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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar se aplicagdes de insuflagdo uterina com ozonio,
em éguas induzidas a endometrite com o uso de Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia
coli (E. coli), é capaz de reduzir o numero de células inflamatorias no Gtero. Foram
utilizadas 20 éguas, submetidas a exames citologicos, biopsia e cultura, alocadas
aleatoriamente em trés tratamentos: Tratamento Ozéniol (TO1), consistiu na aplicacéo
do gas diretamente no Utero, através de insuflacdo por 6 minutos, na concentracéo de 35
mg/mL, com fluxo de 0,25 L/mm e sendo disponibilizados 1,5 litros de gas para cada
animal; Tratamento Oz6nio2 (TO2), foi mesmo procedimento do tratamento 1, porém,
realizado em dois dias consecutivos; e Tratamento 3 Controle negativo (TCN), em que 0s
animais ndo receberam LPS, mas somente uma aplicacdo de ozonio, como no tratamento
1. Foram realizadas duas avalia¢Oes, a primeira comparando os tratamentos e a segunda
comparando as citologias dentro de cada um dos tratamentos. Na primeira analise (entre
tratamentos) as 4 primeiras citologias tiveram valores semelhantes, porém na citologia 5
os valores de polimorfonucleares (PMNs) foram diferentes (P=0.01), sendo TO1
(0.21+2.7) e TO2 (10.6£2.9). Na segunda analise o nimero de PMNSs foi menor (P = 0.01)
na citologia 1 do TO1 (0.77+2.5), comparado com as citologias 2, 3 e 4 (8.86+2.5,
7.58+2.5 e 11.26+2.5, respectivamente, e na citologia 5 no numero de PMN foi
semelhante a citologia 1 (P = 0.01) 0.21+2.5 demostrando o possivel efeito do oz6nio.
No TO 2, os resultados para PMNs também diferiram (P<0.001), sendo que para as
citologias 1,2,3,4,5 e 6 os valores foram 0.36£3.12, 10.90£3.12, 3.30+3.12, 16.86+ 3.12,
10.57£3.12 e 0.07+£3.12, respectivamente. E no TCN os valores de PMNs foram
diferentes (P=0.002), sendo que nas citologias 1, 2 e 3 a média de PMNs foi de 0.82+1.3,
10.38+1.3, 0.18+1.3 respectivamente. Amostras de bidpsia e cultura foram coletadas no
DO e D4, as andlises histopatoldgicas ndo foram diferentes entre os grupos avaliados. Em
relacdo a cultura, no TO1, 12.5% dos animais que possuiam bactérias no cultivo 1 se
tornaram negativos para o cultivo 2 (ap6s a aplicacdo do gas), e no TO2 28.6%. Os
resultados sugerem que apenas uma aplicacédo de O3 suficiente para diminuir a quantidade
de PMNSs nas amostras citoldgicas, sendo benéfico para o tratamento de endometrites, e
que, duas aplicacdes foram mais eficientes em relacdo a diminuigdo da quantidade de

microrganismos na cultura.

Palavras-chave: Ozonioterapia, Reproducdo, Tratamento, Utero.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate whether applications of uterine insufflation with ozone in
mares induced to endometritis applying lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli
(E. coli) can reduce the number of inflammatory cells in the uterus after treatment.
Twenty mares were submitted to cytological tests, biopsy, culture, and blood count,
randomly allocated in three treatments: Ozone Treatmentl (TO1), which consisted of
applying the gas directly to the uterus, through insufflation for 6 minutes, at a
concentration of 35 mg /mL, 0.25 L/mm of flow and 1.5 liters of gas for each animal;
Ozone Treatment2 (TO2), which consisted of the same procedure as treatment 1,
however, performed on two consecutive days; and Treatment 3 Negative control (TCN),
in which the animals did not receive LPS, but only one application of ozone, as described
in treatment 1. Two evaluations were performed, the first comparing the treatments and
the second comparing the cytology within each of the treatments. treatments. In the first
analysis (between treatments) the first 4 cytologies had similar values, however in
cytology 5 the values of polymorphonuclear cells (PMNs) were different (P=0.01), being
TO1 (0.21+2.7) and TO2 (10.6%2.9). When the analyzes were comparing the cytology
performed in each treatment, the PMN values were different in treatment 1 (P = 0.01), in
treatment 2 (P<0.001) and in TCN (P=0.002). Biopsy and culture samples were collected
on DO and D4, the histopathological analyzes were not different between the groups
evaluated, therefore, the procedures performed did not cause any apparent damage to the
endometrium. In relation to culture, TO1, 12.5% of the animals that had bacteria in culture
1 became negative in culture 2, in TO2 28.6% the results suggest that only one application
of O3 was necessary to reduce the amount of PMNs in the cytological samples, being
beneficial for the treatment of endometritis, and that two applications were more efficient

in terms of reducing the amount of microorganisms in the culture.

Keywords: Ozone therapy, Reproduction, Treatment, Uterus.
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1 INTRODUCAO

A endometrite é definida como a inflamag&o aguda ou crénica do endomeétrio.
Essa patologia é apontada como causa de perdas econdmicas na criacdo de equinos, tendo
em vista o crescente interesse por animais de qualidade genética superior e,

consequentemente, na geracao de seus descendentes.

Sao varias as afeccBes que podem acometer a salde dos equinos, sendo a
endometrite a mais relevante na reproducéo, se destacando como causa de subfertilidade
e infertilidade em éguas. Essa enfermidade pode ter diferentes causas, podendo ser de
origem bacteriana, viral, fingica ou poOs-cobertura (ocasionada pela presenca dos
espermatozoides e algumas sujidades oriundas da monta/ IA). Em condi¢es normais,
apos a inseminagdo ou cobertura, ocorre uma reacao inflamatoria que deve ser eliminada
em até 96 horas. A presenca de liquido ou agentes infecciosos no trato reprodutivo da
fémea pode comprometer o transporte dos espermatozoides e, consequentemente, a
fertilizacdo e sobrevivéncia do embrido, tendo em vista que no 5° ou 6° dia apds a

fertilizacdo o embrido chegaré ao limen uterino.

Sendo assim, existem Varios tratamentos utilizados com a finalidade de sanar as
endometrites, como antibioticoterapias, ecbélicos, anti-inflamatorios e lavagem uterina
utilizando agentes como soro, ringer com lactato, solugbes iodadas e substancias
irritantes. Apesar desses tratamentos na maioria das vezes apresentarem efeito desejado,
surge a preocupacdo com o uso indiscriminado de antibidticos, que, pode alterar a
resisténcia de bactérias que causam doencas e tornar o0 medicamento ineficaz no seu
combate. Além de dificultar o tratamento, esse fato pode afetar bactérias funcionais para
0 organismo. Aliado a isso existe a producdo de poluentes para o meio ambiente. Esses
fatores tornam necessario o estudo de novas modalidades de tratamentos alternativos.
Neste sentido, a ozonioterapia vem se destacando como uma alternativa com muitas

vantagens.

O ozobnio surge como uma ferramenta rapida e funcional para o tratamento das
endometrites, tendo em vista sua facil utilizagdo e acdo microbicida e fungicida. Seu
potencial oxidante € capaz de lesionar a membrana do microrganismo, tornando-o inativo

em um tempo relativamente menor, o que inviabiliza sua recuperacdo. Estudar melhor

12



seu efeito é de grande importancia, dada a necessidade de implementacao de tratamentos
gue sirvam como suporte para evitar que éguas acometidas se tornem um problema no
plantel, causando diminuicdo nas taxas de prenhez nos programas de TE e manejos

reprodutivos em geral.
2. OBJETIVOS

Tendo em vista as propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias do ozonio, o
presente estudo tem por objetivo avaliar o efeito de insuflagdo uterina com 0zénio em
éguas induzidas a endometrite com o uso de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia
Coli.

