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RESUMO

SA, Marcus André Ferreira. Vascularizacdo uterina através da ultrassonografia color
doppler em éguas com endometrite bacteriana induzida submetidas a tratamento. 2017.
63f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, Patologia e Ciéncias Clinicas). Instituto de
Veterinaria. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Os objetivos do presente estudo foram caracterizar através da ultrassonografia color Doppler a
perfusdo vascular endometrial de éguas com endometrite bacteriana e submetidas a tratamento
fitoterapico. Para tanto, foram utilizadas 20 éguas mestica e Mangalarga Marchador livres de
endometrite. O programa Imagel 1.46r® foi utilizado para avaliagdo das imagens.
Adicionalmente, a perfusdo vascular subjetiva do Utero foi estimada levando-se em
consideracao o percentual de sinais Doppler coloridos presentes no mesométrio, miométrio e
endomeétrio, em corte longitudinal do corpo uterino e transversal dos cornos uterinos. Etapa 1.
Todas as éguas (n=20) foram submetidas a inoculacdo intrauterina com cepa de Escherichia
coli proveniente de utero equino. As sessdes de ultrassonografia color Doppler foram
realizadas em MO (momento imediatamente anterior a inoculagdo intrauterina) e M1 (24 horas
apos a inoculacao intrauterina). Etapa 2. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos: grupo experimental 1 (n=10) e grupo experimental 2 (n=10) com solugdo fitoterapica
Fitoclean® (Organnact Satde Animal, Curitiba, Parana, Brasil). Em ambos os grupos, os
exames de cultura uterina, antibiograma, citologia endometrial e ultrassonografia modo B e
color Doppler foram realizados nos momentos T1 (imediatamente antes de iniciar o
tratamento), T2 (24h apds o tratamento) e T3 (48h apds o tratamento). Etapa 3. As éguas em
que foram identificados agentes patogénicos nas amostras coletadas durante a etapa 2, foram
submetidas a antibioticoterapia por infusdo intrauterina utilizando Gentamicina. Sete dias
apos a realizacdo da antibioticoterapia, foi realizado novos exame de ultrassonografia color
Doppler. Para analise estatistica, foi aplicado o teste de Tukey, teste t de Student e Anova para
comparacdo das médias obtidas nos diferentes periodos e Qui Quadrado para avaliacdo do
efeito do fitoterapico. Etapa 1. Verificou-se que os valores médios de vascularizagdo no
momento M1 foram significativamente superiores aos obtidos em MO para as trés partes do
utero (P<0,05). Houve crescimento bacteriano em todas as amostras coletadas. Etapa 2. O
valor médio de vascularizacdo no momento T1 em ambos os grupos foi significativamente
superior (P<0,05) aos obtidos nos momentos 2 e 3. No momento T1, observou-se aumento
significativo no segmento 1, enquanto que em T2 observou-se uma reducdo significativa neste
segmento. Etapa 3. De acordo com os resultados obtidos nos exames de cultura e
antibiograma realizados apds o término da etapa 2, 13 éguas (65%, 13/20) foram submetidas a
antibioticoterapia através de infusdo intrauterina com Gentamicina. Apés este tratamento, a
vascularizacdo observada apresentou grande reducdo em comparacao ao momento M1. Diante
destes resultados, concluiu-se que nas condicdes deste estudo foi possivel utilizar a
ultrassonografia modo Color Doppler como método diagndstico para a endometrite
bacteriana; ndo foi possivel correlacionar resultados obtidos atraves da ultrassonografia color
Doppler com os achado nos exames tradicionais para diagnostico da endometrite.

Palavras-chave: Ultrassonografia Doppler. Endometrite. Escherichia coli. Métodos
Diagnosticos. Perfusdo.



ABSTRACT

SA, Marcus André Ferreira. Characterization of uterine vascularization using color
Doppler in equine endometritis. 2017. 63f. Thesis (Doctorate in Veterinary Medicine,
Pathology and Clinical Sciences). Instituto de Veterinaria. Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Obijectives of this study were to characterize the endometrial vascular perfusion of mares with
bacterial endometritis using color Doppler ultrasonography and submitted to phytotherapeutic
treatment. 19 crossbred and Mangalarga Marchador mares without endometritis were used.
ImageJ 1.46r® was applied to evaluate the images. Additionally, subjective vascular uterine
perfusion was estimated analyzing the percentage of color Doppler signals present in the
mesometrial, myometrium and endometrium, in longitudinal section of the uterine body and
transverse section of the uterine horns. Step 1. The mares (n=20) were submitted to
intrauterine inoculation with Escherichia coli cepa from the equine uterus. The color Doppler
ultrasound sessions were performed in MO (moment immediately prior to intrauterine
inoculation) and M1 (24 hours after intrauterine inoculation). Step 2. The animals were
divided into two groups: control group (n=10) and treated group (n=10) using phytotherapic
solution Fitoclean® (Organnact Animal Health, Curitiba, Parana, Brazil). Both groups, color
Doppler ultrasonography was performed at time T1 (immediately before starting treatment),
T2 (24h after treatment) and T3 (48h after treatment). Step 3. Mares in which pathogens were
identified in the samples collected during stage 2 were submitted to antibiotic therapy by
intrauterine infusion using Gentamicin. Seven days after the antibiotic therapy, a new color
Doppler ultrasound examination was performed. For statistical analysis, the Tukey test, t
Student and Anova test was applied to compare the means obtained in the different periods
and Chi Square were apllied to evaluation of phytoterapic effect. Step 1. It was found that the
mean values of vascularization were no moment (P<0.05). Bacterial growth was observed in
all samples collected. Step 2. The mean value of vascularization at time T1 in both groups
was significantly higher (P<0.05) than the obtained at moments 2 and 3. At the time T1, we
observed a significant increase in portion 1, while T2 showed a significant decreasing in this
portion. Step 3. According to the results obtained in the culture and antibiogram examinations
performed during the step 2, 13 mares (65%, 13/20) were submitted to antibiotic therapy
through intrauterine infusion with Gentamicin. After that treatment, the vascularization
observed decreased related to M1. With these results, we can conclude that in these conditions
is possible the use of color Doppler ultrasonography as a method for bacterial endometritis; It
was not possible to correlate results obtained by color Doppler ultrasonography with the
traditional findings for the diagnosis of endometritis.

Keywords: Doppler ultrasonography. Endometritis. Escherichia coli. Diagnostic methods.
Perfusion.
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1 INTRODUCAO

A ultrassonografia transretal modo B (em escala de cinza) revolucionou o
diagnostico e monitoramento de eventos reprodutivos, seja patolégico ou fisioldgico, em
equinos, bem como em outras espécies. Atualmente, a ultrassonografia modo Doppler tem
sido utilizada para acompanhar e avaliar a vascularizagdo do trato reprodutivo de fémeas
equinas. Trata-se de uma tecnologia emergente na Medicina Veterinaria que visa avaliacdo da
perfusédo vascular diretamente no local de interesse. Com grande capacidade para aumentar o
potencial diagndstico e preditivo com diversas finalidades, seja a campo ou em pesquisa. Esta
técnica fornece informacGes em tempo real sobre a arquitetura vascular e 0s aspectos
hemodindmicos dos vasos em diversos 6rgdos, possibilitando determinar a presenca, a dire¢do
e o tipo de fluxo sanguineo (CARVALHO et al., 2008).

Durante a Gltima década, a ultrassonografia Doppler se tornou o método utilizado
para avaliacdo do fluxo sanguineo do trato reprodutivo de mulheres, sendo agora utilizada
para avaliacdo na Medicina Veterinaria. Dessa forma, estudos envolvendo sua aplicagéo estéo
sendo realizados visando ampliar o conhecimento fisioldgico e em enfermidades do trato
reprodutivo equino. A capacidade como ferramenta diagnostica da Ultrassonografia modo
color Doppler ainda nédo esta completamente elucidada, o que requer estudos detalhados para
que possa ser considerada como tal.

O utero, por ser o local de desenvolvimento do concepto, necessita de um exame
criterioso, especialmente quando se trata de endometrite, 0 que pode afetar de forma
determinante o estabelecimento da gestacdo. Até o presente momento, 0s exames
complementares mais utilizados para avaliacdo e deteccdo de alteragdes uterinas na espécie
equina tém sido o citoldgico, histologico, ultrassonografico convencional e cultura
endometrial e antibiograma.

A endometrite é a principal causa de queda de fertilidade em éguas e vem sendo
estudada visando obter melhores indices reprodutivos em fémeas que apresentam esta
enfermidade. A melhora dos indices de gestacdo dessas éguas necessita da detec¢do precoce
através do exame ginecoldgico (palpagdo retal, ultrassonografia e/ou citologia endometrial) e
da oportuna intervengéo para solucionar a inflamacéo endometrial persistente.

Ao longo dos anos, diversos tratamentos ja foram descritos visando contornar a
endometrite, tais como: lavado uterino, administracfes de agentes ecbdlicos, antibioticos,

infusdes intrauterina, imunomoduladores e, mais recentemente, vem sendo testado o Plasma
1



Rico em Plaquetas (PRP), Plasma Rico em Leucdcitos (PRL), dentre outros. Os resultados
variam de acordo com a etiologia da endometrite, intensidade da infeccdo e idade da égua em
tratamento. Entretanto, devido ao poder cicatrizante que apresentam, alguns fitoterapicos sdo
utilizados a campo empiricamente para tratamento das endometrite equinas.

Através do emprego da ultrassonografia color Doppler, aliados aos demais exames
ginecoldgicos tradicionais, pode ser possivel avaliar de forma fidedigna o efeito da

endometrite sobre a vascularizacdo do Utero equino.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Vascularizacéo do Sistema Reprodutor de Eguas

A irrigacdo sanguinea do Utero ocorre principalmente pela artéria uterina atraves do
ligamento largo. A artéria uterina € um ramo da artéria iliaca externa, que se originou na
artéria aorta abdominal. Além disso, o ramo uterino da artéria ovariana e 0 ramo uterino da
artéria vaginal também contribuem para a vascularizacdo do Utero (Figura 1). Estas trés
artérias apresentam comunicacdo entre si e sua extensao varia entre os individuos (GINTHER,
2007a).

MARE "' bua: ramo da artéria
uterina

cvc: veia cava caudal
dca: artéria circunflexa
profunda

eia: artéria iliaca
externa

iia: artéria iliaca interna
ipa: artéria pudenda
interna

ao: artéria ovariana
oV: veia ovariana

ua: artéria uterina
uma: artéria umbilical
uboa: ramo uterino da
artéria ovariana

ubva: ramo uterinoda
artéria vaginal

uov: veia
uteroovariana

va: artéria vaginal

Figura 1. Vascularizacdo do sistema reprodutivo da égua. Fonte: Adaptado de Ginther
(2007a).

A artéria ovariana se apresenta como um ramo da artéria aorta abdominal, enquanto
a artéria vaginal se origina da artéria pudenda interna, um ramo da artéria iliaca interna. O
ramo uterino da artéria ovariana fornece suprimento sanguineo para as extremidades dos
cornos uterinos, enquanto o ramo uterino da artéria vaginal irriga a cérvix e corpo uterino
(GINTHER, 2007a).

A artéria uterina, por sua vez, se divide em ramos cranial e caudal. O primeiro é
menor e supre a tuba uterina e a porcao cranial dos cornos uterinos, sofrendo anastomose com
0 ramo caudal da artéria uterina e 0 ramo uterino da artéria ovariana. O ramo caudal supre a

porcao caudal dos cornos uterinos e forma anastomoses com o ramo uterino da artéria vaginal.
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Os ramos cranial e caudal do Utero cursam ao longo da borda antimesometrial e originam
numerosas ramificagOes arteriais tortuosas, que percorrem transversalmente ao longo das

faces lateral e medial dos cornos uterinos (GINTHER, 2007a).

2.2 Ultrassonografia Doppler

Na medicina humana, a ultrassonografia modo Doppler vem sendo utilizada para
monitorar gestacdo de alto risco, visto que alguns eventos, como a hipertensdo arterial
materna, as enterocolites fetais, o desenvolvimento intrauterino retardado e a morte perinatal,
sdo correlacionados com aumento da resisténcia vascular fetal e uteroplacentaria
(BARBOSA; SILVA, 2012). Em medicina veterinaria, foi utilizado em vacas por Acosta et
al. (2003) visando avaliar o fluxo sanguineo em foliculos, bem como em equinos (ACOSTA,;
BEG; GINTHER, 2004). Em ambos os trabalhos, a ultrassonografia Doppler demonstrou
evidente diferenca na vascularizacdo da parede de foliculos ovulatérios em comparacdo a
foliculos atrésicos. Além disso, essa ferramenta de avaliacdo € capaz de fornecer ndo apenas
informacdes atuais da estrutura, bem como é capaz de predizer condicGes futuras, como o
potencial de dominancia de um foliculo ou ainda sua capacidade ovulatéria (GINTHER,
2007a).

Esta técnica se baseia no efeito Doppler, caracterizada por alteragdes nas
frequéncias das ondas emitidas ou refletidas por um objeto em movimento em relagdo a um
observador estatico (GINTHER; UTT, 2004). Durante a ultrassonografia, as hemacias sdo
consideradas os corpos refletores em movimento e o transdutor corresponde ao observador.
Deste modo, conforme a velocidade e a direcdo das heméacias se alteram, as imagens
ultrassonograficas apresentam cores e tonalidades diferentes (VERMILLON, 1997). A
ultrassonografia Doppler envolve duas modalidades, o Doppler colorido e o espectral, com
diferentes avaliacGes da area de interesse (GINTHER, 2007a).

