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RESUMO

OZONIOTERAPIA NO TRATAMENTO DE ENDOMETRITE EM EGUAS

Ana Caroline Aratjo Avilal, Rodrigo Arruda de Oliveiral

! Faculdade de Agronomia e Veterinaria— UnB, DF
Obijetivou-se com esse estudo avaliar se a ozonioterapia intrauterina em éguas pode ser usada
como alternativa de tratamento para os casos de endometrite, pois este apresenta acao
antimicrobiana, promove melhora sobre o sistema imunitério, é um tratamento de baixo custo
e nao acarreta resisténcia bacteriana. Vinte e cinco animais com histérico reprodutivo
conhecido foram divididos em trés grupos de forma balanceada, levando em consideracéo a
idade e o histdrico de infertilidade e inflamacdo uterina, previamente avaliada através de
citologia para avaliagdo de polimorfonucleados e swab uterino para avaliagdo de cultura
microbioldgica de fungos e bactérias. O grupo controle G1 (n=7) recebeu o tratamento de
lavagem uterina com soro ringer lactato sem a utiliza¢do do Oz6énio; o grupo G2 (n=9) recebeu
o tratamento de infusdo direta de gas ozonio intrauterino, na concentracdo de 40mcg durante
10 minutos; e o grupo G3 (n=9) recebeu o tratamento com infusdo intrauterina de 6leo de
girassol ozonizado. Os exames de citologia e swab uterino foram coletados antes e ap6s 0s
tratamentos para a avaliacdo dos resultados. Observou-se nos resultados obtidos no exame de
cultura pés-tratamento que para 0 G1 57% (4/7) dos animais mantiveram a infeccdo uterina;
enquanto 89% (8/9) e 78% (7/9) obtiveram resultado negativo para crescimento de
microrganismos, em G2 e G3 respectivamente. N&do houve diferenca estatistica para cultura
uterina entre os grupos (P>0,05). Na citologia uterina foi obtida uma média de
neutrofilos/campo nos grupos G1, G2 e G3, respectivamente de: 9,14 + 3,02 para 7,71 £ 3,59;
10,67 + 3,84 para 2,89 + 3,59; 6,44 £ 2,79 para 6,55 + 7,18. N&o houve diferenca estatistica
entre 0s grupos na citologia apds tratamento (P>0,05). Conclui-se que os tratamentos sdo
eficazes contra a endometrite em éguas.

Palavras-chave: bactéria, equino, fungo, infeccdo uterina, 0zonio, terapia.
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ABSTRACT

OZONIOTHERAPY IN THE TREATMENT OF ENDOMETRITIS IN MARES

Ana Caroline Aradjo Avilal, Rodrigo Arruda de Oliveira®

1 School of Agronomy and Veterinary Medicine — UnB, DF

The objective of this study was to evaluate whether intrauterine ozone therapy in mares can be
used as alternative treatment for cases of endometritis, as it has antimicrobial action, promotes
improvement on the immune system, is a low-cost treatment and does not cause bacterial
resistance . Twenty-five animals with a known reproductive history were divided into three
groups in a balanced way, taking into account age and history of infertility and uterine
inflammation, previously assessed through cytology and uterine swab. The G1 control group (n
= 7) treatment of uterine lavage with ringer lactate serum without the use of Ozone; the G2
group (n = 9) treatment of direct intrauterine ozone gas infusion, at a concentration of 40mcg
for 10 minutes; and group G3 (n = 9) treatment with intrauterine infusion of ozonated sunflower
oil. The cytology and uterine swab exams were collected before and after treatments to evaluate
the results. It was observed the results obtained in the post-treatment culture exam that for G1
57% (4/7) of the animals maintained the uterine infection; while 89% (8/9) and 78% (7/9)
obtained negative results for the growth of microorganisms, in G2 and G3 respectively. There
was no statistical difference for uterine culture between the groups (P> 0.05). In uterine
cytology, an average of neutrophils / fields was obtained in groups G1, G2 and G3, respectively:
9.14 £ 3.02to 7.71 £ 3.59; 10.67 + 3.84 t0 2.89 + 3.59; 6.44 + 2.79 to 6.55 + 7.18. There was
no statistical difference between groups in cytology after treatment (P> 0.05). It is concluded

that the treatments are effective against endometritis in mares.

Keywords: bacteria, equine, fungus, uterine infection, ozone, therapy.
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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

Das afec¢Oes que acometem o sistema reprodutivo, a endometrite é a maior causa
de infertilidade nas éguas (Brinsko et al., 2011), sendo apontada como a terceira afec¢do clinica
mais comum depois da coélica e das afeccBes do trato respiratorio (Troedson, 1999). A
infertilidade e o percentual alto de abortos acarretam grandes prejuizos para meédicos
veterinarios e para criadores de equinos (LeBlanc & Causey, 2009). A endometrite € um
processo inflamatorio e/ou infeccioso, porém, quando tal inflamac&o persiste, torna 0 ambiente
uterino indspito ao concepto, podendo reduzir o potencial da fertilidade da égua (Pycock, 2009).

O utero da égua é exposto a uma grande variedade de microorganismos durante
0 processo de cobertura e pelo aumento das biotécnicas utilizadas na reproducéo. Clinicamente,
as éguas sdo dividias em resistentes ou em susceptiveis a endometrite persistente pds cobertura
(Troedsson, 1999); os animais que conseguem eliminar os patdgenos dentro de 48H por meio
de mecanismos de defesa uterina apds a cobertura ou inseminacdo artificial, sdo resistentes e
apresentam uma boa fertilidade; aquelas que possuem falha neste mecanismo de limpeza sédo
consideradas susceptiveis, uma inflamacdo persistente promove altas concentraces de
prostaglandina, resultando em lutedlise precoce, diminuicdo de progesterona e consequente
perda embrionaria (Adans et al., 1987) e, pode desenvolver uma endometrite pds-cobertura ou
uma endometrite aguda, e se esta ndo for tratada podera se tornar crénica (LeBlanc, 2010).

Os mecanismos de defesa do Utero equino contra microrganismos compreendem
complexas interagdes de diferentes elementos, tais como componentes celulares,
imunoglobulinas, sistema linfatico funcional e fatores mecénicos (Melo et al., 2008). Watson
(2000) verificou que tanto os agentes bacterianos como as leveduras geralmente sdo isoladas
em éguas com histérico de infertilidade e em situacbes onde os mecanismos de defesa

imunologicos estejam comprometidos.



Na medicina veterindria, ha uma busca incessante de formas alternativas de
tratamento economicamente viaveis e eficientes. A ozonioterapia € um exemplo, e ja vem sendo
amplamente utilizada na medicina humana na Europa, na Asia e em Cuba (Scrollavezza et al.,
1997). Além de ativar o metabolismo eritrocitario e das células imunes (Silva et al., 2009), o
principal efeito fisiol6gico da ozonioterapia € sua acdo antimicrobiana. O oz6nio atua oxidando
0s microrganismos quer sejam fungos, virus ou bactérias. Estes microrganismos sao altamente
susceptiveis a oxidacdo uma vez que ndo possuem um sistema protetor contra a oxida¢do como
os mamiferos (Viglino, 2008). Além de possuir acdo antimicrobiana, também possui um grande
potencial para melhorar o sistema imune, ndo acarretar resisténcia bacteriana, além de ser um
tratamento de baixo custo.

Objetivou-se com esse estudo avaliar se a ozonioterapia intrauterina em éguas

pode ser usada como um possivel tratamento para 0s casos de endometrite.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Endometrite

A endometrite se caracteriza pela infeccdo e/ou inflamacdo do endométrio
(Troedsson, 1999), onde as infec¢es podem ser estabelecidas quando 0s mecanismos naturais
(fisicos e moleculares) de defesa estiverem comprometidos (Canisso et al., 2020).
Clinicamente, as éguas sdo classificadas em suscetiveis ou resistentes a endometrite. As éguas
suscetiveis possuem como fatores predisponentes a idade (Woodward et al., 2012), podem
possuir alteracdo na conformacdo vulvar e Utero penduloso (Scoggin, 2015), falha na
contratilidade uterina, resposta imune uterina reduzida, e outros mecanismos de defesa
prejudicados (Canisso et al., 2020).