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Endometrite

A endometrite é descrita como a inflamacdo do endométrio causada por fungos
ou bactérias, podendo se manifestar de forma aguda ou crénica e causar degeneragdes no
ambiente uterino (LeBLANC e CAUSEY, 2009). A endometrite vem sendo apontada nos
Gltimos 40 a 50 anos como a principal causadora de infertilidade em éguas. O emprego
da ultrassonografia e a qualificacdo da méo de obra, tornou o diagndstico desta patologia
mais simples, inclusive na fase aguda, sendo possivel observar o acimulo de liquido no
atero (TROEDSSON 1999; LIU &TROEDSSON 2008; LEBLANC 2010;
TROEDSSON e WOODWAR2016; CANISSO et al., 2020).

O utero é responsavel pela implantacdo e desenvolvimento embrionario. Quando
0 embrido encontra um ambiente inadequado com presenca de liquido ou inflamac&o, ndo
hd o desenvolvimento adequado e sua sobrevivéncia pode ser comprometida. Como
consequéncia, ocorre menor taxa de concep¢do e maior taxa de retorno ao estro apos a
cobertura (OVERBECK et al., 2011; RASMUSSEN et al., 2015).

Normalmente, ap6s a realizacdo da cobertura ou inseminacdo artificial, o
organismo inicia mecanismos fisiologicos especificos para eliminar o excesso de
espermatozoides e sujidades que foram inseridas no Utero, para que assim o embrido
encontre um ambiente favoravel ao seu desenvolvimento. Neste momento, uma resposta
inflamatoria é desencadeada para a depuracgéo uterina de forma fisiologica, chamada de

endometrite pés—cobertura. Porém, animais que sdo susceptiveis a esta patologia ndo sao
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capazes de cessar este processo ap0os 48h, o que pode resultar em uma inflamacéo de
maior proporcao, podendo levar até mesmo a fibrose do Gtero (CHRISTOFFERSEN e
TROEDSSON, 2017; CANISSO et al., 2020).

As éguas de maior susceptibilidade as endometrites pds-cobertura (EPC)
geralmente sdo aquelas que apresentam caracteristicas como idade avancada, mé
conformacdo perineal e maior nimero de partos. Hughes e Loy (2006) compararam a
idade da égua ao potencial de remocdo bacteriana do Utero, sendo que animais jovens
foram capazes de eliminar até mesmo patdgenos considerados com maior resisténcia a

endometrite inseridos no Utero de forma experimental (HUGHES e LOY 2006).

Sdo varios os agentes causadores desta enfermidade, porém, as bactérias aerdbias
estdo associadas de forma mais evidente. Isto ndo significa que o grupo das anaerdbias
ndo possa causar a patologia, mas ocorre com menor frequéncia (RIDDLE et al.,2007;
LEBLANC et al., 2009). Em casos de endometrites, as bactérias isoladas com maior
frequéncia foram Streptococcus, seguido de Coliformes, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus (CANISSO et al., 2016; TROEDSSON et al., 2014; WALTER et
al., 2012; LEBLANC et al.,, 2007; BELTAIRE et al., 2012). A ocorréncia de
Staphylococcus equi, subespécie Zooepidemicus, foi associada a endometrite aguda e a
de E. Coli & endometrite cronica. (FRONTOSO et al., 2008; ALBIHN et al., 2003). E
importante ressaltar que, em 25-60% das éguas que apresentam dificuldade em ficarem
prenhes, ja existe uma infeccdo bacteriana instalada (COLLINS et al., 1964; BAIN et al.,
1996). Além desses agentes, fungos também podem ser responsaveis por acarretar a
inflamacdo do endométrio. Porém, sdo citados com menor destaque quando comparados

as bactérias, com prevaléncia de 1-5%.

Portanto, é relevante para os criadores que 0s animais ndo possuam esta patologia,
pois as taxas de prenhez podem sofrer grande declinio prejudicando de forma significativa
0 desempenho da estacdo de monta. Por isso, estudos envolvendo as causas, diagnosticos
e tratamentos sdo importantes para diminuir, de forma significativa a ocorréncia de

endometrites.
3.1.1 Métodos de Diagndstico para endometrite

E de grande valia que os animais recebam um diagndstico precoce e eficaz da

endometrite para que ndo ocorram perdas reprodutivas na estacdo de monta. E essencial
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a obtencdo de informacdes do histdrico reprodutivo de cada animal, como idade, acimulo
de liquido intrauterino, perdas embrionarias de estacfes de monta anteriores, retorno ao
estro, dificuldade de prenhez e descarga vulvar, associada a realizacdo de exames como
citologia, bidpsia e cultura. Essas ferramentas auxiliam o diagnostico precoce da

endometrite aumentando as chances de sucesso no tratamento (NIELSEN et al., 2014).
3.1.1.1 Citologia uterina

A avaliacdo das células endometriais é importante quando se procura diagnosticar
a endometrite. Por isso, 0 exame de citologia busca caracterizar as células do epitélio
endometrial em relagdo as células inflamatdrias, além disso a presenca de coldnias

bacterianas que sdo as principais causadoras da doenca (FERRIS et al.; 2005).

Existem varios métodos de coleta para a realizacdo da citologia. Dentre os mais
comuns estdo o cotonete com ponta de algoddo simples ou com prote¢do dupla, o
cytobrush (escova de nylon) e a lavagem uterina de baixo volume (LBV). A citologia
coletada por meio do cytobrush é capaz de produzir amostras mais significativas do Utero,
por possuir cerdas mais penetrantes. Através do LBV € possivel captar o liquido que
percorreu por todo o érgdo. O LBV e o cytobrush tém a capacidade de produzir amostras
mais representativas quando comparadas aos cotonetes, sendo 0 método de cytobrush
mais rapido e simples de ser executado do que o lavado (FERRIS et al., 2015; BOHN et
al., 2014; COCCHIA et al., 2012).

Antes de realizar a coleta é necessario fazer a higienizacao da regido perineal e,
através da vagina, o coletor protegido por camisa sanitaria é introduzido no cérvix,
momento em que a camisa sanitaria € rompida. O coletor €, entdo, direcionado para o
Iimen uterino e a haste é exposta para entrar em contato com o endométrio. Sdo realizados
movimentos rotatorios para a obtencdo do material. Em seguida, a haste é direcionada
para dentro do tubo e o conjunto é retirado sem que ocorra a contaminacao com células
presentes na cérvix e vagina (KOZDROWSKI et al., 2015).

Apds a coleta das amostras, a escova percorre a lamina com movimentos
rotatérios para depositar o material celular na mesma. Apos a secagem, as laminas sdo
coradas utilizando kit proprio para, posteriormente, serem analisadas em microscépio de
luz, no aumento de 400x ou 1000x (neste caso, com o uso de 6leo de imersdo). Existem

varios metodos para avaliacdo das l&minas e fornecimento de um diagnostico. A
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porcentagem minima de polimorfonucleares (PMNSs) difere entre alguns estudos quanto
a gravidade da infeccéo. E valido salientar que, durante o estro, é normal a presenca de
eventuais PMNs. Nesse periodo, a vascularizagdo e o edema endometriais aumentam, e,
é possivel ocorrer a migragdo de células de defesa para o local, mesmo sem haver
infeccdo. (AMORIM et al., 2016; COUTO e HUGHES, 1984; KOZDROWSKI et al.,
2015).

Dois métodos de contagem celular sdo descritos na literatura. O primeiro deles
avalia a quantidade de PMNs em comparacéo as células endometriais, sem considerar os
campos analisados (COUTO e HUGUES, 1884; NIELSEN, 2005). O segundo avalia
PMNSs em cada campo (RIDDLE, 2007), sendo este 0 mais usado.

Foi demonstrado que amostras uterinas podem ser consideradas positivas quando
apresentarem mais de 2% de PMN do total de células endometriais (OVERBECK et al.,
2011). Outros autores consideram a classificagdo de < 5% normal; 5% a < 15%
inflamacao discreta; > 15% a < 30% inflama¢ao moderada e > 30% inflamagao severa

(BROOK et al., 1993).
3.1.1.2 Histologia endometrial

A Dbidpsia endometrial também pode ser um método diagnostico para a
endometrite. Porém, ndo é muito utilizada na rotina, pois tem menor praticidade na
realizacdo da coleta e o resultado tende a ser mais demorado (OVERBECK et al., 2011;
CANISSO et al., 2016).