A ultrassonografia Doppler colorido pode ser utilizada para avaliar a hemodinamica
diretamente do tecido alvo, como endométrio, parede folicular e corpo luteo (OUSEY et al.,
2012; ABDELNABY et al., 2016; LEMES et al., 2015). Cada sinal obtido passa por um
processamento isolado que é codificado por cores em rela¢do ao sentido do movimento e da
velocidade de cada ponto analisado. Sobre a imagem em modo B é apresentada uma outra
imagem, colorida, que representa um mapeamento dos elementos moveis em relacdo a
intensidade e ao sentido do movimento (KAWAKAMA et al., 1993).

No Doppler colorido, a imagem apresenta diferentes coloracbes que s&o
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caracterizadas como o fluxo em direcdo ao transdutor (tons de vermelho) e em sentido
contrério (tons de azul), ndo sendo representacdes de fluxo sanguineo venoso ou arterial. O
Doppler colorido ¢é subdividido em dois modos distintos: Color-flow e Power-flow. O modo
Color-flow classico representa a perfusdo vascular da estrutura em duas cores: vermelho e
azul, que indicam o sentido das hemé&cias em relacdo ao transdutor. O vermelho corresponde
ao fluxo sanguineo que se desloca em direcdo ao transdutor, enquanto o azul indica
afastamento. Tonalidades escuras e claras s@o velocidades lentas e rapidas, respectivamente
(GINTHER e UTT, 2004; GINTHER, 2007a).

O modo Power flow é uma inovagdo recente do Color flow. Inicialmente, utilizava-
se uma escala graduada em uma Unica cor, o laranja, independente da direcdo do fluxo
sanguineo. No entanto, equipamentos recentes de ultrassonografia Doppler tém apresentado o
modo Power flow também graduado em duas cores, de acordo com o sentido do fluxo. A
intensidade da cor neste modo varia de acordo com a poténcia do sinal (GINTHER; UTT,
2004; GINTHER, 2007a). Este exame apresenta aumento na sensibilidade de trés a cinco
vezes em relacdo ao exame convencional, proporcionando assim a avaliacdo de vasos
sanguineos com diametro menor ou fluxo sanguineo mais fraco, sendo as caracteristicas de
vascularizagdo representadas em imagens coloridas de uma Unica coloracdo, independente da
direcdo do fluxo sanguineo (GINTHER; UTT, 2004).

Em relagéo aos exames utilizando o Doppler colorido, a vascularizagdo pode ser
graduada através da quantificagdo do numero e tamanho dos pontos ou areas coloridas
(avaliacdo objetiva), bem como pode ser realizada a avaliacdo por escores (1 a 4, por
exemplo, indicando vascularizacdo minima e méxima; avaliacdo subjetiva). A grande
vantagem deste tipo de avaliacdo € a estimativa das caracteristicas vasculares diretamente em
uma estrutura. Ou seja, a avaliacdo pode ser direcionada especificamente a uma area,
possibilitando avaliacdo sistematica do local desejado, em vez de avaliar apenas um foco (por
exemplo, apenas um vaso sanguineo durante o espectral). Além disso, muitas vezes, devido ao
movimento de visceras e/ou do proprio animal, a manutencdo do cursor nos exames em modo
espectral € prejudicada, tornando sua realizacdo mais dificil e demorada. As principais
desvantagens deste tipo de exame séo a utilizacdo de imagens selecionadas e ndo o exame em
tempo real (no caso da analise objetiva) ou a subjetividade na atribuicdo de escore entre
avaliadores (analises subjetivas) (GINTHER; UTT, 2004; GINTHER, 2007a).

No modo espectral ou pulsado, as informagGes obtidas a partir do fluxo sanguineo



em funcéo do tempo sdo transformadas em um gréafico, denominado espectro, onde o eixo
horizontal representa o tempo e o eixo vertical a frequéncia de deslocamento Doppler. Neste
gréfico, a linha de base horizontal representa o fluxo zero, o fluxo em dire¢éo ao transdutor é
representado acima da linha de base e abaixo desta linha é demonstrado o fluxo em direcdo
oposta (SZATMARI et al., 2001; CARVALHO et al., 2008). O modo espectral fornece
valores exatos de velocidades do fluxo sanguineo e indices Doppler teciduais (GINTHER;
MATTHEW, 2004).

O modo espectral analisa quantitativamente o fluxo sanguineo de um vaso
especifico por meio da utilizagdo de um cursor (gate) centralizado no limen da artéria
escolhida, em uma imagem modo B ou Doppler colorido. As alteragfes de frequéncia e
amplitude sdo exibidas no grafico, na forma de ondas, representando cada uma um ciclo
cardiaco. E neste modo que s&o exibidos os valores das velocidades no pico sistélico (VPS),
diastolica final (DF) e velocidade maxima média (VMM), ao longo de um ciclo cardiaco,
além dos indices Doppler de resisténcia (IR) e pulsatilidade (IP). Estes ultimos sdo
frequentemente utilizados por expressarem uma relacdo negativa com a perfusdo vascular do
tecido ou 6rgao suprido pela artéria avaliada (GINTHER, 2007a).

A adequada mensuracdo das velocidades de fluxo sanguineo é dependente da
correta angulagéo entre o transdutor e o respectivo vaso (angulo de insonancia). Alteragdes no
angulo de insonancia podem ter efeitos drasticos sobre os valores absolutos das velocidades
de fluxo sangiiineo de um vaso (GINTHER, 2007a). Entretanto, as artérias presentes no
mesométrio, ovarios e Utero apresentam grande tortuosidade, fazendo com que a determinacéo
deste angulo para estes vasos seja praticamente impossivel. Para contornar esta dificuldade,
sdo utilizados para analise somente os indices de resisténcia e pulsatilidade (RI e PI), que ndo
sofrem interferéncia do angulo Doppler. Sendo assim, sdo indicados para a avaliacdo da
hemodinamica do Utero e vasos anexos (SILVA et al., 2005; FERREIRA et al., 2010). IR e IP
arterial apresentam correlacdo negativa com a perfusdo vascular do tecido irrigado pelo
mesmo, ou seja, quanto menor IR e IP maior seréd a perfusdo vascular no tecido suprido por
aquele vaso (GINTHER, 2007a).

2.3 Avaliacao Uterina Atraves da Ultrassonografia Doppler
Segundo Ferreira et al. (2008), o modo Power flow permite a avaliacdo de vasos de

pequeno calibre e tortuosos, numerosos no trato reprodutivo de grandes animais. JA 0 modo
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espectral é considerado inadequado devido aos sinais Doppler no endométrio (SILVA et al.,
2005). Dessa forma, a obtencdo de indices de fluxo sanguineo e de velocidades arterial do
mesométrio tém sido utilizados como um método indireto na avaliagcdo de perfusdo sanguinea
e velocidades arterial do mesométrio (SILVA et al., 2005; GINTHER, 2007a; FERREIRA et
al., 2008).

Ao longo do ciclo estral, o Gtero sofre alteraces fisioldgicas reguladas pelos
horménios esteroidais, estrogeno (E2) e progesterona (P4), e por complexas interacdes entre
fatores de crescimento locais secretados pelo Utero. As alteracdes decorrentes do hormonio
predominante em cada fase do ciclo podem ser capazes de modificar a hemodinédmica do trato
reprodutivo. Entretanto, poucos estudos foram conduzidos até o momento visando
caracterizar este fluxo sanguineo na égua durante todo o ciclo estral. Canesin (2013)
desenvolveu estudo utilizando 12 éguas ndo gestantes, acompanhadas diariamente durante o
periodo interovulatério. Dentre outros objetivos propostos pelo autor, pretendeu-se
correlacionar as concentracdes plasmaticas dos hormonios esteroidais nesta fase a perfusao
vascular uterina (PVU), indice de pulsatilidade (Pl) e indice de resisténcia (RI) no
endométrio, miométrio e mesométrio. Durante o diestro, o Pl apresentou correlacGes lineares
com a PVU (p<0,05), o RI apresentou tendéncia a correlacéo linear (p=0,06) com o Pl e com
a PVU, enquanto o edema uterino apresentou correlagdo linear com os niveis plasmaticos de
E2 e apenas tendéncia a correlacdo linear com as concentracfes plasméticas de P4. Com a
gueda abrupta nas concentracdes plasmaticas de P4 no momento da lutedlise, notou-se um
aumento na PVU. Durante o estro, o autor relatou ndao haver correlacdo dos indices Doppler
com a PVU. A vasodilatacdo caracteristica durante o estro influenciou o padrdo vascular,
gerando uma diferenca deste entre as duas fases do ciclo estral. Desta forma, houve
dificuldade em manter no estro o mesmo padrdo de avaliacdo da PVU utilizado no diestro,
prejudicando a avaliacdo subjetiva da PVU no estro. A partir destas consideracdes, Canesin
(2013) concluiu que o ovario em que o corpo liteo e o foliculo pré-ovulatério estéo
localizados ndo interfere na perfusdo vascular dos cornos uterinos de éguas ndo gestantes. A
avaliacdo subjetiva da perfusdo vascular do utero, por meio da analise de vasos endometriais,
miometriais e mesometriais € capaz de predizer com acuréacia a resisténcia vascular dos
mesmos e, consequentemente, a perfusdo vascular uterina durante o diestro. Ao passo que, no
estro, uma padronizacdo desta técnica ainda se faz necessaria.

A pobre perfusdo sanguinea do trato reprodutivo vem sendo associada a



subfertilidade ou infertilidade em éguas, podendo causar deficiéncias em sinalizacdo
hormonal, contratilidade uterina, placentagéo e interacdo materno-fetal (LEBLANC et al.,
2009; OUSEY et al., 2012). Em mulheres, demonstrou-se que o baixo fluxo sanguineo nas
artérias uterina e ovariana durante a fase luteal esta associada a infertilidade (RAZIK et al.,
2015). Estudos visando verificar a influéncia da perfusdo uterina em programas humanos de
fertilizacdo in vitro e ICSI (Injecdo Intracitoplasmaética de Espermatozdides) observaram que
baixos valores de Pl e Rl antes ou até cinco dias apds a transferéncia dos embrides (TE)
podem predizer a gestacdo (CHIEN et al., 2004; TURKCAPAR et al., 2010).

Visando contornar a baixa perfusdo sanguinea em ¢rgdos do trato reprodutivo,
alguns anticoagulantes e vasodilatadores tem sido utilizados em mulheres. Em Medicina
Veterinaria, Zoller et al. (2016) utilizaram diferentes doses (30mg, 60mg e placebo) de
Dinitrato de Isosorbida (ISDN) em éguas gestantes e ciclicas. ISDN possui acdo semelhante
ao Oxido Nitrico (ON), potente relaxante da musculatura que compde o endotélio vascular. A
ultrassonografia color Doppler foi utilizada para determinagdo de Pl e RI. A média da
combinacdo de Pl e RI das artérias uterinas e ovarianas foram menores nas éguas em que se
administrou 30 mg ou 60 mg de ISDN em comparacao ao grupo em que se utilizou o placebo.
A resisténcia na artéria ovariana também foi menor em éguas gestantes tratadas com ISDN.
ISDN aumentou a perfusdo uterina e do ovario ipsilateral ao CL em éguas ciclicas. Em éguas
gestantes, 60 mg ISDN aumentou o fluxo sanguineo ovariano somente.

Cistos endometriais tem sido correlacionados a disfuncdo vascular local em éguas,
caracterizando-se como enfermidade uterina de alta incidéncia na espécie e importancia
clinica (STANTON et al., 2004; YANG; CHO, 2007). Schoon et al. (1999) sugeriram que 0
fluxo sanguineo uterino pode contribuir para a formagdo dos cistos como resultados da
inadequada drenagem devido ao pobre retorno venoso e angiogénese de arteriolas.
Posteriormente, foi comprovado que éguas com cistos endometriais apresentam reduzida
perfusdo vascular uterina e uma correlagdo positiva entre o tamanho do cisto e a disfungéo na
hemodindmica uterina (FERREIRA et al., 2008).

Processo degenerativo uterino, caracterizado pela intensificacdo das disfuncbes
vasculares e aumento na severidade de fibrose endometrial e periglandular, provavelmente se
deve a grande distensdo uterina ao longo da gestacdo e regressao pés-parto. Entretanto, de
acordo com Ferreira et al. (2008), éguas nuliparas apresentam um aumento progressivo na

incidéncia de cistos uterinos com o avanco da idade. Os cistos endometriais se localizam
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principalmente na base dos cornos uterinos, 0 que possivelmente compromete o contato entre
embrido e endométrio apos o cessar da mobilidade embrionaria e, posteriormente, o adequado
desenvolvimento do concepto (FERREIRA, 2012).

