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RESUMO

Este estudo propfe avaliar alteragdes na perfusdo sanguinea uterina promovidas pela
ozonioterapia intrauterina em bovinos higidos, verificando a seguranca e viabilidade da
utilizacdo desta alternativa terapéutica, por meio da avaliacdo da vascularizagdo uterina e
contagem de células polimorfonucleares (PMN) endometriais. Foi realizada sincronizacdo do
ciclo reprodutivo em todos os animais (D-7 a D0O), com aplicacdo de benzoato de estradiol (D-
7) e progesterona e cloprostenol sédico (D-5). Apds cinco dias, iniciou-se a coleta de amostras
(D0). Os animais foram incluidos em modelo experimental crossover, separados em grupo
controle (infusdo uterina com solucédo fisioldgica) e grupo tratamento (infusdo uterina com
solucdo fisioldgica ozonizada, concentracdo de 50ug/mL), realizada as Oh. Avaliagdo do escore
de descarga vaginal (EDV) e citologia endometrial para contagem de PMN foram efetuadas no
inicio e fim de cada periodo experimental (Oh e 72h). Foram realizadas avaliagdes
ultrassonograficas modo-Doppler para verificacao de vascularizacdo uterina (Oh, 02h, 04h, 24h
e 72h). Apo6s o término do primeiro periodo experimental, as fémeas foram sincronizadas e
ressubmetidas ao protocolo de coletas, invertendo o tratamento recebido. Os animais se
mantiveram ausentes de endometrite subclinica durante o periodo experimental, ndo houve
interacdo grupo x hora (P=0,07) na concentracdo de PMN. Na caracterizacdo de EDV, nédo
houve diferenca na distribuicdo de frequéncia dos animais em cada escore (1-5), entre 0s grupos
(tratamento ou controle) em Oh (P=0,20) e as 72h (P=0,70). Foi observado aumento transitorio
na avaliacdo de vascularizagdo uterina no grupo tratado, realizada as Oh e 2h, se mantendo
elevada até 4h apo6s o tratamento (P<0,04). Este aumento promoveu maior vascularizacdo
uterina dos animais do grupo tratamento as 2h (P<0,02) e as 24h (P<0,03). Também houve
efeito de grupo (P<0,04), em que o grupo tratamento apresentou maior vascularizacéo uterina
ao longo das horas ap6s a infusdo. Estes achados podem ser explicados pelo maior aporte de
sangue causado pelo potencial de estressor terapéutico local e vasodilatador do 0zonio em doses
reduzidas. Nao foram observados efeitos colaterais durante o periodo experimental que
prejudiqguem a seguranca e aplicabilidade desta terapia em bovinos. Contribuindo com a
implementacdo da ozonioterapia na clinica médica de grandes animais e redugdo no uso
indiscriminado de antibioticos na producdo animal.

Palavras-chave: 0z6nio; ultrassonografia Doppler; vascularizagédo uterina.



ABSTRACT

This study proposes to evaluate changes in uterine blood perfusion promoted by intrauterine
ozone therapy in healthy cattle, assessing the safety and feasibility of using this therapeutic
alternative by evaluating uterine vascularization and endometrial polymorphonuclear (PMN)
cell count. Synchronization of the reproductive cycle was performed in all animals (D-7 to D0),
with the administration of estradiol benzoate (D-7), progesterone, and sodium cloprostenol (D-
5). After five days, sample collection began (D0). The animals were included in a crossover
experimental model, divided into a control group (uterine infusion with saline solution) and a
treatment group (uterine infusion with ozonated saline solution, concentration of 50ug/mL),
carried out at Oh. Evaluation of vaginal discharge score (VDS) and endometrial cytology for
PMN count were performed at the beginning and end of each experimental period (Oh and 72h).
Doppler ultrasound evaluations were performed to assess uterine vascularization (Oh, 02h, 04h,
24h, and 72h). After the end of the first experimental period, the females were synchronized
and resubmitted to the collection protocol, with the treatment received reversed. The animals
remained free of subclinical endometritis during the experimental period, and there was no
group X time interaction (P=0.07) in PMN concentration. In the characterization of VDS, there
was no difference in the frequency distribution of animals in each score (1-5) between the
groups (treatment or control) at Oh (P=0.20) and 72h (P=0.70). A transient increase in uterine
vascularization was observed in the treated group at Oh and 2h, remaining elevated until 4h after
treatment (P<0.04). This increase promoted greater uterine vascularization in the treatment
group at 2h (P<0.02) and 24h (P<0.03). There was also a group effect (P<0.04), where the
treatment group showed greater uterine vascularization over time after infusion. These findings
may be explained by the increased blood supply caused by the potential local therapeutic
stressor and vasodilator effect of ozone in reduced doses. No side effects were observed during
the experimental period that would compromise the safety and applicability of this therapy in
cattle. This contributes to the implementation of ozone therapy in large animal clinical practice
and the reduction of indiscriminate use of antibiotics in animal production.

Keywords: ozone; doppler ultrasound; uterine vascularization.



INDICADORES DE IMPACTO

O aperfeicoamento de abordagens terapéuticas empregadas na medicina veterinaria se torna
de extrema importancia, visando quesitos relacionados a producdo e bem-estar animal,
seguran¢a na producdo de alimentos destinados ao consumo humano e demais fatores
relacionados a saude dos animais de producdo. Diante disso, a pesquisa objetivou analisar a
seguranca e viabilidade do emprego da ozonioterapia em bovinos saudaveis, a fim de descrever
alteracOes relacionadas a vascularizacdo uterina dos animais analisados. A pesquisa detém de
potencial impacto para ser aperfeicoada e futuramente empregada em abordagens terapéuticas
de desordens do trato reprodutivo de bovinos. Com isso, possibilitando melhorias no
restabelecimento da salde de animais doentes, e reducdo no uso indiscriminado de
antimicrobianos na producdo animal. Esses aspectos podem influenciar positivamente na saude
humana, considerando maior seguranca na producéo animal e aperfeicoamento de abordagens
empregadas na medicina veterinaria, como o emprego da ozonioterapia no tratamento de
doencgas. Baseado em diversas vantagens da ozonioterapia na producdo animal, considerando
efeitos em melhorias da resposta inflamatoria e no potencial de oxigenacéo e vascularizacdo de
tecidos. Contudo, as pesquisas ainda sdo escassas em relacao a estas abordagens, necessitando
de mais trabalhos que analisam efeitos positivos e negativos promovidos a longo prazo pelo
0z0Onio no organismo.

IMPACT INDICATORS

The improvement of therapeutic approaches employed in veterinary medicine becomes
extremely important, aiming at aspects related to animal production and welfare, food safety in
the production of food intended for human consumption, and other factors related to the health
of production animals. In this context, the research aimed to analyze the safety and feasibility
of using ozone therapy in healthy cattle to describe changes related to the uterine
vascularization of the animals analyzed. The research holds the potential to be improved and
eventually employed in therapeutic approaches for disorders of the bovine reproductive tract.
This could enable improvements in the recovery of sick animals and reduce the indiscriminate
use of antimicrobials in animal production. These aspects may positively influence human
health, considering greater safety in animal production and the improvement of approaches
used in veterinary medicine, such as the use of ozone therapy in the treatment of diseases.
Based on the various advantages of ozone therapy in animal production, considering its effects
on improving the inflammatory response and the potential for oxygenation and vascularization
of tissues. However, research is still scarce regarding these approaches, requiring more studies
that analyze the positive and negative effects promoted by ozone in the organism in the long
term.
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1. INTRODUCAO

O desempenho reprodutivo em sistemas de criacdo de bovinos pode ser mensurado pelos
indices de produtividade do rebanho. A fertilidade das fémeas é relacionada a diversos fatores
gue possam ser prejudiciais a saude, como a ocorréncia de doencas periparto e consequente
desencadeamento de alteracbes sistémicas e/ou locais. Dentre as principais afeccles, a
ocorréncia de metrite e endometrite destaca-se como uma das principais causas de
subfertilidade ou infertilidade em bovinos (Constantin ¢ Birtoiu, 2016; Zobel et al., 2014). A
inflamacéo no tecido endometrial é capaz de aumentar o periodo de involugédo uterina e o tempo
necessario para retorno a funcdo ovariana, comprometendo a salde uterina e desempenho
reprodutivo das fémeas.

