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RESUMO

FERREIRA, Camila Silva Costa. Hemodinamica uterina de éguas com endometrite. 2024,
53p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Programa de Pds-
Graduacdo em Medicina Veterinaria - Patologia e Ciéncias Clinicas, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

A endometrite equina é considerada a principal patologia reprodutiva da espécie e a causa das
maiores perdas econdmicas na reproducao por falhas gestacionais precoce. No entanto, ndo ha
relatos que descrevam e avaliem a aplicagdo da ultrassonografia Doppler modo Powerflow e
espectral no diagndstico da endometrite quando avaliadas éguas com ou sem endometrite. Com
iss0, objetivo deste estudo foi caracterizar a hemodinamica uterina das éguas com endometrite.
O estudo foi realizado no setor de equinocultura da UFRRJ. Foram utilizadas 45 éguas
separadas em trés grupos: GC — grupo controle com éguas sem endometrite (n:16 animais);
GES - grupo de éguas com endometrite subclinica (n:15 animais); GEC — grupo de éguas com
endometrite clinica (n:14 animais). Inicialmente foi realizada avaliagdo ginecoldgica das éguas
e acompanhamento do ciclo estral até ser observado foliculo pré-ovulatério. A partir disso
amostras uterinas foram coletadas para exame cultura flungica, bacteriana e exame citoldgico.
Com a inducdo e deteccdo da ovulacdo, as éguas foram acompanhadas pela ultrassonografia
(US) transretal modo B e US Doppler modo Powerflow dos segmentos uterinos (corpo e cornos
uterinos) e US Doppler modo espectral dos ramos dorsais esquerdo e direito da artéria uterina
proximo a bifurcacdo com a artéria iliaca externa. Esses exames foram realizados todos os dias
até a proxima ovulacdo para avaliacdo de um ciclo estral completo. Apds a proxima ovulagédo
foi realizada a coleta de um fragmento de endométrio para realizacdo da biopsia endometrial.
Foi possivel confirmar a correlagdo de proporcionalidade entre as varidveis indice de
pulsatilidade (PI) e de resistividade (RI) e ratificar que o Pl se apresenta como a variavel mais
confidvel para avaliacdo pelos indices Doppler. Outro achado deste estudo foi que que as
variaveis Pl e Rl se comportam de forma proporcional ao crescimento das éguas com
endometrite. Pl e Rl podem ser recomendados como um método de diagnéstico complementar
para deteccdo de éguas com e sem endometrite quando examinadas no 15° dia do ciclo estral
(utilizando PI e RI) e no 12° dia (utilizando apenas PI). A avaliacdo subjetiva, realizado pela
ultrassonografia Doppler modo Powerflow, se demonstrou eficiente na deteccdo de éguas com
endometrite clinica examinadas no dia 01, 09 e 10 do ciclo estral. J& a avaliacdo objetiva da
vascularizagcdo dos segmentos uterinos para avaliacdo da quantidade e intensidade dos pixels
das imagens Doppler néo foi eficiente, ndo sendo indicado como um método de diagndstico
complementar de éguas com e sem endometrite. Desta forma, conclui-se que a US Doppler
modo espectral pode ser utilizado para detec¢do de éguas com e sem endometrite. E que a US
Doppler modo Powerflow pode ser utilizada para deteccdo de éguas com endometrite clinica.

Palavras-chave: Diagnoéstico, Patologia uterina, Ultrassonografia Doppler.



ABSTRACT

FERREIRA, Camila Silva Costa. Uterine hemodynamics of mares with endometritis. 2024,
53p. Thesis (Doctorate degree in Veterinary Medicine). Instituto de Veterinaria, Programa de
Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria - Patologia e Ciéncias Clinicas, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Equine endometritis is considered the main reproductive pathology of the species and the cause
of the greatest economic losses in reproduction due to early gestational failure. However, there
are no reports describing and evaluating the use of Powerflow and spectral Doppler ultrasound
in the diagnosis of endometritis in mares with or without endometritis. The aim of this study
was to characterize the uterine hemodynamics of mares with endometritis. The study was
carried out in the equine breeding sector of the UFRRJ. 45 mares were separated into three
groups: CG - control group with mares without endometritis (n:16 animals); GES - group of
mares with subclinical endometritis (n:15 animals); GEC - group of mares with clinical
endometritis (n:14 animals). Initially, a gynecological assessment was carried out on the mares
and the estrous cycle was monitored until a pre-ovulatory follicle was observed. Following this,
uterine samples were collected for fungal and bacterial culture and cytological examination.
Once ovulation had been induced and detected, the mares were monitored by B-mode
transrectal ultrasound (US) and Powerflow mode Doppler US of the uterine segments (body
and uterine horns) and spectral mode Doppler US of the left and right dorsal branches of the
uterine artery near the bifurcation with the external iliac artery. These tests were carried out
every day until the next ovulation to assess a complete estrous cycle. After the next ovulation,
a fragment of the endometrium was taken for an endometrial biopsy. It was possible to confirm
the correlation of proportionality between the pulsatility index (PI) and resistivity index (RI)
variables and confirm that PI is the most reliable variable for evaluation using Doppler indices.
Another finding of this study was that the Pl and RI variables behave proportionally to the
growth of mares with endometritis. Pl and RI can be recommended as a complementary
diagnostic method for detecting mares with and without endometritis when examined on days
15 of the estrous cycle (using Pl and RI) and on day 12 (using only PI). The subjective
evaluation, carried out using Powerflow Doppler ultrasound, proved to be efficient in detecting
mares with clinical endometritis when examined on days 01, 09 and 10 of the estrous cycle. On
the other hand, the objective evaluation of the vascularization of the uterine segments to assess
the quantity and intensity of the pixels in the Doppler images was not efficient and is not
indicated as a complementary diagnostic method for mares with or without endometritis. It can
therefore be concluded that spectral mode Doppler US can be used to detect mares with and
without endometritis. Powerflow Doppler US can also be used to detect mares with clinical
endometritis.

Keywords: Diagnosis, Uterine pathology, Doppler ultrasound.
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1 INTRODUCAO

A equideocultura exerce um importante papel na economia mundial como fonte
geradora de empregos sendo um mercado em constante crescimento (Lima; Cintra, 2016). A
endometrite equina é considerada a principal patologia reprodutiva encontrada na espécie € a
causa das maiores perdas econdmicas com falhas gestacionais precoces (Canisso; Segabinazzi;
Fedorka, 2020). Logo, ha um aumento na procura por biotécnicas da reproducéo para otimizar
a reproducdo tornando cada vez mais preciso e necessario o diagndstico e a terapéutica da
endometrite.

Neste contexto, a técnica de ultrassonografia (US) Doppler, tem demonstrado grande
importancia na biotecnologia da reproducdo em equinos, fornecendo informac6es imediatas
sobre a fisiologia do fluxo sanguineo de vasos, tecidos e 6rgdos do sistema reprodutivo
(Ginther, 2007; Camargo Ferreira; Meira, 2011). Inclusive dos segmentos uterinos onde, por
meio desse novo conhecimento, conceitos antes considerados definitivos quanto a fisiologia da
reproducédo equina atualmente podem ser reavaliados.

Contudo, ndo ha relatos que descrevam e avaliem a aplicacdo da US Doppler modo
espectral no diagnostico da endometrite e nem na formacdo de um padrdo de vascularizacdo
dos segmentos uterinos pela US Doppler modo Powerflow quando avaliadas éguas com
endometrite ou com Utero higido. Na literatura podem ser observados trabalhos com US
Doppler colorida fazendo comparages da vascularizacdo uterina pré e pos-tratamentos de
endometrites ou avaliando dias pontuais do ciclo para compara¢Ges com outras variaveis. Além
disso, a US Doppler pode se tornar uma importante ferramenta complementar no diagnostico
de endometrite subclinica em éguas (El-Shahat; EI-Maaty; Helmy, 2019; Sa et al., 2020;
Abdelnaby et al., 2020; Liittgenau et al.; 2021Morais, 2021).

Sendo assim, acredita-se que exista uma diferenca na vascularizacdo dos segmentos
uterinos entre éguas com endometrite clinica, subclinica e as que ndo apresentam endometrite.
Posto isto, se faz necessario uma avaliacdo minuciosa e detalhada da vascularizacdo uterina
durante um ciclo estral das éguas para analisar e entender as variacbes que ocorrem e 0S
possiveis pontos de intersecdo. Podendo, desta forma, colaborar em novos métodos de
diagndstico complementar a campo para um prognostico final mais fidedigno ao caso.

A vista disso, este estudo teve como objetivo caracterizar a hemodinamica uterina das
éguas com endometrite pela Ultrassonografia Doppler.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia do Sistema Genital Feminino Equino

O sistema reprodutivo feminino equino é composto por dois ovarios, dois ovidutos,
Gtero, cérvix, vagina, vestibulo e vulva. Localiza-se, em grande parte, na regido abdominal e
uma pequena parte na regido pélvica das éguas. As estruturas localizadas na regido abdominal
sdo sustentadas pelo ligamento largo do utero que pode ser subdividido em mesométrio,
mesossalpinge e mesovario (Konig e Liebich, 2016).

Os ovarios sdo responsaveis pelo desenvolvimento dos odcitos e producdo hormonal.
Os ovidutos sdo responsaveis pelo transporte dos espermatozoides e do odcito para um local
comum (ampola) para fertilizacdo. O utero tem a funcéo de receber o embrido em torno de 5,5
dias apos a ovulacdo e fornece um ambiente adequado para o desenvolvimento da gestacdo. A
cérvix tem a funcdo de porta de entrada e/ou saida dependendo da fase do ciclo reprodutivo da
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égua. A vagina juntamente com o vestibulo forma o canal do parto e local para copula e
excrecdo urinaria (Brinsko et al., 2011).

O utero é um 6rgdo muscular tubular que se liga aos ovidutos e a cérvix. Nas éguas
apresenta-se em formato de “Y”’ contendo dois cornos uterinos e um corpo sendo suspenso pelo
ligamento largo do utero. A porgdo do ligamento largo que fica em contato com o Utero é
chamada de mesomeétrio e se fixa na porc¢ao dorsal dos cornos uterinos. A por¢do do ligamento
largo que fica em contato com o ovério € chamada de mesovario e a em contato com as tubas
uterinas é chamada de mesossalpinge. Por conta desta configuracédo se torna dificil a avaliacao
por palpacdo do corpo do Utero e evita a retracdo deste 6rgao para a regido pélvica (Hafez;
Hafez, 2000).

O Utero € constituido por trés camadas histologicas: a serosa (perimétrio), a muscular
(miométrio) e a mucosa (endométrio). No perimétrio, a camada serosa, vascular e muscular
longitudinal sdo continuas com o do ligamento largo. O miométrio € composto de uma camada
circular interna e uma camada longitudinal externa continua com os ovidutos. Esta camada é
responsavel pela variagéo de ténus uterino na égua durante o estro, diestro ou inicio de gestacéo.
E o endométrio é a camada mais interna do Utero que apresenta uma faixa glandular e outra
secretora e dobras endometriais dispostas longitudinalmente ao longo do utero (Morel, 2020).

2.1.1 Vascularizagao uterina

A vascularizacdo uterina € fornecida pela artéria uterina e por ramos das artérias
ovariana e vaginal. Essa vascularizagdo é observada ao longo do ligamento largo juntamente
com suas veias correspondentes, inervacdes e vasos linfaticos. O ligamento redondo do Gtero
delimita a divisdo entre 0 mesovario e 0 mesométrio que tém origem na regido lombar. A
insercdo desse ligamento nos 6rgdos é um ponto de referéncia importante durante 0 exame
ultrassonografico para localizagdo da chegada dos vasos aos seus respectivos 6rgdos (Brinsko
etal., 2011).

A artéria ovariana tem sua origem na artéria aorta, corre dorsalmente ao longo da parede
abdominal, entra no mesovario e passa ao longo sua face cranial se localizando proximo
caudalmente a veia Utero-ovariana. A artéria vaginal tem sua origem na artéria pudenda interna
que é ramo da artéria iliaca interna. O ramo uterino da artéria vaginal passa ao longo da face
lateral do colo do utero e do corpo uterino (Konig e Liebich, 2016).

A artéria uterina tem sua origem na artéria iliaca externa que € um ramo da artéria aorta.
A artéria uterina passa proxima e acima da artéria circunflexa profunda apresentando didmetro
de 2-6mm e 6-7mm, respectivamente. As artérias uterinas formam ramos caudais e craniais. Os
ramos caudais suprem a maior parte da porcdo caudal do corno uterino e formam uma
anastomose com 0 ramo uterino da artéria vaginal. Os ramos craniais suprem a porg¢éo cranial
do corno uterino e formam anastomose com o ramo caudal da artéria uterina e com 0 ramo
uterino da artéria ovariana. Deste modo, as trés fontes arteriais se interligam de forma tortuosa
e variavel entre os individuos (Figura 1) (Ginther, 2007).
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Figura 1: Representacdo esquematica da vascularizagdo do sistema genital feminino equino com énfase nas
artérias que irrigam o Utero. UA: artéria uterina. BUA: ramo caudal e cranial da artéria uterina. UBOA: ramo
uterino da artéria ovariana. UBVA: ramo uterino da artéria vaginal. E descricdo de outras artérias presentes na
regido. VA: artéria vaginal. IPA: artéria pudenda interna. I1A: artéria iliaca interna. EIA: artéria iliaca externa.
DCA: artéria circunflexa profunda. AO: artéria ovariana. UOV: veia Utero-ovariana. CVC: veia cava ventral.
UMA: artéria umbilical. Fonte: Ginther, 2007.

2.2 Fisiologia do Ciclo Estral Equino

As éguas sdo classificadas como poliéstricas estacionais de dias longos, pois a atividade
reprodutiva € influenciada pela quantidade de luz em um dia. Portanto, a caracteristica
fotossensivel é responsavel pela ativacdo do sistema neuroenddcrino gonadal. Tal sistema
permanece inibido nos meses de baixa luminosidade (outono e inverno) em funcdo do aumento
na concentragdo plasmatica de melatonina que exerce “feedback” negativo no hipotalamo com
o0 bloqueio na liberacdo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Contrariamente,
durante os meses de alta luminosidade (primavera e verao) a sintese de melatonina pela glandula
pineal esta baixa ¢ desta forma o “feedback” negativo ¢ desfeito ocorrendo a liberacdo de
GnRH, desencadeando as alterac@es fisioldgicas nos ovarios, tais como crescimento folicular,
ovulacéo e formacao do corpo lateo (CL) (Vallejo Aristizabal et al., 2017).

Porém, em algumas regides equatoriais de menor latitude e menor variagdo de
luminosidade ao longo do ano, a estacionalidade reprodutiva ndo ocorre de maneira tdo
marcante, a ponto das éguas se comportarem como poliéstricas anuais. Contudo, outros fatores
adicionais também podem influenciar a ciclicidade sexual das éguas, como por exemplo,
nutricdo, idade e temperatura ambiente (Farias et al., 2016).

O ciclo estral da égua apresenta duracdo entre 21 e 23 dias (variando de 18 a 26 dias),
podendo ser dividido em fases de predominancia estrogénica ou estro (de 5 a 7 dias) e
progesterdnica ou diestro (de 14 a 16 dias). A fase folicular, também conhecida como estro é
acompanhada pelo crescimento folicular, selecdo, maturagéo e, entdo, a ovulacdo que resulta
um rapido decréscimo das concentracdes plasmaticas de estrégeno. A fase luteal ou diestro,
considerada como o periodo restante do ciclo estral, é variavel, de acordo com a duracdo do
estro. Ela se inicia com a ovulagdo, pela formacdo do CL e, consequente, secrecdo de
progesterona e finaliza com a luteolise do CL iniciando um novo ciclo (Zimri et al., 2018).

2.3 Dinamica Folicular em Equinos

As éguas apresentam uma Unica onda ovulatéria na maioria dos intervalos
interovulatorios. Apo6s a fase de crescimento folicular estimulada pelo horménio foliculo
estimulante (FSH) se tem o inicio da divergéncia folicular do futuro foliculo dominante
ocorrendo a fase de selecdo folicular que é seguida pelo crescimento continuo do foliculo
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dominante e atresia dos foliculos subordinados. Divergéncia folicular em éguas comega quando
o futuro foliculo dominante alcanca em média um diametro de 22,5 mm (Ginther, 2019). Para
ocorréncia da maturacdo folicular, os receptores do horménio luteinizante (LH) devem ser
expressos na superficie celular folicular estimulados por FSH e prolactina (Gérard e Robin,
2019).

Simultaneamente, se sucede uma crescente na producdo de estrogeno secretada pelos
foliculos que induzem o comportamento de cio. Sob a influéncia do estrégeno, ocorre um
aumento da vascularizacdo uterina causando o edema endometrial com tumefacdo das pregas
endometriais que permite uma melhor depuracdo uterina, comportamento de cio e auxilio no
transporte espermatico (Vallejo Aristizabal et al., 2017). Quando o foliculo atinge o estagio
pré-ovulatorio com didmetro >35 mm, h4 aumento da concentragdo plasmaética do LH que
desencadeia uma série de eventos dentro do foliculo pré-ovulatorio que levam a ovulagéo
(Ginther, 2017).

Na espeécie equina, o CL é uma glandula enddcrina temporaria dentro do ovario que se
forma na parte interna ndo se projetando para a parte externa (Aurich, 2011). O CL equino é
responsavel pela sintese de progesterona (P4) que atingem o pico no 8° dia ap0s a ovulacao,
seguido de um declinio gradual até o 15° dia, se a égua ndo estiver gestante ou espontaneamente
perder o embrido. Nesta situacdo ocorre secre¢do de prostaglandina F2a que tem origem
endometrial levando a égua a retornar ao estro. Porém, se houver fertilizacdo, o CL permanece
ativo e a progesterona se mantém a niveis altos contribuindo para manutencdo a gestacdao
(Sieme et al., 2015). Com altos niveis de P4, se tem uma perda do edema uterino e da
receptividade ao macho. Além disso pode-se observar um aumento do ténus uterino e estimulo
a secrecao histotrofica para nutricdo embrionaria (Vallejo Aristizabal et al., 2017).

2.4 Endometrite Equina

A endometrite € frequentemente citada com uma das principais causas de infertilidade
na égua. Contudo, recentemente, pesquisadores tem definido a endometrite como uma reposta
imunoldgica natural a introducdo de sémen no trato reprodutivo da égua. Em éguas férteis, esta
inflamacéo fisioldgica se resolve com a remocéo do fluido uterino, sémen e bactérias dentro de
48h apds a inseminacdo. Se essa inflamacao persiste por mais de 48hs, surge entdo a condicao
patoldgica de endometrite persistente pds-cobertura. Se ndo tem resolucdo dessa endometrite
po6s-cobertura, essa condicao patoldgica pode progredir para uma endometrite infecciosa aguda
e progredir para uma endometrite crénica com degeneracdo endometrial (Morris; McCue;
Aurich, 2020).

A endometrite € a patologia reprodutiva mais comum em equinos causando infertilidade
ou subfertilidade e sdo alteracGes inflamatdrias agudas ou degenerativas do endométrio (Liu;
Troedsson, 2008; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020). A capacidade de manter um ambiente
uterino compativel com a vida embrionéria e fetal é essencial para a eficiéncia reprodutiva em
qualquer espécie. No entanto, o ambiente uterino é facilmente perturbado por um processo
inflamatorio agudo ou crénico apos invasdo bacteriana aerobica e anaerdbica e/ou por fungos,
que pode ocorrer durante a monta natural, inseminacao artificial, exames de pré-estacao de
monta, infeccdo antes e apds o parto, e principalmente durante um periodo limpeza p6s-parto
do utero (Satue; Gardon, 2016). Alguns autores também acreditam que a endometrite possa ser
causada por uma disbiose do microbioma comensal uterino (Canisso; Segabinazzi; Fedorka,
2020; Morrell; Rocha, 2022).