A Gonadotrofina Coridnica humana (hCG) pode influenciar as condi¢des uterinas.
Alguns estudos mostraram que o hCG apresentou efeito sobre a vascularizagéo uterina em
outras espécies: suinos (ZIECIK et al., 1986), ratas (HERMSTEINER et al., 1999) e mulheres
(JAUNIAUX et al., 1992). Devido ao uso rotineiro na espécie equina como agente indutor de
ovulacgdo e influéncia sobre as caracteristicas uterinas de éguas receptoras de embrido no dia
da transferéncia (FLEURY et al., 2007), postulou-se que a vascularizacdo uterina também
pudesse ser influenciada pelo uso do hCG. Entretanto, ndo houve efeito sobre a
vascularizacdo uterina (ALONSO et al., 2014), bem como sobre os indices da artéria uterina
(YILMAZ et al., 2014).

Mudancas na hemodindmica do trato reprodutivo durante a gestacdo inicial ja
foram descritas tanto em humanos como em equinos. Em humanos, a receptividade do
endométrio, a implantacdo e o desenvolvimento do embrido sdo dependentes da adequada
irrigacao uterina (CHIEN et al., 2004). Em éguas, para comparar a vascularizacdo dos cornos
uterinos direito e esquerdo de animais ciclicos e em gestacdes iniciais, Bollwein et al. (2003)
observaram que nos dias 11 e 15 a 29 de gestacdo valores médios da velocidade do fluxo
sanguineo foram maior e Rl menor em ambos os cornos uterinos das éguas gestantes em
comparacdo das éguas ciclicas. Sendo assim, os autores afirmaram haver aumento no fluxo
sanguineo das artérias e que a reducdo do RI representou resisténcia reduzida ao fluxo
sanguineo na vascularizacdo distal ao ponto de acesso durante a segunda semana de gestacdo
em comparacao as éguas ciclicas. Posteriormente, Bollwein et al. (2004) investigaram o fluxo
sanguineo em ambas as artérias uterinas (ipsilateral e contralateral ao concepto) a cada quatro
semanas desde a segunda semana até o momento do parto. Foi observada regressao altamente
significativa (P<0,0001) nas médias de RI de acordo com a semana de gestacdo, chegando a
apresentar valores inferiores a metade dos registrados inicialmente (0:89 + 0:01 a 0:39 +
0:03). O volume de fluxo sanguineo (VOL) nos cornos uterinos ipsi e contralateral aumentou
significativamente (P<0,0001) de acordo com a semana a partir da metade da gestacdo, de 69
+ 37 a 27.467 + 8851 ml/min. Os autores relataram ser adequado o uso da técnica de
ultrassonografia Doppler para avaliacdo da perfusdo uterina durante a gestagéo.

Entretanto, nos estudos de Bollwein et al. (2003; 2004) nédo foi determinada se a
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fixacdo embrionaria ou a mudanc¢a na localizagdo do concepto ocorreram em associagdo a
alteracOes transitorias da perfusdo vascular uterina. Silva et al. (2005) conduziram estudo que
demonstraram que as alteracdes transitdrias na perfusdo vascular acompanham a mobilidade e
a fixacao da vesicula embrionaria. Houve aumento gradual no volume do fluxo sanguineo em
ambos os cornos uterinos durante a fase de mobilidade embrionaria e maior velocidade no
fluxo sanguineo no corno uterino de fixacdo do concepto em relacdo ao lado oposto, a partir
do dia da fixacdo embrionéria. Além disso, os autores verificaram nas éguas gestantes que o
corno uterino que continha o embrido apresentou maior vascularizacdo entre os dias 10 e 12,
sendo maior também do que no corno uterino contralateral nos dias 12 a 15.

A degeneracdo do endométrio equino decorrente da idade avancada pode contribuir
para a ma perfusdo uterina, levando ao desenvolvimento placentario comprometido,
crescimento fetal retardado e potros de éguas idosas apresentando menor peso ao nascimento
em comparacdo ao de éguas jovens (WILSHER; ALLEN, 2003). Baseando-se nesse
conhecimento prévio, Ousey et al. (2012) desenvolveram experimento em que o fluxo
sanguineo da artéria uterina (AU) e outros indices Doppler (volume do fluxo sanguineo total —
BFV -, velocidade do pico sistélico — PSV - e indice de resisténcia) foram utilizados durante a
gestacdo de éguas Puro Sangue para comparar o desenvolvimento placentario e fetal em éguas
jovens e idosas. N&o foi encontrada diferenca nos indices avaliados. Eguas jovens e idosas
apresentaram alteragdes hemodinamicas de alta resisténcia transitdria, baixo fluxo sanguineo
com baixa resisténcia, sistema de alto fluxo de acordo com o progresso da gestacdo e o
momento de tais alteracbes associadas a angiogénese placentaria e crescimento fetal
exponencial durante o inicio e o final da gestacao, respectivamente. Os autores afirmaram que
a semelhanca nos indices Doppler entre os grupos de éguas idosas e jovens reflete auséncia de
alteracBes patologicas severas na vascularizacdo endometrial e tecido glandular das éguas

idosas.

2.3.1 Aplicacéo do Doppler na endometrite equina

A resposta uterina pos-cobertura leva ao estabelecimento de uma endometrite
transitdria que tem como objetivo eliminar do trato reprodutivo feminino o sémen excedente,
debris celulares e possiveis agentes contaminantes (TROEDSSON, 1999). Durante trés ciclos
estrais, Bollwein; Sowade; Stolla (2003b) utilizaram o fluxo sanguineo uterino (através da

velocidade méaxima média - VMM) para avaliar o efeito da infusdo de diluidor de sémen,
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plasma seminal ou sémen. Entretanto, a infusdo com diluidor ndo apresentou efeito no fluxo
sanguineo uterino. Ap6s uma hora de infusdo do plasma seminal ou sémen houve aumento
dos valores de VMM em ambas as artérias uterinas. Os autores concluiram que as alteracoes
na perfusdo endometrial apds a infusdo intrauterina podem ser associada a inflamacéo e
componentes vasodilatadores presentes no plasma seminal.

Em equinos, tradicionalmente, o procedimento de inseminacéo artificial (1A) ocorre
através da deposicdo do sémen no corpo do Utero. Entretanto, pode ser realizada no apice do
corno uterino visando o uso de dose inseminante reduzida. Araujo (2014) avaliou a resposta
inflamatoria uterina frente aos diferentes locais de deposicdo do sémen (corpo do Utero e
apice do corno uterino). A avaliacdo ultrassonogréafica do Utero foi realizada através do modo
Doppler espectral (Pl e RI) e do modo Doppler colorido (subjetivamente, com escores de 1 a
4). Os valores de RI e PI identificados pds IA foram similares nas artérias mesometriais
ipsilaterais a ovulacdo (0,756 + 0,574 e 1,401 + 0,449, respectivamente) quando comparados
as artérias mesometriais contralaterais a ovulacdo (0,761 * 0,522 e 1,455 * 0,396,
respectivamente). Os valores de Rl e Pl também foram similares nas artérias uterinas
ipsilaterais a ovulacdo (0,871 + 0,575 e 2,268 + 0,417, respectivamente) quando comparados
as artérias uterinas contralaterais a ovulacdo (0,865 + 0,522 e 2,279 + 0,428,
respectivamente). Somente foi observado aumento de RI e PI nas artérias uterinas 24 horas
apos a inseminagdo. Os escores de vascularizacdo dos cornos uterinos foram semelhantes
entre 0s grupos (corpo uterino e apice do corno uterino). O autor concluiu que houve reducéo
da vascularizacdo uterina 24 horas ap6s 0 momento da IA, independente da técnica utilizada.

Inicialmente, estudo com uso da ultrassonografia Doppler como método completar
para diagndstico da endometrite foi desenvolvido por Pereira et al. (2014). Os autores
afirmaram que foi possivel observar que todas as éguas apresentaram aumento da
vascularizacdo, refletido pelo aumento no nimero de pixels coloridos observados no tecido
uterino, indicando aumento da irrigacdo sanguinea. Todas as sete éguas avaliadas
apresentaram valores alterados dos indices Pl e RI. Ou seja, detectou-se aumento da
velocidade e do fluxo sanguineo, e, consequentemente, diminuicdo da resisténcia da parede
vascular. Os autores relataram que o modo Doppler foi uma ferramenta valida para o
diagnostico complementar da endometrite bacteriana, pois permitiu avaliagdo mais precisa da
condicdo da perfusdo vascular do endométrio e foi capaz de confirmar a presenca da

inflamacéo pela observagéo das alteragfes vasculares.
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Ndo foi possivel localizar na literatura atual trabalhos que utilizem a

ultrassonografia modo Doppler para avaliacdo do efeito do tratamento as endometrites.

2.4 Endometrite Equina

As infecgdes uterinas sdo reconhecidas como as maiores causas de redugdo da
fertilidade em éguas. A endometrite equina é tema recorrente em grande parte das pesquisas
como a causa mais frequente de subfertilidade, seja naquelas que apresentam ciclo estral
normal, mas ndo concebem, ou que apresentam ciclo estral normal e concebem, mas depois
sofrem a morte embrionéria precoce (PASOLINI et al., 2016).

A endometrite transitoria pos-cobertura é uma resposta inflamatoria local necessaria
para remover o0 excesso de espermatozoides e bactérias introduzidos no Gtero (TROEDSSON,
2006). Em éguas saudaveis, a endometrite é eliminada em 36 a 48 horas, deixando o Utero
livre de inflamagdo (LEBLANC, 2003). Ndo ha qualquer alteracdo hematoldgica nos
pardmetros inflamatorios, limitando-se a uma inflamacéo local (TUPPITS et al., 2014).

Eguas que apresentam incapacidade em promover a limpeza uterina e remocéo de
subprodutos de inseminacdo ou parto podem desenvolver endometrite. As perdas podem ser
percebidas quando héa falha na concepcao, abortos, desenvolvimento de placentite ou metrite
pos parto. Diversos fatores da égua e dos microrganismos contribuem para a patogénese da
endometrite. Idade, conformacdo perineal, limpeza uterina e competéncia cervical podem
diferenciar os individuos. Animais susceptiveis a endometrite, incapazes de limpar
subprodutos inflamatorios, detritos pds parto ou do acasalamento sdo denominadas
“suscetiveis”. Em contraste, “resistentes” sdo aquelas que realizam eliminacdo répida de
contaminantes do Utero e, consequentemente, ndo sdo propensas a infeccdo uterina. A
endometrite também pode ser influenciada pelo patdgeno agressor e pela resposta
imunoldgica subsequente a ele (LEBLANC; CAUSEY, 2009; LEBLANC, 2010).

A endometrite pode ser de dificil identificacdo pois seus sinais clinicos,
ultrassonografia e achados laboratoriais podem variar bastante entre as enfermidades uterinas.
Alguns microrganismos estdo associados com o influxo de neutréfilos e fluido no lumen
uterino enquanto outros estdo associados com grande quantidade de debris celulares em
amostras citoldgicas. Identificar a causa pode exigir mais do que um swab endometrial. A
endometrite na égua pode ser dividida em infecciosa aguda, infecciosa crénica (endometrose)
ou persistente pds-cobertura (LEBLANC, 2010).
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2.4.1 Métodos diagndsticos

Historicamente, o diagnostico de problemas de infertilidade em éguas através de
amostras uterinas foi inicialmente descrito ha quase 100 anos na Alemanha e Kentucky (USA)
(SCHIEBEL, 1920; DIMOCKS e SNYDER, 1923).

2.4.1.1 CITOLOGIA UTERINA

O exame citolégico do utero deve ser sempre realizado em conjunto a cultura
uterina. Segundo LeBlanc (2010), cultura e citologia sdo técnicas comuns para o diagnéstico
de endometrite através da deteccao de patdgenos uterinos e células inflamatorias (neutrofilos),
respectivamente. As vezes, éguas podem ter resultado positivo na citologia com cultura
uterina negativa e vice versa. Patdgenos que estdo associados com fluido uterino
provavelmente tém mais neutrdfilos na citologia enquanto patégenos ndo associados com
fluido uterino tendem a ser negativos para neutréfilos na citologia. Esses resultados indicam
que nem todos os patégenos induzem neutrofilia aguda e sustenta o achado que o fluido
uterino indica uma inflamacéo aguda e ndo necessariamente uma infeccdo bacteriana.

Esta avaliacdo citoldgica envolve a coleta e a interpretacdo das células do
endométrio e do Iimen uterino. E um método réapido e barato para detectar a presenca da
endometrite equina (DASCANIO e FERRIS, 2014) (quadro 1).

Quadro 1. Descricdo do nimero de neutrdfilos por campo com correspondente inflamagéo
por amostras coletadas por escova citolégica/swab.

Ndmero de neutrofilos por campo Classificacéao
O araro Normal
1-2 Inflamacdo leve
3-5 Inflamagdo moderada
>5 Inflamagé&o severa

Fonte: Adaptado de Dascanio e Ferris (2014).

Para a precisa interpretacdo das amostras citoldgicas é necessario elevado nimero
de células bem preservadas de representativa superficie endometrial (COCCHIA et al., 2012).
A citologia uterina pode ser realizada utilizando um “swab” de algoddo, escova citologica,
lavado uterino com baixo volume ou através da recuperacdo de fluido intrauterino usando
uma pipeta de inseminagédo artificial (CANISSO; STEWART; COUTINHO DA SILVA,

2016). A colheita de amostras celulares utilizando a escova citologica combinada a
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bacteriologia reduziu a incidéncia de resultados falso negativo em estudo desenvolvido por
Overbeck; Witte; Heuwieser (2011). A escova citologica proporciona amostras com
celularidade de melhor qualidade e minimos artefatos de coleta comparado a amostras
coletadas utilizando swab, bem como apresentou maior sensibilidade para identificar
inflamacéo uterina (DEFONTIS; VAILLANCOURT; GRAND, 2011; OVERBECK; WITTE;
HEUWIESER, 2011; BOHN; FERRIS; MCCUE, 2014). Sendo assim, a escova Se torna a
técnica preferida em relacio ao “swab” de algoddo para diagnodsticos rotineiros de
endometrite (CANISSO et al., 2016).