Pode ser divida de acordo com suas causas em infecciosa e ndo infecciosa,
clinicamente ambas podem ocorrer juntas. Os sinais clinicos séo indistinguiveis, porem na
infecciosa ocorre a identificacdo de microrganismos (Canisso et al., 2020). LeBlanc (2010)
divide a endometrite em infeccdo aguda, infeccdo crénica e em endometrite persistente pds
cobertura. Nas fases aguda e subaguda, ocorre a producdo de muco pelas células epiteliais do
endometrio (LeBlanc et al., 2007); na endometrite cronica ocorre a perda do epitélio, maiores
oportunidades para adesdo bacteriana e diferentes graus de fibrose (Causey et al., 2018).

Um desiquilibrio dos mecanismos pré e anti-inflamatérios desempenham um
papel fundamental na imunopatogénse da endometrite (Canisso et al., 2020). A neutrofilia
persistente, o acumulo de fluido intrauterino e a prolongada producdo de citocinas pro-
inflamatdrias sdo embriotdxicas e acarretam a queda do potencial de fertilidade das éguas tanto
na monta natural como na inseminacéo artificial (Robertson et al., 2018). Tradicionalmente a

endometrite € tratada com lavagem uterina, agentes echdlicos, anti-inflamatorios e antibioticos



(Canisso et al., 2016). Porém, a queda da eficacia do tratamento convencional e a maior
incidéncia de microrganismos resistentes aos antibioticos, levou ao desenvolvimento de

terapias alternativas (Scoggin, 2016).

2.1.1 Etiologia da endometrite infecciosa

A endometrite infecciosa pode ocorrer na presenca de bactérias e/ou fungos. As
bactérias mais comumente isoladas sdo Streptococcus sp, Coliformes, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus (Canisso et al., 2016). Entre todos, Streptococcus equi
subespécie zooepidemicus e Escherichia coli predominam como causa de endometrite aguda e
cronica, respectivamente (Frontoso et al., 2008). A endometrite pode ser influenciada pela
patogenicidade da bactéria e pela resposta imune pra tal; o que pode resultar em diferentes
sinais clinicos pela ultrassonigrafia e achados laboratoriais (Otto, 2006). A Escherichia coli
adere as superficies espiteliais, dificultando sua remocéo fisica; 0s Streptococcus sp estimulam
a producdo de um exsudato inflamatério, interferindo na fagocitose dos neutréfilos (LeBlanc,
2010). Estudos mostram que animais com infecgdo de E. coli ndo mostram alteragdo no
resultado de citologia uterina, diferentemente do que ocorre com infeccéo de Streptococcus sp
(Rua et al., 2018).

Ja os fungos mais usualmente isolados sdo Aspergillus sp e Candida albicans,
mas outras especies menos comuns podem ser encontradas como o Mucor sp (Beltaire et al.,
2012). A endometrite fingica é menos comum (1-5%) e pode ocorrer em associacdo com a
bactéria. Deve ser notado que a endometrite fingica ocorre como uma infeccdo oportunista e
tem sido identificada apds repetidos tratamentos com antibioticoterapia (Stout, 2008).

O utero das éguas suporta uma diversidade moderada de microrganismos e, sua
composicao, estd amplamente relacionada com a microbiota encontrada no orificio cervical
externo (Heil et al., 2018). Essa comunicacdo da populacdo microbiana entre a vagina e o Utero
pode ser explicada pela abertura da cérvix durante o estro e a proximidade do limen uterino
com a vagina (Heil et al., 2019). As eguas suscetiveis sdo propensas a desenvolver infeccao
cronica e, algumas dessas infeccdes, sdo devido a capacidade de bactérias e fungos produzirem
biofilme (Ferris, 2017).



2.1.2 Diagnostico

O diagnostico de endometrite envolve uma abordagem multimodal incluindo a
avaliacdo clinica, o historico reprodutivo (tero penduloso, alteracdo conformacional da vulva,
idade, histérico de infertilidade ou subfertilidade), palpacdo transretal com auxilio da
ultrassonografia para exame do trato reprodutivo (presenca de liquido uterino), utilizacdo do
espéeculo para examinar vagina e cérvix (secrecao vaginal, pneumovagina, cérvix tortuosa) e 0s
exames de cultura, citologia e biopsia uterinas(Amorim et al., 2016). Essas trés ultimas sdo 0s
exames mais utilizados para diagnosticar endometrite em éguas (Nielsen, 2005).

2.1.2.1 Cultura microbiolégica

A cultura uterina deve ser realizada antes de qualquer outro procedimento
uterino ou vaginal para evitar a contaminagdo, com o intuito de examinar o crescimento
microbioldgico de fungos e bactérias. Pode ser feita com o swab, pelo lavado uterino de baixo
volume ou pela bidpsia (Nielsen et al., 2012).

2.1.2.2 Citologia uterina

A citologia uterina pode ser utilizada para avaliar a propor¢édo entre as células
inflamatorias e as células endometriais. Ocasionalmente também pode detectar a presenga de
col6nias de bactérias, hifas e cristais de urina. A citologia pode ser obtida através do swab com
simples ou dupla protecdo, com a escova citologica ou com o lavado uterino de baixo volume
(Ferris et al., 2015). Os esfregacos obtidos com a escova citoldgica acarretam uma maior
guantidade celular (polimorfonucleados e endometriais) quando comparados com o swab
(Walter et al., 2012). A utilizagdo da escova para coleta do material obtém um bom resultado
em relacdo ao numero de células polimorfonucleadas e niUmero de col6nias de Estreptococcus

S-hemoliticos, o que ndo é observado quando o isolamento bacteriano priméario foi de



Escherichia coli (Christoffersen et al., 2015). A endometrite ndo infecciosa também leva a
quimiotaxia de neutrdfilos para o limen uterino, assim sendo, amostras de cultura uterina

sempre devem ser colhidas e avaliadas juntamente com a citologia (Canisso et al., 2020).

2.1.3 Tratamento

A patobiologia dos microrganismos associados a endometrite em éguas tem sido
mal compreendida em relacdo a microbiota uterina residente na prevencéo de infecgdes e como
o0 tratamento altera a composicédo dessa populacdo microbiana (Canisso et al., 2020). Terapias
tradicionais e ndo tradicionais para a endometrite sdo baseadas no reestabelecimento dos
mecanismos de defesas naturais. A tendéncia atual de prevenir o uso indiscriminado de
antibidticos em animais e humanos se beneficiara a partir dessas continuas tentativas de se

desenvolver terapias alternativas para tratar a endometrite (Canisso et al., 2020).

2.1.3.1 Agentes ecbdlicos

Os agentes ecboélicos sdo utilizados com intuito de estimular as contragdes
uterinas para eliminar o acimulo de liquido intrauterino pela cérvix e pela drenagem linfética
(Cadario et al., 1995). A ocitocina € a mais utilizada, tipicamente administrada uma hora antes
da cobertura, quatro horas ap0s a cobertura e 72 horas ap6s ovulacdo (Brinsko et al., 1991).
Baixas doses de ocitocina (10-20 unidades) induzem rapidas contracGes uterinas de curta
duracgéo, enquanto altas doses (40 unidades) resulta em contragdes menos efetivas (Campbell
& England, 2002). A carbetocina, um analogo da ocitocina, é outra droga ecbolica utilizada
para promover contracfes uterinas de médio a longo prazo quando comparado com a ocitocina
(Steckler et al., 2012).

Outro agente ecbolico utilizado é o cloprostenol ou dinoprost trometamina, um
analogo sintético da prostaglandina F2a (PGF2a). Este induz uma agdo miometrial mais longa
(5 horas) (LeBlanc, 2003). Portanto, pode acarretar sinais de colica, sudorese, contracdes

abdominais e taquipneia (Irvine et al., 2002). A administragdo da PGF2a 18-24 horas pos



ovulacéo pode comprometer a formacéo e a funcéo do corpo luteo, resultando em uma alteracao

da concentragéo sistémica da progesterona e diminuindo as taxas de prenhes (Nie et al., 2002).

