, aptiddo de detetar
inflamacdo e celularidade, e a avaliacdo histoldgica através da bidpsia endometrial foi considerada
o0 gold standard no diagnostico de endometrite (Canisso et al., 2016; Overbeck et al., 2011). Apesar
disso, a lavagem uterina e a escova citologica sdo as principais opc¢des na colheita de amostras,
pois abrangem uma grande area uterina e recolhem uma grande quantidade de células intactas, sem
causar lesdo no endométrio (Cocchia et al., 2012). Para este propdsito é essencial a adequada
contencdo da égua e limpeza eximia da area perineal para reduzir o risco de contaminacao (Ferris,
2017; Overbeck et al., 2011).

1.3.1 Citologia Endometrial

O exame citoldgico € uma ferramenta de diagnostico da endometrite mais utilizada por
ser préatica, barata, e de avaliacdo rapida ao microscépio ético (Canisso et al., 2016; Kozdrowski et
al., 2015). Este exame citoldgico endometrial consiste na colheita de amostras de células uterinas,
obtidas a meio do estro. E um exame de rotina realizado em éguas com falha reprodutiva, que
permite caracterizar e identificar o grau de inflamac&o e infe¢cdes causadas por bactérias, fungos e
leveduras (Buczkowska et al., 2014; Canisso et al., 2020; Diel de Amorim et al., 2016; Kozdrowski
etal., 2015).

Estudos demonstraram € possivel diagnosticar a endometrite na maioria das éguas atraves
da citologia endometrial em confronto a cultura uterina (Canisso et al., 2016; Nielsen, 2005; Riddle
et al., 2007; Walter et al., 2012). No entanto, esta técnica fornece informacéo insuficiente sobre a
origem da inflamagé&o, apresentando uma elevada taxa de resultados falsos negativos (Buczkowska
et al., 2014) que podem ocorrer devido a falha durante a colheita da amostra ou por aumento de
viscosidade do muco gerado por mecanismo de defesa de algumas bactérias aerdbias (Overbeck et
al., 2011). Assim, a citologia endometrial deve ser executada em conjunto com a cultura uterina,
pois a detecdo de PMN e de agentes patogenicos € um robusto indicativo de endometrite (Canisso
etal., 2016; Cocchiaet al., 2012; Overbeck et al., 2011; Walter et al., 2012). Os esfregacos obtidos,
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por qualquer técnica de colheita, devem ser colocados a secar ao ar e corados de imediato com uma

coloracdo modificada de Wright, como o Diff Quick (Overbeck et al., 2011).

Atualmente, ndo existem guidelines especificas dos métodos para avaliar e interpretar a
quantificacdo de PMN presentes (Card, 2005; Cocchia et al., 2012; Riddle et al., 2007; Walter et
al., 2012). Todavia, estes métodos de quantificacdo de PMN devem se adequar em funcao da
técnica usada para a colheita da amostra (zaragatoa, cytobrush ou LBV) (Cocchia et al., 2012;
Overbeck et al., 2011). Um resultado positivo ao exame citoldgico é sugestivo de endometrite
aguda, mas ndo ha um valor definido indicativo de inflamacéo (Overbeck et al., 2011). Dependendo
dos autores, os valores podem variar entre 1% (Diel de Amorim et al., 2016) e de 3% (Kozdrowski
etal., 2015) devido a existéncia considerada fisiologica de PMN habitantes do endométrio de éguas
higidas durante o estro (Card, 2005). A informacdo da fase do ciclo éstrico quando se obtém a
amostra é fundamental, porque permite uma correta interpretacdo da citologia, sabendo que hé a
presenca de células inflamatérias fisiologicas nas primeiras 12-48 horas ap6s a cobri¢do ou

inseminacao (Christoffersen & Troedsson, 2017).

Vérios autores recomendam a observacao com a objetiva de imersao (ampliacédo de 1000x)
de no minimo 100 células, de forma a avaliar a percentagem de PMN em relacdo ao nimero de
celulas do epitélio uterino (Factor et al., 2019; Kozdrowski et al., 2015). A literatura propdem dois
critérios de contagem, a presenca de PMN por campo de avaliacdo (Riddle et al., 2007) e a
proporcdo de PMN em relacdo as células do endométrio em percentagem (%) sem considerar o
namero de campos avaliados (Nielsen, 2005). Os sistemas de classificacdo atuais classificam as
amostras citoldgicas em auséncia de inflamagdo (PMN <5%), inflamac&o ligeira (PMN 5-15%),
inflamacdo moderada (PMN 15-30%) e inflamacgéo severa (PMN >30%) (Card, 2005; Cocchia et
al., 2012; Riddle et al., 2007). Overbeck et al. (2011) consideram positivas amostras em que as
células PMN representem mais de 2% do total das células endometriais. Riddle et al. (2007)
escolheram esfregacos de forma aleatéria e avaliaram o nimero de PMNs, avaliando a gravidade
da endometrite considerando de 0 a 2 auséncia de inflamag&o, 2 a 5 inflamag&o moderada e superior

a 5 inflamacgdo grave.

A predominancia de alguns tipos de células inflamatorias pode ser sugestiva de inflamacao
cronica (LeBlanc et al., 2007). A presenca de eosinofilos € sugestiva de infe¢des por fungos,
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pneumovagina e urovagina (Dascanio et al., 2010). Apds a ovulacdo e caso seja observada >5%
PMN, ¢ solicitado uma avaliacao clinica e cultura bacteriana a partir da amostra obtida para exame
citologico (Diel de Amorim et al., 2016). As particularidades das células coradas fornecem
informacdes importantes; a presengca de cocos confirma uma infecdo causada por S. f-
haemolyticus, ja a presenca de bacilos pode indicar infe¢Ges causadas por E. coli, P. aeruginosa e

K. pneumoniae (Rua et al., 2018).

1.3.2 Microbiologia Endometrial

O método mais usado no reconhecimento etioldgico de endometrites infeciosas é a cultura
aerdbia das amostras recolhidas. Tais amostras sdo cultivadas em agar de sangue e, normalmente,
24 horas ap0s a incubacdo a 37°C ¢ avaliado o crescimento, morfologia das colonias e as suas
reacGes bioquimicas (Liu & Troedsson, 2008; Nielsen, 2005; Overbeck et al., 2011). Podem
suceder resultados falsos positivos por contaminacdo da amostra originarios do meio ambiente e
do trato genital (Buczkowska et al., 2014; LeBlanc et al., 2007; Nielsen, 2005; Tibary & Ruiz,
2018). Petersen e colegas (2015) demonstraram que a porcdo caudal do trato genital possui,
fisiologicamente, uma diversidade de microorganismos comensais que incluem a E. coli e 0 S.
zooepidemicus e Riddle et al. (2007) complementaram que a pele também possui microorganismos,
como o Bacillus spp. e 0 Micrococcus spp., que podem reduzir a taxa gestacional em éguas inférteis
e velhas. Portanto, para diminuir o erro de interpretacédo, os resultados devem ser interpretados em
conjunto com o resultado da bidpsia e citologia endometrial (Burleson et al., 2010; Lanci et al.,
2022; Woodward & Troedsson, 2013).

H& vérias correlacBes entre a citologia, bidpsia e a ecografia do endométrio.
Nomeadamente, num estudo realizado por Rasmussen et al. (2015), averiguou-se um grau de
edema endometrial superior em éguas diagnosticadas com Streptococcus spp.. No entanto, o grau
de inflamacg&o examinado na citologia pode variar conforme o0 agente patogénico presente (Riddle
et al., 2007);, por exemplo, estes agentes patogénicos, S. f-haemolyticus e a Klebsiella spp., estdo
correlacionados com grande frequéncia a citologias uterinas positivas, ao contrario da
Pseudomonas spp., E. coli, e S. aureus (Burleson et al., 2010; Riddle et al., 2007; Tibary & Ruiz,
2018).
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Os testes de sensibilidade aos antibioticos (TSA) devem ser realizados para delimitar quais
os antibioticos apropriados e eficazes no tratamento da infecdo por determinado agente patogénico
(Canisso et al., 2016; Kohne et al., 2020).