A avaliacdo da citologia endometrial revelou que resultados > 1% de células
polimorfonucleares por campo e/ou cultura de bactéria isolada foi associada a reduzida taxa
de potros nascidos vivos. Estes resultados apresentaram alta especificidade (0,94), o que
significa que éguas com diagnostico negativo sdo muito propensas a produzir potros vivos;
mas baixa sensibilidade (0,08), o que representa que a égua com diagnostico positivo pode
ainda produzir cria viva, mas com menor probabilidade que éguas sem sinal de endometrite
(MOREL; LAWLOR; NASH, 2013).

Existem situacdes em que a citologia endometrial pode apresentar-se sem células
inflamatérias e ainda assim a infeccdo estar presente. Incluem-se infeccBes isoladas,
profundamente localizadas ou em inicio de curso. Na presenca de Escherichia coli € mais
comum apresentar citologia normal do que na presenca de Streptococcus equi subespécie
zoopedidemics (DASCANIO e FERRIS, 2014).

2.4.1.2. CULTURA UTERINA E ANTIBIOGRAMA

A cultura bacteriana pode fornecer informagdes sobre o diagnéstico de endometrite
infecciosa ou ndo, como o crescimento bacteriano associado a reduzida taxa de gestacéo
(RIDDLE; LEBLANC; STROMBERG, 2007; MOREL; LAWLOR; NASH, 2013).
Entretanto, resultados falso positivo e falso negativo podem ser oriundos de coletas
inadequadas (CANISSO et al., 2016).

Um dos métodos mais utilizados para coleta é o swab protegido, de baixo custo,
seguro e de facil utilizacdo. O lavado uterino representa uma alternativa para este tipo de
coleta com sensibilidade e especificidade estimada em 0,71 e 0,86, respectivamente
(LEBLANC; MAGSIG; STROMBERG, 2007), apesar de pouco utilizado na rotina clinica.
Christoffersen et al. (2015) descreveram a utilizagdo da técnica com lavado uterino,

descrevendo a sensibilidade (0,75) e especificidade (0,72) semelhantes.
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O lavado uterino de baixo volume pode ser utilizado em “éguas problemas” visando
obter amostra mais representativa do lumen uterino (LEBLANC; MAGSIG; STROMBERG,
2007). Entretanto, é frequente elevado numero de artefatos celulares (como lesdo ou ruptura
celular) associados ao processo de centrifugacdo em comparacdo as amostras obtidas
utilizando swab uterino ou escova citologica (FERRIS, 2016).

Segundo Ferris (2016), as bactérias mais comuns cultivadas do Utero equino e
conhecidas por sua patogenicidade sdo: Streptococcus b-hemolytic, Streptococcus Equi
subspecies zooepidemicus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens e Klebsiella pneumoniae. Segundo o mesmo autor, algumas apresentam
patogenicidade questiondvel, como Bordetella bronchiseptica, Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus e outras espécies de Serratia sp, Corynebacterium sp, Enterobacter
sp, Bacillus sp, Pasteurella sp, entre outras.

O teste de sensibilidade ao antibiético pode ser realizado facilmente através da
selecio simples de coldnia através do método Kirby-Bauer, que utiliza Agar Mueller Hinton e
aplicacdo do antibiotico diretamente sobre a superficie do meio de cultura. Apos 18 a 24 horas
de cultivo, a zona de inibicdo bacteriana pode ser medida e a sensibilidade ou resisténcia para
cada antibidtico. Este método permite ser utilizado na pratica clinica com os antibi6ticos mais
comuns de sua rotina (FERRIS, 2016).

2.5.1.3. BIOPSIA ENDOMETRIAL

Técnica utilizada para avaliacdo da condicao uterina, detec¢do de doencas uterinas e
como indicador da capacidade da égua de conduzir uma gestacdo a termo. O material coletado
pode ser usado para cultura microbiolégica, avaliacdo citologica e deteccdo de DNA
microbiano usando a técnica de transcriptase reversa seguida de Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR-RT) (MCCUE, 2014).

Com os “dentes” na posi¢do fechada, a pinga de bidpsia € passada manualmente
através do vestibulo, vagina e cérvix até o interior do limen uterino. Neste momento, a méo é
removida do trato reprodutivo e posicionada pelo reto no sitio onde sera coletado o material.
O endométrio é pressionado firmemente entre os “dentes” da pinga, fechado e o tecido ¢
excisado e removido. O tecido deve ser imediatamente imerso em solugéo de Bouin (FERRIS,
2016).
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A presenca de células polimorfonucleares no epitélio luminal e no estrato compacto
do endométrio durante a avaliacdo histoldgica sdo indicativos de inflacdo/ infeccdo
(CANISSO et al., 2016). Kenney e Doig (1986) estabeleceram sistema de escore na qual as
éguas foram classificadas em quatro categorias de acordo com as alteracGes observadas
(agudas a cronicas) na histopatologia do endométrio (quadro 2).

Quadro 2. Taxa de nascimento de potros de acordo com a bidpsia endometrial. (Continua)

Categoria Grau de alteracdo endometrial Taxa de nascimento esperada (%)
| Ausente 80-90
lla Leve 50-80
Ib Moderada 10-50
Il Severa <10

Fonte: Adaptado de Kenney e Doig* (1986 apud MCCUE, 2014).

Utilizando este sistema de classificacdo, pode-se predizer a capacidade da égua de
conduzir a gestacdo a termo, mas ndo determina suas chances de se tornar gestante
(WAELCHI, 1990; NIELSEN; NIELSEN; PETERSEN, 2012).

Cultura de biopsia endometrial tem resultado no aumento da sensibilidade (0,82)
comparado com o swab protegido (0,34). No caso de cultura endometrial positiva, observou-
se menor incidéncia de citologia endometrial negativa oriunda de bidpsia (3%) do que swab
protegido (26%) (NIELSEN et al., 2010). Esses dados sugerem que a bactéria pode estar
presente em regido profunda nas glandulas do endométrio e ndo na superficie do endométrio
(FERRIS, 2016).

2.5.2 Tratamentos

A endometrite é de dificil tratamento pelo fato de ser uma doenca multifatorial, de
inimeras variaveis associadas com cada égua afetada, ndo devendo ser tratada com protocolos
padronizados (HURTGEN, 2006). Sendo assim, sdo exemplos de tratamentos preconizados
para evitar ou contornar a endometrite: correcdo cirdrgica de defeitos anatbmicos como
conformacao perineal e vulvar anormais, laceracdes cervicais e reto vestibulares; terapias pos
cobertura ou inseminacdo artificial para proporcionar um ambiente uterino favoravel ao

desenvolvimento da prenhez; lavagens uterinas; administragdo de drogas ecbdlicas;

1 KENNEY, R.M.; DOIG, P.A. Equine endometrial biopsy. Current therapy in theriogenology. Philadelphia: WB
Saunders; p. 723-729, 1986.
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imunomoduladores, inibidores de Oxido nitrico, entre outros (CHRISTOFFERSEN et al.,
2012b; CANISSO et al., 2016; SCOGGIN et al., 2016; KHAN et al., 2017).

Para uma terapia bem sucedida, deve-se realizar a correcdo dos defeitos anatdmicos
através de cirurgia e melhorar a capacidade fisica de drenagem do Gtero apds inseminacao
com consequente reducdo da resposta inflamatoria e inibicdo do crescimento bacteriano
(LEBLANC, 2010). O ideal é a realizacdo de somente uma cobertura, 0 que pode ser obtido
através de adequado controle reprodutivo e utilizacdo de agentes indutores de ovulagéo.
Embora o espermatozoide seja o principal causador da inflamacao pds-cobertura, o controle e
higiene da regido perineal da égua é fundamental, seja previamente a monta natural (MN) ou
da inseminacdo artificial (I1A). A 1A, quando possivel, pode favorecer éguas susceptiveis. Em
éguas vazias do ano anterior, grupo no qual se encontra a maioria das éguas susceptiveis, e em
éguas no cio do potro, grupo com predisposicdo a endometrite persistente pos cobertura
(EPPC), a utilizagdo da inseminagéo artificial resultou em taxas superiores de prenhez em
comparagao aquela obtida com a monta natural (MALSCHITZKY et al., 2007).

A ocitocina é responsavel pela liberacdo de prostaglandina (PGF.), lise do CL,
além de apresentar efeito echélico (SCOGGIN, 2016). E sintetizada no nicleo supradptico do
hipotalamo e armazenadas nos terminais nervosos proximos dos leitos capilares na neuro-
hipofise até a sua liberagdo para a corrente circulatoria (MADELLA-OLIVEIRA; QUIRINO;
PACHECO, 2014). Administrada frequentemente para promover contracfes miometriais e a
limpeza do fluido e debris uterinos. Entretanto, a administracdo intravenosa (IV) de 30
unidades internacionais (Ul) reduziu a contracao uterina em comparagdo a doses menores de 5
a 10 Ul (CAMPBELL; ENGLAND, 2002). A ocitocina age na contragdo uterina por se ligar a
receptores miometriais, que variam em numero de acordo com a fase estral, onde a maior
concentracdo € na fase estrogénica e menor no periodo pos-ovulatério (GUTJAHR et al.,
2000; VERONESI et al., 2006). O uso de ocitocina no dia da ovulacdo e no dia posterior ndo
afeta na formacdo do CL, na producdo de progesterona e, portanto, na taxa de prenhez
(BRENDEMUEHL, 2002).

O uso de PGF2, exdgena em éguas com endometrite leva a limpeza fisica do utero
através de contracbes miometriais visando eliminar os fluidos inflamatérios (VERONESI et
al., 2006). Entretanto, seu uso ap0os a ovulagdo pode ser capaz de interferir na formacgéo do

corpo luteo e na secrecdo de progesterona. Possui uma vantagem em relac¢do a ocitocina: sua
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atividade miometrial é de aproximadamente cinco horas enquanto a ocitocina apresenta tempo
meédio de acdo de 45 minutos (BRENDEMUEHL, 2002; LEBLANC, 2003).

Carbetocina, andlogo de longa acdo da Ocitocina, apresenta-se no manejo
reprodutivo de éguas como uma potencial alternativa mais eficiente que a Ocitocina ou
Cloprostenol (STECKLER et al., 2012). Entretanto, seu uso na préatica clinica ainda € limitado
e sdo necessarios mais dados que possibilitem fornecer recomendagdes especificas a respeito
do farmaco (CANISSO et al., 2016). A eletro-acupuntura também tem sido usada
clinicamente para aumentar a contratilidade uterina em éguas com atraso na limpeza uterina
(LIU; TROEDSSON, 2008).

Agentes antibioticos tem sido usados durante décadas como tratamento para
endometrite em éguas (quadro 3).

Quadro 3. Antibidticos comumente usados para o tratamento de endometrite em éguas.

Antimicrobiano Dose Via de administracéo
Amicacina 10 mg/kg 24 h iL?:;?:]IESSS?aSI(\I/K/I/)
Ampicillina 29 mg/kg q12 ou 24 h IV/IIM

Ceftiofur 2,5 mg/kg q12-24 h IV/IIM

Ceftiofur cristalina 6,6 mg/kg g4 dias IM

Enrofloxacina 5 mg/kg g24 h v
7.5 mg/kg q24 h Oral (VO)

Gentamicina 6.6 mg/kg q24 h v

Metronidazol 15-25 mg/kg VO

Penicilina Potassica 25.000 IU/kg g6 h v

Penicilina Procaina 22.000 IU/kg g12 h IM

Fonte: Adaptado de Canisso, Stewart e Coutinho da Silva (2016).

Infusdo intrauterina e por via sistémica sdo as formas mais comuns para 0
tratamento da endometrite aguda. A infusdo local apresenta a vantagem de atingir alta
concentracdo tecidual no endométrio (SCOGGIN, 2016). Infusdes sdo mais indicadas para
infecches em éguas com organismos altamente patogénicos ou aquelas em que a infeccdo
persiste ciclo apds ciclo, tais como K. pneumoniae, Pseudomonas ou T. equigenitalis. As
infusbes devem ser precedidas por lavagem uterina para amenizar possiveis condi¢des
adversas do Utero como presenca de fluido e celulas inflamatdrias que podem alterar o efeito
dos farmacos (LEBLANC, 2012).
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A lavagem uterina tem o objetivo de auxiliar a limpeza do 6rgdo, pois remove
debris celulares, organismos infecciosos e fluido do lumen uterino, reduzindo a carga
bacteriana e células inflamatorias. Eguas em estro podem ter o Gtero lavado um ou mais dias
antes da cobertura visando remover fluido uterino ou como parte de planejamento terapéutico
para endometrite infecciosa. Em éguas que apresentem endometrite persistente pds cobertura,
o lavado uterino pode ser necessario apés a monta ou IA, geralmente realizado em média 4-6
horas apos (DASCANIO, 2014).