Com o auxilio de uma pinca de Shumacher para coleta de bidpsia endometrial,
uma fracdo do endométrio € coletada e acondicionada em solucdo de formol tamponado.
No laboratorio é feito um corte para histologia, que vai ser corado com hematoxilina-
eosina. Sob microscopia Otica, analisa-se o grau de fibrose, presenca de agentes

infecciosos, inflamacéo e até mesmo ma formacao do endométrio (SNIDER, 2011).

Kenney e colaboradores propuseram um método de classificacdo das endometrites
que separa 0 endométrio em relacdo a distribuicdo de suas glandulas e células
inflamatorias sendo de I-111, dependendo dos achados (KENNEY et al., 1986). Por meio

desse sistema € possivel determinar certa tendéncia a endometrite. Essa classificacao,
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associada ao histdrico clinico e reprodutivo do animal, podem ser utilizados para
definicédo de fertilidade. (KENNEY, 1975; RICKETTS e ALONSO 1991).

As células do sistema imune, como os neutrdfilos, estdo presentes na circulagao
superficial. Portanto, quando encontrados no extrato compacto do endométrio, podem ser

correlacionadas com inflamacdes (KENNEY, 1978).

O estudo realizado por Buczkowska e colaboradores (2014), mostrou que a
citologia uterina associada a histopatologia tem maior poder de diagndstico para
endometrite. Os resultados apontaram alta correlacdo entre citologia positiva e
endometrite. De maneira que a citologia positiva pode ser usada como diagnostico, tendo

em vista sua praticidade, rapidez dos resultados e custo mais acessivel.
3.1.1.3 Cultura de lavado uterino

Estudos demonstram que o lavado de baixo volume (LBV) é um teste confiavel e
com alta sensibilidade para diagnosticar endometrite bacteriana (CHRISTOFFERSEN et
al., 2015; KATIL et al.,2016). O LBV é realizado através de uma sonda de silicone estéril
inserida no Utero, pela qual 60 a 150 mL de solugcdo salina sdo infundidos, e,
posteriormente é realizada massagem via palpacéo retal para melhor difusdo do contetdo
no 6rgdo. O liquido oriundo dessa drenagem é usado para a realizacdo da cultura
bacteriana e, quando centrifugado, também podem ser feitas amostras para citologia
(BALL etal., 1988; LEBLANC et al., 2007).

Para a avaliacdo dos resultados Riddle e colaboradores (2007), relataram que a
recuperacdo de 2-5 PMNSs por campo 400x e/ou uma monocultura de bactéria séo
considerados diagndsticos de endometrite, estando associados a taxas reduzidas de

prenhez.

3.1.2 Tratamentos para endometrite

Sdo varias as formas descritas na literatura para o tratamento, sendo que trabalhos
sugerem o uso de lavagem uterina, antibiéticos, ecbdlicos e anti-inflamatérios. Porém, o
uso indiscriminado de antibidticos é capaz de alterar a resisténcia das bactérias causadoras

de doencas tornando o medicamento ineficaz no seu combate, podendo prejudicar outras
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bactérias que auxiliam o organismo em seu funcionamento correto. Portanto, tornam
necessario o estudo de terapias alternativas, de modo a aumentar a poténcia do sistema

imune e, consequentemente, a resisténcia desses animais as doencas.

A ocitocina é um farmaco do grupo dos ecbdlicos, e, é uma das alternativas
descritas como suporte ao tratamento da endometrite. O seu uso esta relacionado ao efeito
de intensificacdo das contragfes do musculo endometrial auxiliando, assim, na expulsdo
do conteudo uterino por meio do colo do Utero e do sistema linfatico (CADARIO et al.,
1995; RASCH et al., 1995; ALLEN, 1991). A ocitocina deve ser administrada antes da
inseminacgdo ou monta natural e no intervalo entre quatro e 72 horas apds a ovulacgdo, sem
causar danos ao possivel embrido. (BRINSKO et al., 1991). J& o cloprostenol, que é um
analogo da prostaglandina, & responsavel por ativar o miométrio de forma mais
prolongada quando comparado a ocitocina, sendo usado nos casos de éguas com Uteros
mais pendulosos (LeBLANC, 2003). Contudo, esse medicamento pode causar sintomas
semelhantes aos de cdlicas, 0 que na maioria das vezes ndo é desejado (IRVINE et al.,
2002).

A lavagem com perdxido de hidrogénio (H20.) € um método muito utilizado em
limpeza de feridas externas e para a esterilizacdo de instrumentos que sdo usados
rotineiramente. A utilizagdo de H>O. em infecc¢des uterinas surgiu a partir da descoberta
de que bactérias que sintetizam essa substancia, como os lactobacilos, produziam um
efeito capaz de modular o desenvolvimento de agentes nocivos a saide da regido vaginal
da mulher. Para o tratamento da endometrite em éguas é recomendada a realizacdo de
lavagens uterinas com solucdo de ringer lactato, acrescida de solucdo de H>O2 a 3%
(LeBLANC e McKINNON, 2011).

As solucdes iodadas sdo consideradas irritantes, porém, tém alta capacidade
desinfetante. Com isso, em alguns casos de animais com persisténcia de liqguido mesmo
apos lavagem com H»0- estas solugdes podem ser usadas como alternativa. O iodo
geralmente € diluido de 3-10 ml da solucdo no ringer com lactato, sendo possivel
acrescentar até 20 mL. E, em seguida, infundido no Utero, sendo mantido ali por dois a
trés minutos e, posteriormente, é drenado totalmente. O liquido infundido volta para o
proprio recipiente de ringer para avaliacdo direta de possiveis conteddos que estavam
dentro do utero (BRACHER et al., 1991).
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O querosene, oriundo da destilacdo do petréleo, tem um alto poder irritativo na
parede uterina, provocando necrose e descamacao das células, favorecendo a renovacgéo
do epitélio. Quando o Utero apresenta biofilmes formados por bactérias, as solugdes
rotineiras ndo sdo capazes de removeé-los por ndo penetrarem em sua matriz. Quando se
usa o querosene, é possivel a retirada do biofilme através da descamacao uterina. Existem
algumas ressalvas com relacéo a sua utilizacdo, sendo um método bastante discutido entre
pesquisadores e profissionais pois 0s mecanismos intrinsecos envolvidos em sua acao ndo
séo bem definidos (BRADECAMP et al., 2014; LeBLANC e CAUSEY, 2009).

Sua utilizacdo esta sendo descrita com resultados positivos, em que ndo afetam a
salde em geral da égua e também em relacdo ao endométrio (PODICO et al., 2019).
A aplicacdo de querosene remove muco, cilios e células epiteliais, permitindo a

regeneracdo do epitélio e do aparelho mucociliar (MORRIS et al., 2020).

Em um estudo que fez a avaliacdo de biopsias seriadas , em média vinte e quatro
horas apés a infusdo, o querosene promoveuuma diminuicdo significativa das células
epiteliais ciliadas, no qual posteriormente sua concentracdo retorna a niveis normais
quatro dias apos a infusdo. O mesmo parece induzir a curetagem quimica do epitélio
endometrial, removendo de forma efetiva de microrganismos proporcionando ambiente
favoravel ao desenvolvimento embrionario (BRADECAMP et al, 2014). Outro trabalho
realizado por Martins et al., (2006), verificaram que o0 querosene pode ser uma alternativa
usada no tratamento de endometrite tendo em vista que é capaz de induzir uma resposta
inflamatoria de curta duracdo além de potencial antisséptico sendo considerada uma

curetagem quimica sem ser um potencial causador de fibrose uterina.