1.3.3 Cultura da Lavagem Uterina

A lavagem uterina é um procedimento de colheita de liquido uterino tdo competente no
isolamento de microorganismos quanto a biopsia endometrial, podendo ser realizada em qualquer
fase do estro (LeBlanc, 2010). A lavagem uterina pode ser de baixo volume (60 a 50mL) ou de
grande volume (1L), ambas utilizam uma solucdo estéril de lactato de Ringer (LR) ou solugéo
estéril salina tamponada, no qual se adapta um cateter de lavagem uterina que posteriormente é
introduzido no Utero, através do cérvix (Ball et al., 1988). Depois este fluido é removido por
gravidade para a mesma garrafa (Factor et al., 2019). Sikora e colaboradores (2015) optaram, em
alternativa a LBV, a lavagem de grande volume (1L) de forma a aproveitar o liquido da lavagem
uterina para tratamento. Depois da colheita, é desinfetada uma zona da garrafa que contém a
solucdo uterina e atraves de uma agulha é retirado 50 mL para um tubo de Falcon. Desta maneira,
é um procedimento eficaz na colheita de amostras para avaliacdo citoldgica da inflamacéo uterina.
Em qualquer técnica, deve ser administrada ocitocina (10 a 25 Ul) para ajudar a recuperar todo o
contetdo uterino, que pode ficar detido nas pregas endometriais (Card, 2005; Cocchia et al., 2012;
Ferris, 2017; LeBlanc, 2010; LeBlanc et al., 2007).

Macroscopicamente, o fluido é visualizado a luz e é avaliado a transparéncia e a
quantidade de muco presente no tubo da amostra, sendo classificado em turvo, transparente ou
transparente com a presenca de fios de muco. A turvacdo e o muco podem estar relacionados com
a presenca de E. coli e S. pf-haemolyticus (LeBlanc, 2010; LeBlanc et al., 2007). Apos a colheita
do fluido uterino, este é centrifugado e, seguidamente, o sobrenadante é excluido com uma pipeta.
Por conseguinte, é separado em duas partes, uma para cultura microbiol6gica e outra pequena
porcdo de sedimento é usada para realizar um esfregaco ou como alternativa para avaliar
citologicamente (Ball et al., 1988; Card, 2005; Cocchia et al., 2012; Factor et al., 2019; LeBlanc,
2010; LeBlanc et al., 2007).
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A vantagem deste procedimento é a aquisicdo de uma amostra representativa de uma
grande area do Iumen uterino. No caso de éguas com infertilidade crénica que possuem lesdes
focais € importante a realizacdo desta técnica, uma vez que ndo se sabe origem da lesdo (Nielsen,
2005). LeBlanc et al. (2007) demonstraram que a execucdo de culturas das lavagens uterinas
possuem o dobro da sensibilidade comparando com as culturas das zaragatoas uterinas (Nielsen,
2005). No entanto, esta técnica tem a desvantagem de ficar material extra, o tempo de
processamento da amostra e a presenca de uma grande quantidade de células distorcidas. A
centrifugacdo da amostra, pode dificultar a identificacdo e a observacdo de determinadas células,
uma vez que ocorre a acumulacdo de muco e detritos (Cocchia et al., 2012). Durante a manipulagéo
transretal e a colocacdo do cateter no Utero pode ocorrer irritacdo da mucosa do endométrio,
aumentando o risco de infe¢des iatrogénicas resultando em culturas falso positivas (Cocchia et al.,
2012; Ferris, 2017; LeBlanc et al., 2007). Atualmente, ja existe uma técnica de LBV com dupla
protecdo, com maior especificidade e sensibilidade que reduz o risco de contaminagdo
(Christoffersen et al., 2015).

1.4 Tratamentos

Atualmente, 0 uso de antibidticos ainda se mantém para tratamento ou profilaxia de
endometrites através de infusdes intrauterinas locais ou por via sistémica (Hurtgen, 2006; Machado
et al., 2015). O uso de antimicrobianos deve ser prudente, isto &, deve ser iniciado quando existe
um diagnostico ou provas clinicas para comecar o tratamento. Revisdes recentes enunciam que 0
uso profilatico de antibidticos intrauterinos é discutivel e, que o uso de tratamentos alternativos

conseguiria ser mais proveitoso (Scoggin, 2016).

A selecdo de um antifungico ou antibidtico sistémico deve ser fundamentada nos
resultados dos testes de sensibilidade e deve atingir concentracdes eficientes no endometrio e
noutros locais do trato urogenital, de modo a evitar ou reduzir a ocorréncia de possiveis resisténcias
(Ferris, 2017; Gonzalez et al., 2009; Reed et al., 2018). Para auxiliar no enfraquecimento do
processo patoldgico, a literatura descreve administracdo de compostos quelantes, mucoliticos,

AINEs e AIEs, plasma rico em plaquetas (PRP) autologo (Pasolini et al., 2016), acupuntura
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(Buczkowska et al., 2015; Scoggin, 2016) e lavagens uterinas com solucdo ozonizada (Ferreira et
al., 2021).

Nos casos em que as alteracGes conformacionais sejam a causa primaria de contaminagéo
uterina opta-se pela corre¢do cirdrgica como nos casos de vestibuloplastias que aumentam a taxa

de gestacdo e impedem recidivas (Inoue & Sekiguchi, 2017).

As lavagens uterinas sdo usadas de forma estratégica por varios autores como tratamento
em éguas suscetiveis a endometrite apos a cobrigdo. Existem varias opc¢des de solucbes antisséticas
que podem ser usadas neste procedimento, como a iodopovidona, clorexidina, peréxido de
hidrogénio e solucdo salina hipertonica diluidas em LR ou solucdo salina (NaCL 0,9%) que sdo
colocadas no utero e, de seguida drenadas (Buczkowska et al., 2015; Scoggin, 2016). No entanto,
estas solucdes séo altamente irritantes e por isso ndo devem ser usadas rotineiramente para néo
causar lesbes endometriais (Satué & Gardon, 2016). A infusdo uterina com PRPs pode ser realizada
pré e pos a IA para controlo inflamatorio em éguas suscetiveis a EIAP e aumentar a taxa de gestagdo
(Segabinazzi et al., 2017).

Atualmente, profissionais optam por usar imunomoduladores estrategicamente para
diminuir a linfangiectasia e a resposta neutrofilica apds a inseminacéo. Investigadores realizaram
estudos que consistiram na administracdo de 0,1 mg/kg de acetato de 9-alfa-prednisolona e 50 mg
de dexametasona por via intramuscular, e em ambos resultou hum aumento na taxa de gestacao
(Bucca et al., 2008; Dell’Aqua et al., 2006). Friso et al. (2019), administraram no dia da indugéo
da ovulacdo firocoxib por via oral na dose de 0,2 mg/Kg, para controlar reacdes inflamatérias
uterinas sem que interfira na drenagem uterina e na ovulacao. Os echdlicos, ocitocina e cloprostenol
sdo usados para induzir contragdes uterinas que ajudam na drenagem uterina (Pycock & Allen,
1990). A dose recomendada de ocitocina varia entre 10 a 25 Ul, deve ser administrada via
intramuscular ou intravenosa. Se a dose administrada for maior que 25 Ul ocorre a reducédo da taxa
de gestacdo (Knuitti et al., 2010). E importante referir que a ocitocina no € eficiente na maioria
das éguas com liquido intrauterino, uma vez que ha fatores que podem afetar a eficiéncia, tal como
cérvix fechada, menor nimero de recetores endometriais, Utero pendular e doses exageradas, que

podem promover uma disfuncdo na contragéo uterina (Tibary & Ruiz, 2018).
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O exercicio fisico favorece o bem-estar do animal e promovendo a melhoria da circulacéo
sanguinea e linfatica do trato reprodutivo e a nivel muscular melhora a configuracdo perineal
fortalecendo, consequentemente, as barreiras fisicas contra a introdugéo de agentes patogénicos no
sistema reprodutivo (Scoggin, 2016). Brendemuehl e colaboradores (2014) demostraram que uma
dieta suplementada com Omega-3 afeta a producdo de citoquinas, diminuindo a resposta
inflamatdria apos a inseminacdo. Quando éguas suscetiveis com EIAP ndo sdo tratadas de forma

adequada, o problema persiste e pode se tornar num processo patolégico crénico (LeBlanc, 2010).

