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RESUMO

CARVALHO, Carla Fernanda Paranhos de Moura. Avalia¢do de Extratos Aquosos de
Plantas no Tratamento da Endometrite Bacteriana em Eguas (Equus caballus).
2008. 121p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

O trabalho foi conduzido durante o periodo de 2005 a 2007, e teve por objetivo avaliar a
atividade de extratos de plantas frente a bactérias isoladas do utero de éguas
susceptiveis a endometrite. Apos realizacdo de exame ginecoldgico em 135 éguas
localizadas em propriedades particulares e pertencentes ao Instituto de Zootecnia da
UFRRJ, selecionou-se 21 animais com caracteristicas de susceptibilidade a endometrite.
Foram coletadas secregdes uterinas com swabs protegidos para os estudos
bacteriologicos e citoldgicos e coleta de fragmentos para bidpsia endometrial. Foram
isoladas cepas de Escherichia coli (10, 47,6%), seguidas de Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus (8, 38%) e Staphylococcus aureus (2, 9,5%), além de componentes da
microbiota, considerados ndo patogénicos, como estafilococos coagulase negativos,
micrococos, Streptococcus o hemoliticos, bacilos gram positivos e enterecocos. Cepas
de S. aureus, Streptococos do grupo C, Enterococcus sp. e E. coli isoladas das secregdes
uterinas foram submetidas ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos de acordo com
as recomendagdes do CLSI (2005). O perfil de sensibilidade antimicrobiana in vitro
demonstrou resisténcia a eritromicina em um isolado de Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus e resisténcia intermediaria a cefalotina entre isolados de E. coli.
Posteriormente, a atividade anti-bacteriana in vitro dos extratos aquosos (EA) das
plantas Stryphnodendron adstringens, Kalanchoe pinnata e Kalanchoe brasiliensis,
frente as cepas padrdio ATCC, foram avaliadas. Observou-se ac¢dao da planta
Stryphnodendron adstringens frente a cepas de bactérias Gram positivas. Um total de
57,1% das éguas do experimento apresentaram endometrite no exame citologico. Dentre
as 12 éguas que apresentaram inflamag¢ao, em nove foi diagnosticada inflamacao severa
(>5 neutrofilos por campo). Empregando-se a correlagdo de Pearson para avaliar a
relacdo entre o isolamento de bactérias patogénicas e inflamacdo uterina, observou-se
uma correlagdo positiva entre as duas variaveis (r =0,94). Nas amostras analisadas,
obtivemos endometrite cronica em 11 éguas (52,3%), sete éguas (33,3%) apresentaram
endometrite com resposta cronica e uma reacao aguda se sobrepondo e em trés éguas
(14,3%) foi observada endometrite aguda. O achado histopatologico mais freqiiente foi
a fibrose e o infiltrado inflamatoério de mononucleares. No teste in vivo com extrato
aquoso da planta S. adstringens, as 12 ¢guas que foram isoladas bactérias Gram
positivas das secrecdes uterinas, foram divididas em 3 grupos com trés diferentes
tratamentos: Grupo 1, infusdo uterina com 20 ml de antibidtico (Penicilina e
estreptomicina), grupo2 infusdo com 20ml de solugdo fisioldgica e grupo 3 infusdo com
20ml de extrato aquoso de S. adstringens. O extrato aquoso da planta S. adstringens
teve eficacia variavel frente as cepas Gram positivas isoladas do utero das €guas,
diferindo, em parte, dos resultados obtidos in vitro. Os resultados obtidos sugerem a
necessidade de estudos criteriosos com o Stryphnodendron adstringens buscando o
isolamento dos principios ativos, no sentido de contribuir para tratamentos alternativos
da endometrite infecciosa eqiiina.

Palavras-chave: Stryphnodendron adstringens, Endometrite, Eguas.



ABSTRACT

CARVALHO, Carla Fernanda Paranhos de Moura. Evaluation of aquose extracts of
plants in the treatment of mares infections endometrites (Equus caballus). 2008.
121p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

This study was conducted during 2005-2007 seasons, and aimed at the evaluation of the
activity of extracts of plants in isolated bacteria from susceptible uterus of mares.
Twenty-one susceptible to endometritis animals were selected after a gynecological
exam performed in 135 mares located in private properties and Instituto de Zootecnia
from UFRRJ. Uterine smears were collected with guarded swabs to perform
bacteriology, cytology and samples to endometrial biopsy. Pure cultures of Escherichia
coli (10, 47,6%), Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (8, 38%) and Staphylococcus
aureus (2, 9,5%) were isolated, and compounds of nonpathogenic microorganisms like:
Staphylococcus coagulase negative, micrococcus, Streptococci alpha-hemolytic,
bacillus gram positives e Enterobacter spp. Species of S. aureus, Streptococci of group
C, Enterococcus sp. e Escherichia coli isolated from uterine smears was submitted to
Microbiological sensitivity test according to CLSE (2005). The antimicrobiological
sensitivity test in vitro demonstrated resistance to eritromycin in one specimen of
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus and intermediary resistance to cephalotin in E.
coli specimens. Antimicrobial activity in vitro of aqueous extracts (AE) of three plants:
Stryphnodendron adstringens, Kalanchoe pinnata and Kalanchoe brasiliensis, in AACT
standard form, was available. Results revealed antimicrobial activity of
Stryphnodendron adstringens (barbatimao) against Gram positive bacteria. A total of
57,1% mares presented endometritis in cytological exams. Out of the 12 females that
presented inflammation, nine were diagnosed with severe inflammation (>5 neutrophils
for field). In Pearson’s correlation to evaluate the relationship between the isolation of
pathogenic bacteria and uterine inflammation, a high correlation between the two
variable (r =0,94) was observed. Among the evaluated specimens, chronic endometritis
was diagnosed in 11 mares (52,3%); seven mares (33,3%) presented endometritis in
chronic and acute forms and in three mares (14,3%) acute endometrites were observed.
Fibrosis and infiltration of mononuclear cells were the most commonly found. On the in
Vivo testing with aqueous extract of S. adstringens, the 12 mares in which uterine
smears Gram positive bacteria was isolated were divided in 3 groups that received 3
different treatments: Group 1, uterine infusion with 20 ml of antibiotic (Penicillin and
streptomycin), group 2 infusion with 20ml of saline solution and group 3 infusion with
20 ml of aqueous extract of S. adstringens. The aqueous extract of S. adstringens has
variable effectiveness to inhibit Gram positive specimes isolated from uterus of mares,
partly differing from the in vitro results. The effect of Stryphnodendron adstringens
extracts suggests the need of further studies toward the isolation of the compounds
associated with the biological activity, to provide an alternative treatment to equine
bacterial endometritis.