2.1.3.2 Antibiéticos

Os antibidticos mais utilizados para tratar endometrite equina incluem os
betalactdmicos (ceftiofur, ampicilina, penicilina) e os aminoglicosideos (gentamicina e
amicacina) (Dascanio, 2011). Os mecanismos pelos quais as bactérias se tornam resistente aos
antibidticos incluem a modificacdo do sitio de ligacdo celular impedindo a ligacdo do
antibidtico através da sintese de enzimas que digerem o agente antimicrobiano; ativacéo de vias
alternativas que contornam o mecanismos de ac&o do antibi6tico; envio de sinal negativo (down
regulation) ou eliminacdo das purinas nas transmembranas, local por onde os principios ativos
das drogas adentram a célula; e eliminacdo das drogas por bombas de efluxo (Giguére, 2013).

Os antibioticos utilizados no tratamento da endometrite podem ser utilizados por
infusdo intrauterina ou de forma sistémica. Deve ser ressaltado que nem todos os antibidticos
utilizados por via sistémica podem ser administrados no Gtero sem alguns ajustes. Como a
enrofloxacina que pode levar a necrose uterina (Rodriguez et al., 2012), porém quando
administrada com outra suspensao (infusdo intrauterina de 50mL com uma suspensdo a base de
agua com 2,5% de enrofloxacina), pode levar a uma inflamacéo transitdria, mas pode ser util
para o tratamento de endometrite de bactérias sensiveis a esse principio ativo sem os efeitos
deletérios gerados no utero (Schnobrich et al., 2015).

As evidéncias sobre a via mais adequada para a administracdo dos antibioticos
sdo conflitantes. A administracdo intrauterina leva a uma menor alteracdo microbiana de outros
sistemas do corpo, atinge uma maior concentracao local e se tem uma menor quantidade do
medicamento administrada (LeBlanc, 2009). J& a administracdo pela via sistémica por periodos
prolongados pode resultar em complica¢des indesejaveis como a diarreia, colite e reacdes
anafilaticas sisttmicas (Dascanio, 2011). Em contrapartida, a administragdo intrauterina pode
acarretar irritacdo do endométrio resultando na endometrite ndo infecciosa. Além disso,
presume-se que a penetracdo do antibiotico no tecido uterino € inconsistente o que favorece o
desenvolvimento da resisténcia aos antibioticos principalmente naqueles casos de infeccdo

latente pelo Streptococcus sp. (Canisso et al., 2020).



Os tratamentos para a endometrite fingica ndo estdo bem elucidados, pois hd um
déficit de estudos controlados na farmacocinética e farmacodindmina dos medicamentos
antifngicos (Canisso et al., 2020). O tratamento inicial deve abordar os fatores predisponentes
como ma conformacéo perineal, uso inadequado de antibidticos e imunossupressao e deve ser
utilizada lavagens uterinas associadas a farmacos echodlicos. A eliminacdo dos fatores
predisponentes & endometrite pode levar a restauracdo da fertilidade (Dascanio et al., 2001). No
entanto, trés medicamentos antifungicos podem ser utilizados para tratar a endometrite. Os
polienos séo considerados drogas fungicidas e, os azois, sdo fungistaticos (imidazdis e triazois)
(Guigueére et al., 2013). Os resultados in vitro indicam que os polienos (anfotericina B,
natamicina, nistatina) sdo mais eficazes no tratamento do que os azéis (cetoconazol, fluconazol

e miconazol) (Beltaire et al., 2012).

2.1.3.3 Lavagem uterina e tratamento para biofilme

A lavagem uterina é recomendada para éguas com excessivo acumulo de fluido
uterino (Brinsko et al., 2003). As solugdes cristaloides mais utilizadas para a lavagem uterina
s&o o ringer com lactato e a solugéo salina 0,9% (Vanderwall & Woods, 2003). Todavia, estudos
demonstraram que a Escherichia coli pode utilizar o lactato presente no soro como substrato
para crescimento (Eisenberg & Dobrogosz, 1967). Portanto, essas solucdes podem ser
conjugadas com antissépticos e aditivos para quebrar biofilme como os mucoliticos (N-
acestilcisteina, dimetilsulféxido) (Canisso et al., 2020).

A lavagem uterina ajuda a remover microrganismos, detritos, células
inflamatdrias e espermatozoides mortos do lumen, pois estes podem ser prejudiciais para o
embrido apds cobertura e para 0s espermatozoides antes da cobertura (Knutti et al., 2000). Pode
ser realizado a qualquer momento antes da cobertura e apos quatro horas da cobertura, pois este
é reconhecido como tempo minimo necessario para o esperma atingir as tubas uterinas (Fiala
et al., 2007). Além disso, a lavagem uterina pode estimular a migragdo de neutrofilos viaveis
para restabelecer a degradacdo dos microrganismos, nos casos onde haja uma estagnagdo do

estado inflamatdrio (Canisso et al., 2020).
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2.1.3.4 Agentes imunomoduladores

Um estudo demonstrou que o uso dos anti-inflamatdrios ndo esteroidais junto
com a ocitocina pde afetar positivamente a fertilidade em éguas com histérico de endimetrite
persistente pos cobertura (Rojer, H. & Aurich, C., 2010). Uma alternativa sdo os anti-
inflamatdrios ndo esteroidais COX-2 seletivos. Foi demonstrado que o Firocoxib foi capaz de
mitigar a resposta inflamatoria apds a cobertura sem afetar as taxas de ovulagéo (Friso et al.,
2019).

Os glicocorticoides também podem ser utilizados. A administracdo da
dexametasona antes da cobricdo reduz a inflamacéo endometrial e melhora as taxas de prenhez
em éguas estéreis ou com historico de endometrite persistente pos cobertura (Bucca et al.,
2008). J4 a administracdo repetida de dexametasona e predinisolona, pode suprimir o aumento
do horménio luteinizante (LH) e aumentar a taxa da falha na ovulagéo (Ferris & Mccue, 2010).
Sendo assim, é recomendado a aplicacdo de dose Unica para o tratamento da endometrite

persistente pos cobertura.

2.1.3.5 Plasma rico em plaquetas

Plasma rico em plaquetas (PRP) é o plasma do sangue total com plaquetas
concentradas que tem sido muito utilizado na clinica equina (Pereira et al., 2019). A partir da
aplicacdo intrauterina de 20mL de PRP 24 horas antes e 4 horas ap0s a insemina¢do notou-se
uma diminuicdo dos polimorfonucleados na citologia, um aumento a taxa de concepcao e uma
diminuicdo da COX-2 (Segabinazzi et al., 2017).

2.1.3.6 Células tronco

O uso de células tronco mesenquimais adquiriu grande importancia na medicina
humana e veterinaria principalmente como modulador de processos inflamatérios (Barrachina

et al., 2016). Essas células podem se diferenciar em células esqueléticas, mioblastos,



11

parénquima renal, epitélio hepatico, epitélio cutaneo e intestinal, células neuroectodérmicas
(Grove et al., 2004) e em células endometriais (Du & Taylor, 2007). Devido a sua diferenciacéo
distinta e a capacidade imunomoduladora e de migracéo, as células estromais do mesénquima
endometrial podem fornecer uma elevada fonte de células terapéuticas para a regeneracao
tecidual (Rink et al., 2018).

Foi demonstrado que a infusdo intrauterina de células tronco aut6logas da
medula 6ssea em éguas € um procedimento seguro resultando em uma resposta inflamatoria de
curto prazo (Rink et al., 2018). A infusdo intrauterina de células troncos autdlogas, obtidas
através de biopsias uterina, podem ser realizados com seguranca durante o diestro inicial. As
células tronco mesenquimais foram detectadas no Gtero em até 24 horas ap6s infusdo, contudo
essas células ndo enxertam no endométrio saudavel. Esses resultados destacam o potencial do
endométrio como uma nova fonte de células terapéuticas para condicdes inflamatorias e

degenerativas do utero (Alvarenga et al., 2016).

2.1.3.7 Vulvoplastia

A cirurgia de vulvloplastia é um procedimento que promove uma protecdo do trato reprodutivo,
evitando pneumovagina e contaminacdo fecal. Sendo assim, em éguas com problemas de
conformacdo perineal, recomenda-se a realizacdo do procedimento para prevenir infeccdes
bacterianas e consequentemente aumentar a fertilidade de éguas (Seabaugh & Schumacher,
2014).