O plasma sanguineo auxilia nos mecanismos de defesa celular do Utero por conter
fatores necessarios para o reparo tecidual. Sua ac¢do de quimiotaxia, neovascularizagéo e
estimulo a mitose das células, potencializa a resposta inflamatdria e a reconstituicdo do
tecido. Além disso, o plasma sanguineo € de facil aquisicdo e de baixo custo
(SEGABINAZZI et al., 2017). Sao varias as controversias sobre seu uso, por exemplo,
quando se trata de plasma cruzado (aquele que veio de outro animal). Uma possivel
justificativa é a de que pode haver algum antigeno para o qual o animal necessitado nao
tenha anticorpos. Nesse caso, depara-se com a questdo sanitaria, em que pode haver a
transmisséo de doencas pelo uso de plasma exdgeno e, por esse motivo, da-se preferéncia

ao uso de plasma autologo.
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3.2 Defesa uterina

Existem trés fatores importantes para a protecdo do trato reprodutivo da égua,
chamados de mecanismos de defesa, que tém como funcdo evitar que contaminacoes
sejam capazes de atingir e se instalar no Gtero. Sdo eles as barreiras fisicas, o sistema

imune e 0 mecanismo de depuracdo mecénica (LeBLANC, 2003).

A barreira fisica é formada por vulva, esfincter vestibulo-vaginal e cérvix, que tém
por funcdo evitar que urina, fezes, ar e microrganismos sejam capazes de entrar no
ambiente uterino (FERRIS, 2017a). Quando os animais sofrem alguma alteragcdo na
conformacéo desse conjunto, podem ocorrer contaminagGes recorrentes. Baixa condigdo
de escore corporal, multiplas paricdes e idade avancada séo fatores capazes de predispor
0 animal a essas condicGes (LeBLANC, 2003).

Quando, por algum motivo, essas barreiras ndo séo capazes de proteger e 0
patdgeno ou agente contaminante consegue invadir o Utero, a resposta imune inata é
ativada. Ela é desencadeada logo que o organismo percebe a presenca de um corpo
estranho, ou seja, reconhece um antigeno e sinaliza para as células epiteliais, nesse caso,
as células da mucosa endometrial. Esse mecanismo tem como funcdes principais atrair
células do sistema imune para o local por meio de quimiotaxia, eliminar células mortas
através da cascata complemento e formar antigenos através do sistema imune adaptativo
(MARTH et al., 2018; NASH et al., 2010).

Os microrganismos possuem em sua superficie padrGes moleculares associados
aos patogenos (PAMPs). Os PAMPs aderem-se as imunoglobulinas 1gG e IgM e ativam
o0 sistema complemento por meio da via classica, através de C3 e C5, que é usada para
fazer a fagocitose ndo especifica de células e microrganismos que sofreram danos.
(KUMAR et al.; 2019).

A ativacdo da cascata do sistema complemento estimula a formacdo de
leucotrienos, prostaglandina E, prostaglandina F2a e outros derivados do acido
araquidonico, que atuam como agentes de quimiotaxia para neutréfilos (PYCOCK e
ALLEN, 1990).

Os neutrofilos sdo as primeiras células do sistema imune a responderem aos

estimulos pela imunidade inata, que é responsavel pela lise celular através de suas
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enzimas. Essas enzimas fagocitam o agente invasor logo apo6s a ligacdo do patégeno com
o fagdcito, o qual é englobado e destruido no fago lisossomo. (LOGTERS et al. 2009;
CRUVINEL et al., 2010).

Sdo varias as imunoglobulinas encontradas no Utero, sendo que IgA e IgG sao
produzidas no 6rgao de acordo com a necessidade. A IgA é sintetizada localmente no
atero (DHALIWAL et al, 2001) e € a principal imunoglobulina de defesa da mucosa do
trato reprodutivo contra agentes patogénicos.

Porém, alguns trabalhos sugerem que ndo necessariamente aqueles animais com
maior susceptibilidade a endometrite possuem maiores concentragbes de
imunoglobulinas. Por outro lado, animais mais resistentes a afeccdo podem apresentar
quantidades reduzidas de imunoglobulinas quando comparados a animais suscetiveis.
Portanto, este ndo pode ser um parametro para comparacdo entre os animais (LeBLANC
etal., 1994; CHRISTOFFERSEN et al., 2015; BEEHAN et al., 2015; MA et al., 2006).

Os espermatozoides, assim como 0s agentes patogénicos, sao capazes de induzir
uma resposta inflamatdria no Gtero, o que envolve a ativacdo da cascata complemento e
faz com que haja quimiotaxia de polimorfonucleares (PMNSs) para o local (WATSON et
al., 1987; PYCOCK et al., 1990).

O mecanismo de limpeza uterina é importante contra a permanéncia da inflamacéo
no orgao. Alguns animais ndo sdo capazes de realizar essa depuracdo mecanica, por falha
nos aparatos necessarios para que esse processo ocorra. Mdaltiplos partos, esfincter
vestibulo vaginal afuncional, canal vaginal alongado, cérvix com anomalias, Utero com
algum grau de pendulosidade, degeneracéo vascular, linfangiectasia e aparato mucociliar
comprometido sdo alguns dos principais fatores que culminam na dificuldade de
drenagem uterina (EVANS et al., 1987).

Em um estudo realizado por Allen e Pycock (1990), foi possivel observar que
éguas com suscetibilidade a endometrite possuem uma queda na contratilidade do Utero.
Portanto, as secre¢fes que ndo sdo expelidas podem favorecer o crescimento de
microrganismos oportunistas, aumentando as chances de patologias. Essas observacdes
corroboram com os achados de Troedsson e colaboradores (1993), que observaram em
éguas acometidas pela endometrite a producédo deficiente de citocinas anti-inflamatorias,

assim como o comprometimento na duragéo e intensidade das contragfes miometriais.
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A contracdo miometrial esta relacionada ao sistema imune, mais especificamente
quanto a inducao da producéo de oxido nitrico (NO) pelas citocinas. O NO ¢é capaz de
induzir o relaxamento do musculo liso sem depender das concentra¢@es circulantes de
calcio (GRISCAVAGE et al., 206; LIU etal., 1997). As interleucinas-1 (IL1) e interferon
a (IFNa), que sdo mediadores pro-inflamatorios, provocam a maior producdo de NO e,
portanto, causam diminuicdo na atividade da musculatura lisa, prejudicando a depuracao
uterina (ALGHAMDI et al.,2006).

A resposta imune é afetada de forma significativa através da fase do ciclo estral
em que o animal se encontra. Quando em diestro, ou seja, sob efeito da progesterona, o
orgdo se torna sensivel a infeccdo. Ja na fase de estro, com dominio do estrdgeno, o
sistema imune é mais atuante e com maior capacidade de debelar infecgdes. (EVANS et
al., 1986). Como exemplo, em estudo feito com a incubagdo de bactérias no diestro e no
periodo de 3 horas subsequentes, foi observado aumento de amiloide sérica A (SAA) e
de IL10. Porém, quando o mesmo foi feito no periodo de estro, ndo houve aumento
bacteriano significativo. (BOWDISH et al., 2006; NASH et al., 2010).

3.3 Lipopolissacarideo bacteriano

O lipopolissacarideo (LPS) ou endotoxina bacteriana € uma molécula encontrada
abundantemente na membrana externa das bactérias gram-negativas e possui alta
capacidade de estimular a resposta imune inata atraves do mecanismo de quimiotaxia.
(ALEXANDER e RIETSCHEL, 2001). O LPS é usado para simular a resposta
imunoldgica a infeccdo bacteriana para fins de pesquisa, porém, sem causar a doenca

propriamente dita, ndo trazendo riscos para os animais (CECILIANI et al., 2012).

O LPS é capaz de ocasionar febre, taquicardia e chogue séptico quando usado em
concentracOes elevadas. Porém, em doses baixas, pode agir como um imunomodulador
ativo. Estudos prévios foram capazes de avaliar que a infusdo do LPS de E.coli aumentou
o influxo de neutrdfilos para o Utero de éguas e vacas em quantidade significativa, sem
causar sintomas sistémicos de infeccdo (ESCADON et al., 2020 ; SHARMA et al., 2010).