As doengas uterinas sdo de origem multifatorial e podem ser causadas por infeccbes
bacterianas mistas (BICALHO et al., 2012; JEON et al., 2015). Dessa forma, as doencas
uterinas apresentam potencial de ser subclinicas ou clinicas devido a intensidade do processo
inflamatério. As fémeas que manifestam doenca uterina clinica apresentam reducdo da
producdo de leite, baixa fertilidade e sdo mais propensas ao descarte involuntario do rebanho
(GIULIODORI et al., 2013; STANGAFERRO et al., 2016; WITTROCK et al., 2011). Além
disso, o processo infeccioso provoca alteracfes morfoldgicas e celulares locais relacionadas ao
tecido endometrial e ambiente uterino.

O status inflamatorio do endométrio bovino pode ser determinado pela analise
deneutréfilos polimorfonucleares (PMN), que sdo consideradas as primeiras células de defesa
do organismo contra infeccbes (SHELDON, 2004). Atuando por meio de fagocitose dos
microrganismos, em especial microrganismos opsonizados e produtos de células necroticas
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019), sendo essenciais no mecanismo de imunidade inata
do utero. A concentracdo de PMN normalmente apresenta reducdo ao decorrer do periodo pos-
parto, principalmente relacionada a melhoria do sistema imune uterino (Pascottini e LeBlanc,
2020).

As doencas uterinas podem afetar diretamente o funcionamento dos ovarios,
repercutindo no desempenho produtivo e reprodutivo das fémeas. De forma que, pesquisas sao
necessarias para aprofundar o conhecimento sobre a correlagdo de doencga uterina e
funcionamento ovariano e para aperfeicoar as medidas terapéuticas que auxiliam no controle
de infeccbes e no reestabelecimento da sadde do animal. Assim, diversas pesquisas analisam
alternativas de tratamento para infecgdes uterinas (ESCANDON et al., 2020; GIULIODORI et
al., 2013; MACHADO et al., 2020). Dentre estas, a utilizacdo de ozonioterapia no tratamento
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de doengas vém sendo discutida na medicina veterinaria, como uma ferramenta promissora
considerando a capacidade de reduzir o uso indiscriminado de antibioticos na producdo animal.

Dentre as diversas aplicagdes da ozonioterapia, varios pesquisadores demonstram sua
utilizacdo no tratamento de doencas, como: retencdo de membranas fetais, mastite, metrite,
endometrite, vaginite e urovagina (DJURICIC et al., 2012; DURICIC; VALPOTIC;
SAMARDZIJA, 2015; SAMARDZIJA et al., 2017). O ozdnio (O3) pode ser utilizado de
diversas formas, como: cremes, gases, injecdes, espuma, bolus (Travagli et al., 2009), solugéo
destilada ozonizada (ESCANDON et al., 2020) e spray (DURRANI, 2017). Na veterinaria, a
aplicacdo de ozoénio intrauterino em bovinos pode ser realizada principalmente em forma de
espuma, spray ou solucdo destilada ozonizada. O o0z6nio pode agir em diferentes
microrganismos como bactérias, fungos, virus e esporos, demonstrando acdo de inibi¢do ou
inativacdo (BOCCI; ZANARDI; TRAVAGLI, 2011), além de romper a membrana celular de
bactérias e danificar acidos nucleicos virais (SCROLLAVEZZA et al., 1997). Por isso, 0 0zénio
pode ser considerado uma adequada solugdo antisséptica no caso de infec¢des uterinas (Puri¢i¢
et al., 2014; Zobel e Tkal¢i¢, 2013). Em relacdo a acdo anti-inflamatoria, pode ser baseada
principalmente na inibicdo de citocinas pro-inflamatorias e fosfolipase A2, além do estimulo
em citocinas imunossupressoras, como a interleucina 10 (IL-10) e o fator de necrose tumoral
A1 (TNF-B1) (BOCCI et al., 2009).

Na medicina humana, o emprego da lavagem uterina com solucéo salina ozonizada em
mulheres demonstrou vérios efeitos favoraveis na perfusdo sanguinea e outros parametros
histologicos endometriais (CALDERON et al., 2016). Esta relacdo pode ser explicada
considerando-se o maior aporte de oxigénio e melhoria do metabolismo geral (BORRELLI,
2002), pela ativacdo do sistema imune e estimulacdo da secrecdo de fatores de crescimento
diversos (BOCCI et al., 2009). Também descrito recentemente em equinos, o preenchimento
da cavidade uterina com O3 é capaz de aumentar a proliferacdo celular e a perfusdo sanguinea
uterina, sem apresentar efeitos colaterais (CAMARGO FERREIRA et al., 2021). Contudo, ap6s
pesquisa nas principais bases de dados, ndo foram encontradas pesquisas pertinentes na
literatura cientifica que tenham analisado alterac@es na perfusdo sanguinea da ozonioterapia
intrauterina em bovinos.

Nesse sentido, a ultrassonografia modo Doppler, amplamente descrita na literatura
cientifica, detém de potencial para analisar alteragcdes na perfusao vascular em diversos tecidos,
como alteragdes na perfusdo sanguinea uterino em bovinos, apresentando elevada
reprodutibilidade (BOLLWEIN; BAUMGARTNER; STOLLA, 2002). Contudo, as pesquisas

usualmente avaliam a vasculariza¢do uterina somente pela analise de perfusdo sanguinea na
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artéria uterina média (Debertolis et al., 2016; Sharawy et al., 2022; Sharma et al., 2021).
Portanto, este estudo propde implementar a terapia intrauterina com solugdo ozonizada com
objetivo de avaliar efeitos da ozonioterapia sobre a perfusdo sanguinea uterina em vacas
saudaveis, sem endometrite clinica ou subclinica, testando a seguranca e viabilidade da
utilizacdo desta alternativa terapéutica. A pesquisa é baseada na andlise de alteracbes da
perfusdo sanguinea uterina acessada pela ultrassonografia modo-Doppler empregada nos

cornos uterinos.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ambiente uterino

O utero é considerado o local de fixacdo do concepto, em que passa por diversas
alteracGes durante o ciclo estral e a gestacdo. A parede uterina € dividida em trés camadas,
considerando a mais interna como o endométrio, que reveste o lumen uterino; seguida pelo
miométrio que representa a camada muscular e recoberto por uma membrana serosa,
denominada de perimétrio, composta por células musculares lisas com continuagdo com o
ligamento largo do Gtero. Na camada endometrial, a classificacdo histolégica compreende
epitélio colunar pseudoestratificado com a presenca de glandulas tubulares (Eurell e Frappier,
2006).

No periodo pés-parto, algumas vacas desenvolvem doencas uterinas pds-parto
(SHELDON, 2004), considerando-se que os mecanismos de defesa do Gtero sdo influenciados
por diversas caracteristicas, como estado imunologico do organismo, espécie e viruléncia dos
microrganismos patogénicos e da carga de contaminacdo do limen uterino(SHELDON et al.,
2006). Em casos de infeccdo e lesdo tecidual, uma das principais respostas do sistema imune
inato é a secrecdo de citocinas pelas células teciduais, desencadeando uma resposta inflamatéria
aguda. As citocinas apresentam propriedades relevantes no processo inflamatorio, visto que
citocinas diferentes tém acgdes similares ou sobrepostas, estimulando a producdo de outras e
estabelecendo cascatas que amplificam a reagdo ou induzem novas reacOes (ABBAS;
LICHTMAN; PILLALI, 2019).

A reducdo na ingestdo de matéria seca estd associada ao aumento nas concentracfes
circulantes de acidos graxos ndo esterificados (NEFA), que contribuem para a ocorréncia de
lipidose hepética, associada a funcdo prejudicada dos neutréfilos (LEBLANC; OSAWA;
DUBUC, 2011). Alem do balango energético negativo (BEN) pds-parto, esse processo ocorre
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devido ao grau de inflamacdo associado ao parto, expulsdo da placenta e involugéo uterina. O
BEN associado ao nivel de trauma e contaminacédo bacteriana do Utero, além da mobilizacéo de
gordura e liberacdo de NEFA, que resultam na liberacdo de fator de necrose tumoral o. (TNF-
a) € interleucina 6 (IL-6). Diante disso, as citocinas pré-inflamatorias (IL-18, IL-6, TNF-a)
estimulam a producéo de proteinas de fase aguda (APP) pelo figado, como a haptoglobina (Hp).
Ocorre também captacdo de NEFA pelos hepatdcitos e produgido de B-hidroxibutirato (BHB).
Assim, niveis elevados de NEFA, BHB, Hp ou reducdo em concentracGes de glicose ou célcio
podem prejudicar ou desregular a funcdo dos neutréfilos no Gtero (Pascottini and LeBlanc,
2020).