Os fatores predisponentes para a progressdo da endometrite s&o conformacéo perineal
alterada, tobnus vulvar diminuido, anormalidade cervical, diminui¢cdo da contratilidade uterina,
administracdo cronica de antibidticos, Gtero penduloso, disfuncdo da pars intermedia da
hipdfise, ma condicdo corporal, idade e quantidade de partos (Ferris, 2016). A maioria das
perdas devido a endometrite esta relacionada a idade e quantidade de partos. Observa-se um
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aumento nos dltimos 10 anos na percentagem de éguas que receberam tratamento uterino do
grupo de 3 a 8 anos de 9% para 26% e do grupo de >18 anos de 24% para 51% (Morris; McCue;
Aurich, 2020).

Eguas pluriparas e idosas (>15 anos de idade) tem trés vezes mais chance de apresentar
lesOes vasculares como elastose, fibroelastose, fibrose perivascular e calcificagdo dos vasos
quando comparado a éguas nuliparas (LeBlanc; Causey, 2009). Estudos mostram que potros
oriundos dessas éguas tendem a apresentar um crescimento retardado devido ao fraco
desenvolvimento placentario na unidade feto-placentaria (Allen et al., 2007). As angiopatias
diminuem o fluxo sanguineo e a perfusdo do Utero, que por sua vez pode afetar o edema
endometrial, a depuracao uterina, a funcéo glandular, desenvolvimento do concepto e, portanto,
fertilidade geral. A degeneracdo vascular ndo se limita ao endométrio, mas também pode ser
encontrada nos vasos do miomeétrio e nas grandes artérias e veias entre as camadas miometriais
circulares e longitudinais. A degeneracdo estd associada ao nimero de potros e a classificacdo
do grau de lesdo endometrial, mas nédo idade (Katila; Ferreira-Dias, 2022).

Além disso, endometrites causadas por microrganismos formadores de biofilme como
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermides, Escherichia coli, Enterobacter
cloacae e algumas leveduras e fungos, podem desencadear endometrites crénicas nessas éguas
por uma serie de fatores agregados (Leblanc, 2010). Também pode ser observado que éguas
com idade acima de 16 anos tendem a secretar uma maior quantidade de metabolitos do &cido
araquidonico (prostaglandina E2 e F2a)) modificando ainda mais o equilibrio imunoendocrino
do seu organismo (Siemieniuch et al., 2017).

Em éguas férteis, ocorre uma inflamacéo fisioldgica natural e transitoria quando se
detecta a presenca de espermatozoides no Utero para a remocao eficaz das bactérias, detritos e
excesso de espermatozoide através da fagocitose. Os neutrdfilos juntamente com a
prostaglandina E2 e F2a, ocitocina, citocinas pro e anti-inflamatdrias, ciclooxigenases (COX)
e lipoxigenases (LOX) chegam ao limen uterino em 30 min apos a inseminacdo. As COX e
LOX levam ao aumento da permeabilidade vascular e um influxo de proteinas séricas e
neutrofilos para formacdo de uma camada extracelular de neutrofilos no limen endometrial
atingindo o pico de agdo com 4-8h ap6s a inseminacgdo. As contragfes uterinas colaboram na
retirada da maior parte do liquido, bactérias opsonizadas e espermatozoides mortos em até 12h
e depois disso o restante do liquido € drenado pelo sistema linfatico de 12-36h. Essas éguas sao
classificadas como resistentes a endometrite (LeBlanc; Causey, 2009; Woodward; Troedsson,
2015; Canisso; Stewart; Da Silva, 2016; Troedsson; Woodward, 2016; Christoffersen;
Troedsson, 2017; Morris; McCue; Aurich, 2020; Katila; Ferreira-Dias, 2022).

J& as éguas susceptiveis a endometrite sdo as que apresentam falha no processo de
limpeza depois de 48h poés-cobertura produzindo uma endometrite persistente. Ocorre um
retardamento do aumento da resposta as citocinas pro-inflamatorias, lutedlise precoce, atraso e
assincronia das contracdes uterinas, aumento na producdo endometrial de Oxido nitrico e
acumulo de liquido. A endometrite persistente pos-cobertura ocorre em cerca de 10-15% das
éguas inseminadas. Dessa forma, as éguas sdo classificadas como suscetiveis e resistentes a
endometrite com base na sua capacidade de eliminar ou ndo bactérias, detritos e
espermatozoides mortos do trato reprodutivo (LeBlanc; Causey, 2009; Woodward; Troedsson,
2015; Satué; Gardon, 2016; Troedsson; Woodward, 2016; Celeghini et al., 2017,
Christoffersen; Troedsson, 2017; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020; Morris; McCue;
Aurich, 2020; Katila; Ferreira-Dias, 2022).

A persisténcia do acuimulo de liquido uterino por 3-5 dias pds-inseminacao,
principalmente por falha na contratilidade mioelétrica pode desencadear uma endometrite
clinica. Os sinais observados na endometrite clinica sdo liquido ecogénico no Utero e liquido
no Utero durante o diestro, edema uterino exacerbado, secrecdo do orificio cervical com
hiperemia, vaginite, corrimento vaginal, intervalos interestros curtos, citologia uterina positiva
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ou ndo, cultura microbioldgica uterina positiva, diminuigdo da perfusdo tecidual que resulta
numa quantidade inadequada de neurotransmissores, hormonios e células inflamatérias ao
tecido endometrial, falha de cooptacdo vulvar com alongamento da mesma por conta do
aumento da idade e/ou paricdes resultando em pneumovagina (LeBlanc; Causey, 2009;
Woodward; Troedsson, 2015; Ferris et al., 2017; Morris; McCue; Aurich, 2020). As infecgdes
por Streptococcus spp., coliformes fecais, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
sdo mais encontradas nas endometrites clinicas (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020).

Na endometrite subclinica muitos destes sinais ndo sdo observados podendo levar a um
erro de diagnostico. A endometrite subclinica é caracteristica de éguas pluriparas e adultas.
Fatores como anomalias anatdmicas e degeneracdo uterina contribuem para a presenca da
infeccdo. Caracteristicas como disfuncdo mucociliar, cicatrizes, cistos e atrofia das pregas
endometriais e diminuicdo da perfusdo tecidual estdo associadas a subfertilidade dessas eguas
(LeBlanc; Causey, 2009). Uma pesquisa sugere que as concentra¢@es séricas de I1L-6, 1L-10,
proteina sérica amiloide A e os niveis plasmaticos de prostaglandina E2 e F2a poderiam ser
usados para predizer a endometrite subclinica em éguas (Hedia et al., 2021).

Com relacdo as endometrites cronicas, observar-se 0 comprometimento da depuracao
uterina e contratilidade miometrial desempenhando um papel importante na patologia (Liu;
Troedsson, 2008). Outros fatores encontrados estdo relacionados a idade, alteracdo da
conformacao perineal e competéncia cervical (Morrell; Rocha, 2022). Os microrganismos mais
frequentemente encontrado sdo a Escherichia coli e o Streptococcus equi subespécie
zooepidemicus por apresentar infeccOes latentes e profundas no endométrio das éguas (Katila,
2016; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020). Geralmente esta relacionada a uma condicéo
subjacente como uma pneumovagina e a formacéo de biofilme por essas bactérias (Beehan et
al., 2015). O diagndstico definitivo € por bidpsia onde observa-se fibrose periglandular e
endometrial, além de infiltrados com linfécitos e plasmocitos (Satué; Gardon, 2016;
Schéninger; Schoon, 2020).

A égua possui trés mecanismos principais de defesa para prevenir infec¢fes uterinas: as
barreiras fisicas do trato reprodutivo, o sistema imunolégico inato e a depuracdo uterina
mecanica (Ferris et al., 2017). As barreiras fisicas incluem a vulva, o esfincter vestibulo-vaginal
e a cérvix. A alteracdo funcional de uma dessas barreiras contribui para a irritacdo uterina
propiciando a entrada de ar e bactérias. O ideal é que a vulva apresente os labios colabados na
vertical com 2/3 do comprimento vulvar posicionados abaixo da borda pélvica e 1/3 do
comprimento vulvar acima da borda pélvica (Canisso; Stewart; Da Silva, 2016; Satué; Gardon,
2016). O procedimento cirdrgico de Caslick é a técnica mais utilizada para a diminuicao da
recidivas em éguas com conformacao vulvar alterada (Liu; Troedsson, 2008).

Dentre as éguas gestantes, esta doenca infecciosa pode aparecer como fracasso na
concepc¢do, perdas embriondrias precoces, abortamento durante a gestacdo, placentite,
nascimento de recém-nascido séptico e metrite pds-parto. A endometrite pds-parto interfere na
fertilidade, criando um ambiente inadequado para o desenvolvimento embrionario e
placentagdo, podendo também serem observadas alteracbes na producdo de leite e
comportamento materno, sendo capaz de afetar a sobrevivéncia de seus filhotes (Pascottini et
al., 2023).

Apesar disso, a endometrite tem uma incidéncia menor em éguas paridas do que em
éguas que permaneceram vazias da estacdo de monta anterior (Krekeller et al., 2023). Assim
sendo, este € um dos principais obstaculos para a producédo de um nimero maior de potros vivos
e saudaveis de éguas gestantes durante a estacdo. Porém, a combinacdo do exame
microbiologico, citologia e biopsia uterina podem contribuir para o melhor desempenho
diagndstico em éguas subferteis. A chave para o sucesso do gerenciamento dessas éguas é
identifica-las antes ou logo apds o parto e manejar apropriadamente. (Satué; Gardon, 2016).



2.4.1 Endometrite bacteriana

Na industria dos equinos, a endometrite infecciosa de origem bacteriana representa
cerca de 25% a 60% de perdas econdmicas, levando a infertilidade dos animais. Diferentes
bactérias aerdbicas e anaerobicas podem entrar no Utero durante a monta natural, inseminagéo
artificial, exames reprodutivos, partos e no pds-parto que se torna um ponto critico, pois ha um
relaxamento uterino e cervical aumentando por causa do processo de parto (Satué; Gardon,
2016).

Assim, deve-se atentar as bactérias presentes na microbiota vaginal que sdo comensais
nesse local, mas podem se tornar patolégicas na regido uterina. Foi constatado que ndo ha
mudancas na populacdo bacteriana entre o estro e o diestro, sendo as mais encontradas em
Porphyromonas spp., Campylobacter spp., Arcanobacterium spp., Corynebacterium spp.,
Streptococcus spp., Fusobacterium spp., Kiritimatiaellae spp. e Akkermansia spp. néo
cultivadas (Barba et al., 2020).

A endometrite bacteriana é um dos principais problemas em éguas ciclicas com baixa
resisténcia a infecgBes. As bactérias patogénicas mais comumente isoladas do Utero das éguas
sdo: a Streptococcus [-hemolitico (Streptococcus equi ssp. zooepidemicus), Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. As bactérias ndo patogénicas
frequentemente isoladas foram as do género Bacillus (Ferris, 2016; Rua et al., 2016).

Em um estudo descrito na literatura foram encontradas uma maior frequéncia de outros
tipos de bactérias como: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Proteus
vulgaris, Citrobacter sp, Edwardsiella, Enterobacter aerogenes, Yersinia spp. e Alcaligenes
spp. (Cabrera; Pastorello; Alvarenga, 2016). As infeccdes podem ser causadas principalmente
por microrganismos oportunistas e/ou comensais, como Streptococcus equi subespécie
zooepidemicus, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Ou por bactérias como Taylorella
equigenitalis, Klebsiella pneumoniae e Pseudomona aeruginosa que sdo transmitidas por via
venérea (Satué; Gardon, 2016).

As bactérias variam na capacidade de aderir aos epitélios, na viscosidade de suas
secrecOes, na resisténcia a fagocitose e na capacidade de induzir infecccdo (Morrell; Rocha,
2022). Algumas dessas bacterias produzem biofilme ou permanecem em estado de laténcia
podendo ser as responsaveis pela subfertilidade em muitas éguas. A formacdo do biofilme
envolve multiplas etapas que inclui a fixacdo pelas fimbrias, proliferacdo e deslocamento
durante a infeccdo. Apds a adesdo das bactérias na superficie uterina, ocorre a formagéo de uma
matriz extracelular de polissacarideos. Com o crescimento da popula¢do bacteriana, o ambiente
dentro do biofilme se torna heterogéneo, com altas concentracdes de oxigénio e um pH neutro
(Ferris et al., 2017; Liu; Zhang; Ji, 2020).

A vantagem de um biofilme vivo para as bactérias é a capacidade de replicacdo genética
em taxas aceleradas e desempenha a funcdo de barreira para a difusdo de antimicrobianos
limitando a penetracdo e gerando resisténcia a terapia e ao sistema imunologico do hospedeiro
(Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020). As bactérias que produzem biofilme e estdo ligadas a
endometrite equina sdo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus equi subespécie zooepidemicus e Staphylococcus aureus (Morris; McCue;
Aurich, 2020; Morrell; Rocha, 2022).

Nervo et al. (2019) salientaram a presenca de Chlamydia abortus na endometrite cronica
de éguas subférteis. A Chlamydia abortus € uma bactéria gram negativa intracelular obrigatoria
sendo muito conhecida por ser o agente do abortamento enzodtico ovino. O grupo de
pesquisadores reforcga a busca pelo histérico do contato de ovelhas com éguas nas endometrites
confirmadas por essa bactéria.

Outro grupo de pesquisadores demonstrou que nas mulheres, a endometrite bacteriana
crbnica esta relacionada a presenca de nove patdgenos diferentes: Chlamydia trachomatis,
Enterococcus spp., Escherichia coli, Gardnerella vaginalis, Klebsiella pneumoniae,
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Mycoplasma hominis, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus spp. e Staphylococcus aureus
(Moreno et al., 2018).

Apesar da infeccdo bacteriana em sua maioria se comportar de forma semelhante
algumas apresentam caracteristicas proprias. A Escherichia coli tende a aderir a superficie
epitelial impedindo a sua remocdo fisica e apresenta correlacdo com citologia endometrial
negativa (Nielsen et al., 2010). Apresenta alta prevaléncia na fossa clitoriana como potencial
reservatdrio para infeccdo uterina ascendente (Beehan et al., 2015) e esta associada ao liquido
uterino turvo e a presenca de muco (Katila, 2016).

A Pseudomonas aeruginosa produz biofilme podendo resultar em infecc¢des cronicas
apos tratamentos prolongados. A Klebsiella pneumoniae e outros patégenos gram negativos
aumentam a viscosidade do muco uterino diminuindo a capacidade dos cilios de se mover
(LeBlanc; Causey, 2009). Também pode ser observada a presenca de liquido intrauterino pelo
exame ultrassonografico (Leblanc, 2010).

A familia de estreptococos estimula a producdo de um exsudato inflamatorio que
interfere na fagocitose dos neutrofilos, apresentando uma correlagdo com citologias
endometriais positivas com alto nimero de neutréfilos. Também diminuem a viscosidade do
muco uterino aumentando o liquido intrauterino que pode ser observado por exame
ultrassonografico (LeBlanc; Causey, 2009; Leblanc, 2010).

O Streptococcus equi subsp. zooepidemia é um dos patdgenos mais comumente isolados
do utero de éguas, entretanto outras espécies de estreptococos, incluindo S. dysgalactiae subsp.
equisimilis e S. equi subsp. equi (S. equi) também foram isolados do endométrio equino (Morris;
McCue; Aurich, 2020). Apresentam capacidade de causar infec¢do crénica latente por residir
profundamente no tecido endometrial gerando baixas taxas de prenhez nas éguas afetadas. Esta
altamente associado ao aumento da idade, nimero elevado de pari¢des e ma conformacéo
vulvar nas éguas. (Christoffersen et al., 2015a).

2.4.2 Endometrite fingica

A endometrite fungica apresenta uma baixa incidéncia (1-5%) dentre as patologias
uterinas, estando mais comumente relacionada ao uso generalizado de antibi6ticos podendo
gerar disbiose e a manipulacdo intensiva das éguas dentro das biotécnicas da reproducédo
(Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020; Morris; McCue; Aurich, 2020; Morrell; Rocha, 2022).

O fungo ou levedura ao entrar no Utero induzem uma resposta inflamatéria aguda e o
Iumen preenchido por neutrofilos e linfécitos ricos em proteinas que podem gerar uma secrecao
vulvar purulenta. S80 microrganismos que permanecem mais restritos ao lumen ndo tendo
caracteristicas de infec¢fes nas camadas mais profundas. A maioria das éguas pode apresentar
uma recuperacao espontanea com rapida eliminacéo do fungo. As infec¢Ges micoéticas variam
de sindromes graves a assintomaticas com sintomas ndo patognomaonicos, pois por muitos anos
o diagnostico desta patologia ocorria como exame de exclusdo para endometrite bacteriana
(Blue, 1987).

A endometrite flngica nas éguas apresenta, em sua maioria, um potencial patogénico
para fungos leveduriformes e menos frequentemente para os filamentosos. Os fungos
leveduriformes mais comumente isolados sdo Candida spp., principalmente a Candida
albicans. Ja os fungos filamentosos sdo dos géneros Aspergillus, Penicillium, Mucor e
Trichosporon. Dentre as espécies de fungos e leveduras isolados observa-se C. albicans, C.
guilliermondii, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, Aspergillus fumigatus, Trichosporon
penicillatum e Trichosporon capitatum. (Blue, 1987; Ribas; Carvalho; Stussi, 2014; Satué;
Gardon, 2016; Factor; Cruz; Orlandi, 2019).

Como as bactérias que ocasionam as endometrites sdo essencialmente contaminantes e
oportunistas, infeccdes mistas entre fungos e bactérias podem ocorrer. A Pseudomonas
aeruginosa é uma das bactérias mais encontradas em associagdo com fungos e leveduras.
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(Ribas; Carvalho; Stussi, 2014; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020; Morris; McCue; Aurich,
2020).

Algumas espécies de leveduras e fungos apresentam capacidade de produzir biofilme,
uma matriz extracelular que gera resisténcia a terapia e a defesa imunologica do organismo
podendo resultar em infecgdes cronicas apos tratamentos prolongados (Leblanc, 2010).

2.4.3 Métodos de diagndstico na endometrite equina

O diagndstico de endometrite € baseado no histdrico da égua, exame fisico, reprodutivo
e diagndstico laboratorial. Dentre esses exames estdo inclusos: ultrassonografia transretal,
exame vaginal e cervical, citologia endometrial, cultura microbiologica do endomeétrio, biopsia
endometrial e em alguns casos a histeroscopia (LeBlanc; Causey, 2009). Pelo fato da
endometrite ser uma infeccdo local e raramente apresenta um agravo sistémico, o leucograma
e os marcadores inflamatorios (fibrinogénio, proteina amiloide sérica A, haptoglobina) ndo se
alteram (Katila, 2016).

Antigamente os métodos para detec¢cdo da endometrite se baseavam na observacdo da
inflamacdo da cérvix e do Utero com auxilio de um espéculo para realizacdo dos exames de
citologia endometrial e cultura uterina. Com o inicio do uso da ultrassonografia foi possivel
detectar estagios iniciais de infeccdes uterinas com padrdes anormais de edema e linhas
hiperecdicas caracteristico de ar ou exsudato; depuracdo uterina comprometida; e a quantidade
e aspecto do liquido presente no Gtero (Liu; Troedsson, 2008; Pascottini et al., 2023).

A presenca de 2 a 3cm de liquido intrauterino durante o estro ou entre 6 e 36h pos-
cobertura sdo indicadores de uma égua suscetivel a endometrite (Leblanc, 2010; Christoffersen;
Troedsson, 2017; Morris; McCue; Aurich, 2020; Katila; Ferreira-Dias, 2022). A US Doppler
trouxe ao mercado uma ferramenta inovadora, tornando mais facil de assegurar o diagndstico
de endometrites subclinicas pela avaliacdo do fluxo sanguineo local e uma analise mais precisa
da fisiologia de ovarios e utero (Ginther, 2007; Camargo Ferreira; Meira, 2011).

