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CAPITULO 1

RESUMO

A endometrite figura entre as principais causas de infertilidade em éguas, constituindo
uma relevante preocupacao clinica no &mbito da reproducéo equina. Essa condicéo decorre de
processos inflamatoérios desencadeados por agentes infecciosos, como bactérias e fungos, ou
por fatores ndo infecciosos, tais como sémen e detritos uterinos. A inflamacdo pode ser
transitoria, como ocorre em respostas fisioldgicas pds-cobertura, ou evoluir para quadros
patoldgicos, resultando em endometrite crbnica, subclinica ou persistente, comprometendo
negativamente a fertilidade. Os métodos diagndsticos incluem cultura microbioldgica,
citologia uterina, ultrassonografia e biopsia endometrial, sendo esta Gltima considerada o
padrdo-ouro na deteccdo de fibrose e na avaliacdo da salde uterina. O tratamento tem por
objetivo restaurar a funcionalidade uterina, permitindo a concepcao e manutenc¢édo da gestacao.
As abordagens convencionais envolvem a lavagem uterina, o uso de agentes ecbolicos e a
administracdo de antibioticos. Todavia, a crescente resisténcia antimicrobiana e os frequentes
insucessos terapéuticos tém incentivado a busca por alternativas inovadoras, destacando-se a
ozonioterapia; A ozonioterapia utiliza o gas oz6nio, amplamente reconhecido por suas
propriedades germicidas, anti-inflamatorias, imunomoduladoras e regenerativas. No contexto
da reproducdo equina, sua aplicacdo por insuflacdo intrauterina tem demonstrado eficacia na
reducdo de microrganismos e na mitigacao de processos inflamatorios uterinos. Além disso, a
terapia estimula a angiogénese, favorecendo a producdo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), essencial para a formagdo de novos vasos sanguineos e a recuperacdo
tecidual. Ademais, 0 0zdnio exerce um papel modulador no sistema imunoldgico, promovendo
a producéo de citocinas anti-inflamatorias e inibindo as pro-inflamatorias, contribuindo, assim,
para a restauracdo de um ambiente uterino saudavel e adequado a reproducéo.
Palavras-chave: bactérias, endometrite, equinos, fertilidade emedicina-integrativa.
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ABSTRACT

Endometritis is one of the leading causes of infertility in mares, representing a significant
clinical concern in equine reproduction. This condition results from inflammatory processes
triggered by infectious agents, such as bacteria and fungi, or non-infectious factors such as
semen and uterine debris. The inflammation can be transient, as seen in physiological post-
mating responses, or evolve into pathological conditions, leading to chronic, subclinical, or
persistent endometritis, which negatively impacts fertility. Diagnostic methods include
microbiological culture, uterine cytology, ultrasonography, and endometrial biopsy, with the
latter being considered the gold standard for detecting fibrosis and evaluating uterine health.
The goal of treatment is to restore uterine functionality, enabling conception and the
maintenance of pregnancy. Conventional approaches include uterine lavage, the use of
ecbolic agents, and the administration of antibiotics. However, the growing issue of
antimicrobial resistance and frequent therapeutic failures have driven the search for
innovative alternatives, with ozone therapy standing out. Ozone therapy uses ozone gas,
widely recognized for its germicidal, anti-inflammatory, immunomodulatory, and
regenerative properties. In the context of equine reproduction, its application through
intrauterine insufflation has shown effectiveness in reducing microorganisms and mitigating
uterine inflammatory processes. Furthermore, the therapy stimulates angiogenesis, promoting
the production of vascular endothelial growth factor (VEGF), essential for the formation of
new blood vessels and tissue recovery. Additionally, ozone plays a modulatory role in the
immune system, promoting the production of anti-inflammatory cytokines and inhibiting pro-
inflammatory ones, thus contributing to the restoration of a healthy uterine environment
conducive to reproduction.

Keywords: bacteria, endometritis, equine, fertility and integrative-medicine.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Endometrite

A endometrite é a maior causa de infertilidade nas éguas, sendo apontada como a
terceira afeccdo clinica mais comum depois da sindrome cdlica e das afeccdes do trato
respiratorio (TROEDSSON, 1999). O processo inflamatério induzido pés-cobertura pelo
sémen e por microrganismos € um evento fisioldgico e necessario para manter o ambiente
uterino adequado para o recebimento do embrido. Entretanto, algumas éguas consideradas
susceptiveis a endometrite sdo incapazes de debelar esse processo inflamatério no tempo
adequado e desenvolvem endometrite persistente pos-cobertura, resultando em altos indices de
perda embrionaria (WATSON, 2000). Para isso o Utero possui um mecanismo eficiente de
defesa, que por inimeros fatores pode se tornar falho, o que leva a um processo patoldgico e a
um grande prejuizo econémico nos criatorios (CANISSO et al., 2020).

A endometrite pode ser categorizada em diferentes tipos: persistente pds-cobertura,
cronica, subclinica, infecciosa e aguda po6s-parto (KATILA, 2016). Onde quando de origem
infecciosa, ha a identificacdo de microrganismos como causadores da condi¢do (CANISSO et
al., 2020). Os sintomas clinicos mais comuns da endometrite incluem a presenca de liquido
intrauterino, hiper-edema, encurtamento do ciclo estral, vaginite, cervicite, exsudato
mucopurulento e perda embrionaria precoce. Essas manifestacdes clinicas podem variar em
intensidade dependendo da causa e do tipo de patdgeno envolvido (DIEL DE AMORIM et al.,
2015).

Uma égua saudavel, especialmente no que diz respeito ao sistema reprodutivo, tem a
capacidade de combater a contaminacao uterina com uma resposta inflamatéria transitoria. 1sso
inclui a ativacdo do sistema imunoldgico, recrutamento de neutrofilos, liberacdo de
prostaglandinas e aumento da contragio uterina. Eguas que respondem & agressio local s&o
consideradas resistentes a endometrite. Por outro lado, éguas que ndo possuem uma resposta
rapida e eficaz sdo consideradas suscetiveis (BRINSKO, et al., 2011).

1.2 Etiologia da endometrite infecciosa

A endometrite pode ser causada por diferentes agentes, sendo eles, detritos, bactérias,
fungos ou virus. Eles terdo acesso ao Utero devido a anatomia genital da égua, (BRINSKO et
al. 2011), a comunicagédo entre a vagina e o Utero para entrada de microrganismos se da pela
abertura da cérvix durante o periodo de estro, e ao Iimen uterino ser préximo a vagina,

10
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facilitando o acesso (HEIL et al., 2019). Podendo ser acometido durante o parto, cobertura ou
inseminacdo artificial ou até mesmo exame clinico genital (BRINSKO et al. 2011).

A endometrite em éguas é uma condicdo inflamatéria do Gtero que pode ser
desencadeada por diversos fatores geralmente associados a invasdo do ambiente uterino por
bactérias ou fungos, desencadeando uma resposta imunoldgica local. Assim, a endometrite
infecciosa é reconhecida como uma das doencas reprodutivas mais significativas em éguas.
Entre os principais patdgenos isolados do trato reprodutivo de éguas com histérico de
infertilidade, destacam-se Escherichia coli, Streptococcus spp., Pseudomonas spp. e Klebsiella
spp., conforme documentado por Ferris (2016). Além disso, infec¢Bes uterinas causadas por
Candida albicans e Aspergillus spp. sdo comuns em éguas que habitam regiBes tropicais,
conforme relatado por Nascimento Junior et al. (2021).

A migracdo de bactérias da flora vaginal para o interior do Utero é frequentemente
apontada como uma causa priméaria de endometrites em éguas, esse deslocamento bacteriano
pode ocorrer durante procedimentos de inseminacdo artificial, exames ginecoldgicos ou
mesmo durante o parto, quando a barreira natural da cérvix encontra-se em estado de
relaxamento (CHAVES, 2011).

O biofilme pode ser definido como uma comunidade microbiana complexa que se

forma quando as bactérias e/ou fungos se aderem a uma superficie, produzindo uma matriz
extracelular composta de proteinas, carboidratos e DNA. A capacidade que alguns
microrganismos tém de produzir biofilme oferece resisténcia as condigdes adversas, fazendo
assim com que éguas com suscetibilidade tenham maior probabilidade de desenvolver
infecgOes cronicas (FERRIS, 2017).
Podendo estar associadas as infec¢fes bacterianas, as endometrites de origem flngicas sao
condicdes menos frequentes (1-5%), apesar de se destacarem as observacdes onde a ocorréncia
de endometrites flngicas sejam em grande parte das vezes identificadas como oportunistas,
tendo sua maior incidéncia quando os animais ja foram submetidos a repetidos tratamentos
com antibioticoterapia (STOUT, 2008). Habitualmente os fungos mais isolados sé&o Aspergillus
sp e Candida albicans, entretanto outras espécies como Mucor sp também podem ser
encontradas com menor frequéncia (BELTAIRE et al., 2012).