Key words: Stryphnodendron adstringens, Endometritis, Mares.



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6
Figura7
Figura 8
Figura 9

Figura 10
Figura 11
Figura 12

Figura 13

Figura 14

LISTA DE FIGURAS

Arvore do Stryphnodendron adstringens..............ccceeeeeeueenn..
Aspectos botanicos: Kalanchoe brasiliensis, crescimento até
150 centimetros, presenga de folhas simples, opostas e
CATTIOSAS. ¢ vevvenvreneeeeeeseeseeeseenseensesseeseensessseseensesseesseessesseensesssenns

A e B= Aspectos botanicos de Kalanchoe pinnata: subarbusto
de ramos herbacecos, as flores sdo de coloracdo rosea e
apresentam-se em cachos no 4pice dos ramos, as folhas sdo
ovais, arredondadas na base e serrilhadas nas bordas................
Presenca de neutréfilos na amostra citoldgica (setas) obtida
através da colheita da secrecdo do utero de éguas indicando
processo inflamatorio (Obj.400X) .....ccceveeverieneenierieneeniennne

Identificacdo através da inspecdo, a ma coaptacdo dos labios
vulvares, determinando um quadro de pneumovagina (Egua

Presenca de secre¢do vulvar muco- purulenta através de
inspecdo vulvar (Egua 10).......ccocoviiiiiiiiiiiieeeee e

Exame ginecoldgico através do espéculo vaginal para
avaliagdo da vagina e cérvix (Egua 19).......cccovvieiiiniiniieninnns

Exame ginecoldgico através da palpacdo retal para avaliacao
do tonus uterino da égua (Egua 4).......cccceeevvevieeiiienieeiieeeeeens

Avaliagdo ultra-sonografica do corno uterino no estro com
presenca de dobras endometriais e fluido anecoico (Egua 8).....

Ultra-sonografia do utero de égua com presenga de fluido no
lamen uterino (EUa 10).........ooviviveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese s
Fluxograma para a identificacdo laboratorial de bactérias ........
Coleta de fragmento endometrial com auxilio da pinga de
bidpsia para realizagdo de exame histopatologico e
categorizagio do grau da lesdo endometrial (Egua 14)..............
Prevaléncia de bactérias isoladas de swabs obtidos de
secrecOes uterinas de 21 éguas susceptiveis selecionadas
através do histérico e exame ginecologico durante os anos de
2005 @ 2007 ...eeeeieierieeitee e
Classificacdo histopatologica do utero das éguas de acordo
com a faixa etaria categorizada............ccoecueeiieniieniienieeieee

07

10

12

31

56

56

57

57

58

59
60

64

70

77



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10
Tabela 11

Tabela 12

LISTA DE TABELAS

Métodos quantitativos para a interpretagdo de amostras
citologicas endometrias de €guas..........cocceevueeniieiieenienieeieene
Tipos de células e debris observados no exame citologico
ULETINO A€ EZUAS....ccuvieiiiiiiieiie ettt
Classificacdo do grau de endometrite...........ccccveevreerreecreennennnen.
Identificacdo das espécies estudadas e os nimeros de registros
das exsicatas depositadas nos herbarios do Jardim Botanico
(RJ) e TeresOpolis (RJ)....coouieiiiiiieiieeiieieeeeeeeeeee e
Escala de avaliagdo de tamanho ovariano e crescimento
folicular através da palpacao retal..........ccooceeiiiiiiiniiniieieen,
Resultados referentes aos exames citoldgicos, microbioldgicos
e histopatdgicos das 21 éguas classificadas como susceptiveis
antes do tratamento. .........ccceevueeierienieniereeeee e
Determinacdo da concentra¢do bactericida minima (CBM) do
extrato aquoso de Stryphnodendron adstringens frente as oito
cepas de Streptococcus equi subsp. zooepidemiccus .................
Relagdo entre microorganismos patogénicos isolados,
presenca de secrecdo e exames citologicos das éguas
SUSCEPHIVEIS. uvieirieiieriieeiieniie et eniteereesteesbeebeessaeeseessaesseenseaens
Relacao entre nimero de éguas e achados citoldgicos e cultura
de €gUas SUSCEPLIVEIS....ccuierieriieiieeie ettt eee et
Relacao entre a idade e bidpsia endometrial das 21 éguas.........
Resultados da cultura bacterioldogica uterina e bidpsia
endometrial em 21 éguas susceptiveis a endometrite.................
Dados referentes aos exames citologicos, bacterioldgicos e
histopatologicos das 12 éguas selecionadas, apds tratamento
com Antibidtico (controle positivo) ou soro fisioldgico
(controle negativo) ou barbatimao (teste).........ccceeevveeecrveernnenns

31

32
40

53

58

68

73

75

75
78

79

82



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

ATCC American Type Culture Collection

BHI Brain Heart Infusion

CIM Concentragao Inibitéria Minima

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
DLsg Dose Letal que mata 50% da populagao
HE Hematoxilina-eosina

mg Miligrama

mL Mililitro

NCCLS National Committe for Clinical Laboratory Standart
OMS Organiza¢ao Mundial de Saude