Apesar das vantagens da infusdo uterina, andlises de bidpsias endometriais
demonstraram que o Streptococcus zooepidemicus estava profundamente presente no tecido
de éguas inférteis (PETERSEN et al., 2009; 2015). Nestes casos, 0s tratamentos limitados a
infusdes intrauterinas podem ser mal sucedidos, especialmente se concentracGes adequadas de
antibidtico para eliminarem o microorganismo ndo atingirem tecidos profundos (DASCANIO,
2011). Além disso, o uso de repetidas infusdes intrauterinas de antibiéticos podem levar a
disturbios da flora vaginal predispondo a égua a endometrite fangica (CANISSO et al., 2016).

Em relacdo ao tratamento sistémico, a antibioticoterapia apresenta menores variagdes
nos niveis do principio ativo, visto que a administracdo ndo esta sujeita a condi¢des uterinas
adversas, possivel irritacdo no local da aplicacdo (endométrio) podendo alterar a absorcéo,
ndo existem riscos de introducdo de contaminacdo bacteriana decorrente da manipulacédo
uterina, além de ndo haver a necessidade da duracdo do tratamento ser imposta pelo ciclo
estral, possibilitando o tratamento em situacdes nas quais 0 acesso intrauterino ndo € possivel
(CAUSEY, 2006).

O uso de antiinflamatorios néo esterdides (AINEs), como a fenilbutazona, em éguas
com endometrite persistente pds-cobertura, inibe a sintese de prostaglandinas, o que leva ao
atraso na limpeza uterina (LEBLANC, 1997). Os antiinflamatorios esterdides (AIES)
sistémicos tem funcdo de metabolismo de mediadores inflamatérios, diminuindo a migracao
dos neutrofilos para o local da inflamacdo. Apresenta a incapacidade de penetracdo na regiao
da lesdo, devido a mudanca na conformacdo da superficie celular junto a supressdo das acGes
dos neutrofilos e inibicdo da sintese de mediadores inflamatorios, dificultando a exudacao dos
fluidos uterinos (ANDRADE, 2002).

A curetagem uterina € um método seguro e relativamente facil de ser realizado,
tendo um melhor resultado na fase de diestro. Muitos agentes tem sido usados como processo

de curetagem quimica para o tratamento de endometrite na égua. Incluem-se Dimetilsulfoxido
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(DMSO), o Peroxido de Hidrogénio (H202), Sulfato de Magnésio (MgSQOa), querosene e
desinfetantes diluidos (solugéo lodopovidine 0,2%) (LEY, 2006).

DMSO ¢ um solvente com propriedades antinflamatdrias que vem sendo utilizado
clinicamente em éguas visando eliminar muco, exsudato ou biofilme (LEBLANC, 2010). Ley
et al. (1989) relataram melhora na inflamag&o cronica em comparagéo ao grupo experimental
1 quando utilizaram infusdo intrauterina com DMSO 30% (vol/vol) durante cinco dias.
Entretanto, seu uso em concentracdo elevada (75%, vol/vol) foi associado a ulceracdo do
epitélio e afluxo de células inflamatérias (FRAZER et al., 1988). Atualmente, tem sido
preconizada a concentracado final de 30% (vol/vol) (FERRIS, 2017).

Oz6nio é um potente agente oxidante que pode atacar glicoproteinas da membrana
bacteriana e/u glicolipideos resultando em ruptura celular e liberacdo do conteudo celular
(GUZEL-SEYDIM et al., 2004). Especialmente contra bactérias gram-positivas, 0 0zonio tem
demonstrado forte efeito bactericida. Entretanto, a temperatura ambiente rapidamente sofre
degradacdo retornando a atomos de Oxigénio. Tem sido utilizado em bovinocultura para
tratamento de endometrite quando administrado via intrauterina (PURICIC et al., 2015).

A fitoterapia vem sendo cada vez mais utilizada e, apesar de ser por muitos
considerada como terapia alternativa, ndo é uma especialidade médica, se enquadrando na
medicina natural (CANDIDO, 2001). Atualmente, essa pratica vem crescendo devido ao
grande interesse da populacgao por terapias menos agressivas (YUNES et al., 2001). Devido ao
baixo custo e facil acesso, a fitoterapia é considerada um método de cura e prevencdo mais
acessivel. Contudo, sdo necessarios estudos que comprovem a eficécia do fitoterapico para
que ndo haja danos a saude do paciente (REZENDE; COCCO, 2002).

Produtos naturais ou oriundos de plantas, microrganismos ou animais Sao
importante segmento de pesquisa em drogas de uso clinico. Como resultado desta
importancia, a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) tem considerado programas basicos de
desenvolvimento e validacdo de medicamentos de origem natural, especialmente em paises
em desenvolvimento (PRYIA, 2004).

As propriedades antimicrobianas de substancias presentes em extratos e 6leos
essenciais produzidas pelas plantas como uma consequéncia do metabolismo secundario, sdo
reconhecidas empiricamente ha séculos e foram comprovadas cientificamente apenas anos
atras (DUARTE, 2006). Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e 0Oleos

essenciais de plantas nativas tém sido relatados em muitos paises, como o Brasil, que possui
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diversificada flora e tradicdo na utilizacdo de plantas medicinais como antibacteriano ou
antifungico (DUARTE et al, 2005).

A pesquisa de extratos de plantas com agdo antimicrobiana representa um interesse
constante em encontrar novos compostos com potencial atividade contra bactérias resistentes
(SUFFREDINI et al, 2004). Um amplo estudo pode ser mais efetivo se a investigacdo
abranger o potencial farmacoldgico de vérias espécies de um determinado género baseado no
uso medicinal popular. Em virtude da biodiversidade presente nos diferentes biomas
brasileiros, existe uma crescente demanda para produtos naturais por industrias farmacéuticas
nacionais e internacionais, que impulsiona as investigagdes cientificas e a busca por drogas
naturais (SHAN et al., 2007).

Em Medicina Veterinaria, o produto chamado Fitoclean® (Organnact Satde Animal,
Curitiba, Parana, Brasil) é utilizado através de infusdo intrauterina de forma empirica para o
tratamento da endometrite equina, o que requer estudos para comprovar sua eficacia. Sua
composigdo, de acordo com a bula do produto, consiste de: extrato de Caléndula; extrato de
Barbatimdo; extrato de Confrey; extrato de Bardana; extrato de Guacatonga; extrato de

Babosa; extrato de Propolis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:
Validar a técnica de ultrassonografia modo color Doppler como método diagndstico
auxiliar para a endometrite equina, além daqueles j& existentes (cultura uterina e

antibiograma, citologia endometrial, e ultrassonografia modo B).

3.2 Objetivos Especificos:

a) Avaliar a vascularizagdo nos diferentes segmentos uterinos (corpo e cornos uterinos)
do utero com e sem endometrite;

b) confirmar resultados obtidos atraves da ultrassonografia color Doppler com os achado
nos exames tradicionais para diagnéstico da endometrite (citologia endometrial, cultura
uterina e antibiograma e ultrassonografia modo B).

c) comparar a vascularizacdo entre os grupos controle e tratados;

d) avaliar a resposta uterina ao tratamento para endometrite utilizando infusdo com

fitoterapico e antibidtico.
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4 HIPOTESE

O utero equino com endometrite aguda induzida apresenta aumento de vascularizagéo,

possibilitando sua identificacdo através da ultrassonografia color Doppler.
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5 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado segundo os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro
de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais do Centro Universitario de Barra Mansa (CEUA/UBM) sob o
namero de protocolo n® 010/2016, em reunido de 13/09/2016.

5.1 Local e Periodo de Realizacéo

O trabalho foi realizado no Haras Legido da Marcha, localizado no municipio de Barra
Mansa (Latitude: 22°32'27.164"S, Longitude: 44° 10’ 42.092” O) e as amostras uterinas
obtidas foram encaminhadas para o Laboratorio de Patologia da Reproducdo/UFRRJ. Foram
utilizadas 20 éguas mestica e da raca Mangalarga Marchador livres de endometrite
(confirmado através da citologia uterina, cultura uterina e ultrassonografia modo B), com
idade entre 6-20 anos. Todas as éguas pesavam entre 350 e 450 kg, mantidas em piquetes com
capim e agua fresca ad libitum, suplementadas com sal mineral e racdo concentrada, 1,0% PV
diariamente.

O experimento foi realizado durante 0s meses de setembro a novembro de 2016.

5.2 Animais

As éguas foram submetidas a ultrassonografia transretal modo B para constatar a
presenca ou auséncia de edema endometrial. Os animais que ndo apresentavam edema
endometrial, foram submetidos a administracdo de 5,0 mg Benzoato de Estradiol (Gonadiol®,
Zoetis, S&o Paulo, Brasil), por via intramuscular (IM), para que possibilitasse a colheita de
amostras para citologia, cultura endometrial e antibiograma. O edema uterino foi graduado de
acordo com Brinsko et al. (2011), a saber: 0 (sem edema), 1 (leve), 2 (moderado) e 3

(avancado).

5.3 Delineamento experimental

ETAPA 1. Foram utilizadas 20 éguas livres de endometrite, previamente avaliadas
através da ultrassonografia modo B, citologia e cultura uterina. As éguas foram submetidas a
inoculagdo intrauterina com 10 mL de solugdo de Escherichia coli (1,5 x 10° UFC/mL)

proveniente de Gtero equino. A inoculacdo foi realizada por via transcervical utilizando pipeta
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de inseminagé&o artificial. As sessdes de ultrassonografia color Doppler foram realizadas em
MO (momento imediatamente anterior a inoculacdo intrauterina) e M1 (24 horas apos a
inoculacgdo intrauterina).

ETAPA 2. Os animais foram divididos em dois grupos: grupo experimental 1 (G1,
n=10) e grupo experimental 2 (G2, n=10). As éguas do grupo experimental 1 foram
submetidas a infusdo uterina 24h apos a inoculacdo bacteriana utilizando 1,0 L Ringer com
Lactato com imediata drenagem deste contetdo. Apds a remocao do liquido, foi novamente
infundindo no utero 100 ml de Ringer Lactato e o liquido ndo foi recuperado.

As éguas do grupo experimental 2 foram submetidas a infusdo uterina 24h apos a
inoculagdo bacteriana utilizando 50 ml da solucio fitoterapica Fitoclean® (Organnact Salde
Animal, Curitiba, Parana, Brasil) diluida em 950 ml de Ringer com Lactato com imediata
drenagem deste contetdo. Apds a remocdo do liquido, o utero das éguas foi tratado com 40
ml solucéo fitoterapica Fitoclean® diluida em 60 ml de Ringer com Lactato e o liquido néo foi
recuperado.

Os exames ultrassonografia modo B, color Doppler, cultura e citologia uterina foram
realizados no grupo experimental 1 no momento T1c (imediatamente antes do procedimento
de infusdo uterina), momento T2c (24h apos a infusdo uterina) e T3c (48h apds a infusdo
uterina) e no grupo experimental 2 nos momentos T1t, T2t e T3t.

ETAPA 3. As éguas em que foram identificados agentes patogénicos nas amostras
coletadas 10 dias apds o término da etapa 2, foram submetidas a antibioticoterapia por infusdo
intrauterina utilizando 100mL de Gentamicina (Gentrin® Infusdo Uterina, Ourofino Sadde
Animal, S& Paulo, Brasil) durante trés dias, conforme sensibilidade apresentada no
antibiograma. Sete dias apds a realizacdo da antibioticoterapia, foram realizados novos exame
de ultrassonografia modo B, cultura uterina e antibiograma, citologia endometrial e color

Doppler. Este momento foi identificado como momento p6s antibiotico (MPA).

5.4 Cultura Bacteriana e Antibiograma
Antes da coleta da amostra para cultura bacteriana, a cauda da égua foi envolvida com
atadura, a vulva e regido perineal foram cuidadosamente lavadas com &gua corrente e solugéo
de lodopovidine degermante e secas com papel toalha.
O material para cultura bacteriana foi coletado por meio de swab estéril protegido,

que foi introduzido no corpo uterino com auxilio de uma pinga ginecoldgica propria para uso
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em equinos de aco inoxidavel esterilizada. O swab foi exposto somente ao Iimen uterino para
obtengdo de amostra endometrial e realizado movimentos circulares, removido e
acondicionado em tubo identificados contendo meio de cultura Stuart e transportado ao
laboratdrio sob refrigeracédo para incubacao e posterior identificacdo bacteriana.

Os swabs foram inoculados em placas de Agar Sangue e Cromoagar (Laborclin),
para cultura bacterioldgica e, posteriormente, incubadas a 37°C em aerobiose por 24 horas a
fim de se observar as caracteristicas macroscopicas das colénias. Somente placas com mais de
cinco colbnias fenotipicamente semelhantes foram consideradas e aquelas em que nao havia
crescimento nas primeiras 24 horas permaneciam na estufa a 37°C por mais 24 horas.

Em sequéncia, as colbnias isoladas foram submetidas & coloracdo pelo método de
Gram para avaliacdo das caracteristicas morfo-tintoriais. A identificacdo dos microrganismos
foi realizada através dos testes bioquimicos referentes a cada espécie realizando-se a
inoculacdo de uma pequena por¢do de colnia bacteriana bem isolada em uma série de meios
de cultura contendo substratos especificos e indicadores quimicos, segundo KONEMAN et al
(2008).