2.2 Ozbnioterapia

O Ozobnio (0O3) é uma variedade alotrépica do elemento de oxigénio que contém
um atomo a mais do que o oxigénio atmosférico. Essa substancia se apresenta instavel e se
decompbe espontaneamente em oxigénio diatdmico. Essas caracteristicas dificultam o
transporte e armazenamento do 0zdnio sendo necessario a produgdo no momento da utilizagdo
(Rodriguez et al., 2018).
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A reatividade quimica do Oz e do oxigénio diferem acentuadamente, embora o
segundo se combine com quase todos os elementos. O oxigénio apresenta reatividade com
temperaturas elevadas, enquanto o Oz apresenta com temperatura ambiente e pressao
atmosférica. O Oz possui capacidade de reagir com uma grande quantidade de compostos, como
os fosfolipidios, lipoproteinas, envelopes celulares de bactérias e capsideos virais (Smith et al.,
2017).

Os efeitos benéficos da ozodnioterapia sdo alcancados atraves de uma reagédo
quimica inicial, que se origina a partir do contato de cada molécula de oz6nio com as ligacGes
duplas de cadeias de lipidios que constituem as paredes de membranas celulares. Com isso
geram uma série de segundos mensageiros (peréxido de hidrogénio, hidroperdxidos, ozonideos)
e lipidios oxidados que séo responsaveis por estimular ou modular tanto a resposta antioxidante

enddgena como a resposta imunoldgica do hospedeiro (Rodriguez et al., 2018).

2.2.1 Principais vias de aplicacédo do 0zénio

Segundo Viglino (2008), em equinos pode ser utilizado por via sistémica, via
retal, venosa, muscular e auto hemoterapia, ou através da aplicacdo local pelas vias subcutanea,
intrasinovial, intrarticular, subfacial, peritendinosa, epidural e intramuscular.

Pesquisadores acreditam que a ozonioterapia possa auxiliar no tratamento das
endometrites degenerativas através da melhora da circulacdo sanguinea do endométrio obtendo
um aumento nos indices de fertilidade através da reducdo nas reacGes inflamatorias pos IA.
Igualmente, ser Gtil no tratamento da subfertilidade de garanhdes que tenham comprometimento
na oxigenacdo das células envolvidas na espermatogénese (Leal Junior, 2012). A terapia
intrauterina com o0zonio demonstrou ter propriedades como imuno estimulador, imuno

modulador e antiinflamatorio (Ganaie et al. 2018).

2.2.2 Doses do ozbnio

Se considerarmos que partimos da inducdo de um pequeno estresse oxidativo

capaz de despertar o sistema antioxidante endogeno, entdo devemos considerar que este deve
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ser bem controlado, levando em consideracéo o processo patoldgico e a gravidade da doenca.
Portanto, € essencial que a dosagem a ser empregada seja calculada de forma a evitar o stress
oxidativo grave e irreversivel saturando o sistema antioxidante com consequente dano para as
membranas celulares. As concentragcfes utilizadas sdo selecionadas dependendo do quadro

clinico do paciente e da via de aplicacdo selecionada (Tabela 1) (Rodriguez et al., 2018).

Tabela 1: Tabela de referéncia na utilizacdo de concentragdes e sua correspondéncia a via de

aplicacdo e ao processo patoldgico.

Concentracao de ) o .
. Via de aplicacéo Processo patoldgico
ozbnio
70 e 100 pg/kg Local Feridas com infeccéo grave
Escaras, Ulcera ndo severamente
40 e 70 pg/kg Local o
sépticas
Sistémico, auto hemo maior, Acompanhando o tratamento local
10 e 40 pg/kg ) )
retal e intramuscular dos processos anteriores

2.2.3 A¢Oes do 0zOnio sobre o sistema imune celular

Muitos estudos tém revelado que o O3 estimula um namero de células do sistema
imune (Shancez et al., 2012). Esse efeito é devido a reacdo do O3 com os acidos graxos poli-
insaturados e outros antioxidantes. Quando os compostos da peroxidagéo sdo formados, o0 H>0>
se difunde dentro das células do sistema imune regulando a sinalizag&o o que facilita a resposta
imune (Caliskan et al., 2011).

Os primeiros estudos realizados in vitro demonstraram os efeitos do 0z6nio
sobre o sistema imunologico datam da década denoventa. Dentro destes, se avaliou a acao de
diferentes concentragcdes de 0zonio (10-90 pg/mL) sobre o sangue periférico durante alguns
minutos e apos as setenta e duas horas posteriores. Foi observada a liberacdo de forma
progressiva de pequenas quantidades de citocinas, como: interferon-f, fator de necrose tumoral

alfa, diversas interleucinas, o fator estimulador de colénias de macrdéfagos e o fator



14

transformador do crescimento 1. Esses resultados formaram a primeira hipotese sobre a agdo
do 0z6nio com o sangue periférico in vitro (Bocci, 1994 e Bocci et al., 1994).

Outros estudos demonstraram que essa a¢do varia de acordo com a concentracao
utilizada, com o estado inicial da célula e do animal tratado. Como mostrado no estudo de Janic
et al. (2003), as células expostas ao 0zdnio e posteriormente estimuladas com lipossacarideos
mostraram uma reducdo significativa de liberagcdo do fator de necrose tumoral alfa quando
comparada as células controle. Ohtsuka et al. (2006), utilizou o tratamento de 0zonio em vacas
saudaveis e em vacas com processos inflamatorios (mastite, artrite e queimaduras solares) na
concentracdo de 10pg/ml para uma dose de 20 pg/kg, pela via de auto-hemoterapia maior. Os
resultados demonstraram que nos animais com processos inflamatorios obtiveram uma reducgéo
significativa dos linfocitos com receptores CD-14, aumento da relacdo CD4/CD8 e do teor de
células B-MHC 11, em comparacdo com 0s animais considerados saudaveis.

Com base nesses estudos, podemos sugerir que o 0z6nio aplicado em animais
com processos inflamatorios, foi capaz de modular a resposta inflamatéria mediante a reducéo
da expressdo de receptores CD-14, receptor envolvido diretamente na resposta inflamatdria

sistémica em modelos experimentais de sepsia (Thorgerson et al., 2009).

2.2.4 Acdo germicida do 0z6nio em processos septicos

A acdo oxidante do O3 leva a destruicdo das paredes bacterianas e das
membranas citoplasmaticas de fungos, além de agir contra os protozoarios e virus (Rodriguez
etal., 2018).

Thanomsub et al. (2002), demonstrou as mudancas estruturais causadas em
bactérias gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella sp) e gram-positivas (Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis), por exposi¢cdo do oz6nio a 0,167 mg/min/L. O resultado foi a
deformacdo da membrana celular, a ruptura desta com perda de conteudos intracelulares e a
destruicdo da bactéria, mediante um escaneamento de microscopia eletrénica.

Foi demonstrado também a eficécia do tratamento com 0z6nio (70 tg/ml) a uma
dose de 1 mg/kg/dia durante dez dias por via intraperitoneal, num modelo experimental de
mediastinite em ratos, induzido por inoculagdo de 0,5mL de uma suspensdo contendo 10%
UFC/mL de Staphylococcus aureus resistente a meticilina. A quantidade de bactérias diminuiu

significativamente nos animais tratados com o0zonio, mesmo atingindo resultados superiores
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quando aplicado em combinagdo com a vancomicina (40 mg/kg) (Gulmen et al., 2013). O
potencial antimicrobiano do O3 é util para reduzir a carga bacteriana em feridas e acelerar a
cicatrizacdo. Quando combinado com clorexidina, observa-se a potencializa¢do da a¢do do O3
na atividade antibacteriana e antifungica (Borges et al., 2017).

Jiang et al. (2019) relatou que a inativacdo do Poliovirus 1 pelo Os esta associada
a danos ao genoma viral. O Os atua nos fungos por meio do mesmo mecanismo oxidativo usado
nas membranas celulares. A formulacdo gasosa e oleosas tem sido usado em trés géneros
comuns de dermatofitos (Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton), revelando seus
efeitos fungicidas e inibitorios na esporulagcdo. O Os também atua reduzindo a producdo das
enzimas necessarias para interagdes fungo-hospedeiro e fungo-fungo, que normalmente séo
produzidas para facilitar sua multiplicacdo dentro do hospedeiro (Ouf et al., 2016).