Alteracfes no ambiente uterino de fémeas com maior presenga de PMN diagnosticadas
com endometrite subclinica ou citoldgica, normalmente podem ser correlacionadas a alteragdes
moleculares, como elevacdo na expressao de mRNA endometrial de mediadores proé-
inflamatdrios, como citocinas, peptideos antimicrobianos, APP e prostaglandinas. Além de
citocinas que normalmente se apresentam reguladas positivamente (upregulated), incluindo
MRNA de IL-7a, IL-1p, IL-6 € TNF-o (FISCHER et al., 2010; GABLER et al., 2009).

O recrutamento e a funcdo de neutrdfilos direcionados para o Gtero sdo altamente
relevantes nos dias subsequentes ao parto para a eliminacdo de bactérias e loquio e,
consequentemente, para a prevencao de endometrite (CHAPWANYA et al., 2009). Porém,
estes autores também demonstraram que o aumento excessivo do estado inflamatorio nas
primeiras semanas pds-parto esta associado ao maior risco de endometrite. Ocorrem alteracoes
no ambiente uterino, com maior expressao génica de citocinas pro-inflamatérias (IL-/a, IL-15)
e seus receptores (IL-1R2) e Toll-like receptor 4 (TLR4), que constituem na primeira linha de
defesa contra patdgenos invasores ou moléculas endogenas liberadas por células e tecidos
danificados (HERATH et al., 2009).

2.2 Afecgles uterinas

Existe uma divergéncia relacionada a terminologia empregada na avaliacdo da salde
uterina, em que devido a variacdo da avaliacdo vaginal e analise citologica, alguns autores
sugerem o emprego de termos como descarga vaginal purulenta e endometrite citoldgica, ao
invés de endometrite clinica e subclinica (DUBUC et al., 2010). Estas alteracdes sao justificadas
pela classificacdo da doenca com base em sinais clinicos e técnicas de diagndstico. De acordo
com Wagener et al. (2017), alteragOes no ambiente uterino podem ser analisadas por esfregacos

de celulas endometriais, caracterizando-se como um método confidvel e que pode ser
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reproduzido e aplicado. Segundo Barlund et al. (2008), a citologia € a técnica mais eficaz para
diagnosticar endometrite, quando comparada a ultrassonografia, vaginoscopia e palpacéo retal.

O aperfeicoamento de métodos de diagndstico e controle das doengas uterinas em
bovinos é de extrema relevancia para a producdo animal. Além de prejudicar a saude e reduzir
o consumo de alimento e producgéo de leite, essas doengas causam consequéncias econémicas
relacionadas a queda no desempenho reprodutivo, descarte de animais e redugdo na
lucratividade das fazendas leiteiras (BICALHO et al., 2010).

Existem diversas alternativas terapéuticas que podem ser empregadas no tratamento de
doencas uterinas, incluindo antibioticoterapia sistémica, associada a administragdo de anti-
inflamatorios ou horménios. Também h& algumas discussdes na literatura relacionadas a
eficiéncia do tratamento de endometrite subclinica, podendo ser realizado com infusdo uterina
com farmacos a base de cefapirina associados a administracdo sistémica de prostaglandina F2-
a (PGF 2-a) (WAGENER; GABLER; DRILLICH, 2017). Além de infusdo com oxitetraciclina.
Embora a oxitetraciclina seja amplamente utilizada por veterinarios no tratamento de infeccoes
uterinas, ha evidéncias de resisténcia bacteriana a este antimicrobiano (SHELDON, 2004).
Além do mais, existe a preocupacdo de muitos 6rgdos reguladores de saude animal relacionada
ao uso responsavel de agentes antimicrobianos em animais destinados & producéo de alimentos

para consumo humano.

2.3 Citologia endometrial

A citologia endometrial pode ser considerada um método comumente aplicado na
obtencédo de amostras do endométrio uterino de bovinos, podendo realizar as coletas nos cornos
uterinos ou no corpo do Utero (KASIMANICKAM et al., 2004; KAUFMANN et al., 2009;
MADOZ et al., 2013). Essa técnica inicialmente foi empregada na medicina humana para
auxiliar no diagnostico de cancer cervical em mulheres, e depois foi alterada para utilizagdo na
clinica veterinaria (WAGENER; GABLER; DRILLICH, 2017)

A utilizacdo da citologia endometrial para diagnosticar alteracdes celulares decorrentes
de endometrite subclinica em bovinos foi descrita inicialmente por Kasimanickam et al. (2004).
Estes autores utilizaram valores limites na contagem de PMN > 18% para vacas entre 20 e 33
dias em lactacdo e PMN > 10% para vacas entre 34 e 37 dias em lactacdo. Dubuc et al. (2010)
propuseram limites para diagnéstico de endometrite citoldgica de acordo com tempo pos-parto
das fémeas, utilizando PMN > 6% entre 32-38 dias pos-parto (dpp) e PMN > 4% entre 53 e 59
dpp. Esses autores também demonstraram que a contagem de PMN reduz no decorrer do
periodo pos-parto, em concordancia com Madoz et al. (2013).
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Segundo Kaufmann et al. (2009), a técnica de citologia endometrial é considerada
minimamente invasiva, e ndo apresenta impacto negativo no posterior desempenho reprodutivo
dos animais. Além disso, o processo de citologia € menos traumatico que o processo de biopsia
endometrial (Cardoso et al., 2017), visto que multiplas bidpsias no mesmo animal podem
desencadear um processo inflamatério local e afetar o tecido endometrial e o desempenho
reprodutivo subsequente da fémea (Zaayer e Van Der Horst, 1986). Segundo Cardoso et al.
(2017), normalmente na analise de celulas endometriais, as amostras obtidas por biopsia
apresentam maior quantidade de células estromais e endoteliais, enquanto as amostras coletadas
por citologia apresentam mais células imunes e epiteliais, direcionando a técnica baseada na
finalidade da anélise.

A contagem de PMN determinada pela citologia endometrial ndo apresenta variacao
significante ao longo do ciclo estral em bovinos. Considerando a hipétese de que a alteracédo de
PMN relacionada ao estro estaria mais marcante em camadas profundas do endométrio, e que
a escova citoldgica coleta somente células presentes em camadas superficiais endometriais
(Bogado Pascottini et al., 2016; Madoz et al., 2013). A técnica de avaliacdo por meio de
citologia endometrial ainda ndo é comumente empregada na rotina reprodutiva de fazendas,
porém poderia ser incluida como ferramenta de avaliagdo/monitoramento de rebanhos com
problemas de fertilidade.

Melcher et al. (2014) compararam as técnicas de avaliacdo de laminas apds a citologia
uterina, por meio da contagem de 100, 300 e 500 células totais ou pelo estabelecimento de dez
campos aleatorios para triagem e determinacdo de PMN em cada lamina. Os autores
recomendaram a contagem de 300 células por Iamina para determinar a proporcéo de PMN e
analise de saude uterina. Alem disso, a contagem de 100 células ou somente a triagem de PMN
podem superestimar ou subestimar a prevaléncia de endometrite subclinica, considerando o
limite de 5% a 6% de PMN. Estas informagdes estdo em concordancia com Kasimanickam et
al. (2004), Kasimanickam et al. (2005), Madoz et al. (2013) e Santos et al. (2009).

2.4 Ultrassonografia aplicada a reproducéo de bovinos

A evolugdo da tecnologia relacionada ao diagnostico por imagem, especialmente a
analise ultrassonografica impactou diretamente as pesquisas na medicina veterinaria. A
ultrassonografia convencional em modo B (modo de brilho) inicialmente foi descrita na
reproducdo de bovinos em meados de 1980. Com isso, a obtencdo de imagens bidimensionais
em escala de cinza permitiu o entendimento de diversos aspectos da biologia reprodutiva

animal.
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O funcionamento e formacdo da imagem ultrassonografica em modo B, se fundamenta
na emissdo de ondas sonoras por um transdutor. Essas ondas penetram nos tecidos e séo
refletidas de volta para o transdutor em frequéncias variadas, conforme a densidade dos tecidos.
Assim, o aparelho de ultrassom processa essas informacdes e gera uma imagem em escala de
cinza (Fontes e Oosthuizen, 2022).