A utilizacdo do LPS € o padrédo ouro para estudos que envolvem a resposta de fase
aguda (RFA), tendo em vista que os fatores desencadeados por ele sdo similares a uma
infeccdo por bactérias Gram-negativas. Isso possibilita a coleta de amostras para a
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verificacdo de marcadores desta resposta, principalmente as proteinas de fase aguda
(PFA) e as citocinas (CECILIANI et al., 2012).

3.4 Ozonioterapia

O gas ozbnio (O3) é composto por trés moléculas de oxigénio e apresenta uma
estrutura triatbmica. Devido a essa conformagdo, € uma molécula instavel por possuir
estados mesométricos, ou seja, decompde de forma espontanea em oxigénio diatdmico.
Esses fatos dificultam seu transporte e armazenamento, e, portanto, é necessario que sua
producéo seja no momento da utilizacdo (RODRIGUEZ et al., 2018). Sua nomenclatura
¢ derivada do grego “Ozein”, que remete a cheiro (SRIKANTH et al., 2013). Tem
potencial explosivo nas suas formas liquida e solida, ndo tem coloracéo e possui odor
caracteristico (ELVIS e EKTA,2011).

O ozobnio comecou a ser utilizado no ano de 1856 por sua agdo microbicida e, em
1860, passou a ser usado para a desinfeccdo de salas de cirurgias e para o tratamento de
agua (MERHI et al., 2019). Contudo, somente no século passado foi possivel a
demonstracdo de sua importancia como antioxidante e anti-inflamatodrio, além de seu

potencial efeito sobre a modulagdo do sistema imune (ELVIS e EKTA, 2011).

O O3 causa vasodilatacéo pela liberagcdo de NO, por meio das células do endotélio.
Outro efeito € o de modificacdo da plasticidade das hemaécias, o que faz com que a
circulacédo periférica se torne mais eficiente e, consequentemente, favorece a chegada de
oxigénio aos tecidos. Esses fatores fazem com que as células do sistema imune se tornem
mais disponiveis, assim como nutrientes e fatores de reparo tecidual, nos locais afetados
por algum dano (RECIO DEL PINO et al., 1999).

Na medicina, o O é utilizado associado ao Os, tendo 0 nome de ozonioterapia. O
O3 vai separar-se da agua e liberar uma forma reativa do oxigénio, que por sua vez vai
fazer com que aconteca o processo de oxidacdo das células, deixando o O e o trifosfato
de adenosina (ATP) mais disponiveis para serem utilizados. (CASE et al., 2012; BHATT
etal., 2016).

Existem diversas formas de se fazer o uso do Os. As mais comuns sdo a via
sistémica, conhecida como auto-hemoterapia ozonizada, na qual o gas ¢ misturado ao
sangue e aplicado novamente no paciente (SAGAI e BOCCI, 2011; BOCCI,
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1994a; BOCCI, 2006) e a via local, podendo-se utilizar agua, soro ou 6leo ozonizados
(DURICIC et al., 2012a).

A aplicacdo também pode ser feita pelas vias intramuscular, vertebral, retal,
vaginal e oral. A inalacdo ndo deve ser realizada, pois 0 gas é nocivo ao pulméo, causando

efeitos colaterais como dores de cabeca, vomitos e tosse (SMITH et al., 2017).

Em humanos, a ozonioterapia pode trazer resultados satisfatorios no tratamento
de vérias enfermidades, como abscessos, psoriase, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, doencas hepéticas, feridas cronicas, doenca de Parkinson, sepse, sinusites,
caries dentarias, pé diabético, doenca cardiaca, asma, cancer, uveite, cistite e infeccbes
na cavidade oral (BAYSAN e LYNCH, 2005; RE et al., 2008; ZHANG et al.,
2014; MERHI et al., 2019). O Os pode, ainda, ser usado para tratar hérnias de disco pela
desidratacdo do ndcleo pulposo, em decorréncia de sua a¢do nos glicosaminoglicanos
(MURPHY et al., 2016).

3.4.1 Oz6nio como antioxidante

O O3 é um excelente oxidante pelo seu poder redox, e, é capaz de aumentar as
propriedades antioxidantes de estruturas afetadas por patologias (WEAST, 1970;
MUNOZ,1993).

O gas é capaz de reagir com as moléculas presentes nas membranas das células,
podendo ser lipideos ou proteinas (CLAVO et al., 2019). No caso dos lipideos, por
apresentarem efeitos de oxidacdo, o peroxido de hidrogénio (H20.) vai ser formado
(BOCCl et al., 2009; BOCCl et al., 2011; VIEBAHN-HANSLER et al., 2012). O H.0O; €
capaz de promover a sintese de proteinas, que favorecem a sobrevivéncia celular (RE et
al., 2014; GALIE et al., 2018; SINISCALCO et al., 2018; WANG et al., 2018). Quando
acontece a degradacéo de fatores intrinsecos as células, ocorre um sinal rapido de estresse
oxidativo transitério, ativando a sintese de outras substancias. Esse processo representa a
base do fenbmeno paradoxal, para o qual uma molécula oxidante, como o O3, desencadeia
uma potente reacdo antioxidante, ou seja, através da formacdo de segundos mensageiros
(peroxido de hidrogénio, hidroperdoxidos, ozonideos) e lipidios oxidados que sao
responsaveis por estimular ou modular tanto a resposta antioxidante endégena como a

resposta imunoldgica do hospedeiro (Rodriguez et al., 2018).
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A aplicacdo de O3 tem a¢Oes diferentes, dependendo de sua concentracdo. Em
concentracfes mais baixas, ele regula a proliferacdo, diferenciacdo e aumento dos
sistemas antioxidantes. Em altas concentra¢des, causa estresse oxidativo, apoptose e
necrose (CLAVOet al., 2019 ). Os efeitos terapéuticos do Oz sdo dependentes da dose,
por isso, o conhecimento acerca das concentracdes adequadas dos produtos de ozonizacdo
no local do problema é crucial para evitar a toxicidade (BOCCI, 1994b; BOCCI, 1996).

Quando ocorrem sobrecargas no sistema antioxidante, os efeitos adversos
relacionados ao Oz aparecem, podendo deixar os tecidos lesionados. A toxicidade pode
estar relacionada aos seguintes acontecimentos: grande formacdo de radicais livres e
intermediarios reativos, peroxidac@es lipidicas, perda oxidativa de grupos funcionais e
atividades de biomoléculas incluindo enzimas, alteracGes da permeabilidade e fungdes da

membrana e inicio de processos secundarios (MUSTAFA,1990).
3.4.2 Resposta Imunolégica do Oz6nio

O O3 é capaz de modular o sistema imunoldgico através de estimulos em suas
células (SANCHEZ et al., 2012). Tal fato pode ser explicado pela reagio do gas com os
acidos graxos poli-insaturados (PUFA) e alguns outros antioxidantes. Quando ha a
formag&o de peroxidos, o H.0; é capaz de se difundir nas células do sistema imunoldgico

e controlar a transducéo de sinais e respostas celulares (CALISKAN et al., 2011).

O ozobnio é capaz de agir em mediadores imunolégicos diferentes, tais como o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) e o TGF-B, em tltima analise, induzindo sua acdo (ZHANG et
al.,2014). Quando administrado em baixas doses, 0 0zénio é capaz de aumentar a secrecdo
de macréfagos e leucocitos e de inibir a sintese de prostaglandinas e a liberacdo de
bradicinina (ORAKDOGEN et al.,2016).