1.4.1 Ozono

O ozono é obtido a partir de 95-99% de oxigénio medicinal sendo considerado um gas
instavel (Bocci, 2006). Este gas é produzido por uma méaquina especial que modifica o oxigénio
(O2) em ozono (Oz) (Bocci, 2006). Existem relatos referentes a utilizacdo desta terapia,
preliminarmente por Wolff e, posteriormente, por Tesla nos anos 40 durante a Primeira Guerra
Mundial em &gua ozonizada no tratamento de gangrenas e feridas (Hayashi & Friolani, 2018;
Stoker, 1916). As moléculas de Oz decompdem-se com facilidade em moléculas de O e, por isso
ndo formam residuos (Bocci, 2006). O ozono reage a maioria das substancias organicas e
inorganicas formando ligacdes duplas e triplas, sendo essas substancias complexos lipoproteicos

plasméticos da membrana celular, aminoacidos e proteinas (Bocci, 2002; Sagai & Bocci, 2011).

O ozono promove a ativagdo de linfocitos e mondcitos e incita a produgdo de citocinas
como as interleucinas IL-1, IL2 IL-6, interferdes e fator crescimento beta (TGFp) (Bocci, 1992).
As interleucinas IL-1 e IL-6 estimulam os hepatdcitos a produzirem fibrogénio, do qual reagente
de fase aguda e precursor de fibrina que contribui para a homeostasia e regeneracao tecidual. A
interleucina 1L-2 desperta a proliferacéo e a diferenciacdo de células T em células de memoria,
instigando a proliferagdo e ativagéo de células NK e B a originarem anticorpos. Os interferdes
incentivam a resposta antiviral, ampliando a expresséo de MHC-1 e MHC-II (Abbas, 2015) e,

portanto, 0 0zono serve como imunoestimulante.

A ozonoterapia desempenha um papel relevante na patogenia das doencas, especialmente
na producao de aldeidos, ozonideos, perdxidos e perdxidos de hidrogenio (H202) que advém da
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reacdo com os fosfolipidos da membrana. A nivel celular este gas atua nos tecidos e fluidos
bioldgicos (sangue, plasma e urina), interagindo com moléculas de DNA e residuos de cisteina de
proteinas. Possuindo igualmente acdo mensageira na ativacdo de enzimas, mediadores quimicos e
resposta imunitaria (Scwhartz & Martinez-Sanchez, 2012). Este gas dissolve-se nos fluidos
bioldgicos; ndo obstante os antioxidantes destes fluidos anulam uma quantidade consideravel de
Os. E crucial a correta a administragao relativamente as quantidades e concentragdes para que se
possa formar espécies reativas de Oz (ROS) e produtos da lipoperoxidacdo (PLO). O H202 e outros
mediadores propagam-se nas células, ativando varios mecanismos metabdlicos a nivel eritrocitério,
leucocitario e plaquetario que produzem efeitos bioldgicos positivos (Sagai & Bocci, 2011). Posto
isto, 0 H202 é 0 ERO mais importante por ser um oxidante ndo radical (Bocci et al., 2005), que
dispdem uma acéo sinalizadora celular e mensageira na libertacdo de doses terapéuticas de 0zono
(Martinez-Sénchez et al., 2005).

O uso da ozonoterapia é caracterizado pela sua simplicidade de aplicacéo, boa tolerancia
dos pacientes, efetividade, e quando aplicada adequadamente possui baixa ocorréncia de efeitos
adversos (Viebahn-Hansler et al., 2016). Dentre suas atividades, destaca-se inativacdo de
microorganismos, estimulo do metabolismo do oxigénio a nivel tecidual, efeito anti-inflamatério
(oxida determinados mediadores pré-inflamatérios), promocao analgésica (consegue oxidar alguns
mediadores da dor), propriedades regenerativas (a nivel plaguetéario liberta fatores de crescimento
caracteristicos), sendo comumente empregue no tratamento de lesdes musculares e cutaneas (de
Souza et al., 2021; Hayashi & Friolani, 2018). Estudos realizados in vivo por Re e colaboradores
(2014) comprovaram que 0 o0zono, em baixas doses, ativa o fator nuclear Nrf2, incumbido pela
ativacdo da transcricdo de genes e formacao de enzimas antioxidantes e substancias citoprotetoras.
Héa evidéncias que a ozonoterapia tem um papel importante no tratamento de tumores, uma vez que
as celulas neoplasicas possuem resisténcias aos anti tumorais e radioterapia (Menéndez et al.,
2008).

Na medicina humana, a ozonoterapia é usada no controlo da dor, no tratamento de
perturbacgdes nervosas (Diaz-Soto et al., 2012), na recuperacdo de nervos (Ozbay et al., 2017), em
osteoartrite (Paolucci et al., 2021), para tratar de feridas infetadas por bactérias resistentes aos
antibioticos (Rangel et al., 2022), em patologias infeciosas e inflamatorias (Viebahn-Hansler et al.,

2016). Na area cirurgica possui efeito analgésico, antibacteriano, anti-inflamatorio e regenerativo
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(Alves et al., 2004). Na medicina intensiva, pode se executar autoterapias e para o tratamento de
infecdes sistémicas através da insuflacdo retal (Hayashi & Friolani, 2018). Viebahn-Hansler et al.
(2016) analisaram que 1293 pacientes que usaram ozonoterapia através da autohemoterapia maior
e insuflacdo retal obtiveram efeitos positivos significativos a nivel clinico e farmacoldgico sem

efeitos ou reacGes adversas.

Na Medicina Veterinaria, a utilizacdo do ozono é recomendado em lesdes musculares e
cuténeas em varias espécies (estimula a regeneracdo tecidual, antibacteriano e anti-inflamatorio)
(Ferreira et al., 2021; Repciuc et al., 2016), dorsalgias nos equinos (Sconza et al., 2021; Vigliani
etal., 2005), lesdes tendineas e ligamentares (através da injecdo combinada com outras substancias
ou isolada) (Bocci & Di Paolo, 2009), hérnia discal em céaes (Han et al., 2007), e como analgésico
(injecdo em pontos chave ou insuflacdo) (Teixeira et al., 2013). O gas pode ser administrado através
de insuflagdes ou lavagens intracavitarias em casos de endometrites, mastites, vaginites, metrites,
retencGes placentarias e urovaginas em pequenos e grandes ruminantes (Puri¢i¢ et al., 2016;
Nascente et al., 2019; Repciuc et al., 2016; Sciorsci et al., 2020; Zobel et al., 2012; Zobel &
Tkalci¢, 2013). Nos equinos, Alves e colegas (2004) estudaram os efeitos do ozono nas les6es de
reperfusdo do jejuno e ressaltaram a importancia da ozonoterapia na vasodilatacdo periférica,
mediada pela acdo do NO que evitou lesdes no endotélio vascular e da mucosa, favorecendo a

recuperacdo destes.

Atualmente, ndo ha muitos estudos sobre o uso de ozono na reproducdo equina. No
entanto, ja existem relatos da aplicacdo desta técnica em pequenos e grandes ruminantes (Djuricic
et al., 2015; Mali et al., 2020; Zobel et al., 2012). E sabido que pode ser aplicada nas lavagens
cavitarias com solucéo salina ozonizada ou por insuflacdo gasosa intracavitaria (Polat et al., 2015).
Desta forma, em ruminantes este procedimento tem apresentado sucesso no tratamento de mastites
(Scrollavezza et al., 2002), retencbes placentarias de membranas fetais (Djuricic et al., 2012),
metrites, endometrites (Scrollavezza et al., 2002), vaginites e urovaginas (Zobel et al., 2012).