A aplicacdo da ultrassonografia se tornou fundamental em diversas pesquisas
relacionadas a reproducdo de bovinos, incluindo comparac6es de dinamica e selegéo folicular
entre fémeas Bos taurus e Bos indicus; trabalhos envolvendo analises morfoldgicas de corpos
luteos incluindo aspectos de tamanho, ecogenicidade e alteragdes funcionais e estruturais. Além
dainclusdao em diversas pesquisas envolvendo aparéncia e ecotextura do Utero em fases distintas
do ciclo estral; acompanhamento constante do desenvolvimento do concepto e fatores
relacionados a perda embrionéria e fetal. E em pesquisas relacionadas a inflamacdo e involugéo
uterina pos-parto e retorno de funcdo ovariana (Ginther, 2014). Sendo amplamente disseminada
e em constante aperfeicoamento, esta biotecnologia auxilia diversos exames do trato
reprodutivo, como o diagndstico de patologias reprodutivas, confirmagdo de gestacdo,
viabilidade e sexagem fetal, acompanhamento da dinamica ovariana durante o ciclo estral e
acompanhamento gestacional e do desenvolvimento embrionario e também em casos de

superovulacao (Ginther, 2014).

2.5 Ultrassonografia modo Doppler

Segundo Ginther e Utt (2004), a ultrassonografia permite estimar o fluxo e perfusdo
sanguinea, auxiliando para indicar a funcionalidade das estruturas e érgaos reprodutivos. Essa
biotecnologia é baseada na identificacdo de mudancas na frequéncia das ondas sonoras enviadas
pelo transdutor e refletidas pelos glébulos vermelhos, que estdo constantemente mudando de
posicdo em relacdo ao transdutor. Assim, a frequéncia das ondas de ultrassom refletidas quando
os glébulos vermelhos se movem em direcdo ao transdutor, € maior do que a frequéncia das
ondas emitidas, resultando em desvio Doppler positivo. E 0 mesmo ocorre quando os glébulos
vermelhos se afastam do transdutor, com desvio doppler negativo.

A ultrassonografia doppler detém de trés modos principais que podem ser utilizados,
sendo: Doppler espectral, power Doppler e color Doppler/Doppler colorido. No modo doppler
colorido, o desvio doppler também pode ser visualizado como os sinais de cor que sdo
sobrepostos a imagem convencional em modo B, indicando vascularizacdo da estrutura
analisada e direcdo do fluxo sanguineo. Normalmente, as cores que variam desde o amarelo ao

vermelho indicam frequéncias mais altas, e cores entre verde ao azul indicam frequéncias
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relativas mais baixas. Porém, este formato pode ser alterado de acordo com as configuracdes
de cada aparelho de ultrassom (Ginther; Utt, 2004).

A avaliagdo ultrassonografica em modo-Doppler colorido é uma ferramenta néo
invasiva capaz de avaliar variacbes no fluxo sanguineo ao longo ciclo estral das fémeas
(Bollwein et al., 2002). Apresenta diversas aplicacOes relacionadas a avaliacdo do sistema
reprodutivo, como avaliacdo da vascularizacdo de foliculos ovarianos, corpo lGteo, Utero e
vagina (Sharawy et al., 2022). Além de alteracdes durante o periodo gestacional (Bollwein et
al., 2002) e aplicacbes no diagnostico precoce de fémeas ndo gestantes associado a
vascularizagdo de corpo lateo discutido especialmente em bovinos (Guimarées et al., 2015;
Palhdo et al., 2020) e em pequenos ruminantes (Rizzoni et al., 2024).

A ultrassonografia Doppler tem sido uma biotecnologia da reproducdo animal com
potencial de aplicacdo em pesquisas que buscam quantificar o fluxo uterino durante o
desencadeamento do periodo gestacional. Essa técnica possibilita realizar inferéncias sobre
adequacdes de manejo que podem afetar o desenvolvimento do feto e os resultados de prenhes
(Fontes; Oosthuizen, 2022). Os trabalhos sdo baseados no aumento do fluxo sanguineo para o
trato reprodutivo necessario para suportar a troca de nutrientes e residuos entre as circulacées
materna e fetal durante o periodo de gestacdo, diretamente relacionada ao fluxo sanguineo
placentario (Bollwein et al., 2002).

A vascularizacdo uterina também pode ser influenciada pela diferenca na fase do ciclo
estral em que as fémeas se encontram. Segundo Dzigciot et al. (2015), fémeas no estro
apresentam maior vascularizagcdo uterina em comparagcdo com fémeas na fase de metaestro.
Outros autores descrevem informacOes semelhantes, considerando maior fluxo sanguineo
durante o proestro e estro e reducédo de vascularizagdo durante o diestro (Honnens et al., 2008).

A maioria dos trabalhos presentes na literatura, avaliaram a vascularizacdo uterina
somente pela analise de perfusdo sanguinea na artéria uterina media (Debertolis et al., 2016;
Sharawy et al., 2022; Sharma et al., 2021). Até onde sabemos, ndo foram encontradas pesquisas
na literatura cientifica que tenham analisado alterac6es na perfusdo sanguinea da ozonioterapia
intrauterina em bovinos. Somente alguns autores avaliaram a vascularizagdo uterina
diretamente pelo exame em modo Doppler dos cornos uterinos, como no caso de Dzigciot et al.
(2015), porém, foram avaliadas alteracdes vasculares causadas pela administracdo intravaginal
de outras substancias.

Contudo, na medicina humana, Calderon et al. (2016) avaliaram o efeito da irrigagao
com solucdo salina estéril ozonizada em parametros histoldgicos e celulares no endométrio de

mulheres saudaveis. A pesquisa resultou em efeitos positivos relacionados a elevacéo na altura
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do epitélio celular colunar, aumento do numero de vasos sanguineos endometriais e aumento
no numero de células estromais. Corroborando com resultados descritos recentemente em
equinos, por Camargo Ferreira et al. (2021), analisando mudancgas no perfil de vascularizagdo
no utero apos o preenchimento da cavidade uterina com Oz em diferentes concentragdes. Foram
verificados diversos efeitos favoraveis nos parametros vasculares endometriais, como aumento

no numero de vasos sanguineos endometriais, e no grau de vascularizagdo uterina.

2.6 Ozonioterapia

A aplicacdo da ozonioterapia é diversa e estad cada vez mais presente nas pesquisas
cientificas na medicina humana. O gas o0z6nio (O3) € um gas instavel que apresenta tempo de
meia vida préximo a 40 minutos em temperatura ambiente, podendo desencadear a sintese de
espécies reativas presentes em diversas vias de sinalizacdo celular (Camargo Ferreira et al.,
2021). O O3 € toxico na troposfera durante inalac&o crénica do ar. Porém, em doses controladas
apresenta resultados benéficos no tratamento de doencas vasculares em humanos, como
isquemia cronica e acidentes vasculares cerebrais, além de aplicagdes nas &reas de ortopedia e
odontologia (Bocci et al., 2011).

O O3 tem potencial de ativacdo do sistema imune e estimulacdo da secrecdo de fatores
de crescimento diversos (Bocci et al., 2009). O O3 pode atuar como um imunomodulador no
organismo (Korzun et al., 2008), estimulando a ativacdo de linfocitos ou monacitos para liberar
varias citocinas, como interferon a, B, v, TNF-o, interleucinas 1, 2, 4, 6, 8 e 10, fator estimulante
de colénia de granuldcitos/mondcitos (GM-CSF) e fator de transformacdo de crescimento B
(TGF-p) (Ohtsuka et al., 2006). Algumas destas substancias apresentam diversas funcoes locais
e sistémicas, como a agdo de TNF, IL-1, IL-6 e quimiocinas, produzidas em sitios inflamatorios
e que possuem diversos efeitos sobre as células endoteliais vasculares, leucécitos e medula
Ossea. Estas, intensificam a producdo de neutréfilos em acdo conjunta com fatores
estimuladores de colénias e realizando a reposicao de leucdcitos consumidos durante as reacdes
inflamatdrias (Abbas et al., 2019).

Dessa forma, o Oz em concentracfes reduzidas atua como estressor terapéutico no
organismo (Bocci et al., 2011), permitindo maior oxigenacdo para o tecido e melhoria do
metabolismo geral (Borrelli, 2002). A aplicacdo em forma de gas ou dissolvido em agua pura
pode ser um excelente desinfetante para infecgdes cutaneas e mucosas (Bocci et al., 2011). As
bactérias Gram-positivas apresentam maior sensibilidade ao Oz em comparagdo as Gram-

negativas (Samardzija et al., 2017).
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Na medicina veterinaria, existem diversas pesquisas ao longo dos anos descrevendo
aplicacdes da ozonioterapia (Bocci et al., 2009; Camargo Ferreira et al., 2021; Durrani, 2017
Scrollavezza et al., 1997; Travagli et al., 2009), porém a utilizacdo desta ferramenta terapéutica
ainda € incipiente e esta relacionada somente a algumas areas especificas da clinica médica
(Durici¢ et al., 2015). O O3 Especialmente auxilia no tratamento de diversas afec¢des, como
mastite, metrite, endometrite, retencdo de membranas fetais, vaginite, urovagina, enterite e
laminite, além de diversas lesdes e distarbios neuromusculares (Purici¢ et al., 2014; 2015;
Zobel et al., 2014). Também existem descri¢des de utilizacdo como analgésico quando aplicado
no pos-operatdrio de cirurgia de ovariosalpingohisterectomia em cadelas (Teixeira et al., 2013).