2.4.3.1 Coleta de material

A literatura demonstra algumas formas de coleta de material uterino incluindo escova
citoldgica, swab, lavado de baixo volume e biopsia endometrial. Comumente utiliza-se a escova
citologica e o swab uterino como técnicas de triagem inicial para os exames de citologia
endometrial e cultura microbioldgica. Com os resultados apresentando-se negativos e a égua
demonstrando sinais clinicos sugestivos de endometrite € indicado o uso da técnica de biopsia
endometrial e lavado de baixo volume para confirmar ou descartar a presenca da endometrite
(Buczkowska et al., 2014; Ferris, 2016; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020).

A escova citoldgica se demonstrou mais sensivel para deteccdo de inflamagéo uterina
quando comparada ao swab (Ferris, 2016; Rua et al., 2016). E a utilizacdo do swab se tornou
uma técnica comum na rotina a campo, por ser uma técnica barata, facil e segura. Porém
apresenta como desvantagem coletar material de uma pequena parte do endométrio, em torno
de 1-2cm podendo gerar um resultado falso negativo (Canisso; Stewart; Da Silva, 2016).

Em 2020, Khone e colaboradores fizeram uma pesquisa de campo para entender quais
métodos de diagnoéstico e tratamentos os médicos veterinarios da regido nordeste da Europa
realizavam. Foi constatado que a técnica de amostragem mais popular na rotina era o exame de
cultura bacteriana, mas a citologia endometrial, lavado de baixo volume e biopsia endometrial
ndo eram utilizados na rotina para o diagnéstico da endometrite em éguas.

Alguns estudos demonstram que o lavado de baixo volume é a técnica com melhor
aproveitamento para a avaliacdo de cultura microbiologica quando comparado ao swab
endometrial e de pior aproveitamento quando comparada a escova citolégica para avaliacdo da
citologia endometrial. Essa técnica resulta na diminuicdo de resultados falso negativos na
pesquisa por microrganismos (Leblanc, 2010; Ferris, 2016).



Christoffersen e colaboradores (2015b) descreveram uma técnica de lavagem de baixo
volume diferente. Neste caso era utilizada uma sonda de lavagem estéril, camisa sanitaria, um
espéculo de aco estéril e uma bolsa de soro Ringer Lactato. O uso de um tubo de lavagem
descartavel e um sistema fechado de tubulacédo de fluido foi vantajoso para o trabalho a campo
que pode ser conduzido por uma pessoa. A sensibilidade do crescimento bacteriano da técnica
de lavado com dupla protecéo foi considerada superior em comparacao a técnica de lavado de
baixo volume descrito por LeBlanc (2010), com a bidpsia uterina e com o swab uterino do
mesmo experimento (0,75; 0,5; 0,3 respectivamente).

Em 2022, Ravaioli et al. apontaram que o lavado uterino com alto volume de liquido
aumenta significativamente a sensibilidade do exame bacteriolégico que aliado com o
enriquecimento do processamento laboratorial ampliou a taxa de isolamento de
microrganismos. Uma outra técnica testada foi o lavado do fragmento de biopsia endometrial
para realizacdo do exame de cultura microbioldgica e citologia endometrial e posteriormente a
avaliacdo histopatoldgica. Porém essa técnica demonstrou baixa sensibilidade quando
comparada a técnica do swab ou escova citoldgica (Teixeira Soares et al., 2022).

2.4.3.2 Cultura microbioldgica

O material para realizacdo da cultura microbioldgica deve ser sempre coletado antes de
qualquer procedimento uterino a fim de evitar possiveis contaminacdes. E no caso de se coletar
amostras para cultura fangica e bacteriana preconiza-se a primeira coleta para cultura fingica
por apresentar uma maior dificuldade de crescimento em meio com muitas col6nias bacterianas.
A coleta de material para esse exame pode ser feita por swab uterino, lavado de baixo volume
ou cultura da biopsia, sendo esta ultima técnica a mais sensivel e especifica para a deteccdo dos
microrganismos (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020).

Na coleta de material para este exame utiliza-se swab para envio de amostra para
pesquisa de culturas fangicas e bacterianas. Nesta técnica a canula que protege o swab €
posicionada na cérvix e transpassado até o limen uterino. Nesse momento o swab é exposto
por 30s na regido realizando movimento giratério horario e anti-horario para a coleta do
material uterino. Posteriormente o swab é retraido e protegido para ser retirado da égua e
colocado em meio de transporte para ser analisado no laboratério (Ferris, 2016).

As bactérias anaerdbias ndo tém grande importancia na casuistica da endometrite
equina, por tanto as andlises laboratoriais sdo realizadas em condic¢des aerobicas. O método
normalmente empregado é a incubacdo em placas de agar sangue a 37°C (Katila, 2016).

As placas sdo avaliadas em 24h e em 48h, se necessario. O diagndstico é baseado em
tamanho da colonia, morfologia, pigmentacio e hemolise. Agares especiais e testes de
coloracdo de Gram podem ser usados para identificacdo adicional das bactérias. Para anélise
das colbnias bacterianas, sugere-se que uma unidade formadora de coldnia (UFC) ndo é
indicativa de infec¢do, mas sim de contaminacgéo, e que uma monocultura (ou Escherichia coli
juntamente com Streptococcus -hemolitico) com quatro UFC de organismos patogénicos sao
indicativos de infeccdo (Katila, 2016).

Para cultura bacteriana preconiza-se que as placas semeadas permanecam por 48-72h
na estufa por conta de bactérias de crescimento lento, e para cultura fungicas é necessario que
as placas semeadas permanecam por 3-4 semanas por conta da longa fase de crescimento
micoético e uma identificacdo mais precisa (Morris; McCue; Aurich, 2020).

A cultura a partir de lavado uterino parece ser Gtil na deteccédo de éguas com endometrite
subclinica causada por Escherichia coli. A técnica de coleta de material com lavagem de baixo
volume demonstrou uma maior sensibilidade que a técnica de coleta de material com swab
uterino, pois algumas bactérias formam-se em placas (LeBlanc; Causey, 2009, Katila, 2016).
Um estudo demonstrou que éguas que apresentavam cultura positiva para bactérias gram
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positivas tendiam a aumentar CD14 e TNF-a em comparagdo positivas para bacterinas gram
negativas (Lection et al., 2023).

2.4.4.3 Citologia endometrial

A citologia endometrial € um exame que pode ser usado para avaliagdo do tipo e da
proporcao de células inflamatorias (neutrofilos, eosinofilos, outros leucdcitos) em relacédo as
células epiteliais do Utero. Ocasionalmente, também pode detectar col6nias bacterianas, hifas,
leveduras e cristais de urina. As células de defesa migram para o lGmen uterino em resposta a
inflamac&o, entdo a endometrite é diagnosticada pelo exame de escarificacdo do endométrio
uterino. A coleta do material pode ser feita pela escova citoldgica ou por lavado de baixo
volume que apresenta sensibilidade superior ao uso do swab uterino para anélise desta técnica
(Rua et al., 2016; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020; Nielsen; Fog; Bojesen, 2021).

Neste exame utiliza-se escova citoldgica para coleta de amostra com melhor quantidade
de celularidade e diminuicdo de artefatos na leitura do exame. Nesta técnica a canula que
protege a escova citoldgica € posicionada na cérvix e transpassado até o limen uterino. Nesse
momento a escova citologica é exposta em torno de 30s. na regido realizando movimento
giratorio horario e anti-horério para a coleta do material uterino. Posteriormente a escova
citoldgica é retraida e protegida para ser retirada da égua, transcorrida em lamina de vidro com
movimentos giratdrios para fixagdo da amostra e em seguida fixada por corantes para analise
das amostras microscopicamente (Ferris, 2016; Factor; Cruz; Orlandi, 2019).

A avaliacdo microscopica das laminas é baseada na proporcdo de células endometriais
e neutrdfilos, ou a quantidade de neutrofilos por campo ou ainda a quantidade total de neutrofilo
de uma lamina total. As variacdes de analise se distinguem entre diferentes autores citados no
quadro a seguir (Quadro 1) (Factor; Cruz; Orlandi, 2019).

Quadro 1: Diferentes tipos de avaliacdo e contagem de neutréfilos no exame citologico para
classificacdo de endometrite nas éguas.

Autor Classificacao
Nielsen (2005) > 0,5% de neutrofilos
Aguiar et al. (2006) > 2% de neutroéfilos
Riddle et al. (2007) > 2 neutréfilos em 10 campos (400x)

LeBlanc et al. (2007) > 1 neutroéfilo por campo em 10 campos (1000x)

Burleson et al. (2010) > 2 neutréfilos por campo (400x)
Overbeck et al. (2011) | > 2% de neutrofilos (1000x)
Cocchia et al. (2012) > 2 neutrdfilos por campo e >0,5% de neutrédfilo (1000x)

Overbeck et al. (2013) | > 2% de neutrofilos em 300 células contadas
Adaptado de Factor; Cruz; Orlandi, 2019.

Na citologia endometrial das éguas observam-se células epiteliais que podem variar de
cuboides (anestro) a colunares (estro). As células epiteliais escamosas sdo raras no utero das
éguas. Quando presentes estdo associadas a éguas pos-parto ou éguas que apresentam refluxo
urinario para o utero. S&o células caracteristicas quando ha processo de contaminacéo cervical.
A presenca de células epiteliais uterinas rompidas ou degeneradas estdo associadas a um
inadequado manuseio das amostras antes da colora¢ao ou a uma infeccdo cronica (Ferris, 2016).

11



A citologia estd diretamente relacionada a taxa de gestacdo onde éguas com 0-2
neutrofilos por campo apresentaram taxa de gestacdo de 60%, enquanto éguas com 3-5
neutréfilos tiveram taxa de gestagdo de 36% e éguas com mais de 5 neutrofilos por campo
tiveram taxa de gestacdo de 23% (Nielsen et al., 2010; Canisso; Stewart; Da Silva, 2016).

Em um estudo foi demonstrado que a citologia esta intimamente ligada a ecogenicidade
do liquido encontrado durante o exame ultrassonografico. Foi demonstrado neste estudo que a
ecogenicidade variava proporcionalmente a quantidade de leucdcitos visualizados na citologia
endometrial e que a incidéncia de endometrite estava relacionada a idade dos animais (Rahawy;
Al-Haaik; Hayawy, 2022). E outro estudo constatou que éguas com exame de citologia
endometrial positiva tinham associacdo com 0 aumento da concentracéo de IL-1B e diminuigao
de IFN-y e CCLS5 ¢ a presenga de liquido uterino aumentava IL-17 (Lection et al., 2023).

Observou-se que o exame citologico apresenta uma baixa sensibilidade na deteccédo de
endometrites causadas por bactérias gram negativas. Ou seja, éguas com endometrite bacteriana
por Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa tendem apresentar exame citologico negativo,
enquanto endometrites por Streptococcus B-hemolitico, Staphylococcus aureus e Klebsiella
pneumoniae tendem a apresentar exame citolégico positivo. A mesma caracteristica foi
comparada ao liquido intrauterino, onde o exame citoldgico negativo estava relacionado a
microrganismo sem a presenca de liquido (endometrite subclinica) enquanto o exame citologico
positivo estava relacionado a microrganismo com a presenca de liquido (endometrite clinica e
aguda) (Leblanc, 2010; Christoffersen et al., 2015b; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020).

As infecgBes fungicas podem ser detectaveis por citologia cervical ou uterina. Mesmo
sem secrecdo vulvar evidente, ha a presenca de neutréfilos e hifas fangicas nos esfregacos
cervicais. E nos esfregacos uterinos 80% das estruturas fangicas podem ser observadas (Blue,
1987; Ribas; Carvalho; Stussi, 2014).

Outras possiveis causas para uma citologia positiva, além da endometrite, seriam a
pneumovagina, refluxo de urina para o Utero, presenca de sémen e producéo excessiva de muco
endometrial (Leblanc, 2010).

2.4.4.4 Bidpsia endometrial

A biopsia uterina € o Unico exame em que se pode avaliar a integridade estrutural do
endométrio em relagdo aos infiltrados inflamatdrios, mudancas fibréticas e dilatacdo de
glandulas endometriais e vasos linfaticos. E realizada principalmente para melhor detalhar
avaliacOes de anormalidade que possam afetar o endométrio como lesGes. Serve também para
determinar o potencial de fertilidade da égua em relacdo as caracteristicas do endométrio,
porque, em contraste com as técnicas de cultura microbiolégica e a citologia uterina, que
primeiramente avaliam fatores inflamatdrios superficiais, a bidpsia permite a avaliagcdo de
infiltrados profundos e fibroses ao redor das glandulas, dilatacdo de glandulas, densidade
glandular, assim como mudancas estacionais (Rua et al., 2016). E a técnica mais indicada
quando ha suspeita de endometrite cronica (Moreno et al., 2018; Pascotinni et al, 2023), e
contraindicada em éguas gestantes, devido ao risco de ruptura de membranas fetais assim como
o risco de ocorrer liberagdo de prostaglandina e sangue no interior do utero (Rua et al., 2016).

Nesta técnica a pinga de Yeoman, tipo “boca de jacaré” é posicionada na cérvix e
transpassado até o lumen uterino com seu mecanismo de corte fechado. Posteriormente, por
palpacdo transretal, 0 mecanismo de corte da pinga é aberto e posicionado na regido de
intersecdo entre o corpo e corno uterino na parte dorsal. Para coleta do material € realizado um
movimento giratdrio e de tracdo simultaneo e firme e entdo o material € retirado do Utero. A
amostra coletada pode ser submetida a cultura microbioldgica por swab, a citologia endometrial
com a escova citoldgica e em seguida colocada em fixador de Bouin por 12-24h e transpassado
para formol para fixacdo da amostra e avaliacao histologica (Ferris, 2016). O tamanho minimo
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da amostra coletada deve ser de 10x3x3mm (Schdninger; Schoon, 2020) sendo o tamanho ideal
de 20x4x3mm (Rua et al., 2016).

As biopsias coletadas durante o periodo de anestro mostram atrofia endometrial sazonal.
Ja as amostras coletadas durante o periodo de ciclicidade exibem glandulas endometriais
regulares e ativas e morfologia endometrial funcional. Durante a fase de diestro percebe-se uma
maior densidade glandular causado pelo aumento da tortuosidade das glandulas e reducdo do
edema estromal. Diferentemente, na fase de estro se tem o alinhamento glandular e aumento do
edema estromal (Schoninger; Schoon, 2020).

Na biopsia uterina, as lesdes sao classificadas como inflamatorias (aguda, subaguda ou
crénica) e ndo inflamatdrias, hipo ou hiperplasia endometrial e doencas cronicas degenerativas.
A endometrite aguda é classificada pela presenca de neutréfilos enquanto a crénica apresenta
predominantemente linfocitos e alguns eosinofilos (LeBlanc; Causey, 2009). O grau de fibrose
periglandular (leve, moderada ou grave) é determinado de acordo com o numero de camadas
periglandulares de células estromais e 0 numero de ninhos fibréticos de glandulas dentro de um
campo de visdo microscopico linear com 5,0mm. A infiltracdo/inflamag&o eosinofilica pode ser
provocada pela infeccdo por certas bacteérias, virus, fungos e parasitas, bem como por reagdes
alérgicas (Schoninger; Schoon, 2020).

Uma escala de avaliacdo da qualidade endometrial das éguas com base nas glandulas e
vasos linfaticos, alteracOes fibroticas e infiltrados de células inflamatdrias foi desenvolvida para
classificacdo uterina das éguas. Eguas grau | eram éguas consideradas saudaveis com as
glandulas uterinas distribuidas de forma uniforme e com pouca ou nenhuma célula inflamatéria.
As éguas de grau IIA-1IB sdo éguas classificadas como potencialmente suscetiveis a
endometrite pds-cobertura. E as éguas grau Il foram as identificadas com glandulas uterinas
dilatadas rodeadas por células fibroticas inativas, caracteristico com processos degenerativos
(Kenny; Doig, 1986; Woodward; Troedsson, 2013; Christoffersen; Troedsson, 2017; Canisso;
Segabinazzi; Fedorka, 2020).

Quando avaliadas amostras de biopsia de éguas vazias e prenhas entre os dias 7, 10 e 13
pos-ovulacdo observou-se que no dia 7 ocorreu grande perda das células ciliadas no grupo de
éguas prenhes em comparacdo com o grupo vazias e células superficiais do endométrio mais
salientes e em pequena quantidade de material histotrofico entre as dobras; no dia 10 a secrecao
glandular histotréfica e a secrecdo do epitélio luminal apresentaram-se mais intensa nas éguas
prenhas; e no dia 13, grande quantidade de histotrofico foi observada dentro de grandes
aberturas glandulares cercado por células ciliadas (Camozzato et al., 2019).

Um outro estudo realizou avaliacdes histoldgicas do Utero de éguas inseminadas e vazias
no dia 5 pés-ovulacdo, sendo as éguas inseminadas subdivididas em um grupo onde as amostras
foram coletadas entre 5.0 e 5.5 dias e outro grupo de amostras coletadas entre 5.5 e 6.0 dias. O
grupo inseminado apresentou aumento no diametro glandular, diminuicdo na populacdo de
células ciliadas e um aumento na populacgéo de linfécitos, em comparagdo com o0 grupo vazio.
N&o foram observadas diferencas entre 0s grupos experimentais em numero de células
poligonais microciliadas, percentagem de células planas ou salientes células no epitélio,
quantidade de secrecéo sobre o epitélio, densidade glandular, diametro luminal das glandulas,
altura do epitélio glandular, quantidade de secrecdo intraglandular, didmetro dos vasos
sanguineos e nimero de eosinofilos e neutrofilos. Também ndo foi detectada diferenca entre os
subgrupos de éguas inseminadas (Caballeros et al., 2019).

As avaliacgdes histoldgicas para deteccdo da endometrite apresentam relacéo direta com
a idade das éguas, sendo que a incidéncia da endometrite em éguas de 5 anos é de 32%, em
éguas de 6 a 10 anos é de 66%, em éguas com idade entre 11 e 15 anos é de 84%, em éguas
com idade entre 16 e 20 anos € de 90% e em éguas com mais de 20 anos de idade é de 92,5%
(Schoéninger; Schoon, 2020). Outras associagfes podem ser realizadas baseadas no resultados
como: a elastose esta associada ao aumento do numero de partos; a linfangiectasia é secundaria
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a degeneracdo vascular em inflamagdes crénicas ou em éguas com deficiéncia na drenagem
cervical; a perda de epitélio, exsudato excessivo e hiperplasia epitelial séo indicadores de
inflamac&o uterina crénica; alteracbes degenerativas (periglandular fibrose, ectsia glandular e
linfangiectasia) sdo processos considerados normais no envelhecimento (>10 anos de idade)
(LeBlanc; Causey, 2009; Schoninger; Schoon, 2020).

2.4.4.5 Exame ultrassonografico modo B

O exame ultrassonogréafico transretal do trato reprodutivo é essencial na avaliacdo ndo
invasiva do Utero e dos ovarios, sendo considerado um método importante de diagnéstico da
endometrite (Sertich, 2007). E fundamental uma monitorizacdo ultrassonografica continua, de
modo a detectar a presenca e quantificar o volume de fluido intrauterino, visto que a observagéo
de fluido no utero € considerada um dos principais sinais de endometrite (Liu, 2011).

O momento mais relevante para a observacdo ou ndo do fluido intrauterino é durante o
diestro, pois a cérvix encontra-se fechada e desta forma, em uma égua saudavel, esse fluido
deveria estar ausente (Adams et al., 1987). Esse liquido ndo apresenta distribuicdo uniforme
dentro do Utero, tendendo a se acumular no corpo e nas jungdes entre corpo e cornos uterinos,
visto que o Gtero € um Grgdo suspenso pelos ligamentos largos do Gtero (Jones, 1995).

O fluido intrauterino deve ser avaliado quanto a distensdo, a ecotextura e a persisténcia
do fluido (Card, 2005). O acumulo de liquido >2 cm observada durante o estro, ou entre as 6 e
as 36 horas ap6s a inseminacdo artificial sdo considerados indicios de suscetibilidade a
endometrite pos-cobertura (LeBlanc; Causey, 2009; Brinsko et al., 2011). Outros autores ainda
relataram que o acimulo de fluido uterino durante o periodo ovulatério esta consistentemente
associado a baixas taxas de gestacdo (Barbacini et al., 2003)

Aumento da ecogenicidade do fluido uterino esta relacionado com a presenca de
polimorfonucleares e detritos que s&o indicativos de inflamagdo (Card, 2005). Linhas
hiperecoicas espessas e curtas podem representar ar ou exsudado (LeBlanc; Causey, 2009). Ja
um contetdo anecdico normalmente é compativel com a existéncia de um transudado (Causey,
2007).