PMNs Polimorfonucleares

ug Micrograma



2.1
2.11

2.1.2
2.1.3
2.2

2.2.1
2.2.2
2.2.3
2.2.4
2.3

23.1
2.3.2
2.3.3
234
2.3.5
2.4

24.1
2.4.2
2.4.3
2.4.4
2.4.5
2.4.6
2.4.7

3.1
3.11

3.1.2
3.2

3.21
3.3

3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34

SUMARIO

INTRODUGAO. ... 1
REVISAO DE LITERATURA . ....coomooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 3
Plantas MediCINaIS.........cc.coueirerieirineiincese et 3
Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville..........cccoeveirenenieencnennn 6
Kalanchoe brasiliensis (Cambess. )..........ccvevuieieriieiiieieieecieeeeeve e 9
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. .........ccccoveviiiieiiieciececeeeeeeeeee e 11
ENAOMETIITE ... 13
Eguas resistentes € SUSCEPHVEIS. .........o..ovveveeeveeeeeerereseseesessesseseeesesseeneeees 15
Mecanismos de defesa Uterina. ..........ccceeeeveeeriiieeiiiecriee e 18
Microorganismos causadores da endometrite.............ceceevieenienieeneenneennen. 21
Patogenia microDIaNa...........ccccuieriiiriieiie ettt 23
Métodos de Diagnostico da Endometrite...........ooeeveeeeeeieieieieieieene, 24
Diagnostico clinico: histérico, exame fisico e palpagdo retal. ...................... 25
UItra-SOn0@rafia........c.ceeeuieeiiieeiieeesiee et et eee e e e e s e e e eaaeeeseaeeenes 27
(05 170) (0 T4 - TSRS 29
(311 1111 TR USRS 33
Bidpsia endometrial............cooooiiiiiiiiiiiiie e 35
Métodos de Tratamento da ENdOmetrite.........coccoevverneinivcnnccncces 43
ANTDIOTICOS. ..ttt st 44
SOIUGOES ANLI-SEPLICAS. .. eevvreurieeerieiieeieertieeteereeereeteeeaeeseeeereesaeeesseessneenseas 47
Estrogénio € 1avagem Uterina..........ceecvieriieriieriieeiieiee et 47
PIASIMA. ..o et 48
Ocitocina e analogos da prostaglandina.............ccceeevveeerieeiiiieeeiiee e 49
IMUNOMOAUIAAOTES.....c..vvieiiiieiiie e e e 50
Extratos de plantas...........coceeiiiiiienieiiee e 51
MATERIAL E METODOS.......c.oiuieirieesneeiesiessesssesssssesseseesesesennss 53
Obtencgdo da Matéria Vegetal..............cooooveiiieeiiiieiceceeeeeeee e 53
Preparo da matéria vegetal: Kalanchoe pinnata, Kalanchoe brasiliensis e 54
Stryphnodedron adstringENS...........cveeveeieeieieeieeeee et
Preparo dos eXtratos aqUOSOS.....cccuueeeuveeerireeeiieeerieeeieeeereeesreeeeaeeesreeesereees 54
ANTMBES. ..ttt ettt ettt b e 54
Exame ginecolOZICO.....ccuuiriiiiiiiiieiieie e 55
Obtencdo das amostras uterinas: analise laboratorial............................. 59
Cultura bacteriolOZICA. .......eevuieeiieiie ettt ettt ettt et seae e e saae e 59
Testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA).........ccccvveeeviiieeiiieecieeens 60
Determinagdo de fen6tipo de resisténcia a eritromicina...........ccceeeeveereveennenn. 61

Testes de sensibilidade aos extratos de plantas: triagem...........c..cccceeeveennennn. 62



3.35 Testes de sensibilidade aos extratos de plantas: determinacdo da

concentragdo bactericida minima do extrato de barbatimao (CBM)............. 62
3.3.6 CitoloZIa ULETINA. ....cveeueiiiiiieiieiteeie ettt 63
3.3.7 B10OPSI1 ULETINA. ...ttt st 63
3.3.8 Teste de eficacia dos extratos in VIVO: tratamentos............cceeceeeeerreerveneennnnns 64
34 ANALISE ESTALISTICA. .......cveieteiiieiiieie e 65
4 RESULTADOS E DISCUSSAO........vtiiriieiieeiieeieeiseieesesssesssessssenns 66
4.1 Exames dos animais e testes in VItr0.........cocooeireneniineneeeeeceeeee 66
4.2 Tratamentos — TeSES 1N VIVO........coiieiriieieieieeesee e 79
5 CONCLUSOES. ...ttt 84
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........o.viiiiieinrisriseiseeieeiseseeeenns 85
ANEXO 100
A - Ficha ginecoldgica das €QUAS .........ccceeriiiiieiieiieeieeie et 100
B - Ficha de EXxame CitOlOZICO......cc.eiiiiiiiiiiiieiiecieee et 101
C - Ficha de BiOPSia.......cccvieciiieiieiieeiieeiieeit ettt et sve et siae e e s aeensaessseenneenens 102
D - Resultados referentes ao histérico, exames ginecoldgicos e ultra-sonografia do
utero das 21 €guas eXaminadas..........c.ceeevuieeeiiieeiiieesieeertee et eree e e saee s 103
E - Classificacao histologica do endométrio das 21 éguas susceptiveis........ceeruveennee.. 104

F- Classificagdo histologica do endométrio de éguas susceptiveis, apds os
tratamentos com antibiotico, soro fisioldgico e extrato aquoso de barbatimdo a 10%. 109



1 INTRODUCAO

A endometrite ¢ uma das maiores causas de infertilidade nas éguas e tem um grande
impacto econdmico na industria eqiiina. As endometrites em consequéncia de infec¢des
bacterianas trazem sérias complicagdes a reprodugdo das éguas, resultando na diminuicao da
taxa de fertilidade. Um dos aspectos mais importantes para que se mantenha a gestacdo ¢ a
existéncia de um utero sem alteracdes anatdmicas e histologicas € um endométrio sadio. Desta
forma, o diagndstico de sub-fertilidade e infertilidade em éguas reprodutoras torna-se de
extrema importancia na tentativa de prevenir ou minimizar tais perdas economicas.

As infecgdes uterinas em éguas ciclicas tém desafiado clinicos veterinarios e
pesquisadores durante muitos anos (DIMOCK; EDWARDS, 1928; TRAUB-DARGATZ et
al., 1991 apud CAUSEY et al., 2006). Estas surgem devido a uma variedade de causas e tem
uma variedade de apresentagdes clinicas. Casos clinicos variam desde aqueles causados pela
susceptibilidade de éguas a infec¢do (a maioria) até infecgdes causadas por um patdgeno
reprodutivo especifico.