Em um estudo desenvolvido por Escandon et al. (2020), a infusdo intrauterina com
solugdo com agua esterilizada ozonizada em 80 vacas de leite foi avaliada e a relagdo com a
prevaléncia de endometrite subclinica no pos-parto e desempenho reprodutivo dos animais foi
descrita. A contagem de PMN foi analisada por meio de citologia uterina antes e 72h apos a
ozonioterapia. Os autores demonstraram um decréscimo de 7.6 + 1.1% para 3.7 £ 1.4 na
contagem de PMN e de 50,0% para 5,0% na ocorréncia de endometrite subclinica. Além disso,
o0 tratamento com ozonioterapia intrauterina resultou em reducdo do nimero de servigos por
concepgao e aumento na taxa de concepgdo ao primeiro servigo, quando avaliadas as vacas
tratadas em comparacéo ao grupo controle.

Constantin e Birtoiu (2016) também avaliaram a influéncia da ozonioterapia no
desempenho reprodutivo de bovinos. Ao comparar vacas clinicamente higidas e vacas
diagnosticas com doenca uterina sete a dez dias pds-parto, os autores observaram melhorias
relacionadas a reproducdo destes animais, como aumento na taxa de concepg¢do ao primeiro
servigo. Estes resultados corroboram com observacdes de Durici¢ et al. (2014), que também
avaliaram o emprego da terapia com espuma de 0z6nio intrauterina em vacas com metrite e
endometrite e descreveram reducdo do numero de dias em aberto e do intervalo do parto a

primeira inseminagéo.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar alteragdes na perfusdo sanguinea uterina promovidas pela ozonioterapia
intrauterina em bovinos higidos, verificando a seguranca e viabilidade da utilizacdo desta

alternativa terapéutica.

Objetivos Especificos

o Avaliar alterages no perfil de vascularizacdo uterina por meio de ultrassonografia
modo-Doppler de cada corno uterino apds terapia de infusdo com solugéo fisioldgica
ozonizada realizada em vacas saudaveis;

o Analisar a concentragdo de neutréfilos polimorfonucleares no endométrio a fim de

constatar a saude uterina e auséncia de endometrite citoldgica dos animais avaliados.
4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Lavras com protocolo 025/23.

4.1 Animais

O projeto foi desenvolvido no rebanho bovino experimental do Departamento de
Zootecnia. Foram incluidas fémeas da raca Tabapud@ (Bos taurus indicus), nuliparas ou
multiparas, mantidas em pastejo (Urochloa brizantha), com acesso a agua e suplementacédo
mineral. Todos os animais estavam clinicamente higidos (média de 4,5+1,8 anos; 485,0+94,2

Kg de peso vivo e Escore de Condicao Corporal 6,2+0,82 em escala de 1-10).

4.2 Delineamento experimental

O design experimental crossover (Figura 1) consistiu-se em dois periodos experimentais
que foram separados em duas etapas: etapa de sincronizacdo (D-7 a DO) e etapa de coleta de
amostras (D0 a D3). Na etapa de sincronizacao, todas as vacas foram incluidas em um protocolo
hormonal (D-7) que consistia em uma aplicacdo intramuscular (IM) de 2,0mg de benzoato de
estradiol (Sincrodiol, Ouro Fino®) e (D-5) aplicacdo IM de 150,0mg de progesterona
(Sincrogest Injetavel, Ouro Fino®) e 0,50mg de cloprostenol sédico (Sincrocio, Ouro Fino®).
Esse procedimento teve a finalidade de sincronizar o ciclo estral para que as fémeas iniciassem

as coletas experimentais na fase luteal/progesterdnica do ciclo, sem a presenca de corpo Iuteo
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nos ovarios. Na etapa de coleta de amostras, os animais foram distribuidos aleatoriamente em
dois grupos, considerando paridade (nuliparas versus multiparas) e condi¢do ovariana no inicio
do protocolo de sincronizacdo (fémeas ciclicas versus fémeas em anestro). Formando-se o
grupo controle (n=5) que recebeu uma infusdo uterina com solucdo fisioldgica; e grupo
tratamento uterino (n=6) que recebeu uma infusdo uterina com solucéo fisioldgica ozonizada.
Apos o término do primeiro periodo experimental, as fémeas foram novamente sincronizadas e
avaliadas para serem incluidas no mesmo procedimento experimental, no entanto, invertendo
os tratamentos. Animais do grupo controle no primeiro periodo experimental, formaram o grupo
tratamento uterino no segundo periodo. Assim, a amostra final em cada grupo (tratamento ou

controle) foi constituida por 11 animais. Esse manejo caracteriza o design experimental em

crossover.
Figura 1 — Delineamento Experimental
D-7 D-5 DO D3
B i i i i i |
BE P4
PGE2a Oh 02h 04h 24h 72h
Ultrassonografia doppler % * ¥ ¥ ¥
Escore descarga vaginal % ¥
Citologia endometrial % ¥

Infusdo uterina ¥

Legenda: As vacas (n=11) foram incluidas em modelo experimental crossover, separadas em grupo
controle (n=5) que recebeu uma infusdo uterina com solucdo fisioldgica; e grupo tratamento (n=6) que
recebeu uma infusdo uterina com solucdo fisiol6gica ozonizada. Na etapa de sincronizacao (D-7 a DQ),
foi realizada aplicacdo de benzoato de estradiol (BE; D-7) e progesterona (P4) e cloprostenol sédico (D-
5), em todos os animais. Ap6s a divisdo dos grupos, se iniciou a etapa de coleta de amostras.
Considerando o horério da infusdo uterina (Oh), foi realizada caracterizacdo do escore de descarga
vaginal (EDV) em 0Oh e 72h; e avaliacdes ultrassonograficas modo-Doppler para verificacdo de
vascularizacao uterina as Oh, 02h, 04h, 24h e 72h ap6s a infusdo uterina. Além disso, foi feita citologia
endometrial para contagem de neutrofilos polimorfonucleares (PMN) em dois momentos: Oh e
aproximadamente 72h ap6s a infusdo. Apds o término do primeiro periodo experimental, as fémeas
foram sincronizadas e ressubmetidas ao protocolo, invertendo o tratamento recebido.

4.3 Avaliacdo de descarga vaginal

No inicio da etapa de coleta de amostras (DQ), previamente a infusdo uterina (Oh), foi
realizada avaliacdo do escore de descarga vaginal (EDV) usando dispositivo Metricheck
(Walmur®), previamente desinfetado com solucédo de agua e cloreto de alquil dimetil benzil

amonio. Foi feita limpeza prévia da vulva com papel tolha. O EDV foi caracterizado de 1 a 5
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(Figura 2): EDV1 = presenca de muco claro ou transltcido ndo fétido, EDV2 = presenca de
muco turvo com manchas de pus ndo fétido, EDV3 = secrecdo mucopurulenta <50% de pus e
ndo fétido, EDV4 = secre¢do mucopurulento branca, amarela ou marrom-avermelhada >50%
de pus e ndo fétido e EDV5 = presenca de muco fino, seroso ou aquoso, castanho-avermelhado,
com ou sem partes de tecido necrotico e fétido (Machado et al., 2020). Essa verificacdo de EDV
foi realizada novamente ap6s 72h a fim de verificar alterac6es clinicas e visuais que poderiam

ser causadas por processo inflamatdrio/infeccioso do tecido endometrial ou vaginal.

Figura 2 — Caracterizacdo de escore de descarga vaginal

Legenda: Caracterizacdo de escore de descarga vaginal (EDV) em escala de 1 a 5: EDV1 = presenca
de muco claro ou translicido nédo fétido, EDV2 = presenga de muco turvo com manchas de pus ndo
fétido, EDV3 = secre¢cdo mucopurulenta <50% de pus e ndo fétido, EDV4 = secre¢do mucopurulento
branca, amarela ou marrom-avermelhada >50% de pus e ndo fétido e EDV5 = presenca de muco fino,
Seroso ou agquoso, castanho-avermelhado, com ou sem partes de tecido necrético e fétido (Machado et
al., 2020). Fonte: adaptado de Sheldon et al. (2006).