1.3 Diagndstico

Os métodos diagndsticos sdo sensiveis e especificos, onde irdo influenciar a percep¢ao
da prevaléncia da endometrite e a necessidade de tratamento do paciente (KATILA, 2016).
Além de envolver uma avaliagdo clinica e historico reprodutivo (AMORIM et al., 2016) Os

métodos de exame podem ser classificados em grupos: Exames clinico e laboratoriais. O exame
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clinico inclui palpacéo retal e ultrassonografia transretal, exame transvaginal digital ou com
espéculo, inspecdo da regido perineal e corrimento vaginal, além de realizagdo da vaginoscopia.
Ja os exames laboratoriais envolvem biopsia, citologia e cultura uterina (KATILA, 2016).

1.3.1 Cultura microbioldgica

As baixas taxas de prenhez na espécie equina podem estar associadas ao crescimento
de microrganismos no limen uterino e a cultura microbioldgica pode fornecer informagdes
valiosas nos casos de endometrites infecciosas (CANISSO et al., 2016), se tornando uma
importante ferramenta para o diagnostico e tratamento. O material necessario para a realizagdo
da cultura endometrial deve ser sempre coletado antes de qualquer outro procedimento uterino
ou vaginal para que sejam identificados potenciais contaminantes. A amostra pode ser colhida
por meio de swab, lavado de baixo volume e bidpsia (BAIN, 1966; BALL et al., 1988;
NIELSEN, 2005; NIELSEN et al., 2010; M@LLER NIELSEN et al., 2012). Apos a colheita,
a amostra deve ser processada ou armazenada em meio de transporte, sendo mantida sob
refrigeracdo até sua chegada ao laboratério ou inoculada adequadamente em meio de cultura.
Além disso, a identificacdo dos microrganismos pode ser feita por meio de testes bioquimicos,
proteinas bioldgicas ou sequenciamento genético. A estimativa do crescimento bacteriano pode
ser feita pela contagem das coldnias nas placas, classificando-se como: auséncia de crescimento
(sem colbnias), crescimento muito discreto (até 2 colonias na primeira semeadura), discreto
(entre 3 e 5 coldnias na primeira semeadura), moderado (mais de 5 coldnias na segunda
semeadura) e intenso (mais de 5 colonias na terceira semeadura) (CHRISTOFFERSEN et al.,
2012; FERRIS, 2016).

1.3.2 Citologia Uterina

Por meio da citologia uterina se torna possivel a identificagdo de células
polimorfonucleares, principalmente neutréfilos, os quais migram para o endométrio em
resposta a um estimulo inflamatorio. Os esfregacos adquiridos com a escova citoldgica
(cytobrush) apresentam uma quantidade celular maior em comparacdo com o swab de
neutrofilos e células epiteliais, (WALTER et al., 2012).

A técnica de citologia uterina utilizando uma escova ginecoldgica é realizada apos a
fixacdo destes a uma pinca de citologia, metalica ou plastica descartavel. Estes dispositivos
incluem um mandril, que facilita a extensdo da escova. Para aplicar a técnica, a extremidade

da haste deve ser coberta com o dedo polegar, introduzindo-se o equipamento na vagina até
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localizar a cérvix, e, em seguida, direcionando o instrumento até a superficie do Ilimen uterino.
Uma vez introduzido, a haste deve ser posicionada no corpo do Utero, expondo a escova e
girando-a continuamente por trés vezes para colher o material. A escova deve ser recolhida
para dentro da haste com a ajuda do mandril acoplado, sendo, entdo, removida do trato genital
da égua (OVERBECK et al., 2011).

A técnica de lavagem uterina de baixo volume, acompanhada de sedimentacéo e
realizada por meio de um sistema fechado de trés vias, utilizando um cateter de colheita de
embrido. O procedimento recomenda-se a infusao de cerca de 100 mL de solucao fisiolégica,
seguida de massagem uterina, visando facilitar a recuperacdo do volume da solucdo
administrada. O volume recuperado deve ser coletado em um tubo graduado de 50 mL para a
centrifugacdo e sedimentacdo do conteido (DASCANIO & MCCUE, 2014).

1.3.3 Biopsia Uterina

A bidpsia envolve a colheita de um pequeno fragmento do corno uterino, utilizando-se
uma pinga uterina apropriada; esse fragmento é entdo fixado em formol, para que possa ser
enviado posteriormente ao laboratério de histopatologia, submetido a analises detalhadas
(BUCZKOWSKA et al., 2014). A histopatologia permite uma anélise detalhada dos tecidos
uterinos, possibilitando a identificacéo de fibrose, que afeta diretamente a capacidade do Utero
de manter uma gestacao até o fim. Dessa forma, esse método é considerado o padrdo-ouro para

o diagnostico de endometrite cronica em éguas (LEBLANC, 2010).

1.4 Tratamento

O tratamento da endometrite tem como objetivo modular o processo inflamatério e,
caso houver, a infeccdo local para proporcionar um ambiente uterino saudavel para a concepcao
e gestacdo (LEBLANC et al. 2009). A terapéutica adotada inclui a convencional, com lavagem
uterina com solucgdo ringer-lactato associada a farmacos ecboélicos, além da utilizacdo de
antimicrobianos. Entretanto devido ao numero de insucessos, a utilizacdo de terapias
integrativas, isoladas ou associadas com a terapia convencional, tém mostrado resultados
positivos (AVILA et al., 2022).

1.4.1 Terapias convencionais

13



236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270

1.4.1.1 Lavagem uterina

A lavagem uterina visa neutralizar agentes e remover detritos resultantes de inflamacéo
ou infec¢do uterina, promovendo sua expulsdo do Gtero da égua, assim como espermatozoides
mortos do lIimen, caso haja a permanéncia dos mesmos pode acabar por prejudicar o embrido
ap0s a cobertura e para 0s espermatozoides antes da cobertura; este procedimento permite a
remocgdo de detritos como microrganismos e neutréfilos degenerados, além de estimular a
contratilidade uterina. Ao causar leve irritacdo, a técnica também promove o recrutamento de
novos neutréfilos (KNUTTI et al., 2000; BRINSKO et al. 2011; COCCHIA et al. 2012), ela é
recomendada em casos de acimulo excessivo de fluidos uterinos (BRINSKO et al., 2003).

Para realizacdo da lavagem, as solugdes cristaloides mais usadas séo: ringer com lactato
e solucdo salina a 0,9%, porém estas solucGes podem ser associadas a outras antissépticas e
aditivos para romper o biofilme com os mucoliticos sendo eles: Na-cestilcisteina,
dimetilsulfoxido (EISENBERG & DOBROGOSZ, 1967; CANISSO et al.,, 2020). O
procedimento pode ser feito antes da cobertura, e/ou quatro horas apds, pois assim houve tempo
o suficiente para que o esperma atinja as tubas uterinas onde acontece a fecundagdo do odcito
(FIALA et al., 2007).

1.4.1.2 Agentes echdlicos

Agentes echolicos sdo compostos empregados para induzir as contragfes uterinas,
facilitando a expuls&o de contetdo intrauterino, como liquidos, tecidos ou microrganismos pela
cervix e pela drenagem linfatica; essas substancias sao frequentemente utilizadas no manejo
reprodutivo e no tratamento de condi¢des como a endometrite em éguas (CADARIO et al.,
1995). Um dos principais agentes ecbdlicos utilizados para o tratamento da endometrite em
éguas € a ocitocina, um hormonio natural que quando administrado por via exdgena promove
contragdes uterinas facilitando assim a expulsdo de fluidos ou residuos que encontram-se
retidos no lUmen uterino; e sua administragcdo ocorre normalmente uma hora antes da cobertura,

quatro horas ap6s a cobertura e 72 horas apés a ovulacdo (BRINSKO et al., 1991).