Outro sinal importante de endometrite visualizado pelo exame ultrassonografico € a
presenca de edema uterino exacerbado (LeBlanc; Causey, 2009). O edema endometrial pode
ser classificado em uma escala modificada do sistema descrito por Samper (2009), em que ha
uma graduacao do edema em quatro niveis: grau 0 corresponde & auséncia de edema; grau | ha
dificuldade na identificacdo das pregas endometriais; grau Il ha visualizacdo das pregas; grau
Il as pregas endometriais sdo facilmente identificaveis e possuem as bordas hiperecdicas e
centros hipoecoicos (como gomos de laranja); e grau IV corresponde ao edema exacerbado,
com pregas endometriais excepcionalmente espessas, bordas hiperecdicas e marcada com uma
baixa ecogenicidade central, verificando-se perda da arquitetura normal dos gomos de laranja
(Parrilla-Hernandez et al. 2014).

O edema exacerbado pode ser causado por fatores ndo-inflamatorias como a
incompeténcia cervical, reacdo vascular anormal ao estrogénio, patologia linfatica ou atividade
mioelétrica alterada, sendo considerado um marcador de patologias uterinas durante o estro.
Seu aparecimento pode ocorrer conjuntamente com a presenca de fluido uterino, indicativo de
problemas da drenagem uterina (LeBlanc; Causey, 2009; Parrilla-Hernandez et al. 2014).

2.5 Ultrassonografia na Reproducdo Animal

Entre 1980 e 1982 foi usado transdutor linear transretal de baixa frequéncia (3.0 MHz)
pela primeira vez em éguas. Em 1983 que o transdutor linear transretal de frequéncia menos
profunda (5.0 MHz) foi introduzido, trazendo um campo com maior possibilidade de
informacdo e detalhe principalmente de estruturas proximas a parede do reto. Desta forma, as
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pesquisas de imagens ultrassonograficas da ecotextura do trato reprodutivo nas éguas eram
superiores as das mulheres, pois nestas ainda eram feitas US via abdominal (Ginther, 2014).

A US modo B é primordialmente empregada para a identificacdo anatémica de
estruturas que podem ser avaliadas posteriormente pelos modos coloridos (Carvalho;
Chammas; Cerri, 2008). O uso da US Doppler dentro da reproducéo de grandes animais foi
relatado pela primeira vez por pesquisadores alemaes em 1998 em éguas e em 2000 em vacas.
Eram avaliada velocidade de fluxo sanguineo das artérias ovarianas e uterinas durante o ciclo
estral e das artérias uterina e umbilical durante o periodo gestacional (Ginther, 2014).

2.5.1 Principios da ultrassonografia doppler

A US Doppler é um método que fornece informagfes em tempo real da arquitetura
vascular e dos aspectos hemodinadmicos dos vasos sanguineos. Pode determinar a presenca, a
direcdo e o tipo de fluxo sanguineo. Em 1842, Christian Johann Doppler descreve a situagao na
qual uma fonte de ondas (sonoras ou eletromagnéticas), que estd em movimento em relacéo a
um receptor, altera a frequéncia de onda durante este processo, aumentando a frequéncia
durante a aproximacdo da fonte e diminuindo durante o seu distanciamento (Carvalho;
Chammas; Cerri, 2008).

O efeito Doppler € o principio fisico no qual se verifica a alteracdo da frequéncia das
ondas sonoras refletidas quando o objeto refletor se move em relacdo a uma fonte de onda
sonora. As hemécias em movimento dentro dos vasos, ao encontrarem uma onda sonora,
comportam-se como corpos refletores. Assim, a diferenga entre a frequéncia do som transmitido
(ft) e a daquele refletido (fr) é chamada deslocamento de frequéncia Doppler (fd). Se o sentido
do fluxo sanguineo for em direcdo do transdutor, entdo a fd sera positiva, isto &, o eco retornado
tera uma frequéncia mais alta. Se a direcdo do fluxo sanguineo for ao sentido contrario do
transdutor, entdo a fd sera negativa, isto €, 0 eco retornado terd uma frequéncia mais baixa. A
deteccdo da arquitetura vascular para determinacdo do padrao de fluxo sanguineo permite guiar
biopsias de tecidos de forma mais segura, evitando grandes vasos ou areas de intensa
vascularizacdo. A técnica ainda auxilia na caracterizacdo de massas tumorais e fornece
informac6es sobre a hemodindmica de diversos 6rgéos vitais (Ginther, 2007).

2.5.2 Tipos de ultrassonografia doppler

Sendo assim, podemos definir que a US Doppler se baseia na movimentagéo das
hemécias em relacdo ao transdutor, de maneira que as alteracdes de velocidade e de sentido do
fluxo sanguineo sdo representadas por imagens com especificas cores e tonalidades. A técnica
de US Doppler apresenta trés modos de acdo distintos: modo-B, modo colorido e modo
espectral (Ginther, 2007).

Os diferentes tipos de exame Doppler permitem um estudo da hemodindmica de 6rgao
como testiculos, Utero e ovarios contribuindo no conhecimento de aspectos fisioldgicos e
patoldgicos e potencializando o exame ultrassonografico na identificacdo precoce de certas
patologias permitindo o monitoramento e tratamento mais efetivos (Ortega-Ferrusola, 2022).

2.5.2.1 Ultrassonografia doppler modo colorflow

Na US Doppler modo Color Flow a dire¢éo do fluxo sanguineo em relacdo ao transdutor
é representada, tradicionalmente, pelas cores: vermelho para fluxos positivos; e azul para fluxos
negativos. Porém, atualmente os aparelhos mais modernos de Doppler j& oferecem outras
combinagGes de cores na representagcdo dos fluxos positivos e negativos. Os fluxos de maior
velocidade s@o expressos por tonalidades mais claras da cor referente ao sentido. A extensdo da
vascularizagdo pode ser estimada pela porcentagem de pixel (sinais coloridos) de um tecido,
que pode ser avaliada subjetivamente ou objetivamente (Bollwein; Heppelmann; Lttgenau,
2016; Ortega-Ferrusola, 2022).
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Romano et al. (2015) descreveram a técnica para avaliagdes subjetivas e objetivas das
imagens a serem analisadas no sistema reprodutor equino. Para a avaliacdo subjetiva é
considerada a porcentagem (0% - 100%) da estrutura estudada com sinais Doppler colorido
durante a imagem em tempo real em exame continuo com videos de um minuto. Esses dados
sdo gravados para posterior avaliacdo. Na avaliagdo objetiva € realizada a digitalizacdo das
imagens para um computador. Trés imagens estaticas da estrutura representando os momentos
de maior fluxo sanguineo séo salvas do aparelho de ultrassom para o computador e modificadas
por programas computadorizados de edicdo de imagem. O nimero de sinais Doppler colorido
sdo indicados pelo total do nimero e intensidade de pixels por imagem colorida, que sdo
calculados pelo software ImageJ 1.31v (National Institutes of Health, Bethesda, MD). A
intensidade do Doppler indica a maior velocidade do sangue considerando o grau de brilho dos
pixels coloridos. A intensidade total de pixels é baseada no nivel de brilho gerado por
computador para cada pixel, somado para todos os pixels. Este protocolo serve tanto para
avaliacdes via US Doppler modo Color Flow e modo Power Flow.

A US Doppler modo Color Flow e modo Power Flow pode ser eficaz para identificar
éguas individuais que apresentem falha ou regressao de CL, antes de qualquer diminuicdo na
concentracdo de P4, diminuicdo da area do CL ou alteracdes de ecogenicidade da imagem pelo
modo B (Brogan et al., 2016).

2.5.2.2 Ultrassonografia doppler modo powerflow

A US Doppler modo Power Flow aumenta a sensibilidade de exibi¢do do fluxo
sanguineo dentro do tecido de trés a cinco vezes, em compara¢do com o modo Color Flow. A
maior sensibilidade permite a avaliacdo de vasos com pequeno diametro ou fluxo lento que néo
aparece em um fluxo de cor convencional por causa dos intervalos de velocidade incompativeis
e angulos Doppler. O modo Power Flow é independente de angulos Doppler e ndo €
influenciado pelo “aliasing” (Ginther; Utt, 2004). A desvantagem é o acumulo de imagem mais
lento e, portanto, menor numero de quadros gravados para formacéo do video (Ginther, 2007).

Nesse modo, o fluxo sanguineo é detectado e caracterizado na imagem permitindo
inferir qualitativamente sobre o grau de vascularizacdo em um tecido ou vaso. No modo Power
Flow o fluxo é caracterizado de modo homogéneo, tradicionalmente, pela cor laranja, nédo
permitindo determinar o direcionamento do fluxo. A velocidade do fluxo é indicada pela
intensidade das cores, sendo que quanto mais clara for a cor, mais rapido € o fluxo e quanto
mais escura for a cor, mais lento é o fluxo (Fogaga et al., 2016).

2.5.2.3 Ultrassonografia doppler modo espectral

A US Doppler modo espectral ¢ a unico tipo de avaliagdo Doppler que permite
quantificacdo do fluxo sanguineo de um determinado vaso em tempo real. Os dados fornecidos
por esse exame sdo: velocidade de pico sistolico, velocidade diastolica final, velocidade média
no tempo e parametros de resistividade vascular periférica como o indice de pulsatilidade (P1I)
e o indice de resistividade (RI) (Ortega-Ferrusola, 2022).

O fluxo sanguineo da artéria desejada é encontrado posicionando o cursor (“gate”) no
Iimen da artéria para avaliacdo do volume da amostra. A frequéncia de repeticéo de pulso (PRF)
é a frequéncia com a qual os pulsos sdo emitidos por segundo e é ajustada de acordo com o
fluxo amostral. Esta técnica permite precisar a localizagdo do volume de tecido do qual o sinal
Doppler de fluxo sanguineo foi coletado. O PRF determinara a frequéncia Doppler maxima
detectavel pelo equipamento sem ambiguidades (Carvalho; Chammas; Cerri, 2008).

As avaliacdes do volume das amostras sdo espelhadas em graficos que representam a
velocidade do fluxo sanguineo da artéria em questdo por varios tempos dentro do ciclo cardiaco
ou de um pulso arterial individual (Ginther, 2014). Convencionou-se que o fluxo em direcdo ao
transdutor fica disposto acima da linha de base e o fluxo que vai em direcdo contréria ao
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transdutor fica disposto abaixo da linha de base. A linha de base representa fluxo sanguineo
zero (Carvalho; Chammas; Cerri, 2008).

Os parametros de resistividade vascular periférica sdo taxas calculadas a partir dos
varios pontos da mudanca de velocidade no ciclo cardiaco. Eles sdo especialmente Uteis para
as artérias tortuosas do trato reprodutivo porque elas sdo independentes do angulo do transdutor
ao angulo de fluxo sanguineo (Ginther, 2014). Os indices hemodinamicos como a relacéo
sistole-diastole, Rl e Pl permitem a comparacdo do fluxo durante a sistole e na diastole. Rl e PI
apresentam correlacdo negativa com a perfusdo vascular do tecido irrigado pela artéria em
questdo, ou seja, quanto menores Rl e Pl maior sera a perfusdo vascular no tecido suprido por
aquele vaso. Quando existe fase negativa no tracado do grafico espectral, o Pl é mais fidedigno
(Bollwein; Heppelmann; Littgenau, 2016).

As alteracdes desses indices auxiliam na identificacdo de estenose, trombose e
alteracGes na resistividade vascular associada a rejeicdo de transplantes e a disfungdes de
parénquima, ou na caracterizagdo de malignidade de doencas (Carvalho; Chammas; Cerri,
2008). De forma geral, € observado um aumento dos indices em doencas isquémicas ou em
processos degenerativos e uma diminuicdo em condicdes inflamatorias devido a hiperemia
(Ortega-Ferrusola, 2022).

2.5.3 Ultrassonografia doppler na reproducéao animal

Em 2017, Ishak et al. demonstraram que nas éguas os foliculos pré-ovulatérios (FPO)
maiores e bem vascularizados produzem CL maiores com maior fluxo sanguineo e com maior
concentracdo sistémica de P4. Essa selecdo € um fator importante que pode levar a um ambiente
uterino melhor para o estabelecimento da prenhez. Além disso, a repeticdo do didmetro do FPO
nos individuos durante a primavera e 0 outono pode fornecer indicios para estimar o melhor
tempo de reproducdo durante o periodo de transi¢do. O menor fluxo sanguineo de CL observado
durante o ultimo ciclo estral da estacdo reprodutiva é outro importante achado do estudo, que
pode esclarecer a insuficiéncia lutea do periodo de transigéo.

Anos depois outra pesquisa, também relacionando vascularizacdo folicular, luteal e
concentracdo de P4, demonstrou que a idade é um fator que vai influenciar essa hemodindmica
e consequentemente a taxa de gestacdo (Requena et al., 2021).

Com relacdo a taxa de gestacdo, pesquisas demonstram que uma maior taxa de gestacao
estad associada a um maior fluxo sanguineo em FPO. Pois foi observada uma maior percentagem
de sinais Doppler do fluxo sanguineo na parede folicular e uma reducdo nos indices Doppler de
Pl e RI nos vasos ovarianos em éguas que emprenhavam em comparacgao as éguas que nao
emprenhavam (Silva et al., 2006).

A US Doppler modo Color Flow pode ser eficaz para identificar éguas individuais que
apresentem falha ou regressdo de CL, antes de qualquer diminuicdo na circulacdo [P4],
diminuicdo da area do CL, alteracdes de ecogenicidade da imagem no modo B ou do que tdnus
uterino/cervical se tornam aparente (Brogan et al., 2016).

Similarmente, pelas avalia¢Oes diarias do CL em éguas, entre o dia da ovulacdo até o
oitavo dia pos-ovulacdo, foi notado que a area do CL é fracamente correlacionada com a
perfusdo vascular lGtea e concentracbes de P4. Uma correlacdo positiva foi observada entre
perfusdo vascular Iutea e concentracdes de P4 no plasma. Da mesma forma, o numero de pixels
coloridos e a intensidade total dos pixels foram correlacionados positivamente com a perfuséo
vascular e com concentracdes de P4 em éguas (Romano et al., 2015).

Em outra avaliagdo diaria do CL, por meio da US Doppler modo Power Flow, observou-
se um aumento transitorio da area luteal total durante os primeiros dias apds a ovulagéo. Foi
demonstrado que éguas velhas apresentaram maior (p <0,05) &rea lutea do que éguas jovens
entre 0 2° e 8° dia (D2 e D8) e entre 18° e 19° dia ap0s ovulacdo (D18-D19). Porém as éguas
velhas tém um aumento tardio (p <0,05) da vascularizacdo lutea durante os primeiros dias de
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gestacdo. No entanto, os CL de éguas jovens e velhas tinham vascularizagdo semelhante e
constantemente alta (p> 0,2) a partir de D14. Também foi observado um aumento progressivo
(p <0,05) das concentracGes plasmaticas de P4 observadas até D8 seguido por uma diminuicao
gradual, levando a niveis intermediarios de P4 (5,1 = 0,4 ng / ml). Conclui-se assim que o CL
recém-formado de éguas velhas sofreu uma remodelacdo estrutural compensatdria para garantir
0 suprimento sanguineo local e a saida continua de P4 durante gestacdo precoce para
manuten¢do da mesma nédo sofrendo com o efeito idade (Camargo Ferreira et al., 2019).

Dentre as avaliagbes do CL, também foi demonstrada uma correlacdo positiva da
concentracdo de P4 com a &rea do CL e com a &rea vascularizada do CL entre 0 6° e 0 18° dia
apos ovulacéo. Estes dados foram obtidos durante as estagdes de transicéo (primavera e outono)
constatando que as variaveis apresentavam indices menores nos ultimos ciclos (outono) do que
nos primeiros ciclos (primavera) (Panzani et al., 2017).

Em um estudo feito com receptoras de embrido dentro de um programa comercial de
transferéncia de embrido utilizando a US Doppler Color Flow, foi possivel constatar que o
sucesso na taxa de gestagdo néo é influenciado pela area luteal, mas sim pela perfuséo sanguinea
e concentracdo de progesterona. Outro achado significativo desta pesquisa foi que a alta taxa
de perfusdo vascular do corpo luteo estd mais associada a uma maior chance de manutencgdo da
gestacdo quando comparada a concentracdo de progesterona (Morelli et al., 2023).

2.5.3.1 Ultrassonografia doppler na avaliacéo uterina

A avaliacdo hemodinamica do Utero pode ser feita por dados espectrais coletados das
artérias uterinas e suas ramificacdes (Bollwein et al., 1998), ou por avaliagcdes subjetivas ou
objetivas do fluxo sanguineo do endométrio que fornecem dados referentes a alteragGes locais
e especificas da area avaliada (Silva et al., 2005; Camargo Ferreira; Meira, 2011).

As primeiras investigacOes relacionando US Doppler com a fisiologia uterina equina
foram realizadas por Stolla e Bollwein (1997), Mayer et al (1998) e Bollwein et al. (1998), que
obtiveram um padréo ciclico no fluxo sanguineo uterino. Bollwein et al. (1998) realizaram a
mensuracao do RI da artéria uterina em diferentes dias do ciclo estral equino verificando que
ndo houve diferenca entre os valores das artérias esquerda e direita. Ndo evidenciando
correlacdo dos valores encontrados do fluxo com presenca ou auséncia de foliculos ou corpos
luteais ipsilaterais ao corno avaliado, indicando que a circulacdo é distribuida igualmente para
os dois cornos do Utero.

Os autores verificaram também que o Rl médio para todos os dias avaliados foi maior
quando observado em éguas pluriparas do que quando observado em nuliparas. Neste estudo
também foi encontrado valores de RI significativamente mais altos nos dias 0 e 10 do ciclo
estral em comparacgéo aos dias 5, 15 e 20 (considerando DO o dia da ovulagdo). Os autores
correlacionaram o menor valor de Rl observado no dia 5 a possibilidade de aumento do
suprimento sanguineo para o Utero nessa fase lutea inicial devido ao momento da entrada do
embri&o no utero.

Ferreira et al. (2015) observaram altos valores de Pl em um grupo de éguas consideradas
com alta degeneracdo uterina, indicando que éguas com degeneracdo endometrial severa e
difusa apresentam alta resisténcia arterial no miométrio e consequentemente, baixo fluxo
sanguineo apods a IA. O aumento da resisténcia arterial intrauterina em éguas também pode
comprometer a vasodilatagdo local requerida para a migracdo de neutrdfilos para o limen
uterino. N@o houve efeito da idade no fluxo sanguineo uterino apds o depdsito de sémen no
GUtero das éguas. Ferreira, Gastal, Ginther (2008) também observaram que a perfuséo vascular
e a resisténcia arterial ndo foram afetadas pela idade em éguas nuliparas. Ou seja, a degeneracao
vascular uterina tem sido associada com mudancas degenerativas endometriais e numero de
prenhez da mesma égua, sem associa¢do com a idade (Esteller-Vico; Liu; Couto, 2012).
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Ferreira et al. (2020) avaliaram o fluxo da artéria uterina em receptoras no dia da
inovulacdo do embrido. Foi observado que nos animais onde o RI dos ramos dorsais das artérias
uterinas proximas a 1.0 s@o proporcionais a éguas com maior vascularizagdo do corpo IUteo e
uma elevada concentragdo plasmatica de P4. Podendo utilizar estes indices para selecionar
éguas com maior aptidao para o desenvolvimento do embrido quando se compara duas éguas
semelhantes clinicamente por exames ultrassonograficos convencionais.