Os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) foram confeccionados e
interpretados conforme os padrdes estabelecidos pelo CLSI (2013). Utilizou-se suspensao
direta em caldo de Mueller Hinton por 18 a 24 horas. Apds o crescimento foi distribuido com
auxilio de um swab estéril sobre Agar Mueller Hinton. Esperou-se de trés a cinco minutos
para aplicacdo dos discos, sendo realizada a técnica de difusdo em disco simples. As placas
foram depositadas na estufa a 35°C por 24 horas e, posteriormente, os halos de inibicdo foram
medidos e interpretados. Os discos de antibioticos (SENSIFAR-CEFAR®) utilizados foram
Enrofloxacina (5 pl), Gentamicina (10 pl), Tetraciclina (30 pl); Sulfametoxazol + trimetropim
(25 ), Penicilina (10UT); Ceftiofur (30 ul) e também discos de papel de 6 mm impregnados
com 30 pl Fitoclean® (Organnact Salide Animal, Curitiba, Parana, Brasil) e discos com
Fitoclean® na diluicdo 50% (30 pl).

5.5 Citologia Endometrial

O material para citologia uterina foi obtido através de escarificacdo do endométrio
com movimentos circulares utilizando escova ginecoldgica estéril de uso humano conectada a
uma pinca ginecologica propria para equinos de aco inoxidavel esterilizada. O material celular
das escovas ginecologicas foi distribuido em 3 I&minas histoldgicas através de imprint e

fixado em triarilmetano 0,1% (Solucgdo 1 do Kit Corante Panotico Rapido LB).
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As laminas foram avaliadas em microscopio Optico (aumento de 40x). Foram
avaliados pelo menos 10 campos em cada lamina. Os achados foram classificados de acordo
com o numero de neutrofilos. Citologia foi considerada normal em laminas com dois
neutrofilos por campo, com inflamacdo moderada na presenca de dois a cinco neutrofilos por
campo e com inflamagdo severa na presenca de mais de cinco neutrdfilos por campo
(RIDDLE; LEBLANC; STROMBERG, 2007).

5.6 Ultrassonografia Color Doppler

Para realizacdo da ultrassonografia color Doppler foi utilizado aparelho Mindray Z5-
VET (DPS, China) equipado com transdutor linear de 6,5 MHz. O exame foi realizado através
de lento escaneamento de toda extensdo uterina, obtendo-se videos de 30 segundo para
posterior analise. Os videos foram obtidos da regido uterina (corpo ou cornos uterinos) de

maior vascularizacdo (1, 2 e 3) (figura 2):
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Figura 2. Representacdo esquematica dos diferentes segmentos uterinos como foram

considerados neste experimento.

A perfusdo vascular uterina foi analisada de modo subjetivo levando-se em

consideracdo o percentual de sinais Doppler coloridos presentes no mesomeétrio, miométrio e
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endométrio, em corte longitudinal do corpo uterino e transversal dos cornos uterinos
(adaptado de FERREIRA et al., 2008). A classificagéo utilizada foi graduada em percentual

(figura 3). Todas as andlises e captura das imagens foram realizadas pelo mesmo operador.

Figura 3. Exame ultrassonogréafico modo color Doppler em corte transversal de corno uterino
de éguas sem e com endometrite. Exemplos de imagens representativas da avaliacdo subjetiva
da perfusdo vascular uterina, em um escore de classificacdo em porcentagem. Fonte: Arquivo
pessoal.

A avaliacdo objetiva foi realizada através da avaliagdo da cor e intensidade dos pixels
apresentada pelos quadros selecionados a partir dos filmes realizados. Para esta avaliagio
utilizou-se o programa ImageJ 1.46r® (NIH Image)

5.7 Preparo da Cepa de Escherichia coli e Inoculacdo Intrauterina

A cepa de Escherichia coli foi obtida de Utero de égua que apresentava sinais clinicos
de endometrite e, por esta razéo, foi submetida a coleta de material para cultura endometrial,
que confirmou a presenca do patégeno. Apds o isolamento, as bactérias foram cultivadas
durante 24 horas em meio de enriquecimento de infusdo de cérebro e coragdo (BHI). Glicerol
foi adicionado ao BHI, armazenados em criotubos de 2 mL esterilizados e mantidos a — 20 °C.

Antes da infusdo, as bactérias foram descongeladas e incubadas a 37 °C durante 24

horas em placas de Agar BHI, a fim de promover o crescimento bacteriano. Para a inoculagio
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intrauterina, as colonias foram suspensas em 10 mL de solucdo salina a uma concentracdo
final de 1,5 x 10° UFC/mL, utilizando a escala de MacFarland (Neflobac®, Probac do Brasil
Ltda, Sao Paulo, Brasil).

O isolamento, cultivo e inoculacdo foram realizados conforme preconizado por
Camozzato et al. (2014).

5.8 Anélise estatistica

Para analise estatistica dos dados das variaveis cor e intensidade, foi utilizada Anéalise
de Variancia seguida do teste de Tukey. Foi aplicado o teste t de Student para comparar as
médias percentuais de vasculariza¢do entre MO e M1 e ANOVA para comparacdo das médias
obtidas nos diferentes periodos entre os grupos tratado e controle. Foi utilizado o Qui
Quadrado para avaliagdo do efeito do Fitoclean® (Organnact Sadde Animal, Curitiba, Parana,
Brasil) sobre os resultados dos exames de cultura uterina, citologia e ultrassonografia modo

B. Todas as analises foram realizadas ao nivel de 95% de significancia.
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6 Resultados e Discussao

ETAPA 1. Um dos videos contendo os registros de vascularizacdo endometrial durante o
momento M1 ndo pode ser avaliado pois os dados foram corrompidos. Sendo assim, foram
avaliadas vascularizagdes endometriais correspondentes a 19 éguas. Os exames de citologia e
cultura endometrial, antibiograma e ultrassonografia modo B foram obtidos de 20 animais.

A meédia de cor e intensidade dos pixels obtidos através da andlise das imagens
utilizando o programa Image J 1.46r® de todas as éguas antes (MO0) e apds (M1) a inoculagdo

intrauterina de Escherichia coli pode ser encontrada na tabela 1.

Tabela 1. Namero de pixels e intensidade média obtida em éguas nos momentos M0 e M1.

Utero Corno esquerdo Corno direito
Momentos
Média + Cor Intensidade Cor Intensidade Cor Intensidade
E;;;’;g 372811x 379012+ 454937+ 468544t 388556+ 394074+

MO (n=20)  2344,85*" 238969° 3192,552 3163542 2155,81° 2100432

10125,5+ 1045637+ 7955+ 837195+ 10334,1+ 897441+

ML(N=19) 5814470  302058°  460437° 466398 6814220 401245

Houve diferenca estatistica (p<0,05).
*Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente.
MO — momento imediatamente antes a inoculacéo intrauterina. M1 — 24h apds inoculagéo intrauterina.

A média da perfusdo vascular endometrial subjetiva de todas as éguas antes (MO) e
apos (M1) a inoculacao intrauterina de Escherichia coli pode ser encontrada na tabela 2.

Tabela 2. Perfusdo vascular endometrial subjetiva média obtida em éguas nos momentos MO
e M1.

Momentos Utero Corno esquerdo Corno direito
. _ (%) (%) (%)
Média (Desvio padrdo) MO (n=20) 13,747 (12,00) 13,21%(10,03) 10.28%(8.62)
(%)
M1 (n=19) 30,71°(10,15) 23,84°(11,44) 27,42°(10,36)

Houve diferenga estatistica (p<0,05).
*Médias de tratamentos com letras diferentes nas colunas diferem estatisticamente entre si
MO — momento imediatamente antes a inoculagao intrauterina. M1 — 24h apds inoculagao intrauterina.

Verificou-se que os valores médios de vascularizagdo no momento M1 foram
significativamente superiores (P<0,05) aos obtidos em MO para as trés partes do Utero tanto

na analise pelo programa ImageJ 1.46r® quanto na analise subjetiva, demonstrando haver um
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quadro de inflamac&o. Dessa forma, neste experimento, foi possivel identificar a inflamacao
do endomeétrio equino através da ultrassonografia color Doppler.

Pereira et al. (2014) divulgaram relato de caso em que afirmam que houve aumento da
vascularizacdo uterina devido a endometrite em sete éguas. Entretanto, o exame de
ultrassonografia color Doppler foi realizado somente ap6s a infeccdo j& estabelecida, bem
como valores de vascularizacdo ndo foram descritos, o que inviabiliza a comparagéo. Este foi
0 Unico trabalho encontrado na literatura em que aplica a utilizacdo do color Doppler em
éguas com endometrite. Trabalhos que relacionem a avaliacdo da reacdo inflamatdria uterina
utilizando o color Doppler também séo escassos. Em bovinos de corte, Oliveira et al. (2014)
avaliaram a reacdo inflamatéria uterina causada pela inseminacdo artificial, mas néo
observaram alteracdo na vascularizacdo entre os grupos controle e o inseminado. O mesmo
grupo de pesquisa também néo observou diferenca na vascularizacdo quando as inseminacdes
artificiais foram realizadas utilizando sémen de pior qualidade (com maior porcentagem de
danos celulares) avaliado por sondas fluorescentes (OLIVEIRA et al., 2014b).

Juntamente ao aumento da vascularizacdo endometrial das 19 éguas, foi possivel

observar crescimento bacteriano observado em todas as amostras coletadas (tabela 3).

Tabela 3. Resultados da cultura, citologia endometrial e ultrassonografia modo B realizados
nas éguas 24 horas apés a inoculacdo intrauterina com Escherichia coli.

CULTURA CITOLOGIA US (presenca de liquido
N° de animais (crescimento (> 2 PMNs por campo pin traugterino)q
bacteriano) 400x)
15 + + +
1 + - +
4 + + -

N° - nimero. PMNs — polimorfonucleares. US — ultrassonografia modo B

Todas as 20 éguas que foram submetidas a inoculacédo intrauterina com 10 mL da solucéo
contendo 1,5 x 10° UFC/mL apresentaram crescimento bacteriano no exame de cultura
microbioldgica. Christoffersen et al. (2012a) observaram crescimento bacteriano inferior a
este estudo (66,6%, 8/12) 24h apds a inoculagdo intrauterina de 10° UFC/10mL de E. coli.
Provavelmente a menor concentracdo de E. coli utilizada para a inoculagédo deve ter
influenciado este resultado. Neste estudo, em 75% (15/20) das éguas foi possivel realizar a
confirmacéo entre crescimento bacteriano, citologia (> duas células PMNs por campo em

aumento de 400X) e presenca de liquido intrauterino detectado através da ultrassonografia
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modo B. Estes resultados da citologia séo inferiores aos obtidos por Christoffersen et al.
(2012b), que relataram neutrofilia em todas as éguas 24h ap6s a inoculacdo intrauterina. Em
uma das éguas a confirmacdo da endometrite foi baseada apenas nos resultados da cultura e
US; e em quatro éguas a confirmacdo ocorreu através dos resultados da cultura e citologia
(tabela 3).

Quase todos 0s animais apresentaram cultura uterina e citologia endometrial positivas.
Apenas uma égua (5%) apresentou resultado negativo no exame de citologia uterina. Segundo
Ferris (2016) isto pode ocorrer quando a bactéria esta presente em regido profunda e ndo na
superficie do endométrio. Em outras quatro éguas (20%), apesar de nos exames de cultura e
citologia ser possivel identificar a infeccdo, ndo foi identificada a presenca de liquido
intrauterino durante a ultrassonografia modo B, caracterizando quadro de endometrite
subclinica. A manifestacdo da endometrite varia amplamente de caso a caso, podendo ser de
dificil detec¢do devido a sinais clinicos sutis ou ausentes em alguma fase do ciclo estral. Em
outras palavras, algumas éguas podem ndo manifestam a infecgdo, sendo referenciado como
endometrite subclinica (LEBLANC e CAUSEY, 2009). Entretanto, através do aumento
pronunciado da perfusao vascular endometrial em M1 em comparacdo ao momento MO (livre
de endometrite) (tabela 2) foi possivel identificar a inflamac&o uterina, mesmo ndo havendo
producédo de liquido intrauterino. Ainda assim, em 80% (16/20) das éguas foi identificada a
presenca de liquido intrauterino durante a ultrassonografia modo B 24h apds a inoculagdo.
Reghini et al. (2016) também identificaram alta resposta (92%, 12/13) de retencdo de liquido
intrauterino 24h ap6s a inseminacdo artificial em éguas que apresentavam degeneragdo
endometrial crénica. Este percentual é maior que o identificado neste estudo, porém Reghini
et al. (2016) trabalharam com animais sabidamente portadores de processo degenerativo
severo, 0 que pode ter favorecido a identificacdo de maior percentual.

A tabela 4 mostra especificamente a perfusdo vascular endometrial de quatro animas
em que um dos exames realizados (citologia endometrial ou ultrassonografia modo B) néo
identificou a infeccdo. Apesar da falha de diagnostico da endometrite nos exames realizados,
através da ultrassonografia color Doppler observou-se aumento da vascularizacdo, sugerindo

0 quadro de infec¢do, servindo como recurso adicional para o diagnostico da endometrite.
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Tabela 4. Perfusdo vascular endometrial subjetiva das quatro éguas do experimento em que
ndo foi possivel detectar endometrite nos exames realizados (citologia uterina ou

ultrassonografia modo B).