1.4.1.3 Antibidticos

A antibioticoterapia é realizada a partir do resultado da cultura e sensibilidade do
patdgeno, € comum ser usados para tratamento medicamentos a base de penicilinas,

cefalosporinas, aminoglicosideos e tetraciclinas (LIU, et al. 2008). Os mecanismos que tornam
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as bactérias mais resistentes ao antibiotico integram a modificacdo do sitio de ligacdo celular
fazendo com que ligagdo celular atrapalhe a ligacdo do antibidtico atraves da sintese de enzimas
que suportam o agente antimicrobiano; causando o down regulation ou erradicacéo das purinas
nas transmembranas, sendo por onde os principais ativos dos farmacos entram na célula,
gerando eliminac&o dos medicamentos usados por bombas de efluxo (GIGUERE, 2013).

E necessario a confirmacio da existéncia de bactérias através do seu isolamento e a
realizacdo de uma TSA, de modo que a administracdo do antibidtico seja certeira para cada
caso. Todavia, ndo € viavel seguir um padrdo, pois, nem sempre isso é possivel, dessa forma,
no caso de endometrite 0 uso de antibidticos de amplo espectro é feito a partir de bactérias
comumente isoladas (LEBLANC, 2010). A administracdo destes farmacos pode ser realizada
através das vias sistémicas ou por infuséo intrauterina, vale ressaltar que é de suma importancia
que seja respeitada a via recomendada de administracao de cada produto. Tendo como exemplo
a enrofloxacina que caso administrada de forma incorreta no limen uterino pode acarretar um
quadro de necrose neste 6rgdo (RODRIGUEZ et al., 2012).

1.4.1.4 Vulvoplastia

O procedimento cirdrgico de vulvoplastia é realizado no intuito de proteger o trato
reprodutivo das éguas, evitando pneumovagina e contaminacdo fecal. Em fémeas da espécie
equina quando submetidas a avaliacéo clinica ginecoldgica, onde a conformacéo perineal e a
avaliagdo da genitélia interna, revelam problemas relacionados a contaminag¢do da mesma por
disfuncbes de conformacdo; a execucdo deste procedimento € recomendada para prevenir
infeccdes, e, consequentemente, aumentar a fertilidade (SEABAUGH & SCHUMACHER,
2014)

1.4.2 Terapias integrativas
1.4.2.1 Agentes Imunomoduladores
Os tratamentos que modulam ou suprimem a resposta imune séo utilizados para reduzir
a inflamacdo observada ap6s a introducdo do sémen no limen uterino. A imunomodulagdo

pode ajudar a restaurar a homeostase ao diminuir a producéo de citocinas pro-inflamatorias,
aumentando assim a taxa de gestacdo (BESSA et al., 2022).
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Como uma alternativa pode ser feito o uso de anti-inflamatdrios nao esteroidais COX-
2 seletivos. Estudos demonstraram que o Firocoxib é eficaz em mitigar a resposta inflamatoria
apos a cobertura, sem afetar as taxas de ovulacdo (FRISO et al., 2019).

A administracdo de corticosteroides, como a dexametasona e a prednisolona, é uma
praticacomum para reduzir a resposta inflamatoria em éguas suscetiveis a endometrite. Estudos
indicam que o uso de dexametasona diminui as citocinas pro-inflamatorias e suprime 0s
mediadores da inflamacéo, além de aumentar as interleucinas anti-inflamatérias. No entanto, o
uso repetido pode suprimir o hormonio luteinizante e reduzir a taxa de ovulacdo. Além disso,
os esteroides bloqueiam as vias de inflamacao da cicloxigenase e da 5-lipoxigenase, impedindo
a producdo de leucotrieno B, um quimiotatico dos neutrdfilos, o que pode aumentar a
suscetibilidade a infec¢des bacterianas. Portanto, a selecdo cuidadosa das éguas candidatas ao
uso de corticosteroides é crucial, pois o uso inadequado em casos de endometrite bacteriana
pode agravar a infec¢do. Ecograficamente, éguas tratadas com corticosteroides apresentam
reducdo do grau de edema uterino e do volume de fluido intrauterino, frequentemente com
menor ecogenicidade (BESSA et al., 2022).

1.4.2.2 Plasma Rico em Plaquetas

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é um concentrado de plaquetas alcancado através
de uma metodologia simples e com um bom custo-beneficio, permitindo alcancar altas
concentracgdes de fatores de crescimento com propriedades regenerativas, para alcancar o efeito
desejado, é essencial concentracfes superiores a 300.000 plaquetas/pl (VENDRUSCULO,
2012).

A aplicacdo intrauterina de 20mL de PRP, realizada 24 horas antes e 4 horas apés a
inseminacdo, mostrou resultados promissores no tratamento da endometrite. Houve uma
diminuicdo significativa dos polimorfonucleados na citologia, indicando uma reducdo da
resposta inflamatdria. Além disso, observou-se um aumento na taxa de concepcao,
evidenciando a eficdcia do PRP na melhora da fertilidade. Outro beneficio notado foi a
diminuicdo da expressdo da enzima COX-2, associada a inflamacdo, sugerindo que o PRP
também possui propriedades anti-inflamatdrias efetivas (SEGABINAZZI et al., 2017).

1.4.2.3 Células Tronco

As células-tronco mesenquimatosas (MSC) sdo vistas como um potencial opc¢do de

tratamento para a endometrite em éguas. Elas tém a capacidade de gerar uma resposta
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imunomoduladora, aumentando a expressdo de citocinas anti-inflamatérias e demonstrarem

propriedades antimicrobianas (RINK et al. 2018). As células-tronco podem ser classificadas

em embrionarias, que sdo extraidas da massa celular interna de embrides em estagios iniciais

de desenvolvimento, e somaticas, presentes em tecidos diferenciados de fetos, recém-nascid
ou adultos (FRIEL et al., 2005).

Na medula 0ssea existe um tipo de célula-tronco, conhecida como célula-tronco
mesenquimal (CTM). Essas células tém uma notdvel capacidade de renovacgdo e podem se
diferenciar em varias linhagens de tecido conjuntivo. Sob certas condi¢des, as CTMs podem
originar células de diversos tecidos, como tecido adiposo, cartilagenns, 0ssos, musculos
(CONRAD & HUSS, 2005) e em células endometriais (DU & TAYLOR, 2007).

Por causa de suas caracteristicas distintas de diferenciacdo, bem como suas
propriedades imunomoduladoras e de migracdo, as células estromais mesenquimatosas do
endométrio tém o potencial de fornecer uma rica fonte de células terapéuticas para a
regeneracdo de tecidos (RINK et al., 2018), reduzem a infec¢do relacionada a inflamacéo e
a fibrose e, ao modular a resposta imunoldgica inata, recrutam a acdo de neutrofilos e
mondcitos, facilitando a fagocitose de bactérias (JOHNSON et al., 2017).

Em éguas resistentes a endometrite, a aplicacdo de células-tronco mesenquimatosas
(MSC) reduziu a contagem de neutrofilos e aumentou a producdo de citocinas anti-
inflamatorias 6 horas apds a inseminagdo artificial (FERRIS et al, 2014). Em contrapartida
a aplicacdo de meio condicionado por células-tronco em éguas suscetiveis a endometrite, 24
horas antes da inseminacéo artificial, minimizou o acimulo de fluido intrauterino apds a
cobertura, modulou a resposta inflamatoria induzida pelo sémen e reduziu a producdo de
citocinas pro-inflamatérias (TONGU et al., 2021).

1.4.2.4 Ozobnioterapia

O o0zbnio (O3) € um gas composto por trés moléculas oxigénio (O3), altamente volatil,
com grande poder oxidativo, a ozonioterapia utiliza o gas (Os) para tratar derivadas
condicdes, possuindo efeitos germicidas, analgéesicos, imunomoduladores e promotor de
cicatrizacao tecidual. Sua aplicagdo é versatil, podendo ser administrado por diferentes vias,
com excec¢do das vias respiratérias e intravenosas direta (MARQUES et al, 2017).

Na reproducdo equina foram realizados estudos que apresentaram resultados
satisfatorios na utilizacio de ozonioterapia em éguas com falhas reprodutivas (AVILA et al.,
2022). A realizacdo deste procedimento pode reduzir a necessidade de utilizacdo de
antimicrobianos, tendo baixo custo e sem liberacdo de residuos no meio ambiente

0S
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(BRINSKO et al., 2011; AVILA et al., 2022). A utilizacio de 0z6nio em éguas senis e
multiparas € uma terapia promissora, pois comprovadamente possui um alto potencial de
regeneracdo vascular. Isso ocorre através da estimulacdo da expressdo do fator de
crescimento endotelial vascular, um potente estimulador da angiogénese que atua
diretamente na coordenacdo do processo de reepitelizacdo (VALACCHI et al., 2011,
ESTELLER-VICO, 2012; KIRKIL et al., 2016).