Por meio da US Doppler modo Color Flow, estudos revelaram que ocorrem alteragdes
na perfusdo vascular do endométrio localmente, em associacdo com alteracfes de localizacdo
da vesicula embrionéria durante a fase de migracdo embrionaria. Maior vascularizacdo foi
observada no corno com o embrido em comparacao com o corno contralateral. Verificou-se que
0 embrido leva em torno de 30 min para ir de um corno ao outro, ratificando desta forma, que
h& um aumento na vascularizacdo endometrial dentro de uma média de sete minutos apds a
vesicula embrionéria chegar ao corno e se estabiliza pelos proximos 20 minutos. Analises feitas
por meio da US Doppler modo espectral demonstraram que as artérias na regido mesometrial
obtiveram um aumento gradual na velocidade média das velocidades méximas (TAMV) nos
dois cornos durante a fase de migracdo embrionaria e maior velocidade no corno de fixacdo em
comparacao ao contralateral (Silva et al., 2005).

Pesquisas demonstraram a capacidade de predizer diagnosticos de gestacdo
precocemente. Nieto-Olmedo et al. (2020) detectaram diferengas na perfusdo vascular uterina
entre éguas gestantes e ndo gestantes precocemente entre 7° e 8° dia apds ovulacdo,
demonstrando que a US Doppler modo Power Flow é um método eficaz para o diagndstico
precoce da gestacdo. Esses achados foram comprovados, pois a area de perfusdo vascular do
atero (mmz2) e intensidade aumenta nas éguas gestantes em comparagdo com as éguas sem
recuperacdo embrionaria. Portanto, pode-se utilizar este modo de US Doppler como uma
ferramenta para avaliagdo prévia da doadora em um programa de transferéncia de embrides
antes da recuperacao embrionaria e diminuindo os custos da TE dentro da estacdo de monta.

Também se pode usar a US Doppler para indicar se 0 embrido iré se fixar e se orientar
corretamente ou ndo. Neste caso, ocorre a aumento da vascularizac¢do na parede do endométrio
na regido ventral de onde o0 embrido ira se posicionar 12h apds a fixacdo da vesicula embrionéaria
e um ponto de vascularizacdo proximo a parede do endométrio no polo ventral da bolsa foi
considerado um indicador da futura posicdo do embrido propriamente dito (Silva; Ginther,
2006).

A desorientacdo embrionéaria tem uma incidéncia de 13% nas éguas. Pela US Doppler
também é possivel acompanhar essa fixacao e orientacdo inadequada precocemente. Porém, 0s
estudos demonstraram que esse tipo de anomalia esta associado a um Utero flacido e com
invasdo dorsal defeituosa do endométrio. Entretanto, 0 aumento assimétrico do saco alantoide
pode corrigir espontaneamente a desorientacdo, de modo que a orientagdo para formacao do
corddo umbilical se encontra em posicao fisioldgica perto das 12h de um relégio (Ginther;
Silva, 2006).

Com US Doppler modo Color Flow é possivel determinar o sexo fetal equino no periodo
entre 90 e 180 dias de gestagdo por meio da observacédo das gonadas fetais. A precisdo do exame
pode ser aumentada quando se detecta as estruturas da genitalia externa, como prepucio, teta,
vulva e clitdris. A US Doppler permite a observacao da vascularizacdo no plexo pampiniforme
nos machos e da vascularizagdo das camadas cortical e medular do ovério nas fémeas.
Considerando que o feto frequentemente se move durante esse periodo, 0 exame requer que 0
operador seja habilidoso para realizar o diagndstico o mais breve possivel diminuindo assim
possiveis artefatos por conta da movimentagédo do feto (Resende et al., 2014).

Para avaliacdo da vascularizagdo arterial pode-se utilizar como método de eleigdo a US
Doppler modo espectral apesar de ainda ser um exame em fase de estudo e pouco utilizado na
rotina da reproducdo. Porém foi observado que éguas gestantes de jumento apresentaram uma
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maior vasculariza¢do uterina no corno uterino contralateral ao da fixacdo embrionaria e que
éguas idosas apresentaram menor fluxo sanguineo na artéria uterina, pois tiveram Pl e Rl mais
altos, ou seja, menos vascularizados (Lemos et al., 2017).

Outros dados encontrados na literatura demonstram que os indices espectrais (RI e PI)
das artérias uterinas podem ser utilizados ao longo da gestacdo, tanto de éguas prenhas de
garanhao como de jumento, como parametro de normalidade para verificacdo da hemodinamica
materno fetal (Oliveira, 2021). E que esses mesmos indices tendem a diminuir em éguas com
gestacdo avancada aumentando a perfusdo vascular das artérias uterinas no terco final da
gestacdo. Podendo, desta forma, serem utilizados como exames preventivos para perdas
gestacionais e pre-falha da funcéo vascular na placenta (Campos et al., 2022).

2.5.4.2 Ultrassonografia doppler no diagnostico de endometrite equina

Dentre as patologias reprodutivas, é possivel a utilizacdo da US Doppler para a
identificacdo de formacOes tumorais ovarianas, foliculos anovulatérios, cistos uterinos e
endometrite em éguas inférteis que apresentaram um aumento da vascularizacéo local quando
comparada a normalidade (El-Shahat; EI-Maaty; Helmy, 2019).

Quando relacionado ao diagndstico de endometrite, Sa et al. (2020) a partir da
inoculacdo intrauterina de Escherichia coli, verificaram diferencas significativas do fluxo
sanguineo avaliado antes da inoculagdo da bactéria (MO0) e 24h pds inoculagdo (M1), onde a
perfusdo sanguinea em M1 apresentou quase o0 dobro do MO nos trés seguimentos uterinos
avaliados. Em seguida, as éguas foram tratadas com uma solucdo fitoterapica Fitoclean®
(Organnact Saude Animal, Brasil). A US Doppler Color Flow foi realizada antes do tratamento
(A), 24h (B) e 48h (C) apds o tratamento. Os autores relataram que a perfusao uterina foi maior
no momento A do que no momento B e C, porém a diminuicao da carga bacteriana uterina ndo
foi verificada.

Os autores supdem que a diminuicdo da vasculariza¢do dos grupos pds-tratamento pode
ser atribuida a vasoconstricdo ocasionada pela reagdo de componentes com propriedades anti-
inflamatorias presente no produto, que pode ter ocasionado a diminuicdo da perfusdo local
mesmo com a presenca de microrganismos. Por fim essas éguas foram submetidas a
antibioticoterapia por infusdo de gentamicina. A US Doppler Color Flow foi realizada sete dias
apos o tratamento, sendo comparados 0s exames realizados pré-inoculacdo de E. coli, pos-
tratamento com Fitoclean® e uma semana apds a antibioticoterapia (MO, M1 e M2,
respectivamente). Os autores observaram reducdo da vascularizagdo do grupo tratado com
Fitoclean® ap0s a antibioticoterapia, porém, a perfusdo sanguinea nesse grupo ainda foi maior
que MO0, mesmo com eliminacdo das bactérias presentes. Constatando que é possivel identificar
a endometrite aguda por meio do US Doppler Color Flow, porém a perfusdo vascular
identificada ndo apresentou correlacdo com os exames laboratoriais uterinos realizados (Sa et
al., 2020).

Abdelnaby et al. (2020) realizaram a ultrassonografia Doppler espectral das arterias
uterinas dorsais e US Doppler Color Flow do Gtero de éguas com e sem endometrite,
correlacionando os dados com o impacto da patologia no estado oxidativo e hormonal. O fluxo
sanguineo uterino analisada pela US Doppler Color Flow mostrou um aumento significativo no
grupo de endometrite, enquanto o0 modo espectral mostrou um aumento significativo nos indices
Doppler de PSV e TAMV e na taxa de area do fluxo sanguineo acompanhada de uma
diminuicdo significativa nos indices Doppler de Pl e RI. Além disso, a elevada perfuséo
sanguinea uterina estava correlacionada com o acumulo de fluido dentro do utero, ocorrendo
uma diferenca marcante entre 0s cornos uterinos em relacdo ao tamanho da area de coloragéo
da US Doppler Color Flow, que pode ser devido a elevagdo acentuada do acumulo de fluidos
no corno direito do grupo endometrite.
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Ja Morais (2021) avaliou, por meio da US Doppler Power Flow, a intensidade de pixels
coloridos (IPC) dos segmentos uterinos durante o estro antes e apds tratamento uterino com
Dimetilsulfoxido (DMSO). A partir das avalia¢cdes notou-se que éguas com citologia negativa
(apesar de exame de cultura positivo) apresentavam menor fluxo sanguineo que éguas com
citologia positiva. A IPC demonstrou-se reduzida nas éguas que se tornaram gestantes. Ja nas
éguas que permaneceram vazias, a IPC permaneceu elevada. Desta forma, a US Doppler Power
Flow ser utilizada como método diagnéstico auxiliar em alguns casos de endometrite equina.
Nas éguas prenhas o fluxo sanguineo no endométrio e RI diminuiram. Ja nas éguas vazias o
fluxo sanguineo no endométrio e RI se mantiveram alto ou aumentaram.

Em um estudo feito com éguas susceptiveis a endometrite pds-cobertura observou-se
que as éguas susceptiveis apresentavam maior vascularizagdo uterina até 1 dia antes da
inseminacao quando comparada as éguas resistentes. E que Pl apresentou-se elevado dois dias
apos a inseminacgdo (Luttgenau et al., 2021).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral caracterizar a hemodindmica uterina das éguas
com endometrite.

3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a vascularizacdo dos segmentos uterinos (corpo uterino e cornos uterinos
esquerdo e direito) mediante a utilizacdo da técnica de US Doppler modo Power Flow,
relacionando-a com a idade, os dias do ciclo estral, a éguas diagnosticadas com
endometrite;

o Avaliar o fluxo sanguineo dos ramos dorsais das artérias uterinas esquerda e direita
mediante a utilizacdo da técnica de US Doppler modo espectral, evidenciando alteragdes
nos valores dos indices Doppler (R1 e Pl) e relacionando-a com a idade, os dias do ciclo
estral, a éguas diagnosticadas com endometrite;

o ldentificar principais microrganismos envolvidos nos processos de endometrite clinica
e subclinica.

o Verificar principais alteracdes teciduais que ocorrem em éguas com endometrite clinica
e subclinica.

4 METODOLOGIA

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA-IZ/UFRRJ) protocolado
sob 0 n°0121-07-2021 (Anexo A).

21



4.1 Local e Periodo do Experimento

O estudo foi realizado no setor de Equideocultura (22°46'48.4"S 43°41'03.0"W) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizado no municipio de
Seropédica/RJ, durante a estacdo de monta 2021/2022 e 2022/2023.

4.2 Animais e Manejo

Inicialmente foram avaliadas 80 éguas nas quais foram selecionadas 45 éguas da raca
Mangalarga Marchador, pluriparas, ciclicas, com escore corporal de 4-6 de acordo com
Henneke et al. (1983) e com idade variando entre 5 e 20 anos. As éguas selecionadas foram
separadas em trés grupos experimentais, de acordo com o critério de distribuicdo para 0s grupos
experimentais citado abaixo: GC — grupo controle, composto de éguas sem endometrite (16
animais); GES — grupo de éguas com endometrite subclinica (15 animais); GEC — grupo de
éguas com endometrite clinica (14 animais).

Apds a separacdo dos grupos experimentais, essas mesmas eguas foram classificadas
em trés grupos de acordo com a idade para correlagdo entre a idade e as alteracdes uterinas
durante os ciclos reprodutivos. Desta forma, grupo | foi composto por animais com idade < 8
anos (n=13); o grupo |1 por animais entre 9-13 anos (n=19); e o grupo 11 por animais com idade
> 14 anos (n=13), segundo diviséo feita por Allen et al. (2007).

Os animais utilizados eram criados a pasto, recebendo volumoso a uma taxa de consumo
de 2% do peso vivo e 2kg/dia de ragdo balanceada, com acesso livre a &gua e sal mineral. Além
disso, todo o protocolo de manejo sanitario (vacinacdo, vermifugacdo e carrapaticida) foram
mantidos atualizados.

4.3 Critério de Distribuicdo das Eguas nos Grupos Experimentais

Para classificar as éguas entre os grupos do experimento foram utilizados o0s seguintes
critérios: exame de citologia uterina, exame de cultura microbioldgica uterina e a presenca ou
néo de fluido intrauterino (FIU) e/ou permanéncia de edema exacerbado avaliado pela US modo
B. Quando detectado fluido uterino com distensdo > 2cm foi considerado sugestivo de
endometrite (LeBlanc; Causey, 2009; Brinsko et al., 2011). Para os animais serem classificados
com endometrite subclinica ou clinica era necessario que o exame de cultura bacteriana e /ou

fangica desse positivo (Figura 2).

. Histdrico Citologia Cultura FIU e/ou edema
Eguas ) . . C e
reprodutivo | endometrial | microbiologica exacerbado

Sem endometrite - - - -

Endometrite subclinica +ou - +ou - + -

Endometrite clinica +0uU- +0uU- + +
Figura 2: Esquema ilustrativo dos critérios utilizados para distribuicdo das éguas nos grupos experimentais.

O detalhamento dos dados utilizados como critério de inclusdo foi apresentado nos
Anexos B (grupo controle), C (grupo endometrite subclinica) e D (grupo endometrite clinica).
Sendo assim, para que fosse considerado do grupo controle (Anexo B) era esperado que as
éguas apresentassem citologia endometrial, cultura bacteriana e fungica negativas e que nédo
apresentassem de fluido e /ou edema exacerbado pela US modo B.

Para que fosse considerado do grupo endometrite subclinica (Anexo C) era esperado
que as éguas apresentassem citologia endometrial positiva ou negativa, cultura bacteriana e/ou
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fangica positiva e que ndo tenha sido detectada a presenca de fluido e /ou edema exacerbado
pela US modo B.

Para que fosse considerado do grupo endometrite clinica (Anexo D) era esperado que
as €éguas apresentassem citologia endometrial positiva ou negativa, cultura bacteriana e /ou
fangica positiva e que tenha sido detectada a presenca de fluido ¢ /ou edema exacerbado pela
US modo B.

4.4 Experimento

A primeira etapa do experimento consistiu em uma avaliacdo das éguas (histérico
reprodutivo e exame ultrassonografico). Em seguida foi feito um acompanhamento do ciclo
estral até ser observado um foliculo pré-ovulatorio (didmetro > 35mm e edema > 3) (Brinsko et
al., 2011). A partir dessas informacdes foi realizada a coleta de amostras uterinas para cultura
fangica e bacteriana assim como para o exame citolégico endometrial, logo apds era realizada
a inducdo da ovulacdo. A inducdo da ovulacdo foi realizada pelos andlogos do Hormdnio
Liberador de Gonadotrofina (GnRH) como a deslorelina na dose de 750ug /ml, por via
intramuscular (Sincrorrelin®, Cravinhos, SP, Brasil) ou histrelina na dose de 250ug /ml, por
via intramuscular (Strelin®, Botucatu, SP, Brasil) ou hCG na dose de 1000 UI, por via
endovenosa (Chorulon® 5000Ul, Rahway, NJ, USA).

Ap0s a deteccdo da ovulacdo (DO0) as éguas foram submetidas ao acompanhamento pela
US transretal modo B, US Doppler modo Power Flow dos segmentos uterinos (corno uterino
esquerdo, corpo do Utero e corno uterino direito) e US Doppler modo espectral do fluxo
sanguineo das artérias uterinas esquerda e direita que originasse na artéria iliaca externa que é
um ramo da artéria aorta. Esses exames ultrassonograficos foram realizados todos os dias até a
ovulacéo do ciclo estral seguinte.

Cinco dias apds a segunda ovulacdo foi realizado o exame de bidpsia endometrial e
utilizado um farmaco a base de dinoprost trometamina da familia das prostaglandinas na dose
de 5 mg/ml (volume de 1ml), por via intramuscular (Lutalyse®, SP, Brasil) para que ocorresse
a lutedlise e a égua retorna-se ao cio. As éguas diagnosticadas com endometrite foram tratadas
baseado nos protocolos de lavagem uterina, uso de antissépticos, uso de antibioticos como
gentamicina, penicilina e enrofloxacina, uso de antifungicos como fluconazol e 6leo ozonizado.
Ap0s os tratamentos, as éguas retornaram ao programa de reproducdo animal da UFRRJ e serem
emprenhadas (Figura 3).
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Figura 3: Esquematizagdo do experimento. Neste fluxograma observa-se que as avaliagbes se iniciam quando o
foliculo apresenta didmetro > 35mm e edema classificado de 2 a 3 com a coleta de material para os exames
microbioldgicos e citologia uterina para classificagdo dos animais e distribuicdo entre os grupos deste estudo.
Seguidamente ¢é realizado a inducédo da ovulacdo para que seja detectado a ovulacéo (DO) e se inicie as avaliagBes
ultrassonogréficas. Dentro de um ciclo completo foi realizado ultrassonografia (US) Doppler modo Power Flow e
US Doppler modo espectral até a proxima ovulagdo. Cinco dias ap6s a segunda ovulacdo (D5) foi realizado o
exame de biopsia uterina, retorno ao cio das éguas deste estudo e as que foram detectadas com alteracdes uterinas
foram tratadas para que pudessem retornar ao programa de reproducdo da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Fonte: Arquivo pessoal.

4.4.1 Exames complementares

Apbs a selecdo dos animais, foram realizados exames prévios nas éguas para
caracterizacédo uterina e classificacdo quanto ao grupo experimental a que pertenciam. Para a
coleta dos exames as éguas foram contidas em um brete de contencdo para que fosse realizado
0 processo de higienizagdo da regido vulvar e perianal. A higienizagéo foi realizada lavando a
regido vulvar seguida da regido perianal com iodopolividona degermante, enxaguando,
borrifando alcool 70% e secando com papel toalha a regido vulvar seguida da regido perianal.

= Cultura fangica

O primeiro material coletado foi destinado para cultura fungica. A coleta foi realizada
com auxilio de uma pinca ginecoldgica de ago inoxidavel com dupla protecdo para equinos,
previamente flambada em bandeja com alcool 70% por cerca de 5 minutos e resfriada com
solucéo fisioldgica estéril.

Apds transpassar a vulva, o oOstio cervical era localizado para transposicdo da cérvix,
sendo o swab exposto ao lumen do corpo uterino. Apds a exposicao, eram realizados dez
movimentos giratorios para coleta do material uterino. Em seguida a haste era recolhida para
dentro da canula protegendo o swab e a pinca retirada do Gtero. O swab era retirado da pinca
ginecoldgica e acondicionado em tubo contendo meio de cultura Stuart identificado com nome
do animal e data da coleta. Em seguida era transportado sob refrigeracdo para o Centro de
Investigacdo de Microrganismos (CIM) do Instituto Biomédico da UFF para avaliacdo
micoldgica.

No laboratdrio, os swabs com as amostras eram diretamente semeados em dois tubos:
um contendo Agar Sabouraud dextrose 2% (BD, New Jersey, EUA) e 0 outro Mycosel® (BD,
New Jersey, EUA). Esses tubos eram incubados em temperatura ambiente (25° C) por até quatro
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semanas, com verificagdo semanal quanto desenvolvimento das unidades formadoras de
colonias.

Caso houvesse crescimento, cada colénia era semeada em placa com Sabouraud
dextrose a fim de se obter culturas puras. Em cada placa foram colocados 10 mL de meio e cada
isolado era repicado e incubado a temperatura de 25 ° C. Apos o periodo de crescimento (cerca
de cinco a sete dias) eram separadas as placas de Petri que continham apenas um Unico tipo de
coldnia de fungo filamentoso e as caracteristicas macromorfoldgicas eram anotadas: cor,
textura, bordas e relevo. As placas nas quais foram observadas mais de um tipo de fungo eram
novamente repicadas até se obter culturas puras livres de contaminacdo. Estes procedimentos
foram realizados em fluxo laminar e proximo a uma lamparina.

A fim de avaliar a micromorfologia dos fungos filamentosos isolados e identifica-los
quanto ao género, foi realizada a técnica do microcultivo. Nessa técnica, uma placa de petri
esterilizada contendo gaze ¢ tubo em “U” como suporte para a lamina de vidro foi preparada.
Com auxilio de uma espatula estéril um bloco de &gar batata foi depositado sobre a por¢édo
central da lamina.