Os organismos isolados incluem, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus e
Escherichia coli, os mais patogénicos, Klebsiella pneumonie, Pseudomonas aeruginosa, ¢
Taylorella equigenitalis. Bactérias anaerobias como Bacteroides fragilis também aparecem
como causa de infec¢do principalmente em éguas no periodo pds-parto € no cio do potro
(RICKETTS; MACKINTOSH, 1987). Algumas cepas destas bactérias tém desenvolvido
resisténcia a multiplos antibioticos e isto tem feito com que os tratamentos se tornem cada vez
mais dificeis.

Entender as causas da infeccdo e dos processos subjacentes ¢ necessario para
estabelecer novas terapias. Varios tratamentos tém sido adotados na intencdo de curar a
endometrite. Lavagens intra-uterinas com solucao salina, antibioticoterapia sistémica ou local,
infusdes com solucdes anti-sépticas, t€ém sido empregadas. Entretanto estas terapias possuem
limitado sucesso ¢ podem estar associadas ao estabelecimento de resisténcia as bactérias e
infeccdes fungicas. Terapias como plasma intra-uterino, tém sido utilizadas por alguns
veterindrios, porém com resultados controversos.

Nos ultimos 15 anos, a resisténcia microbiana as multiplas drogas vem aumentando

progessivamente e se tornando um problema mundial, ameagando os tratamentos das doencas



infecciosas, pois existem relatos de varios casos de patdgenos comuns resistentes a quase
todos os antibacterianos disponiveis no mercado (VIKSVEEN, 2003). Por isso, torna-se
necessaria e urgente a busca de novos agentes antimicrobianos.

O interesse em terapias alternativas tem crescido e o uso terapéutico de produtos
naturais, especialmente aqueles derivados de plantas. A utilizagdo de plantas medicinais como
terapéutica pode ser considerada simples, de baixo custo e bastante eficaz.

O conhecimento da biodiversidade existente e o estabelecimento de estratégias de
utilizagdo das plantas medicinais, ainda se constituem em uma area de pesquisa relativamente
recente no pais. O nimero de pesquisas relacionadas a utilizagdo de plantas medicinais ainda
¢ muito reduzido se comparado com as espécies que necessitam de estudos.

A sistematica de investigar extratos de plantas com atividade antibacteriana representa
um esfor¢o continuo em encontrar novos componentes com atividade para agir contra
bactérias multi- resistentes (SUFFREDINI et al., 2004).

Apesar de muitas plantas serem utilizadas como antimicrobiano e anti-inflamatoério,
poucas tém sido submetidas a pesquisa cientifica para determinar o seu potencial terapéutico.
Assim, estudos cientificos sdo fundamentais, pois possibilitam a transformacdo segura e
eficaz de uma planta em um medicamento de qualidade, diferente do uso baseado na crenca
popular. Matos (2000), afirma que a avaliagdo de novas drogas vegetais através da pesquisa ¢
o caminho para que se possa fazer o correto aproveitamento das plantas medicinais e seus
derivados aplicados a fitoterapia.

As plantas aparecem como uma op¢do na substituicio de medicamentos
antimicrobianos que tenham levado ao estabelecimento de resisténcia além destes produtos
apresentarem desvantagens como: custo elevado, inducdo de resisténcia, poluicdo do meio
ambiente e contaminagao dos alimentos através dos residuos.

Este trabalho se propde a avaliar a atividade de extratos aquosos de plantas no utero de
éguas susceptiveis a endometrite, visando estabelecer métodos alternativos de tratamento para
a endometrite infecciosa e desta forma contribuir significativamente para o incremento da
taxa de fertilidade em éguas susceptiveis a infec¢des uterinas e na pesquisa com plantas

naturais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas ¢ tdo antigo quanto a
civilizagdo humana e, por longo tempo, produtos minerais, animais e vegetais foram as
principais fontes de drogas (RATES, 2001).

As mais antigas obras sobre medicina e plantas medicinais surgiram na China e no
Egito, no livro de PenTSao-Ching (2700 aC) e nos Papiros (1500 aC), bem como na Biblia
escrita pelos hebreus. Hipocrates (460-361 aC), Teofrasto (225 aC) e Dioscorides (20 dC),
que por mais de 1500 anos influenciaram a farmacia, foram autores de varios e valiosos
volumes sobre vegetais usados na cura de enfermidades (CARVALHO, J., 2004).

Desde os tempos mais remotos, o homem tenta aliviar o sofrimento causado pelas
doencgas através da ingestdo de misturas ou partes vegetais, cujas propriedades terapéuticas
quase sempre s3o conhecidas pela medicina folclérica (BLACK, 2002).

Segundo Oliveira e Silva (1994) o descobrimento das propriedades curativas foi no
inicio meramente intuitivo ou, pela observagdo dos animais quando doentes que buscavam nas
ervas a cura para as suas afeccoes.

Durante a Idade Média (entre os séculos XIV e XV), quando o progresso da ciéncia
empirica foi minimo, gragas as escolas arabes, partes dos antigos textos foram preservadas e
seus contetidos passados para o ocidente (CARVALHO, J., 2004).

No Brasil, as contribui¢des dos indios, escravos e imigrantes, representaram papel
importante para o surgimento de uma medicina popular rica e original (SIMOES et al., 1986).
Em todo o mundo, a fitoterapia foi peca essencial do arsenal terapéutico até meados do século
XIX.

Ja no inicio do século XX, a consolidagdo do processo de industrializa¢do e o aumento
na produgdo de compostos terapéuticos sintéticos, mais puros, ativos € com menos efeitos
colaterais, aliados ao dificil controle de qualidade dos extratos vegetais utilizados,
ocasionaram uma preferéncia mundial pelos medicamentos farmacéuticos industrializados
(TOLEDO, 2002). Neste periodo, as plantas medicinais perderam a importancia e passaram a

serem utilizadas somente como terapia alternativa no Brasil, e em outros paises do terceiro



mundo, onde cerca de 70 a 80% da popula¢do ndo tinha acesso a assisténcia farmacéutica
(CARVALHO, J., 2004).

A partir do desenvolvimento das sulfonamidas, em 1930, e da penicilina e
estreptomicina, em 1940, muitas novas classes de agentes antibacterianos foram
desenvolvidas, como a tetraciclina, as quinolonas e os aminoglicosideos (NORBY; NORD,
2005). A moderna terapia antimicrobiana ndo apenas reduziu acentuadamente a taxa de
morbidade e de mortalidade humana causadas pelas infeccdes, mas também evitou a
occorréncia de varias doengcas (COHEN, 1992). Porém, simultaneamente ao crescente
desenvolvimento de varios agentes antibacterianos, houve também um rapido aumento na
incidéncia de resisténcia antibacteriana (NORBY; NORD, 2005).