Segundo FERREIRA et al. (2021) a ozonioterapia possui grande potencial para uso
na reproducdo assistida de éguas. Como ndo provoca alteracdes degenerativas ou
inflamatdrias significativas no tecido endometrial, a insuflacdo uterina com a mistura gasosa
0,-03 é considerada uma terapia segura para estimular a angiogénese local.

A administracdo de 0zdnio no ambiente uterino de éguas pode induzir um estresse
oxidativo controlado, efeito este que estimula a atividade de processos bioldgicos e a
expressdo de genes responsaveis pela producéo de proteinas e enzimas antioxidantes, como
a catalase, a superoxido dismutase e a glutationa peroxidase (TSUZUKI et al., 2016; MERHI
etal., 2019; AVILA et al., 2022)

Presume-se que a inflamacdo seja reduzida ap6s tratamentos com ozénio devido a
inibicdo de citocinas pro-inflamatorias e da fosfolipase A2, juntamente com a estimulagédo
da producédo de citocinas anti-inflamatdrias, como a interleucina 10 e o fator de necrose
tumoral B1 (JANIC et al., 2003; AVIL A et al., 2022)

A utilizacdo da ozonitoterapia em equinos pode ser feita por via sistémica, retal,
venosa, muscular e auto-hemoterapia, outra forma de aplicacao local usando o 0zénio pode
ser por vias subcutaneas, intrasionvial, intrarticular, subfacial, peritendinosa, epidural,
intramuscular e intrauterina (VIGLINO, 2008). De acordo com FERREIRA et al. (2021) ao
realizar o preenchimento do limen uterino com O3 incentiva a proliferacdo celular sem
apresentar alterag@es significativas ao endométrio equino. Os resultados apresentados pelo
grupo de pesquisa no qual ele faz parte, corroboram com a seguinte afirmacdo: Indicando
aumento do nimero de vasos sanguineos e no grau de vascularidade endometrial, observou-
se que apo6s consecutivas insuflagdes uterinas com mistura gasosa contendo baixa ou
moderada concentracdo de ozbnio. Assim como, a morfometria tendo resultados positivos
feitos na terapia local, ndo mostrando alteragdes significativas em sua morfologia.

A interacdo do Os com os acidos graxos poliinsaturados origina compostos de
peroxidacdo que se propagam nas células do sistema imune. Dessa forma, a ozonioterapia
modula a sinalizacdo celular e estimula o sistema imune (CALISKAN et al., 2011).

O ozbnio possui um forte efeito germicida, capaz de inativar bactérias, virus e fungos,

0 que € particularmente Gtil na prevencao e tratamento de infecgdes uterinas. Em um estudo
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realizado por Thanomsub et al. (2002) expondo bactérias gram-negativas como Escherichia
coli, Salmonella sp. e bactérias gram-positivas como por exemplo Stapylococcus aureus e
Bacillus subtilis, a 0,167 mg/min/L de oz6nio, resultando em desfiguracdo da membrana
celular, causando perda de conteudo intracelular e a morte da bactéria. Gulmen et al., 2013
continuou os estudos na area comprovando que a atividade bacteriana em animais tratados
com ozo6nio diminuiu significativamente, atingindo bons resultados, mas ao realizar a
associagdo de Oz com vancomicina (40mg/kg) apresentou resultados ainda melhores.

O uso do ozdnio no sistema reprodutivo de éguas tem mostrado um grande potencial
em varios aspectos ligados a saude do utero e a fertilidade. A aplicacdo de ozbnio
diretamente no Utero tem sido investigada como método para tratar doengas uterinas como
0 caso da endometrite, retencdo de placenta, vaginite, urovagina em ruminantes.
(SAMARDZIJA et al. 2017).

Ademais, a ozonioterapia tem a capacidade de aprimorar as condigdes do ambiente
uterino, tornando-o menos favoravel para a proliferacdo de patdgenos. A aplicacdo de uma
preparacdo comercial de espuma de oz6nio no ambiente endometrial demonstrou seu
potencial frente a diminui¢do da carga bacteriana e inflamag&o no Utero, sugerindo assim
que o ambiente uterino se tornaria mais adequado para a concepcao e a continuidade da
gestacdo (DONATO et al., 2023).
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CAPITULO 2

EFEITOS DA OZONIOTERAPIA NA INFLAMACAO, CONTAMINACAO
UTERINA E PRODUCAO EMBRIONARIA DE EGUAS.

RESUMO

A ozonioterapia tem mostrado resultados encorajadores no tratamento de inflamacdes e
infecgBes uterinas em éguas. A administracdo da ozonioterapia intrauterina auxilia na
diminuicdo da carga microbiana e na modulacao da resposta inflamatoria, criando um ambiente
uterino mais propicio a reproducgdo. Este estudo investigou os efeitos da ozonioterapia no
tratamento da inflamag&o e infecgdo uterina de éguas subférteis. As éguas (n=8) foram
avaliadas por trés ciclos estrais consecutivos denominados, Controle (G1), tratamento (G2) e
poOs-tratamento (G3), respectivamente. Amostras endometriais foram coletadas por bidpsia
uterina no inicio e ao final do experimento (controle e pos-tratamento, respectivamente).
Citologias uterinas foram realizadas nos 3 ciclos estrais nos momentos a seguir: inducédo da
ovulacdo (0Oh), 48h, 72h e 96h. Os parametros utilizados para a avaliacdo da efetividade do
tratamento foram a cultura microbioldgica, a citologia e biopsia uterina do material coletado.
A cultura uterina foi realizada em Oh e 96h. Para o grupo tratamento (G2) houve insuflacéo
uterina com mistura de gas O2-O3z contendo 40 pg Os mL™! por 10 minutos. Ndo houve
inseminacao nesse ciclo. A colheita de embri&o foi realizada 8 dias ap0s a ovulacdo. A infusdo
intrauterina do gas Oz se mostrou eficiente na modulacdo do processo inflamatério uterino
onde, a média de neutréfilos apresentados na primeira citologia uterina foi maior do que a
apresentada apds o tratamento, limitando o crescimento bacteriano e diminuindo a proliferacao
de microrganismos. Os resultados de bidpsia uterinas obtidas demonstram que ndo ha nenhum
maleficio da infusdo direta do gas 0zdnio no ambiente uterino.

Palavras-chave: bactérias, endometrite, equinos, fertilidade emedicina-integrativa.
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EFFECTS OF OZONE THERAPY ON INFLAMMATION, UTERINE
CONTAMINATION AND EMBRYO PRODUCTION IN MARES.

ABSTRACT

Ozone therapy has shown encouraging results in the treatment of uterine inflammation
and infections in mares. Intrauterine ozone therapy helps to reduce the microbial
infection and modulate the inflammatory response, creating a better uterine
environment. This study investigated the effects of ozone therapy in the treatment of
uterine inflammation and infection in subfertile mares. Mares (n=8) were evaluated for
three consecutive estrous cycles, named Control (G1), treatment (G2) and post-
treatment (G3), respectively. The parameters used to evaluate the effectiveness of the
treatment were microbiological culture, cytology, and uterine biopsy of the collected
material. A uterine biopsy was performed in all mares at the beginning of the
experiment (control) and a second biopsy at the end (post-treatment). Uterine cytologies
were performed in all mares, in the 3 cycles at the following times: ovulation induction
(Oh), 48h, 72h and 96h after induction. Uterine culture was performed at the time of
induction (0h) and 96h after ovulation induction. For the treatment group (G2), there
was uterine insufflation with an O2-O3 gas mixture containing 40 pg O3 mL—1 for 10
minutes. There was no insemination in this cycle. Embryo collection was performed 8
days after ovulation. Intrauterine infusion of O3 gas proved to be efficient in
modulating the uterine inflammatory process, where the average number of neutrophils
presented in the first uterine cytology was higher than that presented after treatment,
limiting bacterial growth. The results of uterine biopsies obtained demonstrate that

there is no harm from direct infusion of ozone gas into the uterine environment.