Cada isolado fungico foi entdo cultivado nas bordas do bloco de dgar dextrose em quatro
lugares com auxilio de alca de inoculagdo, esterilizada em bico de Bunsen. Uma laminula foi
colocada de imediato sobre a superficie do bloco de &gar inoculado. Com auxilio de pipeta, uma
pequena quantidade de agua destilada estéril, suficiente para saturar a gaze, foi depositada no
fundo da placa.

A placa foi tampada e incubada a temperatura ambiente durante um periodo de 5 a 7
dias. Quando o crescimento fungico mostrou-se visualmente suficiente, a laminula foi retirada
com auxilio de uma pinga, sendo posteriormente colocada sobre uma gota do corante azul-de-
lactofenol na superficie de outra 1dmina e levada ao microscépio para analise. Através da
utilizacdo do corante lactofenol azul de algodédo era possivel analisar as estruturas das hifas,
verificando a presenca ou ndo de septos, as estruturas microscopicas dos conidiéforos, assim
como as estruturas microscopicas das fialides, verificando a disposi¢do das mesmas, a qual
permite a diferenciacdo de fungos filamentosos em diversos géneros.

Quando era observado o crescimento de col6nias glabras, era feita uma microscopia
direta para a distingdo de colbnias bacterianas de leveduras. No caso de crescimento de
leveduras, quando possivel foram realizadas provas do tubo germinativo na presenca de soro
humano a 37 ° C, microcultivo em agar milho e repique em Chromagar candida (DIFCO). Caso
as colbnias glabras fossem bactérias, a amostra era encaminhada para o Laboratorio de
Bacteriologia de Cocos Gram Positivos (UFF).

= Cultura bacteriana

O segundo exame realizado foi o de cultura bacteriana. A cada novo exame a ser
realizado a pinca ginecoldgica era flambada e resfriada. Para coleta deste material foi realizado
0 mesmo procedimento de coleta citado anteriormente. O swab era retirado da pinca
ginecoldgica e acondicionado em tubo contendo meio de cultura Stuart identificado com nome
do animal e data da coleta. Em seguida era transportado sob refrigeracdo ao Laboratério de
Bacteriologia de Cocos Gram Positivos (UFF) para avaliacdo bacterioldgica.

No laboratorio da UFF, as amostras passavam pelas analises da coloracdo de Gram,
morfologia e prova da catalase, e eram congeladas para posteriormente serem encaminhadas
para a identificacao das espécies bacterianas por MALDI-TOF. No dia anterior a realiza¢do do
MALDI-TOF, as amostras eram descongeladas, semeadas em meio ATS (Agar Tryptic Soy) e
incubadas em estufa a 37°C.

A identificagdo das espécies bacterianas foi realizada por MALDI-TOF MS (do inglés,
Matrix-Assisted Laser Desorption/ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry), no
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Laboratério de Investigacdo em Microbiologia Médica no Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Nesta etapa, cada coldnia isolada foi depositada nos pocos da sample target, uma placa
metélica fornecida pelo fabricante (Bruker Daltonics, Massachusetts, EUA) do equipamento,
com auxilio de palitos de madeira estéreis. Em seguida, foi adicionado 1uL de acido férmico
70% (v/v) a cada poco da placa e, apds a secagem em temperatura ambiente, foi adicionado
IuL da solugdo matriz composta por acido o-ciano-4hidroxicinamico (Sigma Aldrich,
Missouri, EUA) a cada poco. Através dos espectros obtidos pelo detector do aparelho MALDI-
TOF Microflex LT, foi gerado um score pelo software Biotyper 3.1, referente a cada amostra
analisada. As espécies bacterianas foram identificadas a partir da pontuacédo gerada.

Nesta etapa, somente foram consideradas confiaveis identificacdes quanto ao género e
espécie bacteriana aquelas que apresentaram score > 2.3. As amostras que apresentaram score
entre 1.9 e 2.299 indicaram identificagdo somente quanto ao género.

= Citologia endometrial

O terceiro exame foi o de citologia endometrial. Neste caso, foi utilizada uma escova
citologica para coleta do material uterino. A cada novo exame a ser realizado a pinga
ginecolodgica era flambada e resfriada. Para coleta deste material foi realizado o mesmo
procedimento j& descrito nos exames anteriores. Apds a retirada da escova citologica da pinga
ginecolodgica, o material celular era distribuido em trés laminas microscépicas, previamente
identificadas com nome do animal e data da coleta, por imprint.

Em seguida, as laminas foram coradas com kit Panético Rapido® (método Diff Quick)
que constitui de trés etapas: 12 etapa (1 minuto) - realizada por um solvente de fixacdo (alcool),
responsavel por desidratar as células presentes no esfregaco, removendo a agua e fixando as
estruturas celulares na lamina; 22 etapa (10 segundos) - realizada com o corante eosina, um
corante acido que se liga aos componentes acidos presentes no citoplasma das células,
proporcionando uma coloracdo rosada a alaranjada as estruturas plasmaticas; e 32 etapa (5
segundos) - realizada com o corante azul de metileno, um corante basico que se liga a
componentes basicos do nucleo celular. Por fim, as laminas eram lavadas em uma fina linha de
agua corrente para remocao do excesso de corante e acomodadas inclinadas para secagem.

A leitura das laminas foi realizada seguindo a metodologia descrita por Riddle, LeBlanc,
Stromberg (2007) classificando o exame como negativo quando as laminas apresentavam <2
neutréfilo a cada 10 campos por lamina; endometrite moderada quando as laminas
apresentavam 2-5 neutréfilo a cada 10 campos por lamina; e endometrite grave quando as
laminas apresentavam >5 neutr6filo a cada 10 campos por lamina. E ao final da leitura era
realizada uma média da quantidade de polimorfonucleares encontrados nas trés laminas de cada
égua para categorizacao destas.

= Biopsia endometrial

Por fim, foi realizada uma biopsia endometrial no 5° dia apds a finalizacdo dos exames
ultrassonograficos, para que ndo ocorresse uma possivel interferéncia na hemodinadmica
vascular. Foi realizada uma sedacdo prévia nos animais com cloridrato de detomidina na dose
de 0,002ml/kg, por via intravenosa. Este exame € importante para avaliacdo das camadas
uterinas e sua vascularizagdo presente associada a possiveis alteracdes dos mesmos quando
confrontado com o exame de US Doppler.

As amostras para biopsia foram colhidas com auxilio da ping¢a de Yeoman, tipo “boca
de jacaré”, previamente flambada em bandeja com alcool 70% por cerca de 5 minutos e
resfriada com solucéo fisiologica estéril. O fragmento de tecido endometrial, medindo em torno
de 2cm, foi retirado na bifurcacdo entre o corpo e 0s cornos uterinos esquerdo ou direito. As
amostras coletadas foram acondicionadas imediatamente em fixador Bouin por 24h e depois
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transferidas para formol 10%. Essas amostras foram conservadas em geladeira em todo o
processo. A avaliacdo do tecido endometrial foi realizada baseada na descricdo de Kenney e
Doig (1986) (Quadro 2).

Quadro 2: Classificagdo das categorias de biopsia endometrial descritas por Kenny e Doig
(1986) e seus respectivos prognosticos para taxa estimada de parto das éguas.

Categoria Achados microscopicos Taxa estimada
de parto
| Sem alteragdes S|gn_|f|cat|vas, Tecido endometrial 80-90%
considerado normal
Suave inflamacéo dispersa, lacunas linfaticas leve, atrofia
A . . « . 50-80%
endometrial parcial na estacdo reprodutiva
B Moderada inflamacéo dispersa, lacunas linfaticas 10-50%
moderadas
Severas alteracoes irreversiveis com fibrose e inflamagéo,
i lacunas linfaticas marcadas com atrofia endometrial <10%
profunda na estacéo reprodutiva.

Adaptado de Rua et al. 2016 e Schéninger; Schoon, 2020.

4.4.2 Avaliacao ultrassonografica

As éguas foram examinadas pela US modo B e US Doppler utilizando equipamento
Mindray Medical International Limited, modelo Z5 VET com transdutor Linear Retal 6LE5Vs
(5.0/6.5/8.0MH2z) e realizadas pelo mesmo operador durante todo o estudo. As éguas foram
examinadas pela ultrassonografia transretal modo B para um escaneamento da regido
reprodutiva geral e, posteriormente, ocorreu avaliagdo com US Doppler modo Power Flow
observando a perfusdo sanguinea dos seguimentos uterinos. Foram aplicadas as seguintes
configuracdes: ganho 100, frequéncia 5 MHZ, profundidade 7.4, poténcia 100%.

A perfusdo vascular uterina foi realizada através do escaneamento de toda extensdo
uterina. Foram realizados videos em corte longitudinal do corpo uterino (1 escaneamento) e
transversal dos cornos uterinos esquerdo e direito (1 escaneamentos por lado) (Figura 4).

/

-

Figura 4: Representa¢do do percursor realizado para escaneamento da perfusdo vascular uterina. Foi realizada
uma imagem em corte longitudinal do corpo do Gtero (CP) e um corte transversal nas trés por¢des do corno uterino
esquerdo (CE) e do corno uterino direito (CD). Fonte: Arquivo pessoal.
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De forma subjetiva, estimou-se em tempo real a porcentagem (0 a 100%) de tecido
endometrial com sinais coloridos visualizados durante o estro e diestro. Assim, as éguas
avaliadas com area uterina vascularizada menor 25% receberam escore baixo; de 25 a 49%,
escore leve; de 50 a 75%, escore alto; e acima de 75%, escore muito alto (Figura 5).

A - escore
baixo
ooy

Figura 5: Classificacdo em escores da avaliacdo subjetiva feita simultaneamente ao exame de ultrassonografia
Doppler modo Powerflow do Utero das éguas. A: representa as éguas avaliadas com area uterina vascularizada
menor 25% (escore baixo). B: representa as éguas avaliadas com érea uterina vascularizada entre 25 e 49% (escore
leve). C: representa as éguas avaliadas com area uterina vascularizada entre 50 e 75% (escore alto). Fonte: arquivo
pessoal.

J& de forma objetiva, a vascularizacdo dos seguimentos uterinos foi avaliada pela
determinacgdo da quantidade e intensidade de pontos coloridos Doppler (grau de brilho) em
imagem congelada. Para essa avaliagdo, os exames ultrassonograficos Doppler foram salvos e
avaliados em um programa reprodutor multimidia em um computador. A imagem mais
representativa de cada segmento uterino, caracterizada pela maior area uterina contendo a maior
quantidade de sinais coloridos, foram selecionadas. Estas imagens foram extraidas e salvas em
formato TIFT utilizando o programa Photopea — Online Photo Editor®. O numero total de
pontos coloridos por imagem-TIFT foi calculado pelo programa ImageJ 1.52a® (National
Institutes of Health, Bethesda, MD). Por fim, foi feita uma avaliagdo da quantidade e da
intensidade dos pixels a partir do histograma de cada imagem modificada e com a utilizacdo do
programa Excel® foi feita uma média dos valores (Figura 6).
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Figura 6: Esquematizacdo do passo a passo para realizacdo da avaliacdo objetiva do video salvo do exame de
ultrassonografia Doppler modo Powerflow do Gtero das éguas. A, B e C: imagens classificadas com maior
vascularizacdo uterina do video assistido. D, E e F: imagens editadas em photoshop para visualizacdo apenas da
vascularizagdo uterina. G, H e I: resultado da avaliagdo feita em cada imagem editada visualizada pelo histograma.
J: Dados do histograma planilhados, sendo a coluna A referente a numeragéo da paleta de cores de 0 a 255 (do
preto ao branco); a coluna B referente a quantidade de pixels em cada cor sendo destacado em azul o somatério
desses pixels para a imagem analisada; a coluna C referente a intensidade de pixels em cada cor sendo destacada
em amarelo o somatério dessa intensidade para a imagem analisada. A intensidade é avaliada através da
multiplicacéo entre a numeracgdo da paleta de cores (coluna A) e a quantidade de pixels de cada cor (coluna B).
Fonte: arquivo pessoal.

Posteriormente, as éguas foram examinadas utilizando US Doppler modo espectral
mensurando os indices de Pulsatilidade (P1) e Resistividade (RI) do fluxo sanguineo do ramo
dorsal da artéria uterina (AU) direita e esquerda que originasse na artéria iliaca externa que é
um ramo da artéria aorta. Os dados foram coletados e divididos em AUEPI (indice de
pulsatilidade da artéria uterina esquerda), AUERI (indice de resistividade da artéria uterina
esquerda), AUDPI (indice de pulsatilidade da artéria uterina direita) e AUDRI (indice de
resistividade da artéria uterina direita). Contudo para o melhor aproveitamento dos dados, visto
que ndo houve diferenca estatistica entre os lados, a equipe decidiu por juntar os dados de
AUEPI e AUDPI somando os dados e obtendo uma media dos valores da amostra. E mesmo
foi feito para AUERI e AUDRI. Sendo assim, no fim amostras foram analisadas como AUPI
(indice de pulsatilidade da artéria uterina) e AURI (indice de resistividade da artéria uterina).

Para avaliagdo do Pl e RI, observou-se o fluxo sanguineo do ramo dorsal da artéria
uterina direita e esquerda durante trés ciclos cardiacos ininterruptos. Com a imagem
ultrassonografica congelada avaliou-se as ondas cardiacas através do traco sistélico anotando
os valores de PI e RI produzidos pelo aparelho de ultrassom em planilhas (Figura 7). Foram
aplicadas as seguintes configuragdes: ganho 28, PRF 3.6, frequéncia 5 MHZ, profundidade 7.4,
poténcia 100%.
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Figura 7: Esquematizacdo da analise feita para o exame de ultrassonografia Doppler modo espectral. As linhas
em vermelho representam as ondas de sistole e didstole referente a movimentacdo sanguinea. As numeracfes em
laranja (1, 2 e 3) ilustram as trés ondas avaliadas. As caixas em laranja no canto direito da imagem demonstram
os dados avaliados dentro deste exame PI (indice de pulsatilidade) e RI (indice de resistividade). Fonte: arquivo
pessoal.

4.6 Andlise estatistica

Com as frequéncias dos atributos das variaveis qualitativas estudadas (microrganismo,
citologia endometrial e biopsia) foram aplicadas o teste G para independéncia com o objetivo
de verificar uma possivel associacao significativa entre os fatores (Callegari-Jacques, 2003).

Para a comparacao das médias das varidveis AUPI, AURI, avaliacdo objetiva (pixels e
intensidade) obtidos das éguas nas diferentes situacdes experimentais foi realizada a analise de
variancia, seguido do teste de Tukey para a comparacdo de médias (Sampaio, 2002).

Para a comparacgédo dos escores da avaliacao subjetiva obtidos das éguas nas diferentes
situacOes experimentais foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparacdes
multiplas de Dunn (Ayres et al., 2007).

Para 0 estudo da correlagdo entre as varidveis AUPI, AURI, avaliacdo subjetiva,
avaliacdo objetiva (pixels e intensidade) foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman (Ayres
et al., 2007).

Os dados foram apresentados como: média * desvio padrdo da média.

O nivel de significancia considerado foi de 5%.

5 RESULTADOS

Baseado nos dados do estudo, foi observado que a média de dias do ciclo estral se
manteve em 21,06+2,69 para o grupo controle; 22,20+1,26 para 0 grupo endometrite subclinica;
22,5+2,28 para grupo endometrite clinica. Em relagcdo a idade das éguas ocorreu uma
distribuicdo ao acaso em que pode ser observado uma média de 10,19+3,66 anos para 0 grupo
controle; 10£3,72 anos para o grupo endometrite subclinica; 14,64+5,06 anos para 0 grupo
endometrite clinica.

Com a andlise desses dados pode-se observar que a média dos dias do ciclo estral é
influenciavel com significancia baseado nos grupos tratamento (grupo controle, endometrite

subclinica e endometrite clinica) quando comparada a idade das éguas. As médias da duracédo
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do ciclo estral dos grupos endometrite subclinica e clinica foram significativamente maiores do
que a do grupo controle (P=0,040776). Ndo sendo observado diferenca significativa entre as
médias da duracédo do ciclo estral para os grupos das idades (P= 0,445359) (Tabela 1).

Tabela 1: Grupo das idades discriminando as quantidades de animais e média + desvio padrao
de dias do ciclo estral das éguas baseado nos grupos tratamentos e idade dos animais do estudo.

Idade n GC GES GEC
GI: <8 anos 13 i 4 ! 2
= MCE 2050+173*  2230+0095®  2250+0,71%
_ n 10 6 3
Gll:9-13anos 19 \\ce 20804123 21834117 2233+ 153
n 2 2 9

GIII: > 14 anos 13
MCE 21,00 + 7,074 23,00 + 2,83 22,44 + 2,60%
Letras minusculas diferentes entre linhas significa diferenga estatistica em relagdo aos grupos idade (P<0,05).

Letras maitisculas diferentes entre colunas significa diferenga estatistica entre os grupos tratamentos (P<0,05).

GC: grupo controle; GES: grupo endometrite subclinica; GEC: grupo endometrite clinica; MCE: média do ciclo estral em dias.

Pode ser observado também que os grupos das idades que apresentaram a maior
percentagem de animais com endometrite foi o grupo | e 111 (66% e 86%, respectivamente)
(P<0,001). Onde foi constatado uma associagdo entre o grupo | (< 8 anos) com o grupo de
endometrite subclinica (55%); o grupo Il (9-13 anos) com animais sem endometrite (52%); e 0
grupo Il (> 14 anos) com a endometrite clinica (70%) (P<0,001) (Figura 8).

Idade x Grupos experimentais

80%
% 70%

60% 52% 55%
40% 29% 32%
20% 14% 16% 16% 16%
0% .
Controle Endometrite subclinica ~ Endometrite clinica

M < 8 anos 9-13 anos > 14 anos

Figura 8: Relagdo entre o grupo das idades das éguas e 0s grupos tratamentos, sendo observado uma associagdo
entre o grupo < 8 anos com o grupo de endometrite subclinica (55%); o grupo 9-13 anos com animais sem
endometrite (52%); e 0 grupo > 14 anos com a endometrite clinica (70%) (P<0,001).

Quando avaliado o resultado das amostras de biopsia endometrial pode ser constatado
que as éguas avaliadas neste estudo apresentaram classificacdo | (n=2), seguida de IlA (n=13),
1B (n=18) e Ill (n=12). Quando analisadas as amostras pelos grupos tratamentos & possivel
notar que o grupo controle apresenta em sua maioria éguas do grupo IIA (n=7), que o grupo
endometrite subclinica apresenta em sua maioria éguas do grupo IIB (n=8) e que o grupo
endometrite clinica apresenta em sua maioria éguas do grupo Il (n=6) (Figura 9).
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Classificagao das amostras de biopsia endometriais baseadas
nos grupos experimentais
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Figura 9: Classificagdo das amostras de biopsia endometriais encontradas nas éguas utilizadas no estudo separadas
pelos grupos tratamento. Pode ser observado que o grupo controle apresenta em sua maioria éguas do grupo 1A
(n=7), que o grupo endometrite subclinica apresenta em sua maioria éguas do grupo IIB (n=8) e que o0 grupo
endometrite clinica apresenta em sua maioria éguas do grupo I11 (n=6).

No momento em que foi cruzado os dados das biopsias endometriais com os grupos das
idades e possivel observar que as éguas < 8 anos obtiveram, em sua maioria, classificacdo da
qualidade do tecido uterino em A (n=6), enquanto as éguas 9-13 anos obtiveram, em sua
maioria, classificacdo em IIB (n=10) e as éguas > 14 anos obtiveram, em sua maioria,
classificacdo em Il (n=7) (Figura 10).