No decorrer das ultimas décadas, observa-se, em varios paises, uma diversificacdo do
quadro, recolocando os produtos naturais em pauta na disputa pelo mercado farmacéutico.
Nota-se um retorno do interesse pelas plantas medicinais, devido a grande procura por
terapias alternativas. Isto se deve principalmente a ineficacia de alguns produtos sintéticos, ao
alto custo dos medicamentos alopaticos e a busca da populacdo por tratamentos menos
agressivos (RIBEIRO; LEITE; DANTAS-BARROS, 2005).

Segundo Fernandes, T. (2004), o interesse pelos produtos naturais tem origem em
fatores comportamentais, bioldgicos, farmacologicos, biotecnologicos e quimicos, €
resultaram em uma mudanca na estratégia das empresas, que passaram a visar o mercado dos
produtos originados de plantas.

Os medicamentos fitoterapicos sdo preparagdes farmacéuticas (extratos, tinturas,
pomadas e capsulas) de ervas medicinais, obtidas a partir de uma ou mais plantas, que podem
ser utilizadas para o tratamento de varias doencas. Dentre as inumeras vantagens dos
fitoterapicos estdo seu largo uso terapéutico, baixo custo e a grande disponibilidade para a
populacdo de baixa renda (CALIXTO, 2000).

O uso popular ou mesmo tradicional ¢ insuficiente para validar cientificamente as
plantas medicinais como fitoterapicos eficazes e seguros, pois esta pratica ¢ feita de modo
empirico sem o conhecimento do verdadeito potencial terapéutico (MATOS, 1999).

Com o crescente interesse da sociedade pelas plantas medicinais, tornam-se
importantes e necessarios estudos criteriosos para que haja comprovacao ou nao dos seus
efeitos terapéuticos-farmacolégicos e possiveis efeitos colaterais (CORREA et al., 2003).

A escolha das plantas a serem avaliadas em um estudo deve ser feita de forma

cuidadosa, observando o uso e forma de administracdo na medicina popular, bem como os
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possiveis efeitos toxicos observados. Aliado a isto, faz-se necessario o conhecimento e
experiéncia da populagdo e da cultura local ou informagdes sobre composi¢do quimica,
relacionando ao género ou familia e dos possiveis compostos com atividade quimica e
farmacolédgica definidas, presentes na planta em estudo (CECHINEL-FILHO; YUNES,
1998).

Apesar dos efeitos colaterais na utilizacdo dos fitoterapicos serem menos freqiientes
do que das drogas sintéticas, os testes clinicos atestam que eles existem. H4 poucos dados
sobre a eficacia, seguranca e qualidade de muitas plantas medicinais, e a sua larga utilizacao
ndo ¢ suficiente para validd-las eticamente como medicamentos seguros e eficazes
(CALIXTO, 2000). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) descreve que o consumo de
fitoterapicos atinge cerca de 80% da populagdo mundial, movimentando cerca de um bilhao
de reais por ano s6 no mercado brasileiro (RATES, 2001).

O aumento da comercializagdo de produto fitoterdpico provocou algumas discussoes
enquanto a qualidade destes produtos. No Brasil, em 2000, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) - do Ministério da Saude, normatizou o registro de produtos
fitoterapicos, Resolugdo RDC 17/2000 (ANVISA, 2000) e definiu o medicamento fitoterapico
como "toda preparacdo farmacéutica que utiliza como matéria-prima parte da planta como
folha, caules, raizes, semente, componentes ativos exclusivamente de origem vegetal”.

Em 2004, a Anvisa publicou a Resolucao RDC 48/2004 atualizando a normatizagao de
registro de medicamentos fitoterapicos, onde prevé a necessidade da comprovagdo do tripé:
eficacia, seguranca e qualidade destes produtos, garantindo a qualidade do medicamento ao
consumidor (ANVISA, 2004). Esta resolu¢do revolucionou este setor, em func¢do
principalmente, da escassez de informagdes cientificas quanto ao uso de plantas medicinais.

Aproximadamente 20% das plantas encontradas no mundo tém sido submetidas a
testes farmacoldgicos e biologicos, € um numero substancial de novos antimicrobianos
introduzidos no mercado sao obtidos de recursos naturais e semi-sintéticos. Foi reportado que
entre os anos de 1983 e 1994, de 93 novos agentes antibacterianos submetidos a andlises pelo
FDA, seis eram produtos naturais, 45 eram produtos semi-sintéticos modelados de
procedéncia de produtos naturais (SUFFREDINI et al., 2004).

Viérios fitoterapicos tém sido utilizados pela populacdo de forma empirica, como
antiinflamatdrios. Muitos ja foram e estdo sendo analisados com o objetivo de caracterizar os
principios ativos quanto a sua constituicdo quimica, seus efeitos terapéuticos e efeitos

colaterais e finalmente, se possivel, sintetizar o principio ativo (CARVALHO, J., 2004).



O Brasil detém a maior diversidade biol6gica do mundo, contando com uma rica flora,
que abriga 120 mil espécies de plantas, aproximadamente um quarto de todas as espécies
conhecidas (Ibid.), despertando interesses de comunidades cientificas internacionais para o
estudo, conservagdo e utilizagdo racional destes recursos (SOUZA C.; FELFILI, 2006).
Segundo Nodari ¢ Guerra (2000), somente 8% das espécies vegetais da biota brasileira foram
estudadas em suas propriedades medicinais, sendo que apenas 590 espécies foram registradas
no Ministério da Saude.

No Brasil, o crescimento do mercado de medicamentos fitoterapicos ¢ da ordem de
15% ao ano, enquanto o crescimento anual do mercado de medicamentos sintéticos gira em
torno de 3 a 4% (ABIFISA, 2002). Segundo pesquisadores, 0 mercado mundial de produtos
farmacéuticos, cosméticos e agroquimicos somam aproximadamente U$ 400 bilhdes ao ano, o
que d4 a dimensdo da enorme oportunidade existente para os produtos brasileiros (DIAS,

1996).