4.4 Avaliacéo de vascularizacéo uterina

Foi realizada ultrassonografia reprodutiva para verificagdo de vasculariza¢do uterina
utilizando aparelho de ultrassom veterinario (Mindray®), modelo Z-50 VET acoplado a um
transdutor retal, 7,5MHz. O exame ultrassonografico em modo-Doppler, realizado por um
Unico médico veterinario treinado, consistiu na avaliacdo do perfil de perfusdo vascular em
ambos o0s cornos uterinos, ap6s padronizacdo do local de avaliagdo (porcdo dorsocranial da
curvatura uterina em cada corno uterino) e obtencdo de videos em modo B e modo-Doppler
(Figura 3).
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Figura 3 — Imagem ultrassonogréfica para avaliagdo de vascularizagdo uterina

Legenda: Imagem ultrassonografica em modo B (a) e modo-Doppler (b) da por¢do dorsocranial da
curvatura uterina. A imagem de cada corno uterino foi obtida para verificacdo do nimero de pixels
coloridos analisada pelo Software Corel Photo-paint.

Na analise de cada video ultrassonografico, um Unico avaliador sem informacdes
referentes ao historico das vacas, selecionou uma imagem para contagem de pixels coloridos e
totais, a fim de verificar a porcentagem de pixels coloridos realizada em analise pelo Software
Corel Photo-paint®. Em cada video ultrassonografico, foi selecionado um Unico frame que
demonstrasse o melhor perfil de vascularizagéo uterina. Os resultados da contagem de pixels
coloridos e totais foram obtidos por meio de histogramas confeccionados automaticamente pelo
software apOs processamento individual de cada imagem (Figura 4), seguindo o padrdo de
processamento de imagem e contagem de pixels. Foi obtida a média da porcentagem de pixels
coloridos por animal. Este exame ultrassonografico visou avaliar o perfil de vascularizacdo
uterina imediatamente apos infusdo de solucdo ozonizada para verificar possiveis alteracdes
vasculares locais causadas pela ozonioterapia. As avaliacdes ultrassonogréficas foram
realizadas previamente a infuséo uterina com soro ozonizado (0h) e aproximadamente 02h, 04h,

24h e 72h apos a infusdo uterina.
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Figura 4 — Anélise da imagem ultrassonografica para contagem de pixels coloridos e totais
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Legenda: foi selecionada uma imagem ultrassonografica individual de cada corno uterino e realizada a
selecdo da porgdo endometrial pelo Software Corel Photo-paint. Os resultados foram obtidos por meio
de histogramas confeccionados pelo software ap6s processamento de cada imagem para contagem de
pixels coloridos e totais, a fim de verificar a porcentagem de pixels coloridos.

4.5 Citologia endometrial

As amostras endometriais para contagem de neutrofilos polimorfonucleares (PMN)
foram obtidas por citologia uterina em dois momentos: Oh e aproximadamente 72h ap6s a
infusdo, como descrito por Escandon et al. (2020). A montagem do equipamento foi semelhante
a técnica previamente descrita por Dadarwal et al. (2019), em que uma escova cervical humana
foi acoplada em um aplicador para inseminacdo artificial em bovinos (Figura 5). Porém, houve
algumas modificacbes, como a montagem do equipamento (previamente autoclavado),
realizada em capela de exaustdo de gases em laboratorio previamente higienizado. O
equipamento foi recoberto por bainha de inseminacao artificial e camisa sanitaria, a fim de
evitar quaisquer contaminacgdes celulares ou com demais materiais biolégicos. A camisa
sanitaria foi rompida na entrada do cérvix e ao adentrar o Utero, a escova ginecologica foi
exposta na por¢édo do corpo uterino e a coleta de material baseada em cinco giros da escova em
sentido horério e cinco giros em sentido anti-horario a fim de coletar amostra endometrial. Apds
realizacdo do procedimento, a escova foi recolhida novamente para o interior do aplicador, que
era retirado do animal em seguida, a fim de evitar contaminacdes com células vaginais ou

demais matérias biologicos.
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Figura 5 — Montagem do equipamento utilizado para citologia endometrial bovina
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Legenda: para a montagem do equipamento para citologia endometrial, uma escova cervical humana foi
acoplada em um aplicador para inseminacdo artificial em bovinos (a, b), previamente autoclavado. O
equipamento foi recoberto por bainha de inseminagdo artificial e camisa sanitaria (c), a fim de evitar
quaisquer contaminacdes celulares ou com demais materiais biol6gicos. Todo o processo foi realizado
em capela de exaustdo de gases em laborat6rio previamente higienizado e foi utilizado um aplicador
individual por animal.

Cada amostra individual coletada na citologia endometrial foi fixada em lamina de vidro
e corada por meio de panotico rapido (Kit Instant Prov®) para preservacdo de morfologia
celular e posterior contagem de neutrofilos polimorfonucleares (PMN). Na avaliacdo
microscopica das ldaminas (ampliacdo de 400x), a concentracdo de PMN foi analisada por um
unico avaliador sem informac6es referentes a origem das laminas e status das vacas. Em cada
lamina, foram contabilizadas pelo menos 300 células epiteliais endometriais e usadas para
calcular a proporcao de PMN na amostra (Figura 6), de acordo com a formula: [(células PMN)/
(PMN + células epiteliais)], descrita por Druker et al. (2022). Células sanguineas vermelhas e
outros leucdcitos também foram visualizados, porém ndo foram incluidos na analise. Animais
apresentando endometrite subclinica podem ser classificados com concentracdo de PMN acima
de 6% em relacdo as células epiteliais endometriais. Este valor é sugerido para fémeas de baixa
de producédo e mantidas em sistema de pastejo (Madoz et al., 2013).
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Figura 6 — Avaliacéo microscc’)pica de laminas de citologia endometrial bovina
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Legenda: Em cada lamina individual de citologia endometrial, foram contablllzadas pelo menos 300
células epiteliais endometriais (a) e usadas para calcular a propor¢do de neutrofilos polimorfonucleares
(b) na amostra, de acordo com a formula: [(células PMN)/ (PMN + células epiteliais)]. As laminas foram
coradas por meio de panético rapido (Kit Instant Prov®) e analisadas em amplia¢do de 400x.

4.6 Infusdo uterina com solucéo ozonizada

Em cada periodo experimental, todas as vacas receberam uma infusdo uterina com 50
mL de solucdo fisioldgica (grupo controle) ou solugdo fisioldgica ozonizada (grupo tratamento
uterino), seguindo a concentragdo de 50 pg/mL, descrita por Escandon et al. (2020). A solucéo
foi preparada apds a insuflacdo de 0z6nio em bolsa contendo 80 mL de solucéo fisioldgica
durante 10min. Foi utilizado equipamento gerador de 0zdnio (ZVet, Ozonebras®) acoplado a
um cilindro de oxigénio e um regulador de vazéo calibrado para manter a concentragéo de
0zonio (O3) em 50 pg/mL de solugdo fisiologica (Figura 7). Uma dose Unica de 50 mL desta
solucdo ozonizada foi aplicada no limen uterino por infusdo com uma seringa de 60 mL
acoplada a pipeta descartavel (64 cm de comprimento, didmetro interno de 5 mm), utilizada
para inseminagé&o artificial em equinos. Por fim, foi realizada massagem uterina transretal para

favorecer a distribuicdo da solucdo no limen uterino.
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Figura 7 — Equipamento gerador de 0z6nio

Legenda: equipamento gerador de 0zdnio (ZVet, Ozonebras®) acoplado a um cilindro de oxigénio e um
regulador de vazdo calibrado para manter a concentracdo de ozonio (O3) em 50ug/mL de solucdo
fisiologica. A solugdo ozonizada foi preparada individualmente ap6s a insuflacdo de ozénio em bolsa
contendo 80 mL de solucéo fisioldgica durante 10 min. A infuséo uterina foi realizada logo apos finalizar
0 processo de insuflacdo.