Em relacdo as leveduras, um estudo realizado por Zargaran et al. (2017)
avaliaram os efeitos fungicidas do Os em diferentes formas de Candida albicans; concluiram
que o ozonio foi altamente eficaz contra a forma de levedura, pode inibir a formacdo de tubos
germinativos, ndo faz remoc¢do completa dos biofilmes mesmo ap6s 60 min de exposicéo, e
também se concluiu que a terapia com 0z6nio induz resisténcia a anfotericina B.

Além disso, em um estudo sobre candidiase vulvovaginal recorrente, 85% dos
pacientes humanos se recuperaram com agua ozonizada, 10% permaneceram assintomaticos e
apenas 5% ndo responderam a terapia com Os (Schwartz, 2015). A acdo do Os contra
protozoarios foi demonstrada in vitro com diferentes parasitas, como Leishmania Giardia,

Cryptosporidia e Microsporidia usando 6leo ozonizado e d&gua ozonizada (Rajabi et al., 2015).

2.2.5 Acdo do 0zbnio do trato reprodutivo de bovinos e equinos

A ozonioterapia tem sido frequentemente utilizada na medicina veterinaria no
tratamento de doencas uterinas como metrite, endometrite, retencdo de placenta, vaginite,
urovagina e mastites (Samardzija et al. 2017).

Foi demonstrado que 20mL de oz6nio insuflado via intrauterina em vacas entre
06 a 24 horas pos parto reduziu significativamente o intervalo de partos e 0 ndmero de
inseminacdes para gestacdo. Concluindo que o tratamento preventivo com o gas de ozonio
intrauterino representa uma opgdo terapéutica eficaz para melhorar a fertilidade das vacas
Simental (Zobel et al., 2014).
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Scrollavezza et al., 1997, demonstrou utilizando 0 0z6nio em forma de spray em
casos de metrite em vacas, de oito a dez segundos, através de um cateter. O mesmo
procedimento foi utilizado para o tratamento de endometrite em animais que se encontravam
na fase folicular. Apos a primeira e segunda aplicacéo, mais de 80% dos animais se curaram de
endometrites causada por Arcanobacterium pyogenes.

Um estudo recente com vacas leiteiras teve o objetivo de avaliar o efeito da
terapia intrauterina com 0zonio no pds-parto precoce em animais com endometrite subclinica.
. O exame de citologia uterina foi realizado 35 dias p6s parto e 72 h ap6s o tratamento com
ozonio. Foi observada uma reducéo dos leucdécitos, da porcentagem de endometrite, do nimero
de servigos por concepcao e no intervalo de parto do grupo tratado em comparacdo com 0
grupo controle. E um aumento na taxa de concepc¢ao no primeiro servico do grupo tratado em
comparagdo com o grupo controle. Concluindo que a ozonioterapia intrauterina 35 dias apds o
parto reduziu a prevaléncia de endometrite subclinica e melhorou o desempenho reprodutivo
em vacas leiteiras pos-parto (Escandon et al., 2020).

A ozonioterapia mostrou resultados muito promissores no tratamento de
disturbios puerperais em vacas, cabras e ovelhas como alternativa no uso de antibioticos. Na
verdade, a ozonioterapia provou ser mais eficaz do que a terapia alopatica, melhorando o

aspecto fisiologico da regressao uterina (Purici¢ et al. 2016).

2.2.6 Principais propriedades fisico-quimicas do 6leo de girassol ozonizado (Olezon(®)) e

seu vinculo com a atividade microbiana

O Olezon(®) tépico é um medicamento cubano, obtido a partir da reacéo de O3
com oOleo de girassol, de acordo com um procedimento desenvolvido por cientistas no Centro
Nacional de Pesquisa Cientifica (NECIC) (Molerio et al., 2009). Devido sua natureza e origem,
a caracterizacao fisico-quimicas de Olezon(®) tépico requer a combinacgdo de um conjunto de
técnicas analiticas que caracterizem os compostos ativos no medicamento, responsaveis pela
acdo germicida do produto e a suas propriedades reoldgicas e organolépticas ).

Quando o Os reage com as triglicérides insaturadas presentes em 6leos vegetais
podem formar uma série de espécies de perdxidos, que sdo responsaveis pela ampla atividade

bioldgica dos 6leos vegetais ozonizados (Rodriguez et al., 2018).
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O perodxido deve ser o mais baixo possivel, para manter o seu valor nutritivo e
n&o incorporar ao organismo os produtos de oxidagdo de seus componentes insaturados. Pois,
0 processo de oxidacdo transite por uma via de formacéo de radicais livres, aspecto que nao
ocorre durante a ozonizacdo de 6leos vegetais. Durante a ozonizacdo de Oleos se formam
espécies peroxidicas, mas de uma natureza diferente das que sdo formados durante a oxidag&o.
Esses compostos peroxidicos sdo os responséaveis pela acdo fungicida do Olezon(®) tépico.
Resultado este obtido por um método simples, rapido, de baixo custo e muito valioso para o
estudo da qualidade de Gleos vegetais ozonizados (USP, 2012).

O indice de acidez, por sua vez, normalmente aumenta durante a ozonizacéo de
Oleo de girassol, devido a formacdo de A&cidos carboxilicos pela decomposicdo de
hidroxidoperdxidos formados durante a ozonizacdo. Estes acidos se encontram em equilibrio
com compostos peroxidicos, fundamentalmente responsaveis pela acdo germicida do
medicamento. Esses acidos carboxilicos contribuem para a ac¢éo bioldgica do medicamento ao
modificar o pH intra e extracelular e com ele se transformam os processos de troca em

membranas dos microrganismos (Rodriguez et al., 2018).
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1 RESUMO

OZONIOTERAPIA NO TRATAMENTO DE ENDOMETRITE EM EGUAS

Ana Caroline Arautjo Avilal, Rodrigo Arruda de Oliveiral

! Faculdade de Agronomia e Veterinaria— UnB, DF
Objetivou-se com esse estudo avaliar se a ozonioterapia intrauterina em éguas pode ser usada
como alternativa de tratamento para os casos de endometrite, pois este apresenta acdo
antimicrobiana, promove melhora sobre o sistema imunitério, é um tratamento de baixo custo
e ndo acarreta resisténcia bacteriana. Vinte e cinco animais com historico reprodutivo
conhecido foram divididos em trés grupos de forma balanceada, levando em consideragéo a
idade e o histdrico de infertilidade e inflamacdo uterina, previamente avaliada através de
citologia para avaliacdo de polimorfonucleados e swab uterino para avaliacdo de cultura
microbioldgica de fungos e bactérias. O grupo controle G1 (n=7) recebeu o tratamento de
lavagem uterina com soro ringer lactato sem a utilizacdo do Oz6énio; o grupo G2 (n=9) recebeu
o tratamento de infusdo direta de gas oz6nio intrauterino, na concentracdo de 40mcg durante
10 minutos; e o grupo G3 (n=9) recebeu o tratamento com infusdo intrauterina de 6leo de
girassol ozonizado. Os exames de citologia e swab uterino foram coletados antes e ap6s 0s
tratamentos para a avaliagdo dos resultados. Observou-se nos resultados obtidos no exame de
cultura pos-tratamento que para 0 G1 57% (4/7) dos animais mantiveram a infeccdo uterina;
enquanto 89% (8/9) e 78% (7/9) obtiveram resultado negativo para crescimento de
microrganismos, em G2 e G3 respectivamente. Ndo houve diferenca estatistica para cultura
uterina entre os grupos (P>0,05). Na citologia uterina foi obtida uma média de
neutréfilos/campo nos grupos G1, G2 e G3, respectivamente de: 9,14 + 3,02 para 7,71 + 3,59;
10,67 * 3,84 para 2,89 + 3,59; 6,44 £ 2,79 para 6,55 + 7,18. N&o houve diferenca estatistica
entre 0s grupos na citologia apods tratamento (P>0,05). Conclui-se que os tratamentos s&o
eficazes contra a endometrite em éguas.