Classificagdo das amostras de biopsia endometriais
baseadas nas idades das éguas

u] m[JA =]IB »III
10

<8 anos 9-13 anos

Figura 10: Classificagdo das amostras de biopsia endometriais encontradas nas éguas utilizadas no estudo
separadas pelos grupos das idades. Pode ser observado que as éguas < 8 anos Obtiveram, em sua maioria,
classificacdo da qualidade do tecido uterino em Il A (n=6), enquanto as éguas 9-13 anos obtiveram, em sua maioria,
classificagdo em IIB (n=10) ¢ as éguas > 14 anos obtiveram, em sua maioria, classificagdo em III (n=7).

5.1 Avaliacéo da Ultrassonografia Doppler modo Espectral

Apos a realizacdo da estatistica dos dados dos indices de pulsatilidade (PI) e de
resistividade (RI) foi possivel distinguir qual seria a variavel de confianca para interpretacao
dos dados, visto que Pl e RI sdo varidveis proporcionais. Para isso foi realizado separadamente
0 cruzamento destas variaveis com os grupos das idades e foi possivel perceber que Pl e RI se
comportavam de forma significativa (P<0,001). Porém quando analisado a a¢do conjunta de PI
e RI foi observado que a acdo de sinergismo entre as variaveis fazia com que PI suprisse as
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necessidades de RI anulando-a e a tornando uma variavel ndo significativa (Pl: P<0,001; RI:
P=0,974) (Figura 11).

Significancia Significancia Significancia
< 8 anos P<0,001 <8 anos P<0,001 < 8 anos P<0,001
9-13 anos P<0,001 9-13 anos B P<0,001 9-13 anos P<0,001
>14anos | N P<0,001 > 14 anos P<0,001 >l4ancs € P<0,001
AUPI P<0,001 AURI P=0,001 AUPI P<0,001
AURI P=0,974

Figura 11: Observacdo da acdo de sinergismo entre as variaveis indice de pulsatilidade da artéria uterina (AUPI)
e indice de resistividade da artéria uterina (AURI) que quando analisadas em a¢do conjunta ocorre uma anulagao
de RI por PI. A: avaliacdo estatistica demonstrando comportamento significativo para varidvel AUPI quando
avaliada separadamente. B: avaliacdo estatistica demonstrando comportamento significativo para variavel AURI
quando avaliada separadamente. C: avaliacdo estatistica da acdo conjunta das variaveis demonstrando que PI supri
as necessidades de RI anulando-a e a tornando uma variavel nédo significativa (Pl - P<0,001; e RI - P=0,974).

O outro ponto avaliado foi qual seria o comportamento de Pl e Rl em relacdo as
caracteristicas dos grupos com endometrite. Para isso, foi avaliado o comportamento das
varidveis (AUPI e AURI) diante dos grupos com e sem endometrite. O resultado exibido
demonstra uma proporcionalidade entre as variaveis e grupo endometrite. Ou seja, 0s dados
atestam que ao passo que esses indices Doppler aumentavam, crescia também o nimero de
animais com endometrite (68% e 70%, respectivamente) (Tabela 2 e Tabela 3).

Tabela 2: Constatacdo da proporcionalidade entre a varidvel indice de pulsatilidade da artéria
uterina (AUPI) com o grupo de animais com endometrite apresentando crescimento conjunto
de 68%. P<0,001.

AUPI Sem endometrite Com endometrite
0-1,63 40% 60%
1,64 - 1000 32% 68%

Tabela 3: Constatacdo da proporcionalidade entre a variavel indice de resistividade da artéria
uterina (AURI) com o grupo de animais com endometrite apresentando crescimento conjunto
de 70%. P<0,001.

AURI Sem endometrite Com endometrite
0-0,73 38% 62%
0,74-1 20% 70%

Com a tabulacdo dos dados de AUPI e AURI pode ser desenvolvido uma linha de
comportamento das variaveis ao longo dos dias do ciclo estral das éguas para avaliacdo das
variaveis em relacdo aos grupos tratamentos. Desta forma pode ser observado que no AUPI o
grupo endometrite clinica obteve médias significativamente superior as apresentadas pelos
grupos endometrite subclinica e controle no 12° dia do ciclo estral (P=0,04025); e que 0 grupo
endometrite clinica e subclinica obtiveram médias significativamente superior as apresentadas
pelo grupo controle no 15° dia do ciclo estral (P=0,01188) (Figura 12).
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Comportamento do indice de Pulsatilidade durante o ciclo estral das éguas
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Figura 12: Comportamento do indice de pulsatilidade durante o ciclo estral da égua, sendo dividido em grupo
controle (linha azul), grupo endometrite subclinica (linha laranja) e grupo endometrite clinica (linha cinza). Pode
ser observado que o grupo endometrite clinica obteve médias significativamente superior as apresentadas pelos
grupos endometrite subclinica e controle no dia 12; e que o grupo endometrite clinica e subclinica obtiveram
médias significativamente superior as apresentadas pelo grupo controle no dia 15 (P<0,05).

Ja em relacdo a AURI foi possivel notar que o grupo endometrite clinica e subclinica
obtiveram médias significativamente superior as apresentadas pelo grupo controle no 15° dia
do ciclo estral (P=0,01271) (Figura 13).

Comportamento do indice de Resistividade durante o ciclo estral das éguas

e Grupo controle == Grupo endometrite subclinica - - Grupo endometrite clinica
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Figura 13: Comportamento do indice de resistividade durante todo o ciclo estral da égua, sendo dividido em grupo
controle (linha azul), grupo endometrite subclinica (linha laranja) e grupo endometrite clinica (linha cinza). Pode
ser observado que o grupo endometrite clinica e subclinica obtiveram médias significativamente superior as
apresentadas pelo grupo controle no dia 15 (P= 0,01271).

5.2 Avaliacdo da Ultrassonografia Doppler modo Powerflow

Na avaliagdo dos dados obtidos pela US Doppler modo Powerflow pode ser
desenvolvido uma linha de comportamento das variaveis ao longo dos dias do ciclo estral das
éguas para avaliacédo das variaveis em relacdo aos grupos tratamentos. Desta forma, pode ser
avaliado o comportamento da vascularizagdo dos segmentos uterinos pela avaliagdo subjetiva.
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Isto posto, pode ser observado um aumento significativo dos escores de vascularizagdo
uterina para o grupo endometrite clinica quando comparado ao grupo endometrite subclinica
no 01° dia do ciclo estral (P=0,032921); no 09° dia do ciclo estral guando comparada ao grupo
endometrite subclinica e controle (P<0,05); e no 10° dia do ciclo estral quando comparado o
grupo endometrite clinica em relagdo ao grupo controle (P=0,033497) (Figura 14).

Comportamento da vascularizacao uterina através da avaliacao subjetiva
durante o ciclo estral das éguas

M Grupo controle Grupo endometrite subclinica M Grupo endometrite clinica

G 11

Figura 14: Comportamento da vascularizagdo uterina através da avaliagdo subjetiva dos segmentos uterinos (eixo
vertical) durante o ciclo estral da égua (eixo horizontal), sendo dividido em grupo controle (linha azul), grupo
endometrite subclinica (linha laranja) e grupo endometrite clinica (linha cinza). Onde pode ser observado um
aumento significativo dos escores de vascularizagdo uterina para o grupo endometrite clinica quando comparado
ao grupo endometrite subclinica no dia 01(P= 0,032921); no dia 09 quando comparada ao grupo endometrite
subclinica e controle (P<0,05); e no dia 10 quando comparado o grupo endometrite clinica em relagdo ao grupo
controle (P=0,033497).

Igualmente, pode ser avaliado o comportamento da vascularizagdo dos segmentos
uterinos de forma objetiva pela avaliacdo da quantidade e intensidade de pixels durante o ciclo
estral da égua de acordo com os grupos tratamentos deste estudo (Figura 15 e Figura 16,
respectivamente). Contudo ndo foram observadas diferencas significativas entre os dias do ciclo
estral, 0s grupos tratamentos e as variaveis da avaliagdo objetiva da quantidade de pixels e
avaliacdo objetiva da intensidade de pixels (P>0,05).
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Comportamento da vascularizagao uterina através da avaliacao da quantidade de
pixels durante o ciclo estral das éguas
= Grupo controle === Grupo endometrite subclinica e Grupo endometrite clinica
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Figura 15: Comportamento da vascularizagdo uterina através da avaliacdo objetiva da quantidade de pixels dos
segmentos uterinos durante o ciclo estral da égua, sendo dividido em grupo controle (linha azul), grupo endometrite
subclinica (linha laranja) e grupo endometrite clinica (linha cinza). Onde ndo foram observadas diferencas
significativas entre os dias do ciclo estral, os grupos tratamentos e a varidvel da avaliacdo objetiva da quantidade
de pixels dos segmentos uterinos (P>0,05).

Comportamento da vascularizacao uterina através da avaliacao da intensidade
dos pixels durante o ciclo estral das éguas
= Grupo controle === Grupo endometrite subclinica e Grupo endometrite clinica
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Figura 16: Comportamento da vascularizacdo uterina através da avaliacdo objetiva da intensidade de pixels dos
segmentos uterinos durante o ciclo estral da égua, sendo dividido em grupo controle (linha azul), grupo endometrite
subclinica (linha laranja) e grupo endometrite clinica (linha cinza). Onde ndo foram observadas diferengas
significativas entre os dias do ciclo estral, os grupos tratamentos e a variavel da avaliacdo objetiva da intensidade
de pixels dos segmentos uterinos (P>0,05).

5.3 Correlacéo entre dados do estudo

Baseado nas variaveis analisadas neste estudo foi verificado a correlagdo entre elas.
Desta forma, foi observado que AUPI e AURI apresentaram correlagéo significativa, positiva
e forte com p=0,88 (P<0,0001); e que AUPI e AURI e a avaliagéo subjetiva, realizado pela US
Doppler modo Powerflow, ndo apresentaram correlacdo significativa com p=0,07 e p=0,02,
respectivamente (P>0,05).
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A avaliagdo subjetiva e a avaliagdo objetiva da quantidade de pixels apresentaram
correlagcdo significativa, positiva e moderada com p=0,51 (P<0,0001), da mesma forma a
avaliacdo subjetiva e a avaliagcdo objetiva da intensidade de pixels apresentaram correlagédo
significativa, positiva e moderada com p=0,50 (P<0,0001). Além disso a avaliacdo objetiva da
quantidade de pixels e a avaliagdo objetiva da intensidade de pixels apresentaram correlagédo
significativa, positiva e forte com p=0,94 (P<0,0001) (Tabela 4).

Tabela 4: Resultado da Correlacédo entre as variaveis analisadas neste estudo baseado no Teste
de Spearman.

Correlagao Spearman Classificacao p
AUPI X AURI 0,88 Forte <0,0001
AUPI X Av. subjetiva 0,07 Fraca >0,05
AURI X Av. subjetiva 0,02 Fraca >0,05

Av. subjetiva X Av. objetiva da

quantidade de pixels 0,51 Moderada <0,0001

Av. Sl_ijetl\_/a X Av. o_bjetlva da 0,50 Moderada <0,0001
intensidade de pixels

Av. objetiva da quantidade de pixels X 0,94 Forte <0,0001

Av. objetiva da intensidade de pixels
AUPI: indice de Pulsatilidade da artéria uterina; AURI: Iindice de Resistividade da artéria uterina; Av.: Avaliacdo

5.4 Efeito das variaveis analisadas

Neste topico se tem descrito o efeito das varidveis perante 0s grupos tratamento e 0s
exames de cultura microbiologia, citologia e biopsia endometrial. A primeira analise realizada
foi a avaliacdo relacionada aos grupos tratamentos. Pode ser observado que tanto em AUPI
guanto em AURI, os grupos endometrite subclinica e endometrite clinica apresentaram médias
significativamente superior as observadas no grupo controle (P<0,05).

Ja dentro da avaliacdo subjetiva foi observado que o grupo endometrite clinica
apresentou escore de vascularizacdo significativamente superior as encontradas nos grupos
controle e endometrite subclinica (P<0,05). Tanto a avaliacdo objetiva da quantidade de pixels
como na avaliacdo objetiva da intensidade de pixels ndo foi observada diferenca significativa
entre os grupos tratamentos (P>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5: Avaliacdo do indice de pulsatilidade da artéria uterina (AUPI), indice de resistividade
da artéria uterina (AURI), avaliacdo subjetiva da vascularizacdo uterina e avaliacdo objetiva da
guantidade e da intensidade de pixels comparado aos grupos tratamentos deste estudo.

Grupos n  AUPI AURI  Av.subjetiva Quantidade —Intensidade
de pixels de pixels

GC 16 1,61+0,10*° 0,71+0,02° Baixa perfusdo® 5212+2452%  33187+170984%
GES 15 1,72+#0,10° 0,73+0,03° Baixa perfusdo® 5069+2534% 436207+15772230°
GEC 14 1,71+0,10° 0,73+0,02° Leve perfusido® 5475+2856° 362201+208170?

Letras diferentes entre linhas significa diferenca estatistica (P<0,05) i
GC: grupo controle; GES: grupo endometrite subclinica; GEC: grupo endometrite clinica; AUPI: Indice de Pulsatilidade da
artéria uterina; AURI: Indice de Resistividade da artéria uterina; Av.: Avaliacéo.

Quando analisado os exames de cultura microbiologia, citologia e biopsia endometrial
ndo foi observada nenhuma associagdo significativa entre o cruzamento das variaveis
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qualitativas estudadas (cultura microbioldgica x citologia endometrial; cultura microbioldgica
x biopsia endometrial; citologia endometrial x biopsia endometrial) (P>0,05).

Contudo, quando analisado esses mesmos exames em cruzamento com as variaveis da
ultrassonografia Doppler podemos observar alguns dados relevantes. Podemos perceber que a
variavel AUPI apresentou diferenga significativa entre os grupos com infec¢des mistas quando
comparados aos grupos com infec¢des por gram positivas, gram negativas e sem infeccdes. Ja
AURI demonstrou diferenga significativa entre o grupo com infecgdo mista quando comparada
ao grupo com infec¢do por gram positiva e sem infec¢do (P<0,0001).

J& na avaliacdo subjetiva da vascularizagdo uterina observou-se que o grupo com
infeccdo com gram positiva apresentou a maior media quando comparada ao grupo com
infeccdo fungica, mista e sem infecgdo e ndo foi diferente do grupo com infecgdo gram negativa
(P<0,0001). E seguidamente, na avaliacdo objetiva para quantidade de pixels observou-se
diferenca significativa entre as infec¢fes por bactérias gram positivas e negativas e as infec¢bes
fangicas e mistas (P<0,0001). Ja na avaliacdo objetiva para intensidade de pixel pode ser
observada uma diferenca entre infecgdes por gram negativas e mistas e a infec¢do fingica
(P<0,05) (Tabela 6).

Tabela 6: Avaliacdo do indice de pulsatilidade da artéria uterina (AUPI), indice de resistividade
da artéria uterina (AURI), avaliacdo subjetiva da vascularizagao uterina e avaliagdo objetiva da
quantidade e da intensidade de pixels comparado ao exame de cultura microbiolodgica realizado
neste estudo.

mic(r:(;Jblgglré%ica n AUPI AURI Av. subjetiva Q(lijs gtl;de?sd ° In(;s r;)sii?eellg ’
0 16 1,61+0,322  0,71+0,062 Baixa perfusio?  5221+2456%  333600+171370%
F 4 1,71+0,39%  0,72+0,06% Baixa perfusio®  4187+1441°  276727+109125°
G+ 6 1,73+0,33*  0,74+0,062 Leve perfusioP 5480421012  357362+1556292
G- 9 1,660,322  0,73+0,07®  Leve perfusio® 5837+3207°¢ 379045+235528?
M 10 1,80+0,36°  0,74+0,08° Baixa perfusio®  5015+2763*  373168+452380%

Letras diferentes entre linhas significa diferenga estatistica (P<0,05)

0: animais sem infec¢do; F: animais com infeccdo flngica; G+: animais com infecgdo por bactérias gram positivas; G-: animais
com infecgio por bactérias gram negativas; M: animais com infecgdo mista; AUPI: indice de Pulsatilidade da artéria uterina;
AURI: indice de Resistividade da artéria uterina; Av.: Avaliacao.

Em relacdo a citologia endometrial, quando comparada a varidvel AUPI percebe-se uma
diferenca significativa entre todos os grupos, sendo o grupo com classificacdo grave o de maior
média. J4 em AURI nota-se uma diferenca significativa entre o grupo grave e o grupo negativo
e moderado (P<0,0001). Seguidamente, quando observamos a avaliacdo subjetiva da
vascularizagdo do Utero podemos constatar uma diferenca significativa entre éguas com exame
de citologia negativo e positivo (moderado e grave) independente do grau de inflamacéo
(P<0,0001). E quando analisamos a avaliagdo objetiva por quantidade de pixels e intensidade
de pixels nota-se uma diferenca significativa associada a inflamacdo moderada quando
comparada aos outros grupos (negativa e grave) (P<0,0001) (Tabela 7).
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Tabela 7: Avaliacéo do indice de pulsatilidade da artéria uterina (AUPI), indice de resistividade
da artéria uterina (AURI), avaliacdo subjetiva da vasculariza¢do uterina e avaliagdo objetiva da
quantidade e da intensidade de pixels comparado ao exame de citologia endometrial realizado
neste estudo.

cromey " AUPL AURL  avabjerva SEiied IR
Negativa 33 1,69+034* 0,72+0,07* Baixa perfusio® 5048+2257% 331502+187156°
Moderada 10 1,61+0,36° 0,71+0,07% Leve perfusdo® 6013+3565° 429380+452930°
Grave 2 1,95+0,32° 0,78+0,04° Leve perfusdo® 4673+1633% 297283+122428°

Letras diferentes entre linhas significa diferenca estatistica (P<0,05)
AUPI: Indice de Pulsatilidade da artéria uterina; AURI: Indice de Resistividade da artéria uterina; Av.: Avaliagdo.

Por fim quando analisado os dados da biopsia endometrial nota-se que, da mesma
maneira, AUPI e AURI demonstraram uma diferenca significativa entre a classificacdo 1B e a
classificacdo I1A e 11, onde 1B demonstrou maior média quando comparada com as demais
(P<0,0001). Assim como na avaliacdo pela Ultrassonografia Doppler modo Powerflow, tanto
pela avaliacdo subjetiva (P<0,001) quanto pela avaliacdo objetiva (P<0,0001), observa-se uma
diferenca significativa da classificacdo 1A em relacédo as classificacoes | e 11B (Tabela 8).

Tabela 8: Avaliacdo do indice de pulsatilidade da artéria uterina (AUPI), indice de resistividade
da artéria uterina (AURI), avaliagéo subjetiva da vascularizacdo uterina e avaliacdo objetiva da
quantidade e da intensidade de pixels comparado ao exame de bidpsia endometrial realizado
neste estudo.

endometrial " AUPI AURL  avsubjeriva  SERRICE IR
I 2 1,71+0,31% 0,71+0,05° Baixa perfusdo® 4326+1237% 288050+1038642
IHA 13 1,60+0,30% 0,71+0,06° Leve perfusdo® 6013+3420° 415687+413469°
1B 18 1,77+0,35° 0,740,068 Baixa perfusdo® 4885+2078° 330696+1986682
i 12 1,63+0,37% 0,72+0,08° Baixa perfusio® 4885+2079° 325753+1598112

Letras diferentes entre linhas significa diferenca estatistica (P<0,05)
AUPI: Indice de Pulsatilidade da artéria uterina; AURI: Indice de Resistividade da artéria uterina; Av.: Avaliagdo.

6 DISCUSSAO

Com aavaliacdo dos resultados deste estudo € possivel constatar que os indices Doppler,
Pl e RI, sdo ferramentas eficientes para deteccdo de éguas com e sem endometrite. Podendo ser
utilizados, ainda que indiretamente, como parametros para complementacao na identificacdo de
éguas com endometrite subclinica. Pois se a endometrite clinica pode ser detectada pela US
modo B (LeBlanc; Causey, 2009; Brinsko et al., 2011), por diagnéstico diferencial com o
emprego de diferentes técnicas ultrassonograficas pode ser alcancado o progndéstico de
endometrite subclinica.