4.7 Analise Estatistica

Os dados de vascularizagdo uterina foram obtidos por meio de porcentagem de
vascularizagdo em cada exame ultrassonografico e transformados para logaritmos naturais para
serem avaliados. O modelo contendo efeito de grupo (tratamento ou controle), horas (Oh, 2h,
4h, 24h e 72h), repeticdo dos animais e interacdo (grupo x hora) foi analisado utilizando o
procedimento estatistico PROC MIXED do SAS. A variavel relacionada a contagem de
neutréfilos polimorfonucleares na citologia endometrial foi testada pelo procedimento PROC
GLIMMIX com distribuicdo multinominal. Neste modelo foi analisado efeito de grupo
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(tratamento ou controle), hora (Oh e 72h), repeticdo dos animais e interacdo (grupo x hora). Por
fim, na avaliacdo de escore de descarga vaginal, foi utilizado modelo estatistico com
distribuicdo de frequéncia dos animais em cada escore (1-5), em cada um dos momentos
avaliados (Oh e 72h). Foi empregado o teste exato de Fischer para comparar as frequéncias de
distribuicdo dos escores entre oS grupos (tratamento ou controle). Valor de P<0,05 foi

considerado significativo.

5. RESULTADOS

Na andlise microscopica das laminas, obtidas por citologia uterina, Oh e
aproximadamente 72h ap6s a infusdo, os animais avaliados ndo apresentaram endometrite
subclinica ou citologica durante o experimento (Grafico 1), ndo ocorrendo efeito de grupo
(P=0,3), hora (P=0,3) ou interacdo (grupo x hora; P=0,07). Foram observadas porcentagens
médias de PMN no grupo controle (3,0% + 1,7; 3,7% % 2,3) e grupo tratamento (0,3 £ 0,1%;
5,4 £ 4,1%) em Oh e 72h, respectivamente.

Gréfico 1 — Alteracdo quantitativa (%) de neutréfilos polimorfonucleares entre as citologias
endometriais
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Legenda: as citologias endometriais foram realizadas em todos os animais antes da infusdo com soro

0zonizado e aproximadamente ap6s 72h. Nao foram observados efeitos de grupo (P=0,3), hora (P=0,3)
ou interagdo (grupo x hora; P=0,07).



32

A avaliacdo de escore de descarga vaginal (EDV) utilizando Metricheck, também foi
realizada nas mesmas ocasides das citologias endometriais supracitadas. Nessa analise, foram
demonstrados valores médios na categorizacao de escores para o grupo controle (1,36 + 0,81;
1,82 £ 1,08) e grupo tratamento (1,73 £ 0,79; 1,55 £ 0,69) em Oh e 72h, respectivamente. Assim,
a distribuicdo de frequéncia dos animais em cada escore ndo foi diferente entre os grupos
(tratamento ou controle) em Oh (P=0,2) e as 72h (P=0,7), concentrando-se majoritariamente em

escores de 1 a 3 (Gréfico 2).

Gréfico 2 — Distribuigdo de frequéncia das caracterizacGes de escore de descarga vaginal
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Legenda: as verificacOes de escore de descarga vaginal (EDV) foram realizadas em todos os animais
antes da infusdo com soro ozonizado e aproximadamente ap6s 72h. A andlise foi realizada pela
distribuicdo de frequéncia dos animais em cada escore de EDV as Oh (a) e as 72h (b), comparando-se
grupo tratamento e controle. A distribuicdo dos animais em cada escore nao foi diferente entre 0s grupos
em Oh (P=0,2) e as 72h (P=0,7).

As analises das variacbes no percentual de vascularizagdo uterina nos exames
ultrassonograficos estdo apresentadas no Grafico 3. O efeito da intera¢do (grupo x hora), se
deve ao efeito de hora significativo (p<0,05) somente no grupo tratado com o0zonio,
demonstrado pelo aumento transitério na vascularizacdo uterina entre as avaliaces
ultrassonograficas realizadas as Oh e 2h. A vascularizacdo nesse grupo se manteve elevada até
as 4h apds o tratamento, retornando aos valores prévios ao tratamento as 24h e 72h (P<0,04).
Este aumento transitério somente no grupo tratado promoveu maiores vascularizagdes uterinas
as 2h (20,15 + 2,37 versus 12,80 + 1,98; p<0,02) e as 24h (17,02 + 2,54 versus 11,00 + 1,33;
p<0,03) ap0s o tratamento, quando comparadas aos animais do grupo controle. Analisando todo
o0 periodo experimental, houve efeito de grupo (p<0,04), considerando que o grupo tratamento
apresentou maior valor médio de vascularizagdo uterina ao longo das horas ap6s a infusdao com
soro ozonizado, em comparacdo ao grupo controle (16,78 + 2,04 versus 13,44 + 2,23),

respectivamente.
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Gréfico 3 — Alteracéo relativa (%) da vascularizacdo uterina referente as Oh e entre avaliacGes
ultrassonograficas modo-Doppler
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Avaliagoes ultrassonograficas uterinas

Legenda: as avaliagbes ultrassonogréficas consistiram na andlise do perfil de perfusdo vascular
previamente & infusdo uterina com soro ozonizado (Oh) e aproximadamente apds 02h, 04h, 24h e 72h.
Houve efeito de grupo (P<0,04), considerando que o grupo tratamento apresentou maior valor médio de
vascularizagdo uterina. Também foi observado efeito de interacdo grupo*hora (P<0,04), e maior
vascularizagdo uterina dos animais do grupo tratamento as 2h (P<0,02) e as 24h (P<0,03)*. Letras
maiusculas diferentes na mesma linha, correspondem & diferenca estatistica. * corresponde a diferenca
estatistica considerando efeito grupo*hora.

6. DISCUSSAO

O presente modelo experimental foi desenvolvido em fémeas bovinas saudaveis a fim
de esclarecer efeitos da ozonioterapia intrauterina em animais higidos. Este modelo é baseado
na caréncia de estudos que tenham avaliado a perfusdo sanguinea endometrial em vacas ap0s
administracdo de solucdo ozonizada. Além disso, o estudo com fémeas que apresentam doenca
uterina clinica, detém de algumas limitac6es relacionadas a padronizacgdo do grau de doenga
uterina, considerando sua variacdo de acordo com caracteristicas individuais, como producao

de leite, paridade, raca e mesmo a classe de microrganismos patogénicos presentes no Utero.



34

Diante disso, a verificacdo da salde uterina e auséncia de endometrite citolégica foi
realizada por meio das citologias endometriais no inicio e final de cada periodo experimental.
O diagnostico de endometrite citolégica em vacas normalmente é baseado na presenca e
proporcOes de células polimorfonucleares (PMN) em relacédo as células epiteliais endometriais
presentes em esfregaco de citologia endometrial. A andlise das Iaminas coletadas no presente
experimento seguiu a metodologia descrita previamente por Druker et al. (2022), que
compararam diferentes limites maximos na contagem de PMN de citologias endometriais para
diagnosticar endometrite citologica em primiparas e multiparas. Para estabelecer esses valores
de diagnostico, os autores também consideraram o tempo p6s-parto e desempenho reprodutivo
das vacas.

Os resultados obtidos pela analise da concentracdo de neutrdfilos polimorfonucleares
acessados por meio da citologia endometrial demonstraram que ndo ocorreram alteracdes
relacionadas ao ambiente uterino. Os valores obtidos na contagem de PMN foram préximos de
3,0% e 3,7% (grupo controle) e 0,3% e 5,4% (grupo tratamento) na primeira e segunda citologia
endometrial, respectivamente. Segundo Madoz et al. (2013) o limite geralmente indicado é de
6% de células polimorfonucleares (PMN) por amostra, em que a contagem de células abaixo
deste valor relaciona-se com a salde uterina da fémea. Todas as fémeas se mantiveram
saudaveis e sem a presenca de endometrite subclinica durante o periodo experimental,
indicando que néo ha efeitos colaterais na utilizacdo da ozonioterapia intrauterina em bovinos,
restringindo-se a endometrite citoldgica, dentro do prazo de 72h apos infusdo uterina.

Essa avaliacdo é relevante para auxiliar na seguranca da implementacdo desta terapia,
analisando os efeitos potenciais do 0zdnio em animais higidos, que posteriormente poderiam
ser analisados em animais com infeccdo uterina. Este método de citologia uterina é eficiente
para detectar casos de endometrite subclinica, comumente presentes nos rebanhos bovinos
(Baranski et al., 2012), ndo demonstrando posteriores efeitos deletérios na fertilidade das
fémeas (Cardoso et al., 2017).