Palavras-chave: bactéria, equino, fungo, infeccdo uterina, 0zonio, terapia.
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2 ABSTRACT

OZONIOTHERAPY IN THE TREATMENT OF ENDOMETRITIS IN MARES

Ana Caroline Aradjo Avila®, Rodrigo Arruda de Oliveira®

1 School of Agronomy and Veterinary Medicine — UnB, DF

The objective of this study was to evaluate whether intrauterine ozone therapy in mares can be
used as an alternative treatment for cases of endometritis, as it has antimicrobial action,
promotes improvement on the immune system, is a low-cost treatment and does not cause
bacterial resistance. Twenty-five animals with a known reproductive history were divided into
three groups in a balanced way, taking into account age and history of infertility and uterine
inflammation, previously assessed through cytology and uterine swab. The G1 control group (n
= 7) treatment of uterine lavage with ringer lactate serum without the use of Ozone; the G2
group (n = 9) treatment of direct intrauterine ozone gas infusion, at a concentration of 40mcg
for 10 minutes; and group G3 (n = 9) treatment with intrauterine infusion of ozonated sunflower
oil. The cytology and uterine swab exams were collected before and after treatments to evaluate
the results. It was observed the results obtained in the post-treatment culture exam that for G1
57% (4/7) of the animals maintained the uterine infection; while 89% (8/9) and 78% (7/9)
obtained negative results for the growth of microorganisms, in G2 and G3 respectively. There
was no statistical difference for uterine culture between the groups (P> 0.05). In uterine
cytology, an average of neutrophils / fields was obtained in groups G1, G2 and G3, respectively:
9.14 £ 3.02 to 7.71 + 3.59; 10.67 + 3.84 t0 2.89 + 3.59; 6.44 + 2.79 to 6.55 * 7.18. There was
no statistical difference between groups in cytology after treatment (P> 0.05). It is concluded

that the treatments are effective against endometritis in mares.

Keywords: bacteria, equine, fungus, uterine infection, ozone, therapy.
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3 INTRODUCAO

Das afecgdes que acometem o sistema reprodutivo, a endometrite € a maior causa
de infertilidade nas éguas (Brinsko et al., 2011), sendo apontada como a terceira afeccao clinica
mais comum depois da colica e das afec¢bes do trato respiratorio (Troedson, 1999). A
infertilidade e o percentual alto de abortos acarretam grandes prejuizos para médicos
veterinarios e para criadores de equinos (LeBlanc & Causey, 2009). A endometrite € um
processo inflamatério e/ou infeccioso, porém, quando tal inflamacéo persiste, torna o0 ambiente
uterino indspito ao concepto, podendo reduzir o potencial da fertilidade da égua (Pycock, 2009).

O utero da égua é exposto a uma grande variedade de microorganismos durante
0 processo de cobertura e pelo aumento das biotécnicas utilizadas na reproducdo. Clinicamente,
as éguas sdo dividias em resistentes ou em susceptiveis a endometrite persistente pos cobertura
(Troedsson, 1999); os animais que conseguem eliminar os patdgenos dentro de 48H por meio
de mecanismos de defesa uterina apds a cobertura ou inseminacdo artificial, sdo resistentes e
apresentam uma boa fertilidade; aquelas que possuem falha neste mecanismo de limpeza sé&o
consideradas susceptiveis, uma inflamacdo persistente promove altas concentraces de
prostaglandina, resultando em lutedlise precoce, diminuicdo de progesterona e consequente
perda embrionaria (Adans et al., 1987) e, pode desenvolver uma endometrite pds-cobertura ou
uma endometrite aguda, e se esta ndo for tratada podera se tornar cronica (LeBlanc, 2010).

Recentemente, o foco das pesquisas no ramo de patologia endometrial equina
tem sido de buscar associagdes entre alteragdes e doengas uterinas com os mecanismos celulares
e moleculares. Essas pesquisas ajudam a elucidar ainda mais sobre a patogénese das desordens
endometriais e, pode contribuir para o desenvolvimento de regimes profilaticos efetivos e outras

opcoes de tratamento (Schoniger & Schoon, 2020).
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A ozonioterapia € um possivel novo tratamento para éguas, e j& vem sendo
amplamente utilizada na medicina humana na Europa, na Asia e em Cuba (Scrollavezza et al.,
1997). Além de ativar o metabolismo eritrocitario e das células imunes (Silva et al., 2009), o
principal efeito fisioldgico da ozonioterapia € sua ac¢do antimicrobiana. O 0zodnio atua oxidando
0s microrganismos quer sejam fungos, virus ou bactérias. Estes microrganismos sao altamente
susceptiveis a oxidagdo uma vez que ndo possuem um sistema protetor contra a oxidagdo como
os mamiferos (Viglino, 2008). Além de possuir acdo antimicrobiana, também possui um grande
potencial para melhorar o sistema imune, ndo acarretar resisténcia bacteriana, além de ser um
tratamento de baixo custo. A hipdtese do presente estudo foi de que a ozonioterapia possa ser
eficaz no tratamento de éguas com histdrico reprodutivo de infertilidade e subfertilidade.

Dessa forma, objetivou-se com esse estudo avaliar se a ozonioterapia
intrauterina em éguas pode ser usada como um possivel tratamento para 0s casos de
endometrite, avaliar seu efeito sobre a populacdo microbiana e sobre a dinamica dos
polimorfonucleados.
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo CEUA- UNB sob o n° 23106.068932/2018-12.

4.1 Animais

Foram utilizadas vinte e cinco éguas das racas Mangalarga Marchador e Quarto
de Milha, cujas idades variaram de cinco e dez anos e pesavam entre 350 e 500kg. Os animais
se encontram em haras e fazendas dos estados de Distrito Federal e Goias. Todos 0s animais
estavam em criacao extensiva.

As éguas foram selecionadas pelo seu historico reprodutivo. Animais que
apresentavam quadros de infertilidade, baixa fertilidade, dificuldade para prenhez, baixo
percentual de colheitas positivas de embrido e presenca de liquido uterino purulento ou nédo
foram encaminhadas a uma secdo de exames uterinos para serem selecionadas para o
experimento. Apenas éguas que apresentaram cultura microbioldgica positiva para bactérias e

fungos foram incluidas no experimento.

4.2 Delineamento experimental

As 25 éguas selecionadas foram acompanhadas durante trés cios consecutivos,
grupadas aleatoriamente e submetidas a trés tratamentos. Primeiramente, foi realizado a

palpacéo retal com acompanhamento ultrassonografico para a identificacdo do inicio do estro
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das éguas. Os animais identificados no cio foram contidos adequadamente no tronco de
contengédo. A higienizagdo da vulva foi realizada com clorexidina, sendo esse processo de
lavagem repetido quantas vezes fosse necessario até que a regido perineal estivesse limpa. O
tratamento era iniciado quando se identificava Utero com edema no minimo 2 (de uma escala
de 0 a 5, segundo Ginther (2007).

No primeiro cio foi realizada coleta de material biologico para cultura
microbioldgica (swab) e citoldgica (escova ginecoldgica) (fase de sele¢do). Durante o segundo
cio realizou-se os tratamentos (fase de tratamento) e no terceiro cio foi realizada coleta de
material bioldgico para cultura microbioldgica (swab) e citoldgica (escova ginecol6gica) para
avaliacdo da resposta aos tratamentos (fase de avalia¢do da resposta do tratamento). As éguas
que apresentaram cultura positiva foram separadas em trés grupos: grupo tratamento controle
(G1) — lavagem uterina com solucdo ringer lactato; Grupo tratamento 2: éguas que receberam
o tratamento com infusdo intrauterina de gas ozonizado e grupo tratamento 3: éguas que
receberam o tratamento com infusao intrauterina de éleo de girassol ozonizado (Olezon®).

No grupo controle (G1) foi realizada apenas a lavagem uterina com soro ringer
lactato e com uma posterior aplicagéo via intramuscular de 20 Ul de ocitocina (Ocitocina Forte
UCB, Séo Paulo, Brasil). No grupo tratamento 1 (G2), apds a lavagem uterina foi realizada a
infusdo direta do gas ozonizado no utero com o auxilio de uma pipeta de inseminacdo para
equinos (PROVAR, Séo Paulo, Brasil) e de um equipo na concentracdo de 40 mcg com duragéo
de 10 minutos. Esse procedimento foi repetido por dois dias consecutivos, e com uma posterior
aplicagéo via intramuscular de 20 Ul de ocitocina no segundo dia (Ocitocina Forte UCB, Sao
Paulo, Brasil).