2.1.1 Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville.

Stryphnodendron: do grego Stryphos, duro, e dendron, arvore. Apresenta os seguintes
sindénimos: Stryphnodendron barbatiman (Mart.), Stryphnodendron barbadetiman (Vellozo)
Mart., Stryphnodendron barbatimao (Mart.), Mimosa barba de timam (Vellozo) Mart.,
Mimosa virginalis (Arruda), Acacia adstringens (Mart.).

E conhecido popularmente como: abaramotemo, barbatimio-verdadeiro, barba-de-
timao, casca da virgindade, iba-timao, ibatimo, paricarana, uabatimd, ubatima, chordozinho
roxo, paricana e casca da mocidade (CAMARGO, 1985).

Planta arborea da familia Leguminosae, subfamilia Mimosoideae de pouca folhagem.
E uma arvore do cerrado brasileiro, com 4 a 5 metros de altura, com didmetro do tronco de 20
a 30 centimetros e ramos tortuosos (CORREA, 1926-1975). Possui pequenas folhas palmadas
com foliolos ovais, pequenas flores avermelhadas ou esbraquicadas pequenas dispostas em
espigas cilindricas, e frutos sob a forma de vagens grossas e escamosas de 10 centimetros de
comprimento, que encerram sementes similares a grios de feijio (CORREA et al., 2003). O
florescimento ¢ em setembro, prolongando-se até o final de novembro. Os frutos amadurecem

entre julho e setembro (LORENZI, 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Arvore do Stryphnodendron adstringens (UNITINS, 2005).

A casca do Stryphnodendron adstringens fornece material tintorial vermelho, muito
utilizado pelas industrias para produzir tinta de escrever. Possui grande efeito adstringente,
por isso é muito empregada nas industrias de curtume (CORREA, 1926-1975). Em
levantamento feito por Verde, Paula, Carneiro (2003) e Nunes et al. (2003), em Goias e
Campo Grande respectivamente, demonstraram que o barbatimdo estd entre as plantas
medicinais mais utilizadas pela populacao.

O uso terapéutico inclui quadros diarréicos, diabetes mellitus, escorbuto e flatuléncia.
E aplicada externamente em ferimentos, como efeito cicatrizante e anti-séptico, hemorréidas e
irritagdes vaginais, oftalmias crdnicas, atrofia, atonia e ulceras (PENNA, 1930). Além destas
aplicabilidades, na medicina caseira, o decocto das cascas da planta ¢ amplamente empregado
na maioria das regides do Brasil no tratamento da leucorréia, hemorragias e na forma de gotas
contra conjuntivite (MACEDO; FERREIRA, 2004). Estas atividades devem-se a riqueza em
taninos presentes na casca da planta (SANTOS et al., 2006). Segundo Souza T. et al. (2007),
os taninos sdo os metabolitos secundarios presentes nas cascas, apresentando, entre outras,
atividade antimicrobiana.

Existem trés hipdteses quanto ao mecanismo de agdo dos taninos sobre as bactérias e
fungos: inibicdo de enzimas dos microorganismos e/ou ligacdo com o subtrato dessas

enzimas; através da agdo sobre a membrana celular, modificando seu metabolismo ou, ainda,



pela complexacdo dos taninos com ions metalicos, diminuindo a disponibilidade desses ions,
que sdo essenciais a0 metabolismo dos microorganismos (LOQUERCIO et al., 2005).

Lopes et al. (2003) verificaram a atividade bactericida através da avaliacdo da
concentrag@o inibitdria minima, ¢ observaram que o extrato das cascas de Stryphnodendron
adstringens demonstra atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (125ug/ml) e
Bacillus subtilis (250pg/ml), porém nao houve atividade inibitoria para Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli (CIM > 1000ug/ml).

Toledo (2002) observou que o extrato obtido das cascas de Stryphnodendron
adstringens possui atividade antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus ¢ Bacillus subtilis. Também foi descrito na literatura, atividade tripanocida
(HERZOG-SOARES et al., 2002 apud SOUZA T. et al., 2007), antiinflamatéria, antioxidante
e antiviral dos extratos (MELO et al., 2007).

Em sua composi¢ao quimica encontram-se acidos elagico, galico, além de flavonoides,
taninos, alcaldides, agucares, terpenos, estilbenos, estedides e inibidores da tripsina e de
proteases (VASCONCELOS et al., 2004).

Os taninos, sdo substancias vegetais, produtos do metabolismo secundario das plantas
(VITAL et al., 2004), que formam complexos com proteinas, formando uma camada protetora
no processo de cura de feridas, queimaduras, inflamagdo e tulcera gastrica (SANTOS;
MELLO, 2000), sendo capazes de inativar adesinas e enzimas bacterianas, além de formarem
complexo com polissacarideos (COWAN, 1999).

Panizza et al. (1988), estudaram a atividade cicatrizante da casca do barbatimao a 1%.
Estes realizaram uma incisao de 0,8cm de didmetro em camundongos e observaram que além
de diminuicdo do processo inflamatoério a cicatrizacdo foi mais rdpida que a do grupo
controle.

Lima, Martins e Souza Jr. (1998), demonstraram atividade antiinflamatoéria do extrato
bruto de barbatimdo, através do modelo de inflamacdo aguda em patas de ratos, onde a
diminui¢do do edema ocorreu na dose de 400 a 800mg/Kg. Este efeito também foi observado
em modelo de inflamagdo cronica. O extrato teve efeito significativo na redu¢do do exsudato
e na migracdo de leucdcitos em andlise pleural de ratos, e na dose de 800mg/Kg, reduziu a
permeabilidade vascular.

Em um estudo realizado com o objetivo de avaliar a atividade antibacteriana do

Stryphnodendron adstringens frente ao Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e



Escherichia coli, com o método de difusdo em agar pela técnica do pogo, foi observada
atividade para todas as bactérias testadas (ALVES, 2000).