Keywords: bacteria, endometritis, equine, fertility and integrative-medicine.
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1. INTRODUCAO

A endometrite, inflamacdo do endométrio acompanhada ou ndo de infeccédo local, é a
principal causa de subfertilidade e a terceira doenca mais comum em éguas. Clinicamente, as
éguas sdo classificadas como suscetiveis ou resistentes a endometrite persistente pos cobertura
(PBIE), com base na capacidade de eliminar essa inflamacéo ou infeccdo em até 48 horas apds
a reproducdo. Eguas suscetiveis, que tém dificuldade em resolver a inflamacdo, podem
apresentar uma ma conformagao vulvar e um Gtero pendular (CANISSO et al., 2020).

A inflamacdo uterina é uma resposta fisiolégica que ocorre posterior a inseminagédo
artificial ou a monta natural, com o objetivo de eliminar o excesso de sémen e microrganismos
presentes no lumen uterino (TROEDSSON; LIU; CRABO, 1998). No entanto, se essa
inflamacéo persistir por mais de 24 horas ap0s a cobertura ou IA, ela passa a ser considerada
patoldgica, e a égua é classificada como suscetivel a endometrite persistente pds-cobertura
(EPPC) (TROEDSSON et al., 2001).

Durante o processo reprodutivo o ambiente uterino das éguas é submetido constantemente
a exposicao de uma gama de microrganismos seja no momento da cobertura, seja através da
aplicacdo das biotecnologias da reproducdo. Troedsson (1999) classifica esta patologia de
acordo com os sinais clinicos apresentados pelas éguas que podem ser divididas em dois
grupos, resistentes ou susceptiveis a endometrite persistente pds cobertura, ja LeBlanc (2010)
classifica a endometrite em trés categorias: infeccdo aguda, infec¢do cronica e endometrite
persistente pos-cobertura.

Na éarea de reproducdo animal, pesquisas com equinos indicam resultados positivos do uso
da ozonioterapia em éguas com problemas reprodutivos. A ozonioterapia pode reduzir a
necessidade de antimicrobianos, sendo uma técnica de baixo custo que néo libera residuos nem
contamina 0 meio ambiente (BRINSKO et al., 2011). Sua a¢do antimicrobiana pode ser
relevante no controle da carga microbiana associada a inflamacéo, enquanto a melhora da
circulacdo sanguinea facilita a entrega adequada de oxigénio e nutrientes aos tecidos
inflamados (CALDERON et al., 2016; AVILA et al., 2022).

A utilizacdo da infusdo direta do gas 0zonio no ambiente uterino de éguas com diagndstico
de endometrite vem se mostrando como um tratamento promissor devido a apresentacdo de
bons resultados ja demonstrados por este grupo de pesquisa anteriormente (AVILA et al.,
2022), alem de sua facil aplicacdo a campo com garantia de seguranca da administracdo, onde
se consegue controlar muito bem as doses administradas, eficientes no controle da inflamacéo
local e controle do crescimento bacteriano.
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2. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia, sob protocolo SEI n.
23106.069339/2022-61.

2.1 Animais

Oito éguas mesticas com idade entre 7 e 21 anos (13,5 + 6,52) e com peso médio de
360kg foram selecionadas com base em seu histdrico reprodutivo. Todas as éguas foram
classificadas como subférteis uma vez que apresentaram taxa de recuperacdo embrionéria
abaixo de 40%, sem nunca ter apresentado sinais clinicos de endometrite e nunca receberam
tratamento prévio para esta condi¢cdo. Os animais foram mantidos em criacdo extensiva em
pasto de Tifton 85 (Cynodon dactylon), sal mineral (40g/cabeca/dia) e &gua ad libitum na
estacdo experimental Fazenda Agua Limpa da Universidade de Brasilia (FAL), Brasilia-DF.

O sémen foi colhido de 1 garanh&o da raca Quarto-de-Milha localizado na FAL, com
auxilio de vagina artificial, em manequim artificial (FREITAS et al.,2015). Ap0s a colheita, 0
sémen foi avaliado quanto ao volume, aspecto (cor e densidade), e cinética espermatica pelo
CASA (Androscope), viabilidade espermatica por coloracéo de eosina-nigrosina, e morfologia
espermatica por metodologia de camara umida de acordo com os padrdes estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal. Setup do Androscope: Frame rate da cAmera 54hz,
frames por anélise 30, espermatozoides moveis com HAC maior ou igual a 0,05 ou VSL maior
ou igual a 5. Espermatozoides progressivos com STR maior ou igual a 0,75 e VAP maior ou
igual a 120.

2.2 Delineamento experimental

O controle folicular das éguas foi realizado por palpacdo retal e ultrassonografia
transretal em dias alternados até a detec¢do de um foliculo >35mm associado a edema uterino,
sendo a ovulacdo induzida mediante a aplicacdo endovenosa de 2500 Ul de hCG
(gonadotrofina coridnica humana). As éguas foram inseminadas 24h apds a inducdo da
ovulacdo, com deposicdo do sémen no corpo do utero nos ciclos G1 e G3.

Todas as fémeas foram avaliadas por trés ciclos estrais consecutivos: Ciclos Controle,
Tratamento e Pos-tratamento (G1, G2 e G3, respectivamente). Bidpsias uterinas foram

realizadas imediatamente antes de do momento Oh de cada grupo em G1 e apds em G3.
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Citologias uterinas foram realizadas em todas as éguas e nos trés ciclos imediatamente antes
do tratamento indutor de ovulacdo (Oh), 48h, 72h e 96h. Finalmente, a cultura uterina foi
realizada nos momentos Oh e 96h.

Nos trés ciclos estrais (G1, G2 e G3), as indu¢des da ovulagdo foram seguidas por lavagem
uterina com 1 litro de solucéo ringer-lactato e aplicacdo de 20 Ul de ocitocina por via I.M.

Em G1 e G3, a inseminacdo ocorreu 24hrs po6s-inducdo de ovulacdo com a deposicéo de
sémen fresco diluido, na dose de 1 bilhdo de espermatozoides. A colheita de embrido foi
realizada pelo sistema fechado, 8 dias ap6s a ovulacdo. Os embribes, quando presentes, foram
classificados quanto ao tamanho, grau de qualidade e estadio de desenvolvimento.

Em G2, a I.A foi substituida pelo tratamento com ozénio. A insuflacdo uterina com mistura
gasosa 02-03 foi realizada ap6s a lavagem uterina com ringer-lactato. A ozonioterapia intra-
uterina foi realizada com auxilio de uma pipeta de inseminacéo de equinos e cateter conectados
a gerador de 0zonio modelo O&L 1.5 RM portatil (Ozone & Life, S&o José dos Campos, S&o
Paulo). Foi realizada a infusdo de mistura gasosa contendo 40mcg O3 mL—1 por 10 minutos

conforme descrito anteriormente para a espécie (AVILA et al., 2022).

2.3. Parametros avaliados Ap0s a higienizagdo da regido perineal, a colheita de
amostras para cultura uterina foi realizada, utilizando uma guia metélica estéril, com swab
estéril e descartavel acoplado ao sistema para colheita da amostra. O procedimento consistiu
em proteger a extremidade da guia entre o polegar e a palma da méo enluvada, introduzindo-o
cuidadosamente na cavidade vaginal, passando pela cérvix até atingir o corpo do Utero,
expondo a haste, que entrou em contato com a mucosa uterina. Movimentos circulares foram
realizados com a haste, mantendo-a em contato com a mucosa uterina por um periodo de 40
segundos (Amorim et al., 2022). Posteriormente, a haste foi recolocada dentro da guia,
permitindo sua remocao do trato reprodutivo sem entrar em contato com os ambientes cervical,
vaginal e vulvar (COCCHIA et al., 2012). A seguir, a haste foi desconectada do coletor e
colocada em tubo contendo meio Stuart, apropriado para transporte. As amostras foram
refrigeradas a 5°C até a realizacdo das analises microbiologicas. As hastes foram entdo
cultivadas em agar sangue e incubadas a 36,7°C por 48 horas, sendo observadas apds 24 e 48
horas para verificar o crescimento bacteriano. A classificacdo do crescimento bacteriano foi
realizada conforme a presenca de auséncia de crescimento, flora mista (com dois ou mais
organismos) ou isolado Unico (apenas um isolado bacteriano). Quando o crescimento
bacteriano foi detectado, os organismos foram identificados como Gram-positivos ou Gram-
negativos utilizando a técnica de coloragdo de Gram (SCHONIGER, et al., 2014).
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Para a avaliacdo citologica uterina utilizou-se a mesma guia metalica, com uma escova
uterina (cytobrush) estéril e descartavel acoplada (WALTER etal., 2012 e BOHN et al., 2014).
O procedimento consistiu em proteger a extremidade da guia metélica entre o polegar e a palma
da mao enluvada, introduzindo-o cuidadosamente na vagina, passando pela cérvix até atingir
o corpo do Utero, expondo a escova, que entrou em contato com a mucosa uterina. Movimentos
circulares foram realizados com a escova, mantendo-a em contato com a mucosa uterina por
um periodo de 40 segundos (AMORIM et al., 2022). Posteriormente, a escova foi recolocada
dentro da guia, permitindo sua remogéao do trato reprodutivo sem entrar em contato com 0s
ambientes cervical, vaginal e vulvar (COCCHIA et al., 2012). A seguir, a escova foi
desconectada do guia metalica e pressionada em movimentos circulares em uma lamina de
microscopia previamente identificada. A lamina foi entdo corada utilizando um método
Romanowsky-type stain (FERRIS et al.,2015). A contagem de células foi conduzida conforme
a metodologia descrita por Cocchia et al (COCCHIA et al., 2012).