Para além desta terapéutica aumentar a eficiéncia reprodutiva diminui o uso de
antibidticos (Djuricic et al., 2015; Zobel et al., 2014). Na fase inicial de endometrite, evita o
agravamento e a utilizagdo de antimicrobianos (Samardzija et al., 2017). Demonstrou ser a mais

eficiente em tratamentos reprodutivos em comparagcdo com 0s tratamentos convencionais, sem
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presenca de residuos no leite ou efeitos adversos (Szenci et al., 2017; Constantin & Birtoiu, 2016;
Djuricic et al., 2012; Imhof et al., 2019; Szenci, 2016; Zobel et al., 2012; Zobel & Tkalci¢, 2013).
Estudos compararam resultados entre o tratamento intrauterino com rifamicina e com 0zono em
vacas com endometrite subclinica e, concluiram que apesar dos resultados serem idénticos a
rifamicina foi detetada no leite ao contrario do ozono (Polat et al., 2015). Num estudo recente, seis
éguas com historico de falha reprodutiva procriaram apds o tratamento com ozono (Nascente et al.,
2019). Montechiesi e Ignécio (2018) obtiveram sucesso no tratamento de um caso de endometrite
por Pseudomonas spp. atraves da insuflacdo do uterina com mistura de oxigénio e ozono e lavagens

uterinas com solucao fisiologica ozonizada.

Com base nas informagdes supracitadas sobre o 0zono e endometrite em éguas, este
trabalho tem como objetivo principal avaliar os efeitos da LBV utilizando solucéo fisiol6gica NaCl
0,9% ozonizada sobre as caracteristicas citoldgicas e cultura microbioldgica do liquido uterino em
éguas com mais de 15 anos.
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Il - DESCRICAO DOS CASOS CLINICOS

1. Objetivo

O presente trabalho pretende avaliar, de forma descritiva, os efeitos da LBV utilizando
solugdo fisioldgica NaCl 0,9% ozonizada sobre as caracteristicas citologicas e cultura
microbioldgica do liquido uterino em éguas com mais de 15 anos. Este projeto foi realizado durante
a época reprodutiva, mais precisamente entre o inicio de janeiro de 2022 e final de abril de 2022,
em éguas da raca Puro-Sangue Lusitano (PSL), pertencentes a Coudelaria Alter Real, municipio
Alter do Chdo, distrito Portalegre, Portugal. As amostras citoldgicas e a cultura microbioldgica
obtidas foram processadas e realizadas, respetivamente, no Laboratério de Anatomia Patol6gica e

Laborat6rio de Microbiologia da Universidade de Evora.

2. Materiais e Métodos

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica de Bem-Estar Animal da Universidade
Lus6fona de Humanidades e Tecnologia (CEBEA-ULHT), sendo registado sob o nimero 12/2022.

2.1 Caracterizacdo da Amostra

Foram incluidas no projeto sete éguas, da raca Puro-Sangue-Lusitano (PSL), reprodutoras
com idade média entre 13 e 23 anos (idade média 19 anos com desvio padrdo de 3 anos). Estas
éguas foram selecionadas pela entidade responsavel pela parte reprodutiva da coudelaria, Unidade
Reprodutiva da Universidade de Evora, sendo éguas mais velhas saudaveis que, provavelmente,
ndo entrariam na préxima época reprodutiva, entrando na reforma. Foi registado o histérico
reprodutivo das mesmas e estas éguas foram examinadas através de palpacdo e ecografia transretal.
A colheita do liquido uterino e o tratamento foram realizados quando os animais se encontravam
durante o estro, ou seja, na presenca de um foliculo dominante e com edema do endométrio. Os
animais ndo tinham suspeita de endometrite subclinica, sendo submetidos ao protocolo terapéutico

apos apresentarem sinais de estro, e um foliculo com mais de 35mm. Além disso, todas foram
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consideradas clinicamente higidas apds a realizacdo do exame clinico, avaliando os seguintes
parametros: frequéncia cardiaca e respiratoria, tempo de replecdo capilar, temperatura retal,
motilidade intestinal e a cor das mucosas. Os animais encontravam-se em regime semiextensivo,
uma manada com mais de 60 animais, em pastagem de sequeiro de boa qualidade e recebiam uma
vez alimento composto de grande qualidade para as necessidades requeridas durante a gestacao,
aleitamento e crescimento do poldro e, feno quando vinham para as baias; ao final do dia,
regressavam ao campo. Com base na classificacdo de Henneke et al. (1983), a condicéo corporal
(ECC) dos animais selecionados para o presente estudo variava, respetivamente, entre
moderadamente magra (4) a moderada (5) em éguas nao gestantes ou inicio de gestacdo e, éguas
que pariram possuiam uma condicdo corporal moderadamente obesa (6), sendo, portanto,

considerado o peso ideal entre 4 a 6 ECC, segundo 0 anexo I.

2.2 Recolha e Processamento do Liguido Uterino

Das sete éguas utilizadas no estudo, apenas quatro éguas foram designadas para receber o
tratamento adjunto da ozonoterapia utilizando através de lavagem uterina com uma solucéo
fisiolégica NaCl 0,9% ozonizada, grupo ozonoterapia (GOs), visando atender os objetivos do
projeto e o grupo de controlo (GC), constituido por trés éguas, tratado com solucédo fisiol6gica
NaCl 0,9% para caracterizar o liquido uterino ap6s a lavagem uterina utilizada como prética

habitual na coudelaria.

O dia da colheita das primeiras amostras do liquido uterino (di) para citologia e
microbiologia das lavagens uterinas, foi realizado de forma estéril, usando o cateter de Foley
introduzido ap6s a cérvix e enchendo o cuff com ar, de maneira que este ndo saisse do Utero e a
colheita sé derivasse do Utero. De seguida a colheita, sem retirar o cateter de Foley, iniciou-se, de
forma estéril, o tratamento com Os. O tratamento foi repetido durante trés dias consecutivos (dz, d>
e ds). No quarto dia (d4) e 18 dias ap0s (d1s), foram colhidas novas amostras de liquido de lavagem
uterina para citologia e microbiologia, utilizando uma solucdo fisiolégica NaCl 0,9% néo

ozonizada estéril, da mesma forma que em d; (antes da primeira lavagem uterina usando 0 0zono).

Para se proceder a colheita das amostras, o animal foi colocado num tronco de contencao,
numa area coberta propria, onde se realizava o exame reprodutivo da manada durante a época

reprodutiva, protegida e interdita a pessoas alheias. A rabada da égua foi envolvida por uma
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ligadura junto a base da cauda e contida lateralmente, evitando a contaminacgéo da regido perineal,
apos a assepsia. A regido perineal foi higienizada véarias vezes consecutivas através da limpeza com
papel embebido numa mistura de &gua-morna e clorexidina a 2% e, de seguida a secagem da area
perineal foi efetuada com toalhas de papel descartaveis. Enquanto era feita a higienizacéo assética
da regido perineal, outro profissional procedia com a preparacao estéril do material para a lavagem

uterina.

Uma sonda de silicone esteéril foi acoplada na extremidade de uma embalagem de solugédo
aquecida de NaCl 0,9%, mantendo livre a outra extremidade da sonda estéril. A essa extremidade
foi acoplado o cateter de Foley estéril. Em seguida, a extremidade livre do cateter de Foley foi
posicionada na palma da médo calcada com a luva estéril, de forma a proteger a mesma,
minimizando sua contaminagdo. Apds a higienizacao assética da regido perineal (anteriormente
descrita), o cateter de Foley foi introduzido no Gtero por via vaginal e mantido seguro apds
atravessar a cérvix pela méo do técnico durante todo o procedimento, para evitar refluxo. Com uma
seringa de 20mL acoplada a abertura do cateter Foley, injetou-se ar até o cuff permanecer
totalmente distendido. O técnico verificou se o cateter estava corretamente posicionado a entrada
do Utero, para que ndo houvesse passagem de solucdo fisioldgica NaCl 0,9% para o exterior do
mesmo. Foi perfundido o conteudo total de 500 mL de NaCl 0,9% através da sonda e do cateter, e
apos 1 minuto, o liquido foi drenado por gravidade até recolhido da sua totalidade. Caso isso ndo
fosse possivel, era administrada 10 a 25 Ul de ocitocina pela via intramuscular para remover o

excesso de liquido que tenha ficado retido.