Segundo Souza T. et al. (2007), em estudo feito com extrato seco das cascas de
Stryphnodendron adstringens frente a duas bactérias Gram positivas ¢ uma Gram negativa
determinou a concentragdo bactericida minima (CBM) através da técnica de diluicdo em
tubos. A atividade antimicrobiana do extrato seco foi avaliada pelo método de difusdo em
agar. O extrato apresentou valores de CBM de 50 mg/ml frente a Staphylococcus aureus e
75mg/ml contra Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli e no teste de difusdo em agar,
Staphylococcus aureus, apresentou maior sensibilidade ao extrato seco que as outras
bactérias. Audi et al. (2004), avaliaram a atividade antibacteriana da casca de barbatimao e
observaram atividade contra Staphyloccoccus aureus e Pseudomonas aeruginosa e resisténcia
a Escherichia coli.

Rebecca et al. (2002), em estudo feito com extrato acetonico bruto das cascas de
Stryphnodendron adstringens em ratos, demonstraram baixa toxicidade em doses de até
2.000mg/kg, e obtiveram uma DL 50 de 2.699 mg/kg, porém, se utilizada por periodo de
tempo prolongado nas doses de 800mg/kg a 1600mg/kg pode trazer efeitos toxicos em

animais.

2.1.2 Kalanchoe brasiliensis (Cambess.).

A sinonimia botanica é descrita como Kalanchoe crenata. E conhecido popularmente
como: saido, coirama-branca, folha grossa, folha suculenta, folha de sapo, folha da costa ou
orelha de monge (CORREA, 1926-1975).

Pertencente a familia Crassulaceae, com ocorréncia comum em regides tropicais do
Brasil ¢ Africa, onde é empregada na medicina tradicional (ADENIKE; ERETAN, 2004). No
Brasil, esta espécie aparece desde a Bahia até Sdao Paulo, predominantemente na regido
litoranea (CORREA, 1926-1975).

Apresenta caracteristicas botanicas como sendo um vegetal perene, com crescimento
até 150 centimetros de altura, presenca de folhas simples, alternas, opostas, carnosas,
lanceoladas, apresentando gemas na sua bainha (Figura 2); flores hermafroditas, com corola

amarelo-laranja, mais comprida que o calice e o fruto possui semente com endosperma

(CORREA et al., 2003).
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Figura 2. Aspectos botanicos: Kalanchoe brasiliensis, crescimento até 150 centimetros, presenca de
folhas simples, opostas e carnosas (SILVA, 2007)

A origem da planta ¢ incerta, sendo citada como origem indigena (BARROSO, 1991),
como originaria do Brasil (SOUZA V.; LORENZI, 2005) ou oriunda da Africa (LISBOA;
FERREIRA; SILVA, 2006).

De acordo com Mourdo et al. (1999) as folhas de Kalanchoe brasiliensis, sdo usadas
externamente como um agente antiinflamatdrio nas artrites, injlrias, abscessos ¢ aumento do
linfonodos. Foi evidenciada atividade antimicrobiana in vitro contra Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Candida albicans, além de
efeito inibitério da colinesterase, agdo antiflingica e analgésica (TREVISAN et al., 2006),
efeito hipotensor, antiinflamatério (CORREA et al., 2003) e larvicida e imunomoduladora
(TREVISAN et al., 2006).

Em estudo realizado por Silva (2007a), ndo foi observada sensibilidade in vitro das
cepas de Streptococcus sp. e Escherichia coli frente ao 6leo essencial de Kalanchoe
brasiliensis. Porém, foi detectada inibi¢do frente aos espécimes de bactérias Gram positivas
de Staphylococus aureus, incluindo amostras multiresitentes e sensiveis a meticilina.

Uma variedade de fitoconstituintes ja foi revelada em Kalanchoe brasiliensis como
flavondides glicosilados, taninos e esterdides (TREVISAN et al., 2006).
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O extrato hidroalcoolico das folhas frescas da espécie Kalanchoe brasiliensis
(Cambess) demonstrou propriedade inibitéria da colinesterase em experimentos realizados
com musculo reto abdominal isolado de sapos. Nestes experimentos, o efeito inibitdrio da d-
tubocurarina nas respostas contrateis provocadas por acetilcolina foi efetivamente bloqueado
pelo extrato. O mesmo efeito inibitério ocorre com a prostigmina, um anticolinesterasico
conhecido. A observacdo destes efeitos possibilitou: atribuir ao extrato da planta uma
atividade anticolinesteréasica e, considerar que flavondides glicosilados, revelados através de
uma abordagem fitoquimica do extrato hidroalcoolico, poderiam ser os responsaveis por este
efeito inibitdrio da colinesterase (TREVISAN et al., 2006).

Trabalhos realizados por pesquisadores da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
UFRJ, demonstraram que o sumo de saido impede o desenvolvimento da inflamagao
semelhante a artrite em animais de experimentagdo e provoca a diminui¢do na quantidade de
células do sistema imunolégico (linfocito B e T). Essa supressdo imunologica provoca
inibi¢ao do crescimento de células tumorais em cultura e do desenvolvimento de tumores no

dorso e peritonio de animais de experimentagdo (KOATZ, 2007)

2.1.3 Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.

E discrito na literatura como sinonimia botanica o Bryophyllum calycinum,
Bryophyllum germinans, Bryophyllum pinnatum, Cotyledon calycina, Cotyledon calyculata,
Cotyledon pinnata, Cotyledon rhizophilla, Crassuvia floripendia, Crassula pinnata, Sedum
madagascariense ¢ Verea pinnata.

E uma planta perene da familia Crassulaceae, popularmente conhecida como coirama
vermelha ou folha da fortuna, coirama-brava, orelha de monge, erva da costa, regionalmente
como pirarucu. Trata-se de um subarbusto de ramos herbaceos cobertos de penugem. As
flores sdao de coloragdo rdsea e apresentam-se em cachos no apice dos ramos, as folhas sao
ovais, arredondadas na base e serrilhadas nas bordas. Os frutos sdo constituidos de pequenas

capsulas contendo sementes (Figura 3) (SILVEIRA; RODRIGUES; PAULO, [2007]).
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Figura 3. A ¢ B= Aspectos botanicos de Kalanchoe pinnata: subarbusto de ramos herbaceos, as flores
sdo de coloragdo rosea e apresentam-se em cachos no apice dos ramos, as folhas s3o ovais,
arredondadas na base e serrilhadas nas bordas. (STARR,F.; STARR, K., 2002)

E nativa da Africa, encontrada em paises com clima tropical, e amplamente
disseminada no Brasil apresentando facilidade de adaptagdo climatica, pelo seu carater
invasor (SCHMITT et al., 2003). A Kalanchoe pinnata ¢ muito utilizada em medicina popular
para o tratamento de diversas afecgdes, como por exemplo, em lesdes gastricas, como
antiinflamatério, imunossupressor, anti-leishmaniose, analgésico, antipirético, antimicrobiano
das vias urindrias e genitais, antifungico e antidiabético. Estas atividades estdo relacionadas
aos seus constituintes quimicos, representados essencialmente por flavonoides glicosidicos,
taninos, lipideos, terpenos e alcaldides, entre outros (STEVENS et. al., 1995).