3.4.3 Acdo do Ozdnio nos patégenos

O ozbnio é eficaz atuando em diferentes microrganismos. Nas bactérias reage com
aminas bacterianas, aminoacidos, ativados compostos aromaticos e residuos de enxofre
reduzidos (VON GUNTEN,2003). Além desses, o Os é capaz de reagir com ligacdes
insaturadas de fosfolipidios, proteinas, peptidoglicanos e lipossacarideos na superficie da
célula bacteriana (MCNAIR SCOTT E LESHER, 1963). Portanto, apds a ocorréncia de
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danos na membrana por acdo da oxidacdo, a permeabilidade é alterada e as moléculas de
0z0nio conseguem penetrar nas células (BUNNING e HEMPEL, 1996).

Sob microscopia eletronica, Thanomsub e colaboradores (2002) verificaram uma
alteracdo da membrana e a consequente lise celular pela agdo do ozdnio. Portanto, o seu
uso como antimicrobiano é de grande valia para diminuir a quantidade de bactérias nas

feridas e agilizar o processo cicatricial.

A associacao do uso de Oz com a clorexidina é capaz de aumentar a acdo contra
bactérias e leveduras (BORGES et al., 2017). Foi verificado que a utilizagdo do O3z € capaz
de reduzir drasticamente a colonizacdo de Staphylococcus aureus quando avaliadas
culturas em placas (DYAS et al., 1983; YAMAYOSHI e TATSUMI, 1993). Outros
autores verificaram a utilizagdo e a aplicagdo de Os em forma gasosa em roedores, onde
foi possivel observar que ele é capaz de evitar o crescimento bacteriano (SILVA et
al., 2009).

A utilizacdo do ozbdnio é eficiente, também, contra bactérias resistentes a
antibioticos e genes da resisténcia a antibioticos, como observado por Stange e
colaboradores (2019). Foi possivel verificar que, mesmo em baixas concentragdes de
0zodnio (ImL/L), 99% das bactérias resistentes a antibioticos foram eliminadas.

Por fim, o Oz é capaz de inativar virus através de peroxidacéo lipidica e proteica
(WELLS et al., 1991; MURRAY et al., 2008). Nos fungos, ele afeta os meios referentes
a oxidacao, que sdo utilizados pelas membranas celulares e vem sendo aplicado de forma
mais constante para os fungos dermatofitos (Epidermophyton, Microsporum,e
Trichophyton), sendo potencial fungicida e inibidor do mecanismo de oxidacdo (OUF et
al., 2016).

4. HIPOTESES

- O tratamento com Os, em dose Unica ou repetida (dois dias consecutivos),
diminui a inflamacéo apds a inoculacdo de LPS;
- O tratamento repetido com O3z é mais eficiente do que a aplicagdo Unica na

diminuigéo da inflamagéo.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Animais

Todos os procedimentos utilizados nesse experimento foram desenvolvidos de
acordo com os principios éticos da experimentacdo animal, protocolo n® 030/2021,
determinadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade

Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora — MG, Brasil.

O estudo foi realizado em parceria com o haras OGT, em Piumhi- MG. Foram
avaliadas 20 éguas, Mangalarga Marchador e Mesticas receptoras de embrido, com idade
variada (3-15 anos), selecionadas por meio do histérico reprodutivo (animais que ja
passaram pela estacdo reprodutiva e perderam embrido mais de uma vez, que possuiam
acumulo de liquido intrauterino, idade avangada acima de 8 anos ou multiplas paricoes.
Esses animais ndo estavam sendo utilizados para fins reprodutivos pois haviam sofrido

perdas embrionarias nas estacdes anteriores.
5.2 Procedimentos Experimentais

Os animais foram acomodados em tronco de contencgdo proprio para equinos e a
cauda envolvida com faixa e elevada para evitar possiveis contaminagdes durante os
procedimentos. A regido perineal foi higienizada com solugdo degermante clorexidine

2% e a secagem feita utilizando toalhas descartaveis.

Todos os animais em fase estrogénica receberam 100 pg de LPS de E.coli (do
sorotipo E. coli L2654, contendo 10.000 unidades de endotoxina por mg de LPS; Sigma,
EUA) diluidas em solucédo salina estéril, por via intrauterina. Para a defini¢do da fase
estrogénica, foi detectada a presenga de foliculo dominante (>35mm de didmetro) e
edema do endomeétrio (Figura 1). A inoculacdo do LPS intrauterino foi realizada com o
auxilio de uma pipeta de inseminacdo artificial (I1A) e, apds ultrapassar a cérvix, 0
conteldo foi injetado com o auxilio de uma seringa. Para garantir que todo o volume de
LPS foi direcionado ao Gtero, mais 5 mL de solucéo salina foram injetados para lavar a

pipeta. Todos os materiais utilizados nesse processo eram descartaveis.
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Figura 1: A - foliculo dominante >35 mm de didmetro / B - Edema uterino
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Fonte: Do autor

Figura 2: A — LPS de E.coli / B — inoculacdo do LPS com uso de pipeta de 1A

A B

Fonte: Do autor

Um dia antes da inoculacdo de LPS (DO0), foram realizados exames de cultura,
citologia, bidpsia e coleta de sangue para ser possivel avaliar a situacdo individual de cada

animal.

Para a cultura, o procedimento realizado para a coleta das amostras foi o lavado

de baixo volume (LBV) (Figura 3). Com o auxilio de uma sonda de silicone, 100 mL de
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solucdo salina estéril foram infundidos no Utero. Através de palpacdo transretal, foi feita
massagem para que o liquido percorresse toda a cavidade uterina. Posteriormente, 0
liquido foi recolhido em recipiente estéril e levado ao laboratdrio, onde foi centrifugado
a 3600 rpm, por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi coletado
utilizando swab estéril. As amostras foram transferidas para o0 meio de transporte Stuart,
resfriadas e transportadas para o Laboratdrio de Bacteriologia da Universidade Federal
de Lavras, onde foram realizadas as analises para isolamento e caracterizacao de bactérias

e fungos.

Figura 3: A — Coleta para cultura realizada através do LVB / B — material oriundo da
centrifugagdo do LBV sendo colocado no meio de Stuart

A

Fonte: Do autor

Na coleta do material citoldgico, foi utilizado coletor descartavel e estéril
envolvido com camisa sanitaria (PROVAR® - S&o Paulo, Brasil). Ao transpor a cérvix,
a camisa sanitaria foi rompida e o coletor inserido na cavidade uterina. Em seguida, o

coletor foi recolocado na camisa sanitaria para entdo ser retirado do Utero.

O esfregaco foi feito através do deslizamento em movimentos rotatérios da escova
coletora na lamina (Figura 5) que, ap0s a secagem, foi corada com Kit panoptico rapido,
de acordo com a metodologia descrita por Nielsen (2005). Um unico avaliador foi
responsavel pela caracterizacdo das laminas, contabilizando, assim, a quantidade de
PMNSs em relagdo as células endometriais.
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Figura 4: Coleta de material para citologia endometrial

Fonte: Do autor

Figura 5: Confecgéo da lamina para exame de citologia endometrial

Fonte: Do autor

O material para bidpsia foi coletado com pinga de Schumacher propria para coleta.
Quando o cérvix foi ultrapassado chegando até o colo do utero, um fragmento do 6rgéo
foi retirado e acondicionado em solucdo de formol tamponado para posterior fabricacdo
das laminas histolégicas (Figura 7). As analises para caracterizagdo do tecido endometrial
em relacdo a presenca de infiltrados inflamatorios foram realizadas pelo Laboratério de

Patologia da Universidade Federal de Lavras.
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Figura 6: Coleta e armazenamento de biopsia uterina

Fonte: Do autor
5.3 Tratamentos

Os animais foram alocados de forma aleatoria em trés tratamentos: Tratamento
Ozbniol (TO1) n = 8, Tratamento Ozo6nio 2 (TO2) n = 7 e o Tratamento Controle
Negativo (TCN) n = 5.

Figura 7: Infusdo intrauterina de ozdnio

Fonte: Do autor
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5.3.1 Tratamento Oz6nio 1 (TO1)

No grupo ozonio 1, os animais receberam o gas diretamente no Utero através de
insuflagdo por seis minutos, na concentragdo de 35 mg/mL, com fluxo de 0,25 L/mm,
sendo disponibilizados 1,5 litros de gas para cada animal. Ap0s esse processo, o utero foi

massageado via palpacao retal para melhor dispersao.