Apos a colheita do liquido uterino, este foi devidamente identificado com o nome do
animal e a data da colheita, sendo depois encaminhado para o laboratério da coudelaria. No
laboratdrio da coudelaria, a amostra foi imediatamente avaliada macroscopicamente quanto a cor
e turgidez e, posteriormente, foi processada para ser enviada para o laboratorio de citologia e de
microbiologia da Universidade de Evora.

O processamento da amostra foi realizado no laboratério da coudelaria dentro de uma
camara de fluxo laminar, previamente desinfetada com &lcool. A embalagem de solugéo salina
NaCl 0,9% foi desinfetada com alcool, seguida da colocacdo de uma agulha de 18G com uma
seringa de 20mL acoplada. Dentro da camara de fluxo laminar, o liquido foi separado em 2 tubos
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de Falcon estéreis, colocando 45mL em cada tubo. O tubo para microbiologia foi selado com
parafilm para impedir o vazamento do liquido durante o transporte. E, posteriormente, colocado
no frigorifico; o tubo destinado para citologia foi colocado a centrifugar a 600 rotacfes por minuto
(RPM) durante 10 minutos. De seguida, foi retirado o sobrenadante e o pellet restante foi
depositado sobre uma lamina com auxilio de uma zaragatoa. A lamina foi, entdo, colocada a secar
ao ar, corando com a coloracdo de Giemsa e, por fim, guardada numa caixa adequada para
transporte de 1dminas, devidamente identificada com data da colheita, nome do animal e destino da
amostra (exemplo, citologia).

Todo esse protocolo foi repetido em trés fémeas, também selecionadas pela Unidade
Reprodutiva da Universidade de Evora; entretanto, sem que fosse feita as lavagens usando a
solucdo ozonizada (GO3); nesses animais, que constituiram o grupo controle (GC), foi so realizada
uma lavagem uterina com solucéo de NaCl 0,9% simples pré 1A sendo que ficaram gestantes apds

ainseminacdo. O material dessa lavagem foi encaminhado para analise citologica e microbioldgica.

2.2.1 Avaliacdo Citoldgica e Cultura Microbiolégica

Na avaliacdo citoldgica do esfregaco foram considerados: a percentagem de neutrofilos
polimorfonucleares (PMN); o tipo de células presentes (bactérias ou outro tipo de microorganismos
/ células inflamatérias), o fundo da lamina (limpo, mucoso); detritos celulares e o grau de
microorganismos presentes por campo. Para a avaliar a percentagem de PMN, a literatura
recomenda a observacdo minima de 1000 células através da ampliacdo de 1000x com o Oleo de
imersdo, de forma a determinar o grau de inflamacdo: <5% PMN: auséncia de inflamacdo; 5-15%
PMN: inflamag&o ligeira; 15-30% PMN: inflamacdo moderada e >30% PMN: inflamacéo severa
(Card, 2005). Por norma, a presenca de mais de 5% de PMN por campo, esta correlacionada com
a presenca de inflamacéo, sendo que a presenca de outras células inflamatérias, que ndo PMN, é

sugestivo de inflamacg&o cronica (Card, 2005; Diel de Amorim et al., 2016).

Considera-se a presenca de bactérias, fungos ou leveduras, livres e no citoplasma das
células fagocitarias, de modo a avaliar o grau da infecdo: grau 1: auséncia de bactérias em 30
campos; grau 2: 1 bactéria em 30 campos; grau 3: 1 bactéria em 10 campos; grau 4: 2 a 10 bactérias

por campo; grau 5: 11 a 50 bactérias por campo (Card, 2005; Maloufi et al., 2002). Esta Gltima
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avaliacdo, é, igualmente, atribuida na presenca de fungos e leveduras, sendo fundamental avaliar

com uma ampliacdo de 1000x (Maloufi et al., 2002).

A classificagdo da presenca de detritos celulares, muco e fragmentos celulares, derivou da
percentagem presente em um campo de ampliagdo de 1000x: grau 1: <25%; grau 2: >25% e <50%;
grau 3: >50% e <75% e grau 4: >75% (Card, 2005). Graus 3 e 4 sdo sugestivos de endometrite com

possivel etiologia bacteriana (Diel de Amorim et al., 2016).

A cultura microbioldgica consistiu na identificagdo de colonias de microorganismos que
cresceram em determinado meio de cultura e implicados na infecdo. Apds a centrifugacdo do
liquido da lavagem uterina é obtido o sedimento. Dentro de uma camara de fluxo laminar vertical
removeu-se 0 sobrenadante e, de seguida com a ajuda de uma ansa estéril foi removido o sedimento
para 0s meios de cultura agar de sangue (AS) e agar MacConkey (AM). As placas de cultura ficaram
a incubar a 37°C por 24-48 horas. Na cultura microbioldgica, pode-se obter os seguintes agentes
etiologicos: aerdbios (Klebsiella pneumoniae (capsula 1, 2 e 5), Streptococcus zooepidermicus,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, anaerobios, microaerofilico
(Taylorella equigenitalis) e fungos (Aspergillus spp., Candida spp. (Diaz-Bertrana et al., 2021;
Ravaioli et al., 2022). Nas culturas microbioldgicas, € importante considerar o crescimento intenso
nas primeiras 24h—48h ou o crescimento exuberante de uma s6 espécie e a presenca de mais do que
um microorganismo. No entanto, em culturas mistas com mais de 3 microorganismos este deve ser

considerado contaminacao (Ravaioli et al., 2022).

Nos meios de cultura AS e AM o crescimento diferenciado e o aspeto das coldnias
permitem uma identificacdo hipotética dos agentes infeciosos envolvidos. Como tal, no meio AS é
possivel observar o crescimento de Staphylococcus e Streptococcus, que ndo crescem em meio de
cultura AM (Diaz-Bertrana et al., 2021). As coldnias de Streptococcus crescem mais lentamente e
sdo mais pequenas, comparando com as coldnias Staphylococcus que sd@o maiores. As colonias de
Staphylococcus, podem ou ndo ser hemoliticas, sendo o halo de beta hemolise bem definido, e as
colonias de Streptococcus, também, se pode observar ou ndo, hemolise, considerando alfa hemolise
guando surge um halo esverdeado ou beta-hemdlise quando forma um halo transparente ao redor
das coldnias (Ravaioli et al., 2022). Relativamente a Escherichia coli, esta cresce em ambos 0s
meios de cultura, AM e AS, sendo que no meio AS as suas coldnias s@o grandes e de aspeto
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mucoide. Por norma, ndo sdo hemoliticas, no entanto em algumas estirpes de E. coli pode ocorrer

hemolise (Ravaioli et al., 2022).

2.3 Preparacdo da Solucdo Fisiolégica NaCl 0,9% Ozonizada

As solugdes fisiologicas NaCL 0,9% foram ozonizadas através gerador de ozono modelo
O&L 1.5Rm (Ozone&Life®). Uma sonda de silicone estéril foi acoplada a saida do gas de mistura
de ozono/ oxigénio, na concentragdo de 52 pg de Os/mL de oxigénio obtida através da regulacdo
do fluxdmetro de entrada de O> em ¥ litro por minuto (L/m) na maxima poténcia da maquina. A
mistura gasosa foi injetada continuadamente durante 10 minutos na parte inferior do frasco, de
forma que o gas percorresse toda a coluna de solucéo, sendo libertado da parte superior do frasco
através de uma agulha de 18G. Nesse ponto foi acoplado um dispositivo destruidor de ozono, para
ndo haver libertacdo de Oz para 0 ambiente. Apds a ozonizagdo, uma seringa estéril de 2mL era
acoplada na agulha de 18G da extremidade superior do frasco, visando manter a solucdo fisioldgica
NaCl 0,9% ozonizada estéril. Devido a instabilidade do 0zono em solugdes aquosas, a lavagem

uterina era realizada imediatamente ap6s a 0zonizagao da solug&o.

3. Resultados

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados citol6gicos e microbioldgicos do GC. Todos 0s
animais do GC exibiram uma inflamac&o ligeira a moderada. Ja na cultura microbiol6gica, uma
égua obteve resultado negativo e as duas restantes apresentaram crescimento de col6nias de

Staphylococcus chromogenes e Streptococcus uberis.