A técnica de bidpsia endometrial consistiu na obtencao, no diestro, apos a ovulacéo de
uma pequena amostra do tecido endometrial para analise histologica, sendo reconhecida como
um método confiavel e seguro no diagnostico e prognéstico da endometrite. A colheita do
fragmento foi realizada com o uso de uma pinga apropriada (YYeoman), via cavidade vaginal,
protegida entre a palma da méo e polegar, penetrando no limen uterino. Apds a passagem da
cérvix, a mao enluvada era direcionada para o reto, tracionava-se a bifurcacdo uterina para
baixo e um fragmento da parede uterina era apreendido e exteriorizado atraves de tragdo caudal
na pinga (SNIDER et al., 2011). A classificacdo das amostras obtidas na bidpsia endometrial,
foram classificadas quanto ao grau de inflamagdo de acordo com os parametros definidos por
Snider et al., 2011.

2.4 Andlise estatistica
Como os dados ndo obedeciam a premissa da distribuicdo normal de probabilidade, ndo
atendendo, portanto, a premissa basica de variancia paramétrica, optou-se entdo pela andlise

ndo paramétrica, utilizando-se o teste H de Kruskal-Wallis para citologia uterina e Qui-
quadrado para recuperagdo embrionéria.

3. RESULTADOS
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A média de neutréfilos na citologia uterina, por grupo, esta representado na Tabela 1.
Observou-se uma diminuicgdo significativa (P<0,05) no infiltrado inflamatério ao longo dos
ciclos estrais pos-tratamento intra-uterino com ozénio (G2 e G3).

Tabela 1. Citologia uterina (média + desvio padréo; %) para neutréfilos polimorfonucleares
em 3 ciclos estrais sucessivos em oito éguas subférteis: G1, G2 e G3 (Ciclos estrais Controle,
Tratamento e Pos-tratamento, respectivamente). Em G2 foi realizado insuflacdo uterina com
mistura gasosa O2-O3 (40mcg Oz mL~'/10 min).

Ciclo estral
Gl G2 G3
Neutrofilos por ciclo estral 1,70 +2,64* | 0,22 +0,96° | 0,61 +0,88°

a.b,.¢ | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Independente do grupo e do tempo experimental, com excegéo de um animal, todas as
éguas apresentaram culturas positivas antes e depois do tratamento. O percentual de coldnias
detectadas por meio do exame de cultura bacteriana em cada égua participante do experimento,
de acordo com o ciclo de avaliagcdo em Oh e 72h é apresentado (Tabela 2).

Tabela 2. Ocorréncia em (%) de col6nias bacterianas, no ambiente uterino de éguas, detectadas
por meio da andlise de culturas provenientes da colheita de amostras; realizada através da
utilizacdo de guia metalica, equipado com swab estéril e descartavel, em 3 ciclos estrais
sucessivos, G1 (ciclo controle), G2 (ciclo tratamento com mistura O2-O3) e G3 (ciclo pés-
tratamento), no dia da inducédo da ovulacdo (Oh) e 72h ap6s a inducéo.

Gl G2 G3
Oh 72h Oh 72h Oh 72h
Staphylococcus
12,5 12,5 0 0 0 0
aureus
Staphylococcus 12,5 12,5 12,5 0 0 0
Bacillus sp 0 0 75 75 87,5 75
Enterobacter sp. 37,5 37,5 50 87,5 25 37,5
Escherichia coli 37,5 62,5 50 62,5 37,5 50
Pseudomonas
_ 25 0 0 0 0 0
aeruginosa
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Flavobacterium sp., 0 0 12,5 0 0 0

Chromobacterium

) 0 0 12,5 12,5 0 0
violaceum

Observa-se que a coldnia de maior prevaléncia no G1 foi de E. coli, apds 72 horas da
inducdo de ovulagdo, com uma prevaléncia de 62,5%. Entretanto, colonias como B. sp., F. sp.
e C.violaceum n&o foram detectadas no G1.

Ao se analisar o resultado do exame de cultura bacteriana no G2, a col6nia de maior
prevaléncia foi de Enterobacter sp., representando 87,5% das ocorréncias apds 72 horas da
inducdo de ovulacéo, Bacillus sp. e C. violaceum apresentaram a mesma frequéncia tanto a 0
hora quanto as 72 horas ap6s a inducéo de ovulagéo, com 75% e 12,5% respectivamente.

No G3, as colbnias de B.sp. apresentaram uma frequéncia de ocorréncia de 87,5% ja no
exame de cultura realizado a 0 hora apés a inducédo de ovulacao, e estd se manteve em 75% as
72 horas ap6és a inducdo. Colénias como S. aureus, S. sp., P. aeruginosa, F sp. e C. violaceum,
ndo foram detectados em nenhum dos intervalos de avaliacéo.

Conforme apresentado pelo Quadro 1, os resultados de bidpsias uterinas obtidos neste
estudo demonstraram que entre a primeira e segunda colheita de material um animal apresentou
mudanca do grau de classificacdo, sendo esta a égua de nimero 6 o qual passou de grau Il para
o grau |. Os demais animais continuaram a se enquadrar na classificacéo de grau I, ndo sofrendo
mudangas entre a primeira e a segunda colheita, sendo importante ressaltar que o tramtamento

instituido ndo induziu a degeneracdo uterina a curto prazo.

Tabela 3. Categorizacdo dos graus de inflamacdo uterina, obtidos através da anélise de um
fragmento retirado por bidpsia uterina, antes (12 colheita, G1) e ap0s o tratamento (segunda
colheita, G3) com insuflagdo uterina de mistura de gas O2-Os.

Colheita 12 28
Egua 1 Grau | Grau |
Egua 2 Grau | Grau |
Egua 3 Grau | Grau |
Egua 4 Grau | Grau |
Egua5 Grau | Grau |
Egua 6 Grau Il Grau |
Egua 7 Grau | Grau |
Egua 8 Grau | Grau |

32



850
851
852
853
854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875
876
877
878
879
880
881
882
883
884

N&o houve diferenca no nimero de embrides recuperados independentemente do
tratamento aplicado entre G1 (0,4 £ 05) e G3 (0,5 + 0,5), P>0,05.

4. DISCUSSAO

Houve uma diminuicdo da resposta inflamatoria uterina em éguas expostas a infuséo da
mistura O.-Os que passaram a apresentar um ndmero de neutrofilos polimorfonucleares
(PMNs) por campo inferior ao grupo controle, sendo assim eficaz na modulagdo do processo
inflamatério, além de corroborar com os resultados ja demonstrados por Avila et al., (2022).

Ferreira et al., (2021) demonstraram que o preenchimento do limen uterino com O2-O3
leva a multiplicacdo celular sem manifestar efeitos prejudiciais ao endométrio. O que foi
observado no presente experimento no G2, indicando a possibilidade de utilizacdo do ciclo
tratamento para cobertura dessa égua, ndo sendo necessario aguardar o préximo ciclo, como se
acreditava e é a rotina dos veterinarios de campo, de néo utilizar o ciclo tratamento.

Os resultados obtidos através da cultura uterina deste trabalho (Tabela 2) quando
comparados aos resultados encontrados por Avila et al. (2022) sugerem que quando associada
aos tratamentos convencionais a infusdo de gas ozénio direto no ambiente uterino das eguas
subfertéis foi eficiente no controle da proliferacdo bacterina do que a administracdo tépica de
6leo ozonizado no limen do Gtero das éguas.