No grupo tratamento 2 (G3), ap0s a lavagem uterina foi realizado a infusdo de
50 mL de 6leo de girassol ozonizado com o auxilio da pipeta de inseminagdo para equinos
(PROVAR, Séo Paulo, Brasil) e ap6s a infusdo o Gtero foi massageado por palpac¢do transretal.
Depois de 24 horas da infusdo foi realizado uma lavagem uterina com soro ringer lactato até
que se obtivesse um lavado totalmente limpo, e com uma posterior aplica¢do via intramuscular
de 20 Ul de ocitocina (Ocitocina Forte UCB, S&o Paulo, Brasil).
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4.3 Exames de cultura e citologia

A cultura foi realizada durante o estro das éguas com a utilizacdo de um coletor
esteril descartavel para equinos (PROVAR, Séo Paulo, Brasil), com swab em sistema de dupla
protecdo, a fim de evitar contaminac6es durante sua passagem pela cavidade vaginal da égua.
Com a méo devidamente enluvada e circundando a extremidade do coletor entre o polegar e a
palma da médo, foi introduzido pela vagina até atingir a cérvix, onde se rompeu a camisa
sanitaria e o swab foi exposto entrando em contato com a mucosa uterina e suas secrecdes.
Realizou-se movimentos circulatérios com o swab, ele permaneceu em contato com a mucosa
uterina por 40 segundos para a absorcdo do muco. Na retirada, o swab era puxado para dentro
da protecédo do coletor para que fosse retirado da vagina (Cocchia et al., 2012). Em seguida, o
swab foi desacoplado do coletor e, posteriormente acoplado no tubo contendo o0 meio de cultivo
Stuart préprio para transporte. Este foi refrigerado a 5° Celsius e enviado para o laboratério
(Rua et al., 2018).

A citologia uterina foi realiza como da mesma forma descrita acima, como
descrito por Rue et al. (2018), porém utilizou-se um coletor com escova citologica estéril e
descartavel para equinos (PROVAR, Séao Paulo, Brasil). Apos a realizacdo do procedimento de
coleta do material e retirada do coletor de dentro da égua, era realizado movimentos de
rolamento com a escova citolégica em uma lamina histoldgica para deposi¢cdo do material
uterino coletado e fixado com alcool 70°. Ap6s a secagem, as laminas foram coradas com
pandptico rapido, enviadas para o laboratorio e analisadas com microscopio éptico. A contagem

de células foi realizada de acordo com Cocchia et al. (2012).

4.4 Andlise estatistica

O conjunto de dados gerados foi submetido a analise de critica e consisténcia
utilizando-se o procedimento teste de distribuicio normal do pacote computacional
WInSTAT®. Como as varidveis ndo apresentaram distribuicdo normal de probabilidade, ndo
atendendo, portanto, a premissa basica da analise de variancia paramétrica, optou-se entdo pela

analise ndo parametrica utilizando-se o teste H de Kruskal-Wallis.
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5. RESULTADOS

Dentre os agentes etioldgicos encontrados no utero no exame de cultura
microbiologica pré-tratamento observamos que 48% dos exames foram positivos para
Escherichia coli; 24% positivo para Aspergillus spp.; 12% positivo para Streptococcus sp. e
Staphylococcus aureus; e 4% positivo para Candida spp. (Figura 1). J& com base nos resultados
obtidos no exame de cultura pos-tratamento, no G1 57% (4/7) dos animais mantiveram a
infeccdo uterina; no G2 89% (8/9) dos animais nao foram observados crescimento de agentes
etioldgicos e 11% (1/9) dos animais se mantiveram com exame de cultura positivo; no G3 78%
(7/9) obtiveram resultado negativo para crescimento dos microrganismos e 22% (2/9) se

mantiveram positivos.

Porcentagem de agentes etioldgicos encontrados pré-
tratamento

H Escherichia coli

W Streptococcus sp.

1 Staphylococcus aureus
Aspergillus spp

M Candida

Figura 1: Porcentagem dos agentes etioldgicos encontradas no exame de cultura microbiol6gica
no pré-tratamento: 48% Escherichia coli, 24% Aspergillus spp,, 12% Sthaphylococcus aureus,
12% Streptococcus sp. e 4% Candida.
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Né&o houve diferenca nos resultados de cultura uterina entre os tratamentos
(p>0,05)) (Figura 2).

Porcentagem de agentes etiolégicos pés-tratamento
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Figura 2: Porcentagem de eficacia no combate aos agentes etiolégicos no exame de cultura
microbioldgica no pos-tratamento. Tratamento G1 57% manteve cultura positiva e 43% negativa, no
tratamento G2 89% obteve cultura negativa e 11% se manteve positiva, no tratamento G3 78% obteve
cultura negativa e 22% se manteve positiva.

De acordo com o0s exames de citologia uterina pré e pds-tratamento foram
observadas a média de neutrofilos/campo nos tratamentos G1, G2 e G3, respectivamente de:
9,14 + 3,02 para 7,71 £ 3,59; 10,67 + 3,84 para 2,89 + 3,59; e 6,44 + 2,79 para 6,55 + 7,18.
(Figura 3).
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Média de neutrdéfilos/campo na citologia pré e pds
tratamento

o3 6,55
6,44
2,89
G2 .
10,67
- 7,71
9,14
0 2 4 6 8 10 12

m CITOLOGIA POS TRATAMENTO m CITOLOGIA PRE TRATAMENTO

Figura 3: Média do nimero de neutréfilos/campo encontradas no exame de citologia pré e pds tratamento,
respectivamente: G1 9.14 para 7.71, G2 10.67 para 2.89 e G3 6.44 para 6.55.

Em relacdo a percentagem de neutr6filos na citologia uterina antes e apds
tratamento obtivemos como resultado, respectivamente, 57,14% (4/7) entre 7,5-10 neutrofilos
para 42,86% (3/7) entre 5-10 neutrofilos no grupo G1, 44,44% (4/9) entre 7,5-10 neutrofilos
para 77,78% (7/9) entre 0-5 neutrofilos no grupo G2; e 55,56% (5/9) entre 5-7,5 neutrofilos
para 44,44% (4/9) entre 5-10 neutréfilos no grupo G3. Nao houve diferenca entre 0s grupos
tratamento na citologia apds tratamento (p>0,05)).
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6. DISCUSSAO

Com relagdo a cultura uterina 89% e 78% dos animais do G2 e G3,
respectivamente, o tratamento de ozo6nio foi eficaz contra os agentes etioldgicos (fungos e
bactérias). Confirmando assim a acdo do 0zonio contra 0s microrganismos presentes no utero,
como foi mostrado por Rodriguez et al. (2018), que a acdo oxidante do Oz leva a destruicdo das
paredes bacterianas e das membranas citoplasmaticas de fungos, além de agir contra os
protozodrios e virus; por Zargaran et al. (2017) que comprovaram a a¢do do ozonio contra a
levedura de Candida albicans; e por Thanomsub et al. (2002) que demonstraram as mudancas
estruturais causadas em bactérias gram-negativas (Escherichia coli) e gram-positivas
(Staphylococcus aureus), por exposi¢cdo ao 0zonio, sendo essas bactérias também encontradas
no Utero das éguas deste estudo como causadoras da endometrite bacteriana antes do tratamento.

Apenas 11% e 22% dos animais do G2 e G3 respectivamente, se mantiveram
positivos apos tratamento. Foi notado que os agentes etioldgicos que se mantiveram presentes
apos o tratamento desses animais, ficaram mais sensiveis aos antibiéticos aos quais, antes do
tratamento, eram resistentes. Mostrou-se que a infecc¢do nao foi totalmente erradicada, mas que
houve a acdo do 0z6nio sobre esses microrganismos; como também foi mostrado no estudo de
Stange et al. (2019), que devido a sua atividade antimicrobiana, o Oz é util para prevenir a
propagacao de bactérias resistentes aos antibiéticos (ARB) e genes de resisténcia a antibidticos
(ARGS), e demonstraram que, mesmo em uma baixa concentracdo de 1 mg/L, O3 removeu mais
de 99% dos ARB e ARGs.

No tratamento G3, apds a infusdo do 6leo ozonizado os animais manifestaram
certo desconforto no qual a cauda se manteve elevada se assemelhando com a postura de micgéo
durante alguns minutos, logo voltando a normalidade. Os lavados uterinos realizados 24h apds
esse tratamento obtiveram um recuperado com presenca de grumos e mucos em éguas que
possuiam tortuosidade cervical, semelhante com o que visualizamos no estudo de tratamento

uterino com realizado com querosene; concluiram que a infuséo de querosene nao afeta a saude
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da égua e ndo mostrou sinais de aumento de fibrose e degeneracéo uterina pela
avaliacdo histoldgica (Podico et al., 2020).

Sobre os resultados encontrados no exame de cultura uterina no grupo controle,
57% dos animais se mantiveram com infeccao uterina e em 43%, ndo houve crescimento de
agentes etiolégicos, o que mostra que em alguns casos a lavagem uterina é eficaz. Como
também afirma Knutti et al. (2000), a lavagem uterina com posterior aplicagdo de ocitocina
ajuda a remover microrganismos, detritos, células inflamatorias e espermatozoides mortos do
limen, pois estes podem ser prejudiciais para 0 embrido ap6s a cobertura e para 0s
espermatozoides antes da cobertura. Entretanto, a lavagem uterina realizada no G1 pode néo ter
retirado todos 0s microrganismos infecciosos presentes no utero, pois alguns podem se manter
no biofilme como afirma Zargaran et al. (2017), o tratamento ndo faz remoc¢éo completa dos
biofilmes de Candida albicans mesmo ap6s 60 min de exposi¢do; ou mantem-se em camadas
mais profundas. Porém, o grupo controle obteve uma diminuicdo dos agentes etioldgicos e o
swab uterino néo foi capaz de atingir partes uterinas que possam ter permanecido contaminadas,
pois 0 método utilizado para coleta de material uterino com o swab ndo abrange o Utero como
um todo, o que pode ocasionar falsos negativos. Como afirma os estudos, a cultura uterina com
0 swab é menos sensivel quando comparada com a bidpsia (Nielsen, 2005) e com o lavado
uterino de baixo volume. Contudo, a especificidade do lavado uterino de baixo volume (0,72)
foi menor quando comparado com as outras duas técnicas (swab 0,90; biopsia 0,90)
(Christoffersen et al., 2015).

Os agentes etioldgicos mais encontrados nesse estudo foram: Escherichia coli,
Aspergillus sp. e Streptococcus sp., condizendo com o trabalho que diz que a endometrite
infecciosa pode ocorrer na presenca de bactérias e/ou fungos. As bactérias mais comumente
isoladas sdo Streptococcus, Coliformes, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
(Canisso et al., 2016). LeBlanc & Magsig & Stromberg (2007) encontraram em seu estudo a
predominancia da E. coli (42,2%) seguido do Streptococcus (37,6%). Ja os fungos mais
usualmente isolados sdo Aspergillus e Candida, mas outras espécies menos comuns podem ser
encontradas como o Mucor sp (Beltaire et al., 2012).

O exame de citologia apresentou-se dentro do esperado de acordo com o periodo
de coleta. No processo inflamatdrio, diminui a resposta inflamatdria com a observacédo da queda
do nimero de neutrdfilos por campo, onde a média do resultado da citologia no grupo A teve
um decréscimo significativo ap6s tratamento, mostrando este ser eficaz para o controle da
inflamag&o. Porém, muitos estudos tém revelado que o Oz estimula um numero de células do

sistema imune (Shancez et al., 2012). J& outros estudos demonstraram que essa acdo varia de
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acordo com a concentragao utilizada, com o estado inicial da célula e do animal tratado. Como
mostrado no estudo de Janic et al. (2003) os resultados demonstraram que 0S animais com
processos inflamatorios obtiveram uma reducéo significativa dos linfocitos com receptores CD-
14 e um aumento da relacdo CD4/CD8 em comparagdo com 0s animais considerados saudaveis.
O que confirma o resultado encontrado nesse estudo e podemos sugerir que o0 0z6nio aplicado
em animais com processos inflamatérios, foi capaz de modular a resposta inflamatoria.

Uma pesquisa feita com vacas demonstrou que o gas ozonizado utilizado no pos-
parto como tratamento preventivo apresentou-se eficaz para melhorar a fertilidade das vacas
Simental (Zobel et al., 2014). O que também pode ser observado durante 0 nosso experimento,
onde o0 gas ozonizado foi capaz de agir no processo inflamatdrio e infeccioso tornando o Utero
um ambiente apto e adequado para o desenvolvimento de futuras gestacdes. Em outro estudo
realizado no pds-parto de vacas com endometrite subclinica foi observada uma reducdo das
celulas de defesa melhorando o desempenho reprodutivo destes animais (Escanddn et al., 2020).

No G2, ndo houve diminuicdo da media de neutrofilos se mantendo igual antes
e apos o tratamento. Este pode ser eficaz para debelar a infeccdo como afirma o estudo, os
compostos peroxidicos sd@o os responsaveis pela acdo fungicida do Olezon® toépico (USP,
2012), esses é&cidos carboxilicos contribuem para a agdo bioldgica do medicamento ao
modificar o pH intra e extracelular e com ele se transformam o0s processos de troca em
membranas dos microrganismos (Rodriguez et al., 2018). Mas esse tratamento acarreta um
aumento das células inflamatorias, o que pode condizer com o estudo que diz que a terapia
intrauterina com o0zoénio demonstrou ter propriedades como imuno estimulador, imuno
modulador e anti-inflamatoério (Ganaie et al. 2018). Podendo entdo estimular ou modular o
sistema imune de acordo com o estado inicial do animal, tipo de tratamento e concentracéo do
Os. Além de que, a endometrite ndo infecciosa também leva a quimiotaxia de neutréfilos para
o limen uterino, por isso esse exame isolado ndo deve ser utilizado para descartar a endometrite
infecciosa. Assim sendo, amostras de cultura uterina sempre devem ser colhidas e avaliadas
juntamente com a citologia (Canisso et al., 2020). No entanto, é provavel que o tratamento com
ozonio forneceu um ambiente uterino mais favoravel para inseminacdo, fertilizagdo e
desenvolvimento inicial do embrido, reduzindo as condi¢des inflamatdrias adversas do Gtero
(Samardzija et al., 2017).

Ja o grupo controle ndo houve diferenca significativa no ndmero de
polimorfonucleares por campo. O que ndo corrobora com Canisso et al. (2020) que afirmam
que a lavagem uterina pode reintroduzir neutrofilos viaveis para restabelecer a degradagdo dos

microrganismos, nos casos onde haja uma estagnacéo do estado inflamatorio.
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Sugere-se que 0 Oz possa ser utilizado juntamente com outros tipos de terapias
a fim de intensificar o resultado obtido, como afirma Borges et al. (2017), quando combinado
com clorexidina em feridas, observa-se a potencializacdo da acdo do O3 na atividade
antibacteriana e antifungica.

Desse modo, a ozonioterapia pode ser utilizada de maneira preventiva e néo
apenas como tratamento, como ja foi comprovado em estudos realizados em vacas, onde a
ozonioterapia mostrou resultados promissores no tratamento de disturbios puerperais em vacas,
cabras e ovelhas como alternativa no uso de antibidticos. Na verdade, a oz6nioterapia provou
ser mais eficaz do que a terapia alopatica, melhorando o aspecto fisiol6gico da regressao uterina
(Purici¢ et al. 2016).
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7. CONCLUSAO

Nesse estudo podemos perceber que como qualquer outro tratamento, o
resultado da ozonioterapia pode sofrer grande interferéncia de acordo com cada animal. Por
iSso 0 tempo de tratamento e a concentracdo de Oz devem ser mais estudadas para diferentes
tipos de infeccdes de diferentes histdricos reprodutivos individuais de cada animal. Conclui-se

que os trés tratamentos séo eficazes.
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