Na Tabela 2 esta representado o GOs, em que 4 éguas foram submetidas a LBV com
solucéo fisiologica NaCl 0,9% néo ozonizada no dia 1 (d1), 4 (ds) e aos 18 dias depois do tratamento
com o0 ozono (dig). Estes dias contém os dados citologicos e da cultura microbioldgica dos
respetivos dias anteriormente mencionados. No di, antes do tratamento com Os, metade do GOs

apresentava uma inflamacdo ligeira a moderada e a outra parte auséncia de inflamacdo. Na
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microbiologia, dois dos animais apresentaram cultura negativa e nos outros cresceram colonias de

Sphingomonas paucimobilis e Staphylococcus xylosus.

No ds, apds o tratamento com Oz, metade do GOs ndo possuia inflamacéo e a restante
inflamacdo severa. Na cultura microbioldgica duas éguas obtiveram cultura negativa e as outras
éguas obtiveram resultados positivos, sendo que cresceram colonias numa égua um tipo de colénia
de Streptococcus agalactiae e, no outro animal col6nias com trés microorganismos diferentes

Streptococcus equi zooepidemicus, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

No dis, 18 dias apds o tratamento, dois animais do GOz apresentavam uma ligeira
inflamacéo e as restantes éguas auséncia da mesma. Na cultura microbioldgica, todos os animais

obtiveram culturas negativas.

A Tabela 3, consta a avaliagcdo e comparacdo macroscopica de determinados pardmetros
do liquido uterino recolhido do GOs durante o tratamento com Oaz. Durante a colheitas realizadas
ndo se observou a presenca de detritos ou de floculacéo no liquido uterino. No entanto, no dx todas
as éguas do GOz realizaram uma primeira LBV com solucdo fisiologica NaCl 0,9% e, de seguida
outra LBV com solucdo fisiolégica NaCl 0,9% ozonizada para comparar 0S parametros
macroscopicos do liquido uterino ndo ozonizado e ozonizado, denotando que ndo ocorreram
alteraces significativas na cor e transparéncia. Nos dz e ds todos os animais do GOs realizaram
uma Unica LBV com O3, demonstrando altera¢Ges significativas na cor e transparéncia do liquido

uterino durante o tratamento.
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Tabela 1: Resultados descritivos da analise citoldgica e cultura microbioldgica do grupo de controlo (GC).

Animal

Avaliagao citolégica

Cultura microbioldgica

AC

Neutrdéfilos: 15% - 30% com fagocitose bacteriana;
Bactérias ou outros micro-organismos: grau 3 (pelo menos 1 bactéria em 10 campos);

Detritos celulares: <25% (grau 1).

Conclusao: Inflamacdo Moderada

Elementos celulares observados;

Bactérias fagocitadas no interior dos neutrdfilos polimorfonucleares.

Staphylococcus chromogenes

B.C

Neutrofilos: 15%-30% com a presenca de células inflamatérias mononucleadas;
Bactérias ou outros micro-organismos: grau 1 (sem bactérias em 30 campos);

Detritos celulares: <25% (grau 1).

Conclusao: Inflamacdo Moderada

Sem presenca de bactérias;
Poucos detritos celulares;

Presenca de células mononucleadas sugere alguma cronicidade.

Negativo

CcC

Neutrofilos: 5%-15%;

Bactérias ou outros micro-organismos: pelo menos 1 bactérias por 30 campos (grau 2), sem fagocitose;

Detritos celulares: <75% (grau 3).

Conclusao: Inflamacdo Ligeira

Streptococcus uberis
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Tabela 2: Resultados descritivos da analise citoldgica e cultura microbioldgica no grupo tratado com 0zono (GOs).

Avaliacdo citoldgica

Cultura microbioldgica

Animal
di ds dis d: ds dis
Neutrdfilos: < 5%);
. Bactérias ou outros micro-organismos: Neutrofilos: <5%;
Neutrofilos: <5%; . . .
. . i inimeras bactérias de contaminag&o, Bactérias ou outros micro-organismos:
Bactérias ou outros micro-organismos: . . . - L
. L . detritos organicos e inorganicos; sem bactérias significativas (grau 1);
bactérias de contaminagdo. Sem fagocitose;
. Detritos celulares: < 25% (grau 1). Detritos celulares: <25% (grau 1).
Detritos celulares: < 25% (grau 1). Sphingomonas Negativo Negativo
AT paucimobilis
Concluséo: Sem inflamacéo
~ . N Presenca de células destruidas, lise celular, . . N
Concluséo: Sem inflamagao . . . Concluséo: Sem inflamacéo
. bactérias de contaminacéo (bacilos de .
Esfregago contaminado; i . i . Fundo do esfregago com detritos e gel
] grandes dimensdes), detritos organicos e .
Elevada lise celular. i . lubrificante.
inorganicos;
Dificil diagndstico;
. Neutréfilos: < 5%; Neutréfilos: 5-15%);
Neutrdfilos: >30%;
n . X Bactérias ou outros micro-organismos: Bactérias ou outros micro-organismos:
Bactérias ou outros micro-organismos: . N L »
. inlmeras bactérias de contaminacéo, pelo menos 1 bactéria em 10 campos
2-10 bactérias por campo 1000x (grau 4), . o . . i
o . detritos organicos e inorganicos; (grau 3) e com fagocitose pelos
com evidéncia de fagocitose; X »
. Detritos celulares: < 25% (grau 1). polimorfonucleares neutréfilos;
Detritos celulares: < 25% (grau 1). .
Detritos celulares: <25% (grau 1).
BT Negativo Negativo Negativo

Conclusao: Inflamagdo Severa
Presenca de bactérias com valor
diagnoéstico;

Concluséo: Sem inflamacéo
Presenca de células destruidas, lise celular,
bactérias de contaminagéo (bacilos grandes
dimensdes), detritos organicos e
inorgénicos;

Dificil diagndstico.

Concluséo: Inflamacéo Ligeira
Presenca de bactérias com valor
etiolégico.
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Neutréfilos: >30%; (fagocitose bacteriana
muito marcada)

Bactérias ou outros micro-organismos:
grau 4 (2 a 10 bactérias por campo);

Detritos celulares: <50% (grau 2).

Neutroéfilos: <5%;
Bactérias ou outros micro-organismos:
presenca de bactérias de contaminacéo;

Detritos celulares: < 25% (grau 1).

Streptococcus
equi
zooepidemicus

CT Negativo Negativo
Concluséo: Sem inflamagéo
Concluséo: Sem inflamacéo Staphylococcus
Células autolisadas (demasiado tempo de aureus
Concluséo: Inflamacdo Severa permanéncia LBV);
Presenca de bactérias fagocitadas nos Contaminacéo bacteriana (formas Escherichia coli
neutréfilos polimorfonucleares. bacilares);
Esfregago com detritos inespecificos e
gel lubrificante.
Neutréfilos: >30%. Presenca de Neutréfilos: 5%-15%;
Neutrdfilos: 5%-15%; macrofagos e fagocitose muito marcada; Bactérias ou outros micro-organismos:
Bactérias ou outros micro-organismos: Bactérias ou outros micro-organismos: pelo menos 1 bactéria em 30 campos
pelo menos 1 bactéria por 10 campos (grau pelo menos 2-10 bactérias por campo (grau (grau 2); com fagocitose discreta.
3), com fagocitose pelos neutrofilos; 4), com fagocitose pelos neutrdfilos; Detritos celulares: <75% (grau 3).
DT Detritos celulares: <25% (grau 1). Detritos celulares: <25% (grau 1).
Staphylococcus Streptococcus Negativo
xylosus agalactiae

Concluséo: Inflamacdo Ligeira
Presenca de bactérias de valor etioldgico.

Concluséo: Inflamacdo Severa
Presenca de bactérias de valor etiolégico.

Conclusdo: Inflamagdo Ligeira
Escassa presenca de bactérias
fagocitadas;

Presenca de detritos celulares e
eritrocitos.