5.3.2 Tratamento Oz6nio 2 (TO2)

Cultura 1 LPS Cytobrush 3 Cultura 2
Cytobrush 1 6h Tratamento Cytobrush 5
Bidpsia 1 Cytobrush 2 6h Bidpsia 2

Cytobrush 4

No grupo o0zonio 2, os animais receberam o mesmo tratamento do grupo 0z6nio

1, porém, as aplicacGes foram realizadas em dois dias consecutivos.

o0
| ] ] |
| | | | 1
Cultura 1 LPS Cytobrush 3 Tratamento2 Cultura 2
Cytobrush 1 6h Tratamento 1 6h Cyt_olb“fSh 6
Biopsia 1 Cytobrush 2 6h Cytobrush 5 Biopsia 2
Cytobrush 4

5.3.3 Tratamento controle negativo (TCN)

Os animais ndo receberam LPS, mas somente uma aplicacdo de 0zonio, como no

ozonio.
| 1 |
I I |
Cultura 1 Tratamento Cultura 2
Cytobrush 1 6h Cyt.o’brlj|sh 3
Bidpsia 1 Cytobrush 2 Bidpsia 2

tratamento 1, para avaliacdo de possiveis efeitos indesejados ocasionados pelo uso do
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No dia seguinte as primeiras coletas, caracterizado como D1, foi aferida a
temperatura retal de cada animal e, logo depois, receberam o LPS. Seis horas apos a
infusdo, foram realizadas coleta de exame citoldgico através do swab uterino, além da
verificacdo da temperatura. No D2, antes do tratamento, foram coletadas novas amostras
para citologia, com a finalidade de descartar animais resistentes a infeccdo. Logo em
seguida, os animais receberam o tratamento com O3 e 6 horas apds, novas amostras para
citologia. No D3, os animais alocados no tratamento 2 receberam novamente o tratamento
com O3 e, seis horas depois, novas coletas citologicas foram realizadas. No D4, foram

feitas coletas para cultura, exames citoldgicos e biopsia.
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6. ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas com o0 uso do JMP Pro 12 (SAS). Os efeitos
fixos de tratamento, periodo (citologia) e interacdo foram avaliados por modelo misto e
estrutura de covariancia de menor valor de akaike. O termo de erro aleatdrio foi animal
dentro de tratamento. As médias foram avaliadas pelo teste pareado de Student, sendo
valores de p abaixo de 0,05 e de 0,10 considerados como diferenca e tendéncia,
respectivamente. Médias sdo representadas com médias dos quadrados minimos e erros

padrdes das médias.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo do LPS de E coli tem por objetivo o aumento significativo do influxo
de neutrofilos para o limen uterino. Este fato ja foi verificado em estudos anteriores em
éguas saudaveis e em vacas com endometrite em um nivel relevante (WILLIAMSON et
al., 1987; SINGH et al., 2000). Os achados corroboram com os dados desta pesquisa, em
que houve diferenca estatistica (P<.001) quando foram comparadas as citologias
realizadas 24 horas antes e 6h depois da infusdo do LPS, sendo citologia 1 (0.77£2.7) e
citologia 2 (8.86+2.7) no TO1, e no TO2 citologia 1 (0.37+2.9) e citologia 2 (10.9+2.9).
Trabalhos prévios observaram o aumento no influxo de PMNs no periodo de 6h apés a
infusdo do LPS (SINGH et al., 2000). Este fato esta de acordo com os dados encontrados
neste estudo, pois, a citologia 2 foi realizada neste mesmo periodo, evidenciando tal
aumento.

A concentracdo utilizada - 100 pug de LPS de E.coli (do sorotipo E. coli L2654,
contendo 10.000 unidades de endotoxina por mg de LPS; Sigma, EUA) — foi capaz de
produzir o efeito necessario para avaliar o efeito do ozénio.

E importante ressaltar que a porgao capaz de causar efeito toxico € o lipideo A e
a imunogenicidade é relacionada ao antigeno. O sorotipo 026; B6 usado neste
experimento foi relatado em pesquisas anteriores para avaliagdo de PMNs em Utero de
vacas (SINGH et al., 2000) e também para estimular a liberacdo de I1L-6, IL-8 e col6nia
de granulécitos em pulmdes humanos (KOYAMA et al., 2000). Foi utilizado, ainda,
como imunomodulador associado a ocitocina para o tratamento de endometrite
(SHARMA et al., 2010) e, em éguas pbneis (MOLLETT et al., 1985), sem causar
qualquer efeito sistémico adverso.

Uma das hipoteses deste trabalho era que haveria aumento da temperatura dos
animais apos a infusdo, porém, esta ndo sofreu alteracGes significativas. Em estudo
anterior, onde o LPS foi usado como imunomodulador para melhorar a qualidade uterina
de animais com endometrite, 0s animais também mantiveram a temperatura dentro dos
parametros fisioldgicos (SHARMA et al., 2010). Isto sugere que, nesta concentracéo, nao
houve efeito sistémico da endotoxina aplicada. Apesar de ndo ser possivel concluir que o
LPS tenha permanecido apenas na cavidade uterina, esta avaliacdo é sugestiva de que
possivelmente ndo houve absorcéo suficiente da endotoxina para acarretar alteracdo da

temperatura corporal.
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Apbs a infusdo com LPS, dois tratamentos foram testados, buscando avaliar a
eficacia do ozonio e objetivando diminuir a quantidade de células PMNs. Foram feitas
coletas citologicas ao longo do periodo experimental, com o intuito de verificar o
comportamento das células inflamatdrias em resposta ao procedimento realizado.

Duas avaliacGes foram realizadas: a primeira comparando os tratamentos e a
segunda comparando as citologias dentro de cada um dos tratamentos. Na primeira analise
(entre tratamentos), os valores de PMNs foram iguais (P=0.92) para a citologia 1 que foi
coletada 24h antes da infusdo do LPS, o TO1 (0.77 £ 2.7) e 0 TO2 (0.37+ 2.7). Na
citologia 2, a quantidade de PMNs também foram semelhantes (P= 0.61), sendo 8.86+
2.7 para TO1 e 10.9+ 2.9 para TO2. Na citologia 3, os valores foram 7.58+ 2.7 para 0
grupo TO1 e 3.30% 2.9 para o grupo TO2. Os valores de PMNs foram semelhantes
(P=0.23) entre os grupos TO1 (11.26+2.7) e TO2 (16.87+2.9) na citologia 4 realizada 6h
apos o tratamento. Na citologia 5 os valores de PMNs foram diferentes (P=0.01), sendo
TO1 (0.214£2.7) e TO2 (10.6%2.9).

Baseado nesses resultados foi possivel observar que apenas uma aplicacdo de
insuflagcédo uterina com 0zo6nio na concentracao sugerida (insuflacdo por seis minutos, na
concentracdo de 35 mg/mL, com fluxo de 0,25 L/mm, sendo disponibilizados 1,5 litros
de gas para cada animal), pode ser eficiente para o tratamento da endometrite em éguas
(Figura 9).
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Figura 8: Efeito do tratamento com insuflacdo uterina de ozénio na contagem de células
PMNs de éguas induzidas a endometrite com LPS de E.coli.
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A= Numero de células PMNs 24h antes do LPS - coletas em éguas Mangalarga Marchador e mesticas.
B=Ndmero de células PMNs 6h depois do LPS. C= Numero de células PMNs 24h depois do LPS.
D=Ndmero de células PMNs 6h depois dos TT. E=NUmero de células PMNs coletadas no tratamento 1,
48h (4d) apds administracdo de 0zonio, e no tratamento 2, apés 6h (3d) da administracdo de ozonio.

Diferengas foram consideradas com valor de P < 0.05.