Neste estudo pode-se observar que a duracdo do ciclo estral ndo foi influenciada pela
idade das eéguas e sim pela presenga ou ndo da patologia uterina e sua classificagdo. Ou seja, a
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duracdo do ciclo estral é influenciada de acordo a classificagdo da égua com endometrite clinica,
endometrite subclinica ou sem endometrite.

Além disso, foi observado que o grupo das éguas > 14 anos apresentou, em sua maioria,
éguas pertencentes ao grupo de endometrite clinica, corroborando com dados relatados por
outros autores (Morris; McCue; Aurich, 2020). Acredita-se que esses dados possam estar
relacionados a manipulacdo durante os programas de reproducdo equina e as modificacdes
anatdémicas previstas e diagnosticadas com a idade, como descrito na literatura (LeBlanc;
Causey, 2009; Ferris, 2016; Morrell; Rocha, 2022). Um dado curioso observado, foi que a
maioria das éguas diagnosticadas com endometrite subclinica se encontrava no grupo de éguas
<8 anos, dados que asar de incomum j& foram relatados por Riddle, LeBlanc, Stromberg (2007).

Foi possivel notar que as éguas classificadas no grupo < 8 anos se encontravam
associadas ao grupo de éguas endometrite subclinica com classificacdo da qualidade uterina de
I1A, segundo o exame de biopsia endometrial. Enquanto que o grupo de 9-13 anos associado
ao grupo de éguas sem endometrite com classificadas uterina de IIB. E o grupo > 14 anos
relacionado ao grupo de éguas com endometrite clinica com classificacdo uterina de I11. Apesar
de ser esperado que as eguas do grupo de 9-13anos fossem relacionadas ao grupo de éguas com
endometrite subclinica e que as éguas do grupo < 8 anos fossem relacionadas ao grupo de éguas
sem endometrite, acredita-se que esta informacdo esteja relacionada a técnica de coleta dos
exames de cultura microbioldgica escolhida associada a uma possivel infecgdo por
microrganismos produtores de biofilme que dificultam a identificacdo dos mesmos.

Um estudo identificado na literatura descreve, baseada na avaliagéo do tecido uterino,
uma relacdo direta da idade com a deteccdo de endometrite em éguas, onde se observa uma
relacdo de 32% para éguas de 5 anos, de 66% para éguas de 6 a 10 anos, de 84% para éguas de
11 a 15 anos, de 90% para eguas de 16 a 20 anos e de 92,5% para éguas com mais de 20 anos
de idade (Schoninger; Schoon, 2020). Neste estudo foi observado uma relacdo de 20% para
éguas com < 8 anos e de 9-13 anos e de 25% para éguas com > 14 anos.

Na avaliacdo da US Doppler modo espectral, foi possivel confirmar a correlagdo de
proporcionalidade entre as variaveis Pl e RI reafirmando o que ja se tem descrito na literatura.
Da mesma forma que se pode ratificar que o PI se apresenta como a variavel mais confiavel
para avaliacdo pelos indices Doppler (Ginther, 2007; Bollwein; Heppelmann; Littgenau, 2016).

Outro achado deste estudo foi que que as varidveis Pl e Rl se comportam de forma
proporcional ao crescimento das éguas com endometrite, ou seja, conforme aumenta a
capacidade de pulsatilidade e de resisténcia das artérias uterinas dorsais também se observa o
aumento do namero de éguas classificadas com endometrite. Esta informacdo corrobora com
outro achado deste estudo relacionada ao exame de citologia endometrial que demonstra um
aumento da classificagdo da quantidade de células de defesa proporcional a0 aumento dos
valores dos indices Doppler. Contudo, vale recordar que a literatura relata que os indices
Doppler sdo inversamente proporcionais a perfusédo vascular. Ou seja, em processos infecciosos
deveriamos observar uma diminuicdo de Pl e RI (Bollwein; Heppelmann; Littgenau, 2016;
Ortega-Ferrusola, 2022).

Todavia, acredita-se que essas informacdes descritas na literatura se refiram a processos
infecciosos agudos. Pois, de acordo com os resultados observados neste estudo, pode ser
detectado um alto nimero de eéguas associadas com um processo de cronicidade em virtude da
classificacdo 11B, pelo exame de biopsia endometrial, correspondente a uma moderada
inflamacdo endometrial com lacunas linfaticas de tamanho moderado e assim uma baixa
perfusdo vascular na regido tecidual. Estas informacbes sdo compativeis a uma outra
apresentada na literatura em que ha um aumento dos indices Doppler em doencas isquémicas
ou em processos degenerativos (Ortega-Ferrusola, 2022). Desta forma, acredita-se que o0s
indices Doppler sejam capazes de identificar éguas com endometrites com carater cronico.
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Podemos destacar, neste estudo, que Pl e RI apresentaram diferengas entre 0s grupos
tratamentos, onde se pode observar que tanto o grupo de éguas com endometrite clinica como
0 grupo de endometrite subclinica demonstraram valores superiores ao grupo controle. E que
dentro de um ciclo estral essa diferenca pode ser diagnosticada no 15° dia do ciclo estral apés
a ovulagdo periodo em que tambem se observa o processo de luteolise. Estando apto de ser
recomendado como um método de diagnostico complementar. O Pl também pode ser utilizado
para discriminar éguas do grupo endometrite clinica em relacao as éguas do grupo endometrite
subclinica e controle no 12° dia do ciclo estral.

Na avaliacdo pela US Doppler modo Powerflow, com a avaliagdo subjetiva da
vascularizagcdo dos segmentos uterinos pode-se destacar a diferenca encontrada entre as éguas
com endometrite clinica em relacdo a éguas com endometrite subclinica ou sem endometrite.
Essa variacdo pode ser detectada no 01° dia para éguas com endometrite subclinica, no 09° dia
para éguas com endometrite subclinica e ou sem endometrite e no 10° dia para éguas sem
endometrite. Esses achados podem ser conectados ao pico de concentracdo de P4 que ocorre
entre os dias 8-10 do ciclo estral da égua (Sieme et al., 2015) juntamente com a acdo de vaso
constricdo que a P4 realiza na regido uterina durante o diestro (Satué; Gardon, 2020).

No entanto, quando se € citado éguas com endometrite clinica percebe-se que a a¢do das
células de defesa como neutréfilos, prostaglandinas, ocitocinas e citocinas pré e anti-
inflamatorias ocorre no inicio do diestro na tentativa de propiciar um ambiente uterino apto a
uma possivel gestacdo, porém esta acdo se torna falha. Observa-se um aumento das acdes anti-
inflamatorias fazendo com que o endomeétrio libere prostaglandinas rapidamente levando a uma
lutedlise precoce (Troedsson; Woodward, 2016; Christoffersen; Troedsson, 2017; Morris;
McCue; Aurich, 2020). Justificando desta forma o aumento da vascularizacdo dos segmentos
uterinos das éguas com endometrite clinica, pois retornam ao cio precocemente quando
comparadas as outras classes.

Pelo fato da avaliacdo subjetiva ter sido indicada na identificacdo somente de
endometrites clinicas, suspeitamos que esses achados ndo estejam relacionados a endometrite
clinica ou subclinica, e sim ao grau da endometrite: aguda ou crénica que demanda um maior
ou menor aporte sanguineo, respectivamente (Katila, 2016; Canisso; Segabinazzi; Fedorka,
2020).

Associando essas informagdes, observamos que no exame de citologia endometrial foi
possivel, pela avaliacdo subjetiva da ultrassonografia Doppler modo Powerflow, distinguir
éguas sem e com endometrite baseado nas classificacbes de citologia negativa e positiva
(moderada e grave), respectivamente. Supdem-se também, baseado no exame de cultura
microbioldgica, que a avaliacdo subjetiva seja indicado na identificacdo de endometrites
agudas, visto a diferenga observada pelas bactérias gram positivas que apresentam uma maior
classificacdo de vascularizacdo uterina condizente com um maior aporte sanguineo para o
transporte de células de defesa para combater a infeccdo uterina.

Desta forma, é possivel correlacionar as informacdes de citologia endometrial e cultura
microbiol6gica com uma endometrite aguda gerada por bactérias gram positivas, o que condiz
com o0 que ja se tem descrito na literatura, onde bactérias gram positivas apresentam correlacédo
de citologias endometriais positivas com um alto nimero de neutréfilos e com producdo de
exsudato inflamatorio (LeBlanc; Causey, 2009; Leblanc, 2010).

Em relacdo aos dados tabelados da analise objetiva da vascularizacdo dos segmentos
uterinos para avaliacdo da quantidade e intensidade dos pixels das imagens Doppler ndo foi
possivel observar nenhuma diferenca significativa entre os grupos tratamentos, ndo sendo
indicado como um método de diagnostico complementar para identificacdo de éguas com e sem
endometrite. Contudo esse método foi importante para a identificacdo de eguas que
apresentavam citologia endometrial moderada, biopsia endometrial com classificacao A e
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uma prioridade a éguas com infeccdo por bactérias gram positivas (para quantidade de pixels)
e eguas com infecgdo fungica (para intensidade de pixels).

Pressupomos que essa combinacédo de resultados esteja associada a endometrites agudas
associadas a microrganismos produtores de biofilme. Pois observa-se que as éguas apresentam
infeccBes com baixa concentracdo de células de defesa e com um endométrio com suave
inflamacdo e lacunas linfaticas leve, ndo caracterizando a existéncia de processos cronicos.
Pois, como relatado pela literatura, a velocidade e quantidade de fluxo sanguineo esta
relacionada a intensidade de pixels (cores mais claras) visualizadas nas imagens
ultrassonograficas (Bollwein; Heppelmann; Littgenau, 2016), ou seja, relacionados a processos
agudos.

Dentre as variaveis estudados e analisadas foi notado que a avaliagdo subjetiva e a
avaliacdo objetiva tanto da quantidade quanto da intensidade apresentaram uma correlacao
significativa, positiva e moderada. A vista disso, podemos considerar a avaliagéo subjetiva
realizada por um operador treinado um metodo indicado como diagnostico complementar para
auxilio do prognostico final do paciente.

Né&o foi possivel detectar uma correlagdo com significancia entre a avaliacdo subjetiva
da vascularizacdo dos segmentos uterinos e Pl e RI. Acredita-se que este fato esté relacionado
com a distancia entre os dois locais de coleta da amostra, sendo um no ramo dorsal da artéria
uterina proxima a artéria aorta na bifurcacdo da artéria iliaca externa e o outro na parede tecidual
uterina.

7 CONCLUSAO

Embasado nos dados descritos e discutidos neste estudo, conclui-se que os indices de
pulsatilidade e resistividade pode ser recomendado como um método de diagnéstico
complementar para deteccdo de éguas com e sem endometrite quando examinadas no 15° dia
do ciclo estral.

Outro achado deste estudo foi que que as variaveis Pl e Rl se comportam de forma
proporcional ao crescimento das éguas com endometrite, podendo ser recomendado como um
método de diagnostico complementar para identificacdo de éguas com endometrites com carater
cronico.

A avaliagdo subjetiva, realizado pela ultrassonografia Doppler modo Powerflow, se
demonstrou eficiente na detecgcdo de éguas com endometrite clinica examinadas no 01°, 09° e
10° dia do ciclo estral. Como também, baseado no exame de cultura microbioldgica, a avaliacdo
subjetiva pode ser recomendado como um método de diagnoéstico complementar na
identificacdo de endometrites agudas

Ja a avaliacdo objetiva da vascularizacdo dos segmentos uterinos para avaliacdo da
quantidade e intensidade dos pixels das imagens Doppler nao foi possivel observar nenhuma
diferenca significativa, ndo sendo indicado como um método de diagnostico complementar de
éguas com e sem endometrite. Porém, pode ser recomendado como um método de diagnostico
complementar na identificacdo de endometrites agudas associadas a microrganismos produtores
de biofilme.

Por conta da correlacdo relatada entre a avaliacdo subjetiva e a avaliacdo objetiva tanto
da quantidade quanto da intensidade, podemos considerar a avaliagdo subjetiva realizada por
um operador treinado, um método indicado como diagnostico complementar para auxilio do
prognostico final do paciente relacionado a presenga ou ndo de endometrite.
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9 ANEXOS

A — Certificado CEUA-IZ/UFRRJ

LFAR)

INSTITUTO DE £O0TECNIA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA-IZIUFRR.)

CERTIFICADO

Certificames que a proposta inttulada ~Difersnca de hemodindmica wterina de éguas nomais x £guas com endemetrite.”, profecolo
n® 0121-07-2021, sck a responsabilidads de Jiio Cesar Famaz Jacob e equipe; que envelvs a utizagde de animais perencentes
ac filo Chordata, subfils Vertebrata {exceto o homem), para fing de pesquisa - esta de acordo com os preceitos da Lei 11734 d= 3
de putubro de 2008, com o Decreto 5.339 de 15 de juhe de 20049, bem come com a5 nommas editadas pelo Conssfho Nacional de
Controle da Experimentagie Animal (COMGCEA), & foi aprovada pela Comissdo de Eica no Uso de Animais do Instinde de Zootecnia
da Universidzda Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUAIZUFRR) na XLVI rewnido de 081052021,

Finafidade da Proposta: pesquisa

Wigéncia da Proposta: agosto de 2023

Area: C#ncias Agranas; Reprodugdo Animal

Origern: Sator de Equidescuftura da Fazenda Universitaria da UFRRJ
Espécie: Equinos

Quantidade: 30 éguas

“Resumo: A endometrite equina & considerada a terceira principal doenca da espécie e a causa das maiones pendas econdmicas
na reprodugie equina por fahas gestacionais precocs. Mo entante, nio ha relatos que descrevam e avaliem a aplficagdo da
ulraszonegrafia Doppler mode powerflow e espectral no diagnostico da endometrite & nem da formagao de um pedrio de
vascularizazio dos segmentos uterines quande avaliadas &guas com ou sem endometrite. Com isso, o objstive geral do projeto &
formar um padrio na diferenciagic da hemodindmica vascular uterina das éguas nomais e compara-las s Sguas susceptiveis a
endometrite. O projeto sera realizade no setor de equideccultura, localizada nas dependéncias da UFRR.. Serdc utiizadas 30 éguas
separadas em irés grupes: G1 — grupo de éguas sem endometrite; G2 — grupo de éguas com endometrite subdinica; G3 — grupo
de &guas com endometrite clinica. A primeira etapa consite numa avaliacio das éguas (histirico repredutive & ultrassenografico).
Em =seguida serd acomparhado cido estral até ser cbzsrvado foliculo pré-ovulatorio. A partir disso serd resfizado um lavado de
baixo volume a fim de coletar amestras pam axame citoldgico, culfura bacterana e fingica. A partir da ovulagde. as éguas sede
acompanhadas pela ultrasscnografia (US) transeetal modo B & US Doppler medo powerfiow dos segmentes uterinos & US Doppler
modo espectral das artérias uterinas. Apos completar um ciclo de avaliagio da hemedinamica wiering sera realizado uma biopsia
uterina para fechamas um diagndstios mais fidedigne da sanidads uterina das guas utiizadas. Depois da realizacio dos exames
complementares, essas eguas serdo novaments acompanhadss em um ferceire cicdo estal para fratamento vterine das éguas
classificadas com endometrite com ozonicterapia. Deste modo, pretende-se desenvolver um padrao da hemodindmica uterina para
ess5a patologia. E desta forma eolaborar em noves métedos de diagnadstico complamentar para um prognostico final mais fidedigno
ao cazo. Além de tratar as guas com alteragbes uierinas com a czoniotsrapia.”

Seropedica, 25 de outubro de 2021

Hdine Vercemares ds (Watince

T
Prof. Dr. Rodhige Vasconcslos de Oliveira
Coordenador da CEUANZUFRR

SR 465, Km 77 Campus da UFRR - Seropedica - Ria da Janelra - CEP: 23.850-000, ceualzuimEamall.com

50



B — Dados Dos Exames Complementares Do Grupo Controle

. Historico Citologia Cultura Cultura FIU ¢/ou Biopsia
Animal Idade . . . . edema . Grupo
Reprodutivo endometrial bacteriana fungica uterina
exacerbado
Xarlote 10 0,20 - - - J113] GC
Uruguaiana 12 2,13 - - - A GC
Xayla 10 0,73 - - - ITA GC
Vania 11 0,53 - - - A GC
Fernandinha 17 2,83 - - - I GC
Xantipa 10 0,57 - - - 1B GC
Trovoada 13 0,97 - - - 1B GC
Rouge 15 0,13 - - - 1B GC
Xantala 10 0,47 - - - A GC
Unica 12 0,30 - - - 1B GC
Chopada 5 0,07 - - - I GC
Copa do mundo 5 0,27 - - - A GC
Carioca 5 1,00 - - - ITA GC
Cachoeira 5 1,00 - - - oA GC
Egua 17 10 0,27 - - - B GC
Pampa Paula 13 0,05 - - - 11 GC

GC: grupo controle
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C — Dados Dos Exames Complementares Do Grupo Endometrite Subclinica

. Historico Citologia Cultura . FIU e/ou Biopsia Grup

Animal Idade . . . Cultura fungica edema .

Reprodutivo endometrial bacteriana uterina 0
exacerbado
Americana 8 3,50 KP/PA/EC/SA - - A  GES
Veneza 11 1,00 KP/PA/ EC - - 1B GES
Amélia 8 0,40 EC Cladosporium spp. - IIB  GES
Boresta 6 0,17 SA/EC Penicillium spp. - IIB  GES
Tempestade 13 2,50 AS Aspergillus spp. - IIB  GES
Xayene 10 0,73 EC/ SS - - B  GES
Neblina 19 2,67 SA/ SH - - IIB  GES
Xereta 10 1,47 EC Trichophyton - IIB  GES
mentagrophytes

Xisnanda 10 2,90 EC - - 1B GES
Aninha 8 0,60 EC/B - - I GES
Querencia 16 1,07 SA/SS - - I GES
Acucena 8 2,10 - Trichosporum spp. - I GES
Bella 7 0,47 SA/EC/Proteus - - I GES
Cruel 5 0,50 SA - - A  GES
Egua 24 11 0,63 KP Candida spp. - Il GES

GES: grupo endometrite subclinica; KP = Klebsiella pneumoniae; PA = Pseudomonas aeruginosa; EC = Escherichia coli; SA = Staphylococcus aureus; SH = Staphylococcus hyicus; SS =
Staphylococcus saprophyticus; SSc = Staphylococcus sciuri
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D - Dados Dos Exames Complementares Do Grupo Endometrite Clinica

c . . . FIU e/ou S
Animal Idade H1stor1cf) Cltomgl? Cultu.ra Cultura fungica edema Blopsm Grupo
Reprodutivo endometrial bacteriana uterina
exacerbado
Laisa 21 aborto 1,73 KP/PA - EDS5/ Liq. 3.80 III GEC
Valquiia 11 aborto 437 KP/PA/EC : EDS/MUCopa - GEC
e1toso
Anitta 8 4,13 SA Aspergilus spp.  Muco/1iq. 3.90 IIB GEC
Jaguariuna 23 Urovagina 14,53 SA/ SH - ED5/ Lig. 3.40 II1 GEC
Rainha 15 Lig. Uteirno 4,53 SSc - liq.3.35 I GEC
Mara 20 1,53 EC/B - lig. 2.32 I GEC
Nadir 19 0.10 ] Trichophyton muco leitoso / 1B GEC
mentagrophytes lig.2.5
Suzi 14 1,10 SA/EC - liq.2.7 IIB GEC
Vicky 11 0,60 SA - lig.2.7 A GEC
Quira 16 0,70 - Trichophyton muito ar A GEC
mentagrophytes
Copacabana 5 0,23 - Candida /Rodotorula lig. 3.90 A GEC
Samantha 14 0,43 EC - lig. 3.44 1B GEC
Egua 79 16 9,40 EC - lig. 2.5 11 GEC
Egua 74 12 0,10 EC - lig. 4.70 11 GEC

GEC: grupo endometrite clinica; KP = Klebsiella pneumoniae; PA = Pseudomonas aeruginosa; EC = Escherichia coli; SA = Staphylococcus aureus; SH = Staphylococcus hyicus; SS =

Staphylococcus saprophyticus; SSc = Staphylococcus sciuri