Nota: d; — Dia 1, LBV realizada com solucdo fisioldgica NaCl 0,9%, antes do tratamento com Os; ds— Dia 4, LBV realizada com solucéo fisiol6gica NaCl 0,9%,

apos 3 dias de tratamento com Os; dig— aproximadamente, duas semanas ap6s o tratamento com Os.
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Tabela 3: Avaliagcdo macroscépica do liquido uterino recolhido do GO3 durante o tratamento com ozono.

Animal Presenca de detritos ou floculacéo Transparéncia Cor
d1 - - -
AT d = + +
ds - + -
d1 - - -
B.T d2 - + +
ds = + +
d1 - - -
CT do - + +
d3 = - +
d1 - - -
D.T d> - + +
ds = + +

Nota: d; — Dia 1, LBV realizada com O3; d,— Dia 2, LBV realizada com Os; d3— Ultimo dia de LBV com Os.; “+” — ocorreu alteragdo macroscopica do liquido

uterino; “- “— ndo ocorreu alteragdo macroscopica do liquido uterino.
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Figura 6: Liquido uterino da égua A.T ap6s cada LBV com Os nos dias 1 (d1), 2 (d2) e 3 (da).

Figura 7: Liquido uterino da égua B.T apds cada LBV com Oz nos dias 1 (d1), 2 (d2) e 3 (da).

~

Figura 9: Liquido uterino da égua D.T ap6s cada LBV com Os nos dias 1 (d1), 2 (d2) e 3 (d3).
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4. Discussao

No presente estudo, pretendeu-se avaliar a reacdo inflamatdria e a acdo antimicrobiana do
Oz em ambiente uterino recorrendo a lavagens uterinas ozonizadas em éguas com mais de 15 anos
no seu ultimo ano reprodutivo. Para este efeito, realizaram-se lavagens uterinas em trés éguas
maioritariamente jovens somente com solucao fisioldégica NaCl 0,9%, grupo de controlo (GC), e
lavagens uterinas com O3 durante trés dias consecutivos em quatro éguas com mais idade, grupo
teste (GOs). Para isso, comparou-se os achados obtidos entre GC e GOz. O uso do ozono tem vindo
a ser estudado como uma terapia integrativa para o tratamento de infe¢des uterinas, principalmente
por ser eficaz contra bactérias, fungos e virus (César et al., 2012; Durrani, 2017; Giuliani et al.,

2018), minimizando o desenvolvimento de resisténcias bacterianas (Giuliani et al., 2018).

Segundo a Tabela 1, as éguas A.C e B.C apresentaram uma inflamag&o moderada e a égua
C.C inflamagdo ligeira, sendo esta ultima inflamagao considerada normal, uma vez que, a recolha
foi realizada quando os animais estavam em estro, portanto, uma resposta fisiologica (Brinsko &
Blanchard, 2011). No entanto, a égua B.C demonstrou também a presenca de outras celulas
inflamatorias, que ndo PMN, que sugerem alguma cronicidade, podendo ser caracterizada uma
inflamacdo cronica (Card, 2005; Diel de Amorim et al., 2016). As éguas A.C e C.C apresentaram
uma grande quantidade de bactérias por campo no esfregaco citoldgico, sendo que na égua A.C
observou-se fagocitose bacteriana, e, como se pode observar, ambas as éguas obtiveram resultados
microbioldgicos positivos. De acordo com Card (2005), éguas que possuem aumento nos nimeros
de neutrofilos (>5%), bactérias e detritos na avaliacdo citologica apresentam cultura positiva, 0 que
significa que é necessario intervir. Por Gltimo, a elevada percentagem de detritos encontrados no
esfregaco da égua C.C. podera ser sugestivo de endometrite com etiologia bacteriana, uma vez que
apresenta um score entre 3 e 4 (Diel de Amorim et al., 2016). Como estes animais ficaram gestantes
apos a realizacdo da primeira lavagem uterina pré inseminacdo acabaram por ndo realizar mais
nenhuma avaliacdo citologica. No entanto, segundo Krimer & Miller (2020), éguas saudaveis
conseguem eliminar neutréfilos, bactérias e espermatozoides em 12 — 48 horas, considerando que
a égua pode ser controlo de si mesma, uma vez que consegue reestabelecer o ambiente uterino sem

necessitar de intervencdo (Thomson et al., 2022).
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Na cultura microbiana das éguas A.C e C.C cresceram colonias de Staphylococcus
chromogenes e Streptococcus uberis, ambos sdo agentes patogénicos causadores de mastite
ambiental na espécie bovina. Estes agentes aparecem com frequéncia em animais de producao
leiteira sendo encontrados maioritariamente no ambiente, podendo também colonizar pele,
mucosas, fezes, fomites e material organico (Oliver et al., 2011). O S. chromogenes € comum em
animais mais velhos e com lactac@es tardias (Plummer & Plummer, 2012). Possivelmente, durante
o procedimento de limpeza da area perineal das éguas A.C e C.C, pode ter ocorrido acumulacdo de
sujidade para o interior da vulva e a ponta da sonda ter atingido uma &rea contaminada ou a limpeza
ndo ter sido bem executada pelo técnico. Atualmente, ja existe relatos sobre a composi¢do do
microbiota uterino, o que significa que o ambiente uterino ndo é considerado um ambiente estéril,
uma vez que apresenta uma grande variedade de microorganismos (Thomson et al., 2022). Em
contrapartida, Malaluang (2021) refere que é necessario aprofundar o conhecimento sobre esses
microorganismos e o papel que desempenham no Utero das éguas e a sua potencial transmissdo

para 0s humanos e ambiente.

Antes do tratamento do GOs, d1, apenas as éguas B.T e D.T possuiam inflamacao severa
e ligeira, respetivamente. De acordo com Card (2005) seria crucial intervir na égua B.T, mesmo
ndo tendo sido observado crescimento no exame microbioldgico, porque um ambiente uterino sem
inflamacdo é fundamental para a sobrevivéncia embrionaria. Nas éguas A.T e C.T ndo foi
observada inflamacao na citologia. Na cultura microbiol6gica em d1, as éguas A.T e D.T obtiveram
crescimento de colénias de Sphingomonas paucimobilis e Staphylococcus xylosus,
respectivamente. Nas éguas A.T e B.T no ds e na égua C.T no dig, houve contaminagdo do
esfregaco citoldgico, no entanto, uma vez que nao houve crescimento microbiano e possuia dados
citoldgicos aumentados (bactérias bacilares de grandes dimensdes, presenca de gel lubrificante,
detritos e neutrofilos), podendo ser devido a ma técnica durante o processamento da lamina ou

durante a colheita da amostra (Card, 2005).

Depois do tratamento, ds, a égua A.T obteve resultado negativo na cultura microbioldgica,
mantendo-se sem sinais de inflamacdo, e a égua B.T teve redugdo do quadro inflamatorio,
mantendo-se negativa. Ja a égua C.T desenvolveu grave inflamacdo com presenca de bactérias
fagocitadas nos PMNs e crescimento de colonias de trés microorganismos diferentes, sendo eles

Streptococcus equi zooepidemicus, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, agentes etiologicos
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comuns na endometrite bacteriana (Gallego Rodriguez et al., 2020; Morris et al., 2020).
Similarmente, a égua D.T evoluiu para uma inflamacdo mais grave com crescimento de colonias
de Streptococcus agalactiae. A resposta inflamatéria ap6s a administracdo local do ozono é
esperada, uma vez que 0 organismo estimula a producdo de PMNs, libertando estes ultimos
citoquinas que ajudam na resposta imunitaria. E sabido que a endometrite pode induzir stress
oxidativo sistémico em éguas (Abdelnaby et al., 2020). Mazzuchini e colegas (2022) referem que
em éguas tratadas com altas concentragdes de ozono intrauterino, seis horas apds a inseminacao,
ocorreu uma resposta inflamatoria uterina exacerbada momentanea que néo teve impacto negativo
no endométrio nem nos indices gestacionais. De forma semelhante, considerando os resultados
obtidos duas semanas ap0s o tratamento a alta concentracdo de ozono escolhida néo foi prejudicial.
Além disso, segundo Martinez-Séanchez (2020), a concentracdo disponivel nos fluidos salinos
corresponde a apenas 10% da concentracdo de ozono libertada pelo gerador.