Os resultados apresentados por este trabalho demosntram que o ndo aparecimento de
coldnias como S. aureus, S. sp., P. aeruginosa, F. sp. e C. violaceum, que ndo foram detectados
em nenhum dos intervalos das avaliagcfes, assim como mudanca do grau de classificacdo de
um animal o qual passou de grau Il para o grau I, podem estar relacionados a eficiéncia da
aplicagdo direta do gas 0z6nio que assegura que o Os seja introduzido em sua forma mais ativa
e potente, oferecendo um efeito germicida mais répido e eficiente em relacdo a produtos
ozonizados que podem sofrer reducdo na concentracao de 0zonio devido a degradacgéo ao longo
do tempo, também ndo foram detectadas alteragdes microscopicas sugestivas de degeneracéo
endometrial. Essa abordagem direta permite um controle mais rigoroso da dosagem de 0zénio
aplicada, essencial para atender as necessidades especificas de cada finalidade, melhorando
assim os resultados terapéuticos (DE SIRE et al., 2022; WEI et al., 2018).

Os efeitos antimicrobianos da infusdo direta de gas O2-O3 no ambiente uterino de éguas
demonstrados no presente experimento corroboram o também encontrado por Avila et al.
(2022). Donato e colaboradores (2024) descreveram o efeito antimicrobiano in vitro de
diferentes preparacdes de oz6nio sobre isolados clinicos responsaveis por causar endometrite
em éguas, onde a administracdo de 0zénio em sua forma gasosa mostrou-se eficaz quanto a sua
atuacdo como agente bactericida, uma vez que em todas as concentracOes e tempos de
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exposicdo alcancaram uma reducdo no nimero de UFC/mL de mais de 99,9% em todas as
bactérias testadas, sejam elas Gram+ ou Gram -. Ferreira et al. (2021) sugerem que além do
potencial antimicrobiano sobre as formas livres de bactérias e fungos, o 0zonio também
apresenta forte potencial de inibi¢do de biofilmes.

Com relacéo as bidpsias uterinas, apenas uma égua ndo apresentou classificacdo de grau
I no grupo controle, e sim grau Il e apds o tratamento com a mistura O2-O3 passou a ser
classificada como grau I. O que sugere que novos experimentos com éguas selecionadas em
grau Il e grau 11l possam ser tratadas para que novas bidpsias possam ser realizadas para aferir
0 potencial da ozonioterapia também na qualidade do endométrio, ja que o 0zbnio apresenta
atividade angiogénica como j& comprovado por Ferreira et al. (2021). Nao foram verificados
nenhum efeito maléfico comprovados por histologia no endométrio dos animais que foram
submetidos ao tratamento com a insuflacdo de gas o0zonio diretamente no ambiente uterino, ja
que nenhuma égua apresentou alteracdo negativa na classificagdo dos graus, corroborando os
estudos de Botelho et al (2024) onde nenhuma das eguas tratadas apresentou reacdes adversas
aadministracao de ozonio durante o periodo experimental e a endometrite juntamente com seus
efeitos de interacdo ndo afetaram a altura e a espessura do epitélio endometrial.

Né&o foi observado nenhum sinal de desconforto apés a infusdo da mistura de gas O»-
O3 na concentracdo e tempo utilizado, nem no dia nem em dias posteriores, além de o uso da
infusdo direta de g4 assegurar o controle da dose administrada e a auséncia de efeitos
prolongados do mesmo no organismo. Ao contrario do observado por Avila et al. (2022), com
a infusdo uterina de 6leo ozonizado, que observaram sinais visiveis de desconforto expressados
através de comportamentos como manter a cauda elevada e arqueamento de coluna.

O tratamento com 0z6nio, na dose e tempo administrado neste trabalho, ndo exerceu
nenhuma influéncia positiva na recuperacdo embrionaria das éguas, fato este que pode estar
associado a outros fatores diferentes a condicdo uterina das mesmas, sendo conhecido o fato
que a taxa de recuperacdo embrionaria em éguas consideradas clinicamente normais é elevada
quando comparada a de animais subférteis. Esse fato pode estar relacionado a falhas
reprodutivas observadas em éguas com idade avancada como distlrbios da ovulacdo e

maturacao oocitaria, bem como disturbios hormonais (deficiéncia de FSH, LH, E2, T4 etc.).

5. CONCLUSAO

A utilizacdo da mistura gas O»-Oz associada ao tratamento convencional utilizado neste
trabalho foi eficaz na modulacdo do processo inflamatorio uterino além de reduzir o
crescimento bacteriano, demonstrando ser uma terapia adjuvante bastante eficaz em sua
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associacdo. Nao houve influéncia da ozonioterapia na producgéo e qualidade embrionaria, no
entanto o tratamento instituido ndo afetou negativamente a mesma.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Avila ACA, Diniz, NC, Serpa RT, Chaves MMBC, Viu MAO, Oliveira, RA. Effectiveness
of ozone therapy in the treatment of endometritis in mares. J Equine Vet Sci 2022: 112, 103900.
https://doi.org/10.1016/j.jevs.2022.103900

Amorim G, Segabinazzi LGTM, Oliveira OM, Perecmanis S, Arruda R, Canisso IF.

Uterine inflammatory response after prostaglandin E1 (misoprostol) infusion prebreeding or
immediately after embryo flushing in commercial mares. J Vet Sci 2022, v.177, 104060.
https://doi.org/10.1016/j.jevs.2022.104060

Bohn AA.; Ferris RA.; Mccue PM. Comparison of equine endometrial cytology samples

collected with uterine swab, uterine brush, and low-volume lavage from healthy mares. Vet
Clin Pathol 2014: 43, 594-600. DOI: 10.1111/vcp.12194

Botelho JHV, Pessoa GO, Caixeta ES, Sales G, De Oliveira KR, Neto JDPN, Ferreira RD,
Palhdo MP. Does the Uterine Ozone Therapy Alter the Transcript Profile of Anti-and
Proinflammatory Genes in Mares With Endometritis?. Anim. Reprod. 2024: 59 e14718. DOI:
https://doi.org/10.1111/rda.14718

Brinsko SP, Rigby SL, Varner DD, Blanchard TL. A practical method

for recognizing mares susceptible to post-breeding endometritis. Proc Am Assoc Equine
Pract 2003: 49,363-365.

Brinsko SP, Varner DD, Shumacher J, Love CC, Hinkichs K, Hartman D. Manual of
Equine Reproduction. 3.ed Elsevier, 2011.

Calderon I, Cohen M, Sagi-dain L, Artzi O, Bejar J, Sagi S. The effect of ozonated sterile
saline irrigation on the endometrium — A preliminary study. J Obstet Gynaecol 2016: 36, 635-
640. DOI: 10.3109/01443615.2015.1133579

Canisso IF.; Segabinazzi LGTM; Fedorka CE. Persistent Breeding-Induced Endometritis in
Mares-a Multifaceted Challenge: From Clinical Aspects to Immunopathogenesis and
Pathobiology. Int. J. Mol. Sci 2020: 21,1432. DOI: https://doi.org/10.3390/ijms21041432
Causey RC., Miletello T, O’donnell L, Lyle SK., Paccamonti DL, Anderson KJ, Elits BE,
Morse B, Leblanc MM. Pathologic Effects of Clinical Uterine Inflammation on the Equine

Endometrial Mucosa. American Association of Equine Parctitioners 2018: 54, 276-277.
Cocchia N, Paciello O, Auletta L, Uccello V, Silvestro L, Mallardo K, Paraggio G,
Pasolini MP. Comparison of the cytobrush, cottonswab, and low-volume uterine flush

35


https://doi.org/10.1016/j.jevs.2022.103900
https://doi.org/10.1016/j.jevs.2022.104060
https://doi.org/10.1111/rda.14718
https://doi.org/10.3390/ijms21041432

954
955
956
957
958
959
960
961
962
963
964
965
966
967
968
969
970
971
972
973
974
975
976
977
978
979
980
981
982
983
984
985

986

987

techniques to evaluate endometrial cytology for diagnosing endometritis in chronically
infertile mares. Theriogenology 2012: 77, 89-98. DOI:
10.1016/j.theriogenology.2011.07.020