As folhas sdao amplamente utilizadas na fitoterapia popular como tonica e no
tratamento de ulceras, gastrite, asma, tosse, aftas, calos, leucorréia, inflamacdes na gengiva,
no intestino e nos tenddes, usadas também no tratamento de lesdes, abcessos, erisipelas,
queimaduras e de osteoporose. Possui atividade anti-malarial e anti-histaminica. O seu efeito
imunossupressor deve-se a presenca de acidos graxos, a exemplo de acido palmitico, acido
estearico e acido araquidonico. A propriedade anti-leishimanial ¢ atribuida a ativagdo de
intermediarios do 6xido nitrico, enquanto que a propriedade antibacteriana esta relacionada a
briofilina, um antibiético natural (SILVEIRA; RODRIGUES; PAULO, [2007?]).

Existe uma diversidade de constituintes quimicos que sdo responsaveis por todas estas
propriedades terapéuticas. Dentre eles os flavondides, que auxiliam no processo de

cicatrizagdo, calcio, acido succcinico, acido malico, acido citrico e acido latico. Também
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existem aminoacidos como arginina, que ¢ anticancerigeno e fertilizante; glicina, que reduz a
quantidade de 4cido urico no organismo e histidina. Os bufadienolideos que estdo presentes
nas folhas de Kalanchoe pinnata promovem uma atividade anti-tumoral; dentre eles destaca-
se 0 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato e a briofilina, sendo que esta ultima exibiu uma
inibi¢do do tumor mais acentuada entre as combinagdes testadas (GLAND; GUPTA, 1973).

Esta planta possui uma agdo anti-colinesterasica, potencializando a resposta depressora
da acetilcolina, o que a torna contra-indicada para individuos hipotensos. Seu mecanismo de
acdo ¢ a estimulacdo de 6xido nitrico (NO) que tem como a¢do a inibicdo de citocinas
inflamatorias, ou impedir a producdo de mediadores inflamatdrios locais (SILVEIRA;
RODRIGUES; PAULO, [2007]).

Schmitt et al. (2003) demonstraram pelo método de diluigdo em tubo, que o decocto da
folha de Kalanchoe pinnata (Bryophyllum pinnatum), tem agdo bactericida sobre bactérias
Gram-positivas (Staphylococccus sp., Streptococcus sp.), mas ndo tem agdao nas bactérias
Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa).

Os testes toxicologicos realizados sobre Poecilia reticulada e citotoxico sobre Artemia
salina demonstraram que Kalanchoe pinnata ndo apresenta nenhum tipo de toxicidade.
(SILVEIRA; RODRIGUES; PAULO, [2007?]).

2.2 Endometrite

A endometrite ¢ uma inflamacgdo do endométrio uterino (SELLNOW, 2007), muito
comum em éguas (TROEDSSON, 2006), e causa sérias perdas econdmicas (SELLNOW,
2007), ocorrendo em 25-60% das éguas vazias (BAIN, 1966 apud LEBLANC; MAGSIG;
STROMBERG, 2007).

E mais comumente associada a infec¢des bacterianas aerdbicas mas, também pode ser
causada por bactérias anaerdbicas, pneumovagina, acimulo de urina, sémen, infusdo intra-
uterina com substancia irritante (RIDDLE et al., 2005), fungos e protozoarios (RIBAS, 1998).

Troedsson (1999) classifica as infecgdes uterinas como venéreas, cronicas ou infecgao
transitoria pos-cobertura. As infecgdes venéreas sdo causadas pelo garanhdo, disseminando
um patdégeno reprodutivo virulento entre as éguas, como por exemplo, a Taylorella
equigenitalis, Klebsiella pneumonie (DIMOCK; EDWARDS, 1928; PLATT; ATHERTON;
ORSKOV, 1977) e Pseudomonas aeruginosa (HUGHES et al.; 1966 apud CAUSEY, 2006).

Em contraste, as infec¢des cronicas sdo infecgdes oportunistas persistentes em éguas que tém
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tendéncia a contaminacao uterina devido a defeitos de conformacao perineal, pneumovagina,
trauma durante o parto e perda de contratilidade uterina (LEBLANC et al., 1998) em
associacdo com a expressdo dos fatores de viruléncia bacterianos: aderéncia, produgdo de
biofilme ou resisténcia a fagocitose. Sempre aparecem como infec¢des persistentes associadas
a bactérias Gram negativas em éguas velhas. E, finalmente, a infec¢do pds-cobertura que
ocorre seguida a monta natural ou inseminagao artificial (TROEDSSON, 1996).

Segundo Watson (2000) a endometrite eqiiina possui varias classificagdes:
endometrite aguda, aparecendo ap6s cobertura ou associada a infec¢des venérias, endometrite
infecciosa cronica, endometrite persistente pds-cobertura e endometriose (endometrite
degenerativa cronica)

Hurtgen (2006) descreve que a condi¢do inflamatoria do utero pode ser categorizada
como aguda, cronica, ativa, subclinica, pds-parto, bacteriana, fungica, viral, induzida pela
cobertura, persistente, ¢ outras. Esses termos, segundo o mesmo autor, podem ser utilizados
associados quando detectado uma inflamagao no utero da égua.

Ja Sellnow (2007), cita que existem basicamente, trés categorias de endometrite:
endometrite infecciosa aguda, que ocorre mais comumente em éguas velhas, pluriparas,
caracterizada por intensa infiltracdo neutrofilica no endométrio, que secretam substancias
citotoxicas para o embrido impedindo a implantacio (WATSON, 1988), infeccao uterina