O numero de PMNSs foi menor (P = 0.01) na citologia 1 do TO1 (0.77+2.5),
comparado com as citologias 2, 3 e 4 (8.86+2.5, 7.58+2.5 e 11.26+2.5, respectivamente,
posteriormente na citologia 5 no nimero de PMN foi semelhante a citologia 1 (P = 0.01)
0.21+2.5 demostrando o possivel efeito do ozénio.

No TO 2, os resultados para PMNs também diferiram (P<0.001), sendo que para
as citologias 1,2,3,4,5 e 6 os valores foram 0.36+3.12, 10.90+3.12, 3.30+3.12, 16.86+
3.12,10.57+£3.12 e 0.07+3.12, respectivamente, sendo a sexta citologia realizada 24 horas
apos a segunda insuflacdo com ozénio.

No TCN, foi possivel avaliar os animais levando em consideracdo apenas o efeito
do ozdnio, ja que esse grupo nao recebeu infusdo de LPS. Os valores de PMNs foram
diferentes (P=0.002), sendo que nas citologias 1, 2 e 3 a média de PMNSs foi de 0.82+1.3,
10.38+1.3, 0.18+1.3 respectivamente.
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Sendo assim, entende-se que o préprio gas pode ser capaz de atrair células do
sistema imunoldgico para o local onde esta sendo aplicado e, com isso, melhorar as
condigdes do ambiente ao seu redor.

Tabela 1: Comparacdo das citologias em cada tratamento realizado em égua submetidas
a endometrite induzida por LPS

Citologia
TT 1 2 3 4 5 62 P - valor
TO1 0.77+2.52A 8.85+2.5¢ 7574258 112542 50¢ 0.20+£2.52 - 0.01
TO2 0.36 £3.12¢  10.90#3.122b  3.30+3.12b¢  16.86+3.12%  10.57+3.122P  (.07#3.12° <0.001
TCN 0.82+1.32 10.38+1.3° 0.18+1.32 0.002

*TOl:administracdo Unica do gas 0z6nio (35 mg/mL) no Utero via insuflacdo por 6
minutos; TO2: mesmo procedimento de TO1, porém, realizado em dois dias
consecutivos; TCN: sem LPS e administracdo Unica de ozonio.

2A citologia 6 foi realizada no TO2, vinte e quatro horas ap6s a Gltima infusdo de O3
abe Diferem (P <0.05) na mesma linha.

ABC tendéncia (P> 0.05 <0.10).

Figura 9: A — Células endometriais normais / B - Presenca de PMNs em citologia
endometrial. Grau moderado de acometimento, aumento de 1000X e grau intenso (C)
aumento de 1000X
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Fonte: Do autor

Foram avaliados todos os campos de cada lamina de histologia para verificacao
do estado inflamatorio de cada amostra segundo a classificacdo de Bastos e Masuda
(2009).
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Figura 10: A - Corte histolégico do endométrio normal antes e depois (B) dos
procedimentos experimentais.

Fonte: Do autor

E possivel observar na figura 11 que ndo tem presenca de infiltrado inflamatdrio,
sem fibrose e glandulas endometriais dilatadas. Sendo sugestivo de que os procedimentos
realizados ndo causaram alterac@es significativas no endométrio.

Em relacdo a cultura, com a realizacdo do TO1, 12.5% dos animais que possuiam
bactérias no cultivo 1 se tornaram negativos no cultivo 2 ,e, no TO2, 28.6%, engquanto no
TCN essa porcentagem foi de 20%. Algumas amostras possuiam bactérias no cultivo 1 e
continuaram positivas no cultivo 2, sendo 25% no TO1 e 28.8% no TO2. Outras ndo
apresentaram bactérias em ambos os cultivos, 50% no TO1 e 60% no TO2. Por fim, em
algumas amostras ndo houve crescimento bacteriano no cultivo 1, porém, o crescimento
foi evidente no cultivo 2, sendo 12.5% no TO1, 42.8% no TO2 e 20% no TCN. Esses
resultados sugerem que mais aplicacfes de 0z6nio sdo necessarias para a eliminagdo
completa desses microrganismos e, portanto, mais estudos in vivo sdo necessarios para

elucidar essas questdes.

Figura 11: Placa de cultura endometrial com crescimento bacteriano

Fonte: Do autor
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Figura 12: Laminas de cultura endometrial

Fonte: Do autor

Tabela 2: Efeito do tratamento no cultivo bacteriano oriundo de LBV (P=0.19)

Ozbnio 1 Oz6nio 2 TCN
Resultado da cultura
125 28.6 20.0
+ cultivo 1 e - cultivo 2
25.0 28.6 0.0
+ cultivo 1 e +cultivo 2
50.0 0.0 60.0
- cultivo 1 e - cultivo 2
125 42.8 20.0
- cultivo 1/ + cultivo 2

Os resultados com base na eficacia da ozonioterapia para tratamento de afec¢oes
uterinas j& foi observado em alguns estudos prévios em bovinos, por exemplo, em que foi
possivel avaliar o aumento dos indices reprodutivos de vacas, associado a uma diminui¢ao
no uso de antibioticos (DURICIC et al., 2014; DURICIC et al., 2015a). De maneira
generalizada, essa técnica pode ter resultados parecidos com os procedimentos
convencionais, porém, apresenta fatores benéficos para o setor produtivo, j& que ndo
produz residuos no leite e na carne, além do fator ambiental, aplicavel a todas as espécies
domésticas (ZOBEL et al., 2012a; ZOBEL et al., 2012b; DURICIC et al., 2015a;
DURICIC et al., 2015b, POLAT et al., 2015; IMHOF et al., 2019).

Em um estudo realizado por Heredia 2013 a &gua ozonizada foi utilizada para
tratar éguas que apresentavam falhas reprodutivas as seis éguas ficaram prenhas apés

tratadas. Outro estudo tratou endometrite causada por Pseudomonas sp.com lavagens
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uterinas com soro ozonizado aliadas a insuflacdo e demonstrou significativa reducao do
quadro inflamat6rio (MONTECHIESI e IGNACIO 2018).

Com o presente estudo foi possivel observar diminuicdo na quantidade de PMNs
por campo avaliado, com a realizacdo do protocolo de infusdo direta do o0zonio,
demonstrando a eficacia do tratamento. Esses achados corroboram com os dados de um
estudo feito por Avila e colaboradores (2021), no qual verificou-se que a infusio do gas,
em uma concentracdo superior a utilizada neste estudo, também foi eficaz para o
tratamento de endometrite em éguas, assim como para diminuir a quantidade de
patdgenos encontrados nas amostras de cultura. Além disso, uma resposta parecida foi
descrita por Escadon et al. (2020), onde foi possivel avaliar a queda na quantidade de
PMNSs em vacas leiteiras pos-parto apés infusao direta com gas ozoénio.

Com base nesse estudo foi possivel notar o efeito de atracdo de PMNSs para o Utero,
mesmo nos casos em que nao foi feita a infusdo do LPS, sugerindo que o Os é capaz de
realizar tal acdo. Este fato pode ser atribuido a alteracdo na circulacdo do ambiente em
que o Oz ¢ aplicado, onde o mesmo é capaz de favorecer a oxigenagéo local e, com isso,
tornar as células do sistema imune, nutrientes e fatores de reparo tecidual mais disponiveis
(RECIO DEL PINO et al., 1999). Isto esta de acordo com os achados de Orakdogen e
colaboradores (2016), que demonstraram que, quando usado em baixas doses, 0 0zénio é
capaz de aumentar a secrecdo de macrofagos e leucdcitos e de inibir a sintese de

prostaglandinas e a liberagdo de bradicinina.

8. CONCLUSAO

O oz6nio, em primeira instancia, aumentou a quantidade de PMNs no ambiente
uterino em resposta a presenca da toxina bacteriana LPS, propiciando, posteriormente, a
volta da normalidade endometrial ao estadio pré-infusdo (reducdo dos PMNs). Esse
resultado é um indicativo da possivel eficiéncia do 0z6nio no combate e prevencdo de

infeccOes e ou inflamacdes endometriais em éguas.
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