Vascularizagdo (%)

Egua

uT CE CD
04 MO 1 5 3
M1 30 80 65
MO 1 5 2
06
M1 48 80 70
MO 5 5 5
08
M1 26 70 90
15 MO 45 13 10
M1 50 70 75
MO 13,00 (0,21 7,00 (0,04 5,00 (0,04
Média (Desvio padréo) (%) (0.2) (0.04) (0.04)
M1 39,00 (0,11) 17 (0,06) 33(0,12)

UT - Utero. CE — corno uterino esquerdo. CD — corno uterino direito.
MO — imediatamente antes da inoculacdo intrauterina. M1 — 24h apés a inoculagdo intrauterina

No presente trabalho, 95% (19/20) apresentaram citologia e microbiologia positivas
(apenas uma delas apresentou citologia negativa), resultado superior ao de Oliveira et al.
(2010), que obtiveram citologia positiva em apenas 25% (4/16) de éguas que apresentavam
exame microbioldgico positivo.

Segundo Dascanio e Ferris (2014), existem situacdes em que a citologia endometrial
pode estar normal (sem células inflamatdrias) e ainda assim a infeccdo estar presente. Uma
das éguas deste experimento apresentou citologia normal (ver tabela 2) porém com
crescimento bacteriano no exame de cultura. Ao avaliar a perfusdo vascular da mesma égua
(ver Anexos, tabela 1, égua 15) durante o0 momento M1, a ultrassonografia color Doppler
revelou menor vascularizacdo de ambos 0s cornos uterinos em comparacao ao corpo uterino.
Dascanio e Ferris (2014) acreditam que o resultado negativo do exame de citologia pode estar
relacionado a uma infeccdo localizada, o que também pode ter sido responsavel pela
discrepancia entre a vascularizagdo das diferentes regides. Ou seja, a infeccdo se manteve
localizada no corpo uterino, proporcionando grande vascularizacdo e crescimento bacteriano
nesta regido.

As bactérias isoladas nas culturas realizadas no diagnostico da endometrite 24h apds a

inoculagéo foram descritas na tabela 5.
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Tabela 5. Espécies bacterianas isoladas nas amostras endometriais das éguas 24 horas apds a

inoculagéo intrauterina com Escherichia coli.

BACTERIA N° de animais identificados
Escherichia coli n=10
Klebsiella sp n=4
Streptococcus B hemoliticus n=3
Proteus mirabilis n=1
Serratia sp n=1
Providencia sp n=1
Staphylococcus sp n=1
Enterococcus sp n=1
Klebsiella sp n=1

Em todas as éguas foi identificado crescimento bacteriano 24h apds a inoculagéo
intrauterina, porém em 50% (10/20) o crescimento foi E. coli. Esse resultado corrobora os
achados de Camozzato et al. (2014), que relataram 59,2% de crescimento para 0 mesmo
tempo. Também foram proximos aos resultados de Christoffersen et al. (2012a), que
obtiveram 42,8% (3/7), e Christoffersen et al. (2012b), que obtiveram crescimento de 46,6%
(7/15 ciclos), ambos em éguas susceptiveis a endometrite. Os autores afirmam que o baixo
nimero de éguas que apresentaram desenvolvimento bacteriano pds inoculacdo pode ter
ocorrido pela concentracio de E. coli utilizada (10® UFC), inferior a empregada neste
experimento (10 ml - 1,5 x 10° UFC/mL). Bem como no presente experimento, além do
crescimento de E. coli, Christoffersen et al. (2012a) descreveram ainda o desenvolvimento de
outras bactérias: Streptococcus zooepidemicus em quatro das sete éguas e Panthoea
agglomerans em outra éguas. Os autores afirmaram que as bactérias podem estabelecer
infecgBes de modo latente/inativo, tornando-se ativa através da infusdo de alguma substancia
indutora da inflamacéo (E. coli). Neste estudo, outras bactérias também se desenvolveram em
menor frequéncia durante o cultivo, provavelmente oriundas de contaminacdo ascendente
durante manipulacdo ginecoldgica prévia, ja que houve crescimento de grande parte destas
bactérias no primeiro exame de cultura (MO0). Segundo Oliveira et al. (2010), hd a
possibilidade de contaminacdo ambiental durante a coleta de material uterino, pois estas
bactérias geralmente sdo encontradas em fezes e no ambiente, podendo ser introduzidas no
Utero durante a coleta do material. Além disso, alguns procedimentos ginecoldgicos

(inseminacéo artificial, transferéncia de embrides, bidpsia ou swab uterino, infusdo uterina de
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medicamentos) podem carrear bactérias para 0 ambiente uterino.

Trés éguas (15%, 3/20) apresentaram crescimento bacteriano misto, ou seja, na mesma
amostra uterina houve o desenvolvimento de duas bactérias. Esse resultado esta proximo ao
relatado por Frontoso et al. (2008) em levantamento realizado utilizando éguas com problema
de fertilidade, em que 17,1% (49/287) dos animais com cultura bacteriana positiva
apresentaram mais de uma bactéria nas amostras uterinas (E. coli e Streptococcus
dysgalactiae subsp. equisimilis foram os crescimentos mais comuns). Neste estudo, 0
crescimento misto provavelmente ocorreu por contaminacao prévia ao inicio do experimento,
0 que pode ter levado a um quadro crénico de endometrite nestas éguas. A presenca de duas
bactérias no ambiente uterino ndo refletiu em alteracdo na vascularizagdo uterina destas éguas,
que apresentaram perfusdo semelhante as demais para 0 mesmo periodo.

No presente estudo, em 80% (16/20) das éguas foi identificada a presenca de fluido
intrauterino através da ultrassonografia modo B. Fatores predisponentes ao acumulo de fluido
intrauterino  sdo reduzidas contracBes miometriais, drenagem linfatica pobre, Utero
excessivamente distendido e incompeténcia cervical (BARBACINI et al., 2003), o que ocorre
mais frequentemente em éguas idosas e esta associado a fertilidade reduzida (CANISSO et al.,
2016).

Neste estudo, 75% (15/20) das éguas utilizadas apresentavam idade acima de 10 anos,
sendo que destas, 13 delas (86,6%) acumularam liquido intrauterino. A idade avancada tem
sido associada por anos a endometrite persistente (RICKETTS e ALONSO, 1991;
CARNEVALE e GINTHER, 1992; TROEDSSON, 1999; BARBACINI et al. 2003;). Hughes
e Loy (1969) observaram grande disparidade na capacidade em solucionar a inflamacéo
uterina entre éguas jovens (éguas férteis) e idosas (sub férteis) apds inoculacdo intrauterina
com Streptococcus zooepidemicus. Animais idosos, multiparos ou com baixo escore corporal
apresentam condigdes do trato reprodutivo que favorecem a susceptibilidade a endometrite
persistente ( WOODWARD e TROEDSON, 2014).

Foi avaliada a incidéncia da maior vascularizagdo em cada segmento uterino em MO e
M1 (anexo). Entretanto, ndo se observou associac¢do significativa (P>0,05) entre o nimero de
ocorréncias nos segmentos do Utero e dos cornos direito e esquerdo das éguas e 0s momentos
observados. O numero total de observacdes foi baixo, o que prejudicou a aplicacdo do teste

Qui-quadrado.
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ETAaPA 2. A evolucdo da perfusdo vascular endometrial obtida nos momentos A
(imediatamente anterior ao tratamento), B (24h) e C (48h) dos grupos experimentais 1 e 2

estdo dispostos nas tabelas 6 (ImageJ 1.46r®) e 7 (analise subjetiva).

Tabela 6. Area dos pixels e intensidade de cor obtidos das anélises das imagens de Utero,
cornos esquerdo e direito nos momentos A, B e C dos grupos experimentais 1 e 2 através da
avaliaco utilizando ImageJ 1.46r®.

UTERO
Area dos pixels Intensidade de cor
Momentos Gl G2 Gl G2
A 10899,9/%* (4955,1)  8797,24%(3759,8)  10968863(493498) 93175343(418759)
B 6580°%(3205,2) 5513,1A%(2691,8)  678977A(327300) 599066”2(286917)
C 6510,6°(3007,5) 2874,68°(2209)  673603°(311480) 3116628°(241153)
CORNO UTERINO ESQUERDO
Area dos pixels Intensidade de cor
Momentos Gl G2 Gl G2
A 10899,9/2(4955,2) 8797,23(3759,9)  1096886,1%%(493498)  931752,8”%(418759)
B 6580,04(3205,2) 5513,14%(2691,8)  678977,0A°(327300) 5990658 A2(286917)
C 6510,64°(3007,6) 2874,78°(2209,0) 673601,74°(311480)  311662,18(241153)
CORNO UTERINO DIREITO
Area dos pixels Intensidade de cor
Momentos Gl G2 Gl G2
A 9349,67%(3405,5) 11090,0%(9428,8) 926283"%(362821) 851037,74%(479787)
B 6275,4°3(2417,6) 4828,0°°(2543) 644693,3°2 (245861) 488270,4°2 (268299)
C 5258,37%(2670,6) 3701,2/°(1973,6) 531582,248(271164) 3926054%(214568)

*Letras maiusculas nas linhas e mintsculas nas colunas com letras diferentes, diferem significativamente entre si

pelo teste de Tukey (P<0,05).
A — imediatamente antes do tratamento. B — 24h ap6s o tratamento. C — 48h apds o tratamento.
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Tabela 7. Perfusdo vascular endometrial média subjetiva de Utero, cornos esquerdo e direito
nos momentos A, B e C dos Grupos 1 e 2.

UTERO (%)

Momentos G1 G2
A 34,007 (11,26) 27,00%%(7,80)
B 18,10%%(8,81) 11,447(4,88)
c 15,114%(6,35) 9,00%(5,27)

CORNO UTERINO ESQUERDO (%)

Momentos Gl G2
A 23,20%4(7,83) 24,56"%(14,98)
B 17,20%4(8,30) 11,887%(5,25)
C 15,50 4%(5,50) 11,507%(5,68)

CORNO UTERINO DIREITO (%)

Momentos Gl G2
A 28,90%%(10,69) 25,7843(10,29)
B 15,50°%(5,66) 14,33%(5,07)
C 15,89°%(6,86) 10,007%(5,20)

** Médias de tratamentos com letras diferentes maidsculas nas linhas e mintsculas nas colunas diferem
significativamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).
A — imediatamente antes do tratamento. B — 24h ap6s o tratamento. C — 48h apds o tratamento.

No momento Glg, a égua 2 apresentou repleta colecdo de conteudo uterino com
regibes hiperecdicas em seu interior, o que dificultou visualizar a perfusdo vascular.
Entretanto, as imagens visualizadas foram consideradas para avaliagdo subjetiva e objetiva da
média e desvio padrdo. Os valores médios de vascularizacdo, area do pixel e intensidade de
cor nos diferentes segmentos (Utero e cornos uterinos) ndo diferiram significativamente entre
0s grupos (P>0,05).

Verificou-se que o valor médio do percentual de vascularizacdo da andlise subjetiva no
momento A foi significativamente superior (P<0,05) aos obtidos nos momentos B e C nas
regibes de Utero e cornos uterinos (exceto apenas em G1 do corno uterino esquerdo). Na
analise por pixels, o momento A foi superior (P<0,05) nas regides de Utero e cornos uterino
(exceto em G1 do corno uterino direito). Isto provavelmente ocorreu em ambas as analises
devido a vasodilatacdo caracteristica da fase aguda da endometrite, ocorrendo até 24 horas
apos a inoculacdo intrauterina. J& a regido do corno uterino direito ndo apresentou diferenca
(P>0,05) entre os trés momentos do G1, divergindo da andlise subjetiva.
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Em ambos os grupos, houve reducdo significativa da vascularizagcdo subjetiva e na
avaliagdo por pixels observada nos momentos B e C em relagdo ao momento A. Apesar da
diminuicdo na vascularizacdo uterina subjetiva e por pixels, no grupo 1, no momento B, 50%
(5/10) apresentaram crescimento bacteriano e 100% (10/10) apresentaram citologia positiva;
no momento C apenas uma égua apresentou citologia negativa. No grupo 2, no momento B
80% (8/10) das amostras uterinas detectaram a presenca bacteriana e citologia positiva; no
momento C, 80% (8/10) apresentaram crescimento bacteriano e 100% (10/10) apresentaram
citologia positiva. Provavelmente o Fitoclean® promoveu vasoconstricio devido a suas
propriedades anti-inflamatdrias sobre o endométrio. Ou seja, foi possivel detectar redugéo da
vascularizagdo endometrial mesmo com presenca bacteriana nas amostras uterinas.

Neste trabalho, ndo foi possivel identificar um ponto em toda a extensdo uterina em
que a vascularizacdo fosse estatisticamente superior. Este achado é semelhante ao de Aradjo
(2014), que também ndo observou diferenga nos escores de perfusdo vascular subjetiva
obtidos nos cornos uterinos contra e ipsilateral a ovulacdo ao avaliar a reacdo inflamatoria
promovida apds inseminacao artificial nas diferentes regides uterinas.