O controle dos processos infeciosos, logo apds o tratamento nas éguas A.T e B.T e ap6s
15 dias nas éguas C.T e D.T corrobora com o fato do Oz possuir propriedades antimicrobianas e
imunomodulador quando administrado via topica (Purici¢ et al., 2015, 2016); assim, a sua adicao
ao liquido de lavagem pode auxiliar no tratamento de processos infeciosos e diminuir o stress
oxidativo de forma controlada e transitéria (Almeida et al., 2021). A literatura demonstrou que
mesmo concentracdes baixas de ozono possuem atividade antimicrobiana contra E. coli, S. aureus,
Pseudomonas spp e Candida albicans (César et al., 2012; Ling et al., 2022). Os resultados obtidos
neste estudo estdo em concordancia com Santos e colegas (2021) que referiram o uso de solucbes
salinas ozonizadas reduzindo a contagem microbiana, por exemplo, E. coli, S. aureus,

Pseudomonas spp. e coliformes.

ApoOs duas semanas do tratamento, dis, todas as éguas evoluiram satisfatoriamente,
apresentando reducdo significativa do quadro inflamatorio, principalmente as éguas C.T e D.T, e
com auséncia de crescimento bacteriano. A lavagem uterina por si s6 € um método bastante eficaz
na remoc¢do mecénica de detritos, fluido acumulado, microorganismos e espermatozoides ( Liu &
Troedsson, 2008; Brinsko & Blanchard, 2011; Christoffersen & Troedsson, 2017), fato esse que
justifica os achados observados nas avaliagdes citologica, microbiologica e macroscopica na
presente pesquisa. A lavagem uterina com Oz se mostrou vantajosa por supostamente melhorar a

perfusdo tecidual, a oxigenagdo e, consequentemente o ambiente uterino (Mali et al., 2020), além
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do controle microbiolégico como discutido anteriormente. Em vacas com endometrite infeciosa, a
insuflacdo uterina com Os foi mais eficaz na redugdo da populagdo microbiana local em
comparagdo com a cefalaxina (Mali et al., 2020). Noutro estudo similar em vacas com infe¢des
bacterianas, realizaram-se lavagens uterinas com solucdo salina ozonizada, demonstrando uma
melhor resposta em comparagdo com gentamicina nos casos de Escherichia coli, Fusobacterium
necrophorum e Arcanobacterium pyogenes, sendo o antibidtico mais eficaz contra Streptococcus
pyogenes (Durrani, 2017). Esses resultados confirmam a hipdtese de que o0 uso de lavagens uterinas
com solugédo ozonizada tem uma agéo antimicrobiana eficaz, reduzindo a inflamagé&o uterina, o que

corrobora com os achados da presente pesquisa.

Analisando a Tabela 3, durante o tratamento com Os ocorreram alteracdes na cor e
turbidez do liquido uterino a partir do segundo dia de tratamento, d>. Com ajuda das Figuras 6, 7,
8 e 9, consegue-se observar que ocorreu uma melhoria consideravel na cor e turbidez do liquido
uterino da égua D.T. Para além disso, de modo geral houve um melhoramento das caracteristicas
macroscopicas, a excecdo da égua C.T que obteve uma cor e turbidez mais notavel no Gltimo dia
de tratamento com Os. Noutros estudos realizados em mulheres, Calderon e colaboradores (2016)
sugeriram que o uso de lavagens uterinas com solugdo salina NaCl 0,9% ozonizada tiveram um
efeito positivo na angiogénese endometrial. Curiosamente, no presente estudo, através da
observacao do liquido uterino recolhido ao longo do tratamento com 0zono conseguiu-se observar
alteracdes macroscopicas positivas do mesmo. Mais, a utilizacdo de ozonoterapia em éguas
também tem vindo a ser indicada para a melhoria da performance reprodutiva, tal como sugerido
por Ferreira e colegas (2021), que executaram insuflagdes uterinas em éguas saudaveis com
diferentes concentracfes de Oz medicinal, de forma similar ao que foi prescrito no grupo teste,
observando que concentracfes baixas de ozono promoviam a angiogénese local. No entanto, no
presente estudo, considerando que os animais ja apresentavam uma idade avancada, teria sido
interessante a realizacéo de bidpsias do tecido endometrial antes e apds a aplicacdo de ozonoterapia
visando a observacdo de possiveis melhorias a nivel uterino. Em todo o caso, ambos 0s autores
afirmam que a ozonoterapia pode ter um papel importante na infertilidade como tratamento

integrativo seguro, tal como observado no presente estudo.
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5. Concluséao

Atualmente, a utilizacdo da ozonoterapia em medicina veterinaria, nomeadamente em

reproducédo equina tem vindo a demonstrar-se uma boa ferramenta terapéutica adjuvante.

O presente estudo demonstrou que a utilizacdo de lavagem uterina com solucéo fisioldgica
NaCl 0,9% ozonizada apresentou, no presente grupo de animais, um efeito positivo na reducdo da
inflamacao, citologicamente, e no controle de agentes microbianos em éguas adultas. Esta terapia
podera ser usada de forma preventiva e/ou de rotina, e consequentemente, pode reduzir a utilizacdo
de antibidticos minimizando o desenvolvimento de quadros de resisténcia bacteriana, auxiliando

assim na melhoria dos indices reprodutivos.

No entanto, a partir dos dados do presente trabalho, sugerem-se estudos que aprofundem
o0s conhecimentos nesta &rea de forma a padronizar concentragdes, tempo de administracéo e 0 uso
correto e direcionado, visando beneficios para a equinicultura e bem-estar de éguas usadas na
reproducdo. Para além disso, para futuros estudos relacionados com esta tematica, deve-se ter em
conta ainda certas limitacGes do presente trabalho, nomeadamente nimero reduzido de animais

abrangidos pelo mesmo, bem como a baixa diversidade da faixa etaria entre estes animais.
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Anexos

Anexo | — Gréafico de pontuacéo de condi¢édo corporal.

Equmc o

Areas of Emphasis for
Body Condition Scoring

5 Moderate

Back is flat (no crease or ridge); ribs not
visually distinguishable but easily felt; fat
around tailhead beginning to feel spongy;
withers appear rounded over spinous pro-
cesses; shoulders and neck blend smoothly

Fleshy
May have slight crease down back; fat over

A: Thickening of the neck
BODY B: Fat covering the withers
C: Fat deposits along backbone S
CONDITION D: Fat deposit on flanks into body.
E: Fat deposits on inner thigh
SCORING F: Fat deposits around tailhead
CHART G: Fat deposit behind shoulder
H: Fat covering ribs
1: Shoulder blends into neck
1 Poor
Animal rbs, taihoad, tuber coxae, and tuber ischi projecting

mmwmmmo«mm«wmmm no fatty tissue can be folt.

2 Very Thin

Animal emaciated; slight fat covering over
base of

processes of Iumbar vertebrae feel rounded;
spinous processes, ribs, tailhead, tuber
coxae, and tuber ischii prominent; withers,
shoulders, and neck structure faintly
discernable.

3 Thin
Fat buildup about halfway on spinous pro-
cesses; lransverse processes cannot be
felt; slight fat cover over ribs; spinous pro-
cesses and ribs easily discernable; tailhead
: butindivs aotBo
identified visually; tuber coxae appear 8 Fat
rwndad but easily discernable; tuber ischii
isti withers, and
nodt accentuated.

4 Moderately Thin

ribs fleshy/spongy; fat around tailhead soft;
fat beginning to be deposited along sides of
withers, behind shoulders, and along sides
of neck.

7 Fleshy

May have crease down back; individual ribs
can be felt, but noticeable filling between ribs
with fat; fat around tailhead soft; fat depos-
ited along withers, behind shoulders, and

Crease down back: dificult to feel ribs; fat
around tailhead very soft; area along withers
filled with fat; area behind shoulder filled with
fat; noticeable thickening of neck; fat depos-
ited along inner  thighs.

Shghl ridge along back; laml outline of ribs »
tailhead

on conformation, fat can be felt around it;

tuber coxae not discernable; withers, shoul-

ders, and net not obviously thin.

9 Extremely Fat
Obvious crease down back; patchy fat appearing.
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