O aperfeicoamento da ozonioterapia para uma futura inclusdo no manejo reprodutivo
dos rebanhos bovinos poderia ser uma alternativa vidvel para reduzir a ocorréncia de
endometrite subclinica e favorecer indices reprodutivos (Escandon et al., 2020). Estes fatores
sdo justificados pelas pesquisas que demonstram que o 0zonio detém de elevado potencial
oxidante, devido a sua instabilidade e rapida transformacdo em oxigénio. Com isso, esses
processos oxidativos na atividade da peroxidase podem destruir capsulas bacterianas e

membranas celulares, e consequentemente bloquear a replicagcdo do DNA (Bocci et al., 2011).
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Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com Gonzalez-Aguado et al.
(2021), que avaliaram o efeito da aplicagdo intrauterina de 0z6nio na migracdo de neutréfilos e
endometrite subclinica em vacas pés-parto e nuliparas holandesas. VVacas com historico de
metrite pos-parto apresentaram maior contagem de PMN em relacdo as vacas saudaveis (13,9
+ 6,2 versus 1,0 + 0,46). Porém, quando 0s autores compararam somente vacas saudaveis, ndo
houve diferenca do grupo controle para o grupo que recebeu infusdo uterina com o ozénio (0,1
+ 0,1 versus 1,8 + 4,8). Demonstrando que ndo houve aumento na contagem de PMN no
endomeétrio apos infusdo intrauterina com 0z6nio em vacas saudaveis, como demonstrado na
presente pesquisa.

Considerando as alteragcBes na vascularizacdo sanguinea causadas pelo ozénio no
organismo, na presente pesquisa foi verificado aumento na perfusao vascular uterina. O modelo
de avaliacdo proposto nesta pesquisa analisou as alteracdes na perfusdo sanguinea uterina
diretamente em cada corno uterino, a fim de indicar indiretamente o aporte sanguineo
endometrial ap6s ozonioterapia. A analise da vascularizacdo por meio da artéria uterina média
pode se tornar de dificil adequacdo em modelos experimentais com fémeas ndo gestantes,
inviabilizando o procedimento de demais coletas nos horarios pré-determinados.

Além da andlise da perfusdo vascular nos cornos uterinos proporcionar maior
objetividade considerando a vascularizagdo de um local anatbmico padronizado. Diante dessas
analises, as fémeas que receberam infusdo uterina com solucdo fisiologica ozonizada
apresentaram aumento significativo na vascularizacao uterina as 2h e 24h apdés a infusdo, em
comparacao aos animais do grupo controle. Além disso, analisando valores méedios, 0s animais
do grupo tratamento apresentaram maior vascularizacdo uterina durante todo o periodo
experimental, em comparacao ao grupo controle.

Os trabalhos encontrados na literatura cientifica sdo escassos, considerando analises do
efeito da ozonioterapia na vascularizacéo uterina em bovinos. Porém, algumas pesquisas foram
desenvolvidas na medicina humana. Calderon et al. (2016) analisaram o efeito da irrigagdo
endometrial com solugdo salina ozonizada estéril sobre os parametros endometriais
ultrassonograficos e histologicos em mulheres. A pesquisa foi feita durante trés ciclos
menstruais consecutivos, analisando trés grupos: controle, sem intervencgéo e tratamento. Foi
realizada irrigacdo endometrial com 10cc de solucdo estéril ozonizada em concentragdo de 100
pg Os/ml. Além da analise de demais parametros histoldgicos de tecido endometrial, foi feita
avaliacdo do numero de vasos sanguineos, que foi maior para o grupo tratamento quando
comparado ao grupo controle (30,48 + 11,38 versus 19,12 + 8,74). Demonstrando o aumento

na perfusdo sanguinea causado pela ozonioterapia endometrial em mulheres.
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Os resultados referentes a vascularizacdo uterina, também corroboram com Camargo
Ferreira et al. (2021), que descreveram melhorias na vascularizagdo sanguinea do endométrio
em éguas apos insuflacdo uterina com ozonio. Foram empregadas as concentracOes de 42, 21 e
0 (controle) pg Oz mlt. Na andlise histolégica das amostras de tecido endometrial, foram
verificados efeitos positivos do tratamento com 0z6nio no nimero de vasos sanguineos
endometriais, grau de vascularizagcdo uterina e na taxa de aumento desses dois parametros
avaliados.

Estes achados relacionados a vascularizagdo uterina, podem ser explicados pelo maior
aporte de oxigénio e consequente aumento na perfusdo vascular causados pelo potencial de
estressor terapéutico local, apresentado pelo ozénio quando empregado em doses reduzidas.
Essa atuacdo como imunomodulador ocorre devido a ativacdo do sistema imune e estimulacéo
da secrecdo de fatores de crescimento diversos, que induzem reagdes quimicas que podem
causar mudancas metabdlicas no organismo. Esse efeito imunomodulador do Oz € relacionado
a producdo de perdxido de hidrogénio (H202) que tem capacidade de melhorar a atividade
fagocitica de neutrofilos e favorecer a liberagdo de citocinas que auxiliam na resposta
imunoldgica, como interferon-y (IFN-y) e IL-8, além de algumas proteinas de fase aguda (Bocci
etal., 2011).

Souza et al. (2021) analisaram diversas pesquisam englobando caracteristicas fisico-
quimicas e aplicacbes do 0zonio na medicina veterinaria. Dentre estes fatores, os autores
descreveram o potencial da ozonioterapia em aumentar a oxigenacao e perfusdo vascular do
tecido. Essa relacdo pode ser explicada pela ativacdo de diversas rea¢fes bioquimicas, pelo
H202. Ocorre ativacao da glicélise com aumento da producdo de adenosina tri-fosfato (ATP)
e 2,3-difosfoglicerato em glébulos vermelhos, e alteracdo da curva de dissociacdo entre
oxigénio e hemoglobina. Isso faz com que ocorra maior estimulo do fluxo transmembrana de
02, melhorando a eficacia da cadeia respiratoria mitocondrial. O efeito angiogénico do Oz pode
ser relacionado ao aumento nos niveis da enzima 6xido nitrico sintase (NOS). Assim, elevando
a sintese de oxido nitrico, substancia que atua como vasodilatador e melhora a circulacédo
sanguinea e a oxigenacgao dos tecidos isquémicos.

Algumas pesquisas presentes na literatura cientifica demonstram efeitos favoraveis da
ozonioterapia empregada no tratamento de desordens reprodutivas. Como Tekin et al. (2022),
que analisaram os efeitos da ozonioterapia associada ao estradiol empregados no tratamento da
sindrome de Asherman em modelos experimentais com ratos. Essa sindrome é caracterizada
pela presenca de adesdes ou fibroses na cavidade uterina em decorréncia de traumas ou processo

de cicatrizagdo. Os autores descreveram aumento no diametro e lumen uterino e em glandulas
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endometriais. Além do mais, o grupo tratado com estradiol e 0z6nio apresentou maior nimero
e diametro de glandulas endometriais.

Neste raciocinio de desordens reprodutivas, Zobel e Tkal¢i¢ (2013) compararam
diferentes abordagens terapéuticas para retencdo de placenta em bovinos, incluindo aplicacao
parenteral de antibiéticos e hormonios, além de lavagem uterina com ozbnio. Os animais
tratados com 0z6nio apresentaram menor numero de Servigos por concepgao e consequente
menor periodo de dias em aberto. E menor indice de descarte involuntario relacionado a
problemas de fertilidade, demonstrando a eficacia da ozonioterapia na saude uterina e
fertilidades das vacas. Constantin e Birtoiu (2016) obtiveram resultados similares empregando
a aplicacdo intrauterina de ozonio em forma de espuma no tratamento de endometrite em
bovinos de leite. Descrevendo melhorias no desempenho reprodutivo relacionado a taxa de
concepcao ao primeiro Servico.

Diante disso, os resultados obtidos descrevem alteragfes na vascularizagdo uterina
promovidas pela ozonioterapia intrauterina em vacas de corte saudaveis. Pesquisas futuras
podem explorar efeitos a longo prazo da infusdo uterina com solugdo ozonizada no desempenho
reprodutivo das fémeas e analisar mecanismos relacionados ao efeito imunomodulador do
0zdnio no processo inflamatdrio uterino. Pode-se assim buscar o aperfeicoamento de
abordagens terapéuticas empregadas em desordens do trato reprodutivo, como metrite puerperal

e endometrite que sdo comumente diagnosticadas em bovinos.

7. CONCLUSAO

Portanto, 0 emprego da ozonioterapia intrauterina em bovinos higidos promove
melhorias na vascularizacdo uterina analisada por meio de exame ultrassonografico modo-
Doppler. Esse efeito positivo na perfusdo sanguinea uterina contribui na implementacdo desta
terapia considerando quesitos de seguranga e viabilidade da utilizacdo desta alternativa
terapéutica, auxiliando assim, no aperfeicoamento da utilizacdo da ozonioterapia na medicina

veterindria.
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