O resultados de cultura, citologia endometrial e ultrassonografia modo B realizados
nos grupos experimentais 1 e 2 estdo disponiveis na tabela 8.

Tabela 8. Resultados da cultura, citologia endometrial e ultrassonografia modo B realizados
nos momentos A (imediatamente anterior ao tratamento), B (24h ap6s o tratamento) e C (48h

apos o tratamento) dos grupos 1 e 2.

GRUPO 1 (n=10)

CULTURA CITOLOGIA US (presenca de liquido
Momentos  N° de animais (crescimento (=2 PMNs por P! cadeliq
. intrauterino)
bacteriano) campo 400x)
7 + + +
A 1 - -
2 + -
5 + + +
B 5 - + -
5 + + +
C 3 - - -
2 - + -
GRUPO 2 (n=10)
+ + +
A
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5 8 + + +
2 - - -
7 + + +
C 2 - + -
1 + + -

A — imediatamente antes do tratamento. B — 24h ap06s o tratamento. C — 48h apds o tratamento.

N&o houve diferenca estatistica (p=0,2) entre 0s grupos experimentais 1 e 2 sobre 0s
resultados de cultura, citologia uterina e ultrassonografia modo B. Sendo assim, o Fitoclean®
ndo foi capaz de eliminar o agente causador da infeccdo, ndo permitindo comprovar a
eficiéncia do fitoterapico utilizado sobre a endometrite equina via infusdo. Isto significa que o
efeito da lavagem uterina com Ringer com Lactato utilizado no grupo experimental 1 foi
similar ao Fitoclean®. A lavagem uterina é um procedimento (til no manejo da endometrite
em éguas susceptiveis. Seu objetivo é auxiliar o clearence uterino para eliminacdo de células
inflamatdrias (SCOGGIN, 2016). Segundo Livini et al. (2013), a lavagem uterina pode
remover biofilme. Isto pode ter favorecido a limpeza uterina das éguas do grupo 1 e 2. E. coli
isoladas de Gtero tem sido associados a formacdo de biofilme, uma estratégia de protecédo
desenvolvida pela bactéria frente aos antibiéticos (FERRIS et al., 2016).

Apesar da diferenca na perfusdo vascular observada nos grupos 1 e 2 nos diferentes
momentos, a limpeza uterina ndo foi observada nos resultados dos exames cultura, citologia e
ultrassonografia modo B. Loncar et al. (2017) também ndo observaram reducdo na
concentracédo bacteriana de E. coli utilizando solucéo salina ozonizada. Entretanto, no mesmo
estudo, o Dimetilsulfoxido reduziu significantemente o nimero de Unidades Formadoras de
Colbnia de E. coli comparado ao grupo experimental 1 em 80% (8/10) dos isolados.

Reghini et al. (2016) também observaram reducdo na resposta inflamatoria uterina
utilizando Plasma Rico em Plaquetas (PRP), obtendo reducdo no percentual de
polimorfonucleares e acimulo de fluido intrauterino no grupo tratado em comparacdo ao
controle. Os autores afirmam que o PRP é capaz de provocar down regulation sobre a
expressdo de citocinas uterinas proinflamatorias. Apesar dos constituintes do Fitoclean® como
Barbatim&o, Confrei, Bardana e Aloe Vera apresentarem relatos de efeitos antiinflamatorio
(LIMA; MARTINS; SOUZA, 1998; PILEGGI et al, 2002; UCHIYAMA et al, 2005) e
antibidtico (KUZUYA et al., 2001; SANCHES et al, 2005; PEREIRA et al., 2005; DAS et al,
2011), seus componentes ndo foram capazes de eliminar o processo inflamatorio estabelecido.

A incidéncia da maior perfusdo vascular nos diferentes segmentos (1, 2 e 3) do corpo
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uterino e cornos direito e esquerdo nos grupos 1 e 2 foi avaliada (anexo). Somente no grupo 2
observou-se associagdo significativa (P<0,05) entre 0 nimero de ocorréncias nos segmentos
do corpo do Gtero das éguas e os periodos utilizados.

No momento A do grupo 1 observou-se aumento significativo no segmento UT1,
enquanto que no momento B de G1 observou-se uma reducdo significativa neste segmento.
N&o foi encontrado na literatura trabalho com resultados semelhantes que permitissem
confrontar os resultados. Entretanto, a variacdo do sitio de incidéncia de maior vascularizacao
nos diferentes segmentos observada no presente estudo pode estar relacionada ao ponto onde
ocorreu a inoculacdo. No momento B, a solucéo de E. coli inoculada provavelmente ja havia

tomado toda a extensdo uterina, dissipando também os pontos de maior vascularizagéo.

ETAPA 3. De acordo com os resultados obtidos nos exames de cultura e antibiograma
realizados 10 dias ap06s o término da etapa 2, 13 éguas (65%, 13/20) foram submetidas a
antibioticoterapia através de infusdo intrauterina com Gentamicina, independente do grupo
que fizeram parte. Uma semana ap0s este tratamento, foram submetidas a novo exame de
ultrassonografia Doppler. A comparacdo da porcentagem da perfusdo vascular uterina de
todas as éguas anteriormente a inoculacdo intrauterina com E. coli (MO), das éguas
submetidas ao tratamento com Fitoclean® e submetidas ao tratamento com Gentamicina

(momento pds antibioticoterapia - MPA) pode ser encontrado na tabela 9.

Tabela 9. Comparacédo da perfusdo vascular endometrial média de éguas antes da inoculacdo
(M0), submetidas ao tratamento com Fitoclean® (Glc) e ap6s tratamento com Gentamicina
(MPA).

Momentos Utero (%)* Corno esquerdo (%)* Corno direito (%)*

MO (n=20) 13,74 (12,00) 13,21 (10,03) 10,28 (8,62)

Glc (n=13) 15,11 (6,35) 15,50 (5,50) 15,89 (6,86)
MPA (n = 13) 14,62 (8,42) 15,00 (6,20) 12,40 (10,21)

*Média (Desvio padrao) (%)
MO — momento imediatamente antes a inoculagdo intrauterina. G1c — Momoento C (48 horas apés inoculacdo
intrauterina) do Grupo 1. MPA — Momento pds antibioticoterapia.

ApoOs o tratamento com infusdo intrauterina de antibiotico, a vascularizagdo
observada apresentou reducdo em comparacdo ao momento C do Grupo 1 no corpo e cornos

uterinos. Entretanto, ndo atingiram a vascularizagdo apresentada em MO. Apesar disso, ndo
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houve crescimento bacteriano nas amostras obtidas ap6s o tratamento com infusdo
intrauterina com antibiotico.

Novos estudos visando estabelecer parametros de perfusdo vascular sdo necessarios e
servirdo de ferramenta para identificacdo de éguas com ambiente uterino inadequado ao

desenvolvimento embrionario.
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7 Conclusoes

Nas condigdes deste estudo concluiu-se que:

v O utero apresentando endometrite clinica apresentou perfusdo vascular caracteristica;
v Fitoclean® foi capaz de reduzir a perfusdo vascular uterina, apesar de no eliminar o
crescimento bacteriano nas amostras uterinas;

v O antibidtico utilizado (Gentamicina) eliminou o crescimento bacteriano uterino,
mesmo nédo reduzindo totalmente a perfuséo vascular;

v A ultrassonografia color Doppler associada a cultura endometrial, antibiograma e
citologia uterina é mais uma ferramenta para auxiliar no diagnostico de endometrite

subclinica em éguas.
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9ANEXQOS

Anexo I. Cor e intensidade dos pixels das imagens obtida em éguas nos momentos MO e M1.

Equa Momento Utero C. Esquerdo C. Direito

Cor Intensid Cor Intensid Cor Intensid

1 MO 5005 479920 4556 478809 1402 156960

M1 6445 716640 5407 591376 8649 857288

) MO 1858 179469 4996 586167 3218 318737

M1 7814 734304 7156 693357 11041 1039894

3 MO 2705 264094 5297 514238 2376 276614

M1 6530 671053

4 MO 569 64721 2055 216496 2333 222338

M1 10884 1174134 1896 215183 9934 966349

5 MO 4914 502493 1413 147745 3943 392861

M1 13467 1418254 11607 1118319 16643 1686461

6 MO 4344 484841 4265 438004 4572 454415

M1 11441 1104743 7533 768622 8960 842378

7 MO 979 99058 2484 268160 2383 234459

M1 6818 714021 2990 301908 4441 392507

g MO 2570 248640 2758 281900 2995 323866

M1 9637 1028897 255 232681 255 215659

9 MO 569 55542 3316 287662 1076 108409

M1 5797 647687 3774 419007 3774 419009

10 MO 10441 1050907 8257 827155 8587 898145
M1

1 MO 3009 267729 6314 717409 2814 294315

M1 18107 1678116 14585 1529765 8874 779660

12 MO 2924 325155 2635 289269 6616 648292

M1 11944 1175123 8963 899942 10120 1059731

13 MO 2310 227169 15462 1524398 2229 221114

M1 13456 1504058 12451 1385879

1 MO 5091 562152 3676 422264 7129 674449

M1 7656 718673 9465 1003485 10690 972751

15 MO 5884 625963 3588 370777 6157 557707

M1 12652 1321184 8169 869416 14204 1424287

16 MO 4059 436641 2173 233775 4135 467189

M1 6347 652881 6453 689923 4078 394671

17 MO 4231 382682 4173 436672 2107 250964

M1 4574 461139 8217 847148 32385 665189

18 MO 6300 603419 6799 656700 5868 592494
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M1 15947 1762753 17766 1893432 12008 1339212
19 MO 3072 340631 2221 204738
M1 9147 963220 13044 1321553 10977 1041956
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Anexo 1. Perfusdo vascular endometrial individual e média obtida em éguas nos momentos

MO e M1.
Eguas Momentos Utero Corno esquerdo Corno direito
) (%) (%) (%)
1 MO 10 20 15
M1 70 60 70
2 MO 10 15 15
M1 80 80 60
3 MO 20 15 15
M1 40 50 35
4 MO 10 30 20
M1 90 80 65
5 MO 40 50 35
M1 90 90 90
6 MO 10 15 o5
M1 70 50 30
7 MO 5 8 8
M1 % 80 80
3 MO 5 8 5
M1 85 70 90
9 MO 5 1 5
M1 60 70 60
MO 5 10 5
10
M1 85 90 85
MO 5 5 5
11
M1 80 70 60
MO 20 10 20
12
M1 % 60 70
MO 5 20 5
13
M1 85 60 60
MO 5 20 10
14
M1 50 45 50
MO 5 10 5
15
M1 80 30 40
MO 20 15 o5
16
Ml** _ } i
17 MO 20 15 20
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M1 60 35 30
MO 5 40 5
18
M1 60 60 50
MO 25 20 20
19
M1 60 60 50
MO 5 5 5
20
M1 50 30 40
Média + MO 11,75+9,50 % 16,60+11,902 13,40+8,952
Desvio
padrdo M1 72,37+15,939" 61,58+18,41° 58,68+19,06°
(%)

Houve diferenca significativa entre MO e M1 (P<0,01).

*|_etras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente.

** Dados corrompidos.
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Anexo Il1. Incidéncia da perfusdo vascular observada em cada por¢do do corpo uterino e
cornos uterinos esquerdo e direito das éguas do experimento.

Momentos Segmentos Utero Corno esquerdo Corno direito
1 11,1% (1/9) 22,2% (219) 22,2% (219)
MO 2 33,3% (3/9) 55,5% (5/9) 55,5% (5/9)
3 55,5% (5/9) 22,2% (2/9) 22,2% (2/9)
1 44,4% (419) 0 11,1% (1/9)
M1 2 33,3% (3/9) 88,8% (8/9) 88,8% (8/9)
3 22,2% (2/9) 11,1% (1/9) -

Né&o houve diferenca significativa entre os diferentes momentos (P>0,05).
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Anexo 1V. Incidéncia da perfusdo vascular observada em cada por¢do do corpo uterino e

cornos uterinos esquerdo e direito das éguas do grupo experimental 1.

Momentos Segmentos Utero Corno esquerdo Corno direito
1 44,4% (419) 0% 11,1% (1/9)
T1 2 22,2% (2/9) 80,0% (8/10) 88,8% (8/9)
3 33,3% (3/9) 10,0% (1/10) 0
1 88,8% (8/9) 22,2% (2/9) 33,3% (3/9)
T2 2 11,1% (1/9) 44,4% (419) 44,4% (419)
3 0 33,3% (3/9) 22,2% (2/9)
1 12,5% (1/8) 12,5% (1/8) 37,5% (3/8)
T3 2 50,0% (4/8) 50,0% (4/8) 37,5% (3/8)
3 37,5% (3/8) 37,5% (3/8) 25,0% (2/8)
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Anexo V. Perfusdo vascular endometrial das éguas apds tratamento com Gentamicina.

Eguas (n=13) U(EZ;O Corno(g/igquerdo Corngy(()j)i reito

! 50 40 20

2 10 20 20

3 40 30 20

4 40 50 30

7 10 15 10

8 10 10 15

10 5 10 5

13 50 50 40

15 50 40 30

16 20 30 30

17 5 20 10

18 20 5 10

19 10 5 20
Média * Desvio padrdo 24,62 + 18,42 25,00 + 16,20 20,00+ 1021

(%)
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