De Sire A, Marotta N, Ferrillo M, Agostini F, Sconza C, Lippi L, Respizzi S, Guidice
A, Invernizzi M, Ammendolia A. Oxygen-ozone therapy for reducing pro-inflammatory

cytokines serum levels in musculoskeletal and temporomandibular disorders: a
comprehensive  review. Int.  J. Mol. Sci 2022: 23, 2528. DOI:
https://doi.org/10.3390/ijms23052528

Donato GG, Nebbia P, Stella MC, Scalas D, Necchi D, Bertero A, Romano G, Bergamini
L, Poletto ML, Peano A, Robino P, Nervo T. In vitro effects of different ozone preparations

on microorganisms responsible for endometritis in the mare. Theriogenology 2024: 219, 132-
137 http://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2024.02.011

Ferris RA, Bohn A, McCue PM. Equine endometrial cytology: Collection techniques and
interpretation. Equine Vet Educ 2015: 27, 316-322. DOI: 10.1111/eve.12280

Ferreira JC, Amaral RS, De Souza CB. Ozonioterapia no tratamento auxiliar de éguas

inférteis: Potencial angiogénico e antimicrobiano. Rev Bras Reprod Anim, 2021: 45, 482-
488. DOI:10.21451/1809-3000.rbra2021.064

Ferreira JC, Amaral RS, Cardoso LM, Marchié SP, Rodrigues MA, Alves CEF, Meira
C. Endometrial angiogenesis induced by uterine insufflation with an oxygen-ozone gas mixture
in mares. Reprod Domest Anim 2021:56, 1176-1183. DOI: 10.1111/rda.13958

Ganaie BA, Japheth KP, Ali M, Lone SA, Mir SH, Malik TA. An insight into the
pathophysiology, preventive and treatment strategies of retained fetal membranes in
bovines-a review. J. Anim. Health Prod 2018: 6, 62-72.
DOI:10.17582/journal.jahp/2018/6.2.62.72

Katila T. Evaluation of diagnostic methods in equine endometritis. Reprod Biol 2016: 16,
189-196. DOI: https://doi.org/10.1016/j.repbio.2016.06.002

Leblanc MM, Magsig J, Stromberg A.J. Use of a low-volume uterine flush for diagnosing
endometritis in chronically infertile mares. Theriogenology 2007: 68, 403-412. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2007.04.038

Leblanc MM, Causey RC. Clinical and subclinical endometritis in the mare: both threats to
fertility. Anim. Reprod 2009:44, 10-22. DOI: 10.1111/).1439-0531.2009.01485.x

Leblanc M.M. Advances in the diagnosis and treatment of chronic infectious and postmating-

induced endometritis in the mare. RDA 2010:45, 21-27. DOI: 10.1111/}.1439-
0531.2010.01634.x

36


https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2011.07.020
https://doi.org/10.3390/ijms23052528
http://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2024.02.011
https://doi.org/10.1111/rda.13958
https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2009.01485.x
https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2010.01634.x
https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2010.01634.x

988
989
990
991
992
993
994
995
996
997

998

999
1000
1001
1002
1003
1004
1005
1006
1007
1008
1009
1010
1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022

Lima RAS, Cintra AG. Revisdo do estudo do complexo do agronegdcio do cavalo. .
Brasilia: MAPA. Disponivel em: https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/camaras-
setoriais-tematicas/documentos/camaras-setoriais/equideocultura/anos-anteriores/revisao-
do-estudo-do-complexo-do-agronegocio-do-cavalo/view.

MAPA. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Revisdo do Estudo do
Complexo do Agronegocio do Cavalo. 2016. Disponivel em:
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/camaras-setoriais
tematicas/documentos/camaras-setoriais/equideocultura/anos-anteriores/revisao-doestudo-
do-complexo-do-agronegocio-do-cavalo

Morris LH; Mccue PM, Aurich C. Equine endometritis: A review of challenges and new
approaches. Reproduction, 2020: 160, 95-110. DOI: 10.1530/REP-19-0478

S4& MAF, Lima TFG, Morais RCL, Dutra GA, Jesus VLT, Jacob JCF. Acute
endometritis induced by Escherichia coli in mares evaluated through color doppler
ultrasonography. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinéria e Zootecnia, 2020, v. 72, p.
1586-1598. DOI: https://doi.org/10.1590/1678-4162-11904

Samardzija M, Turk R, Sobiech P, Valpotic H, Harapin I, Gracner D, Duricic D.
Intrauterine ozone treatment of puerperal disorders in domestic ruminants: a review. Vet.
Arh 2017: 87, 363-375. DOI:10.24099/VET.ARHIV.160119A

Scassellati C, Ciani M, Galoforo AC, Zanardini R, Bonvicini C, Geroldi C. Molecular
mechanisms in cognitive frailty: potential therapeutic targets for oxygen-ozone treatment.
Mech. Ageing Dev 2020: 186, 111210. DOI: 10.1016/j.mad.2020.111210

Schoniger S, Sieme H, Monnig F, Richter, Martinsson G, Verspohl J, Schoon HA.
Endometrial health and disease in the mare: comparison of histopathological findings and
microbiological results of two different culture methods (uterine swab and endometrial
tissue). Pferdeheilkunde 2014:30, 26-36. DOI:10.21836/pem20140104

Scoggin CF. Endometritis: nontraditional therapies. Vet. Clin. North Am. Equine Pract
2016: 32, 499-511. DOI: 10.1016/j.cveq.2016.08.002

Snider TA, Sepoy C, Holyoak GR. Equine endometrial biopsy reviewed: observation,
interpretation, and application of histopathologic data. Theriogenology 2011: 75, 1567-
1581. DOI: 10.1016/j.theriogenology.2010.12.013

Troedsson MHT. Uterine clearance and resistance to persistent endometritis in the mare.
Theriogenology 1999: 52, 461-471. DOI: 10.1016/S0093-691X(99)00143-0

Troedsson MHT, Liu IKM, Crabo BG. Sperm transport and survival in

the mare. Theriogenology 1998: 50, 807-818. DOI: https:/doi.org/10.1016/S0093-
691X(98)00040-5

37


https://doi.org/10.1530/rep-19-0478
https://doi.org/10.1016/S0093-691X(98)00040-5
https://doi.org/10.1016/S0093-691X(98)00040-5

1023
1024

1025
1026

1027
1028
1029
1030
1031

Troedsson MHT, Loset K, Alghamdi AM, Dahms B, Crabo BG. Interaction between equine
semen and the endometrium: The inflammatory response to semen. Anim. Reprod. Sci., 2001:

v. 68, 273-278. DOI: 10.1016/s0378-4320(01)00164-6
Walter J, Neuberg KP, Failing K, Wehrend A. Cytological diagnosis of endometritis in

the mare: investigations of sampling techniques and relation to bacteriological results. Anim.
Reprod. Sci 2012: 132, 178-186. DOI: https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2012.05.012
Wei A, Feng H, Jia XM, Liao YY, Li BR. Ozone therapy ameliorates inflammation and
endometrial injury in rats with pelvic inflammatory disease. Biomed. Pharmacother 2018:
107, 1418-1425. DOI: https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.07.137

38


https://doi.org/10.1016/s0378-4320(01)00164-6

	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE SÍMBOLOS E ABREVIAÇÕES
	1. REVISÃO DE LITERATURA
	1.1 Endometrite
	1.2 Etiologia da endometrite infecciosa
	1.3 Diagnóstico
	1.3.1 Cultura microbiológica
	1.3.2 Citologia Uterina
	1.3.3 Biópsia Uterina

	1.4 Tratamento
	1.4.1 Terapias convencionais
	1.4.1.1 Lavagem uterina
	1.4.1.2 Agentes ecbólicos
	1.4.1.3 Antibióticos
	1.4.1.4 Vulvoplastia

	1.4.2 Terapias integrativas
	1.4.2.1 Agentes Imunomoduladores
	1.4.2.2 Plasma Rico em Plaquetas
	1.4.2.3 Células Tronco
	1.4.2.4 Ozônioterapia



	2. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	RESUMO
	ABSTRACT
	Ozone therapy has shown encouraging results in the treatment of uterine inflammation and infections in mares. Intrauterine ozone therapy helps to reduce the microbial infection and modulate the inflammatory response, creating a better uterine environm...
	1. INTRODUÇÃO
	2. MATERIAL E MÉTODOS
	2.1 Animais
	2.4 Análise estatística

	3. RESULTADOS
	5. CONCLUSÃO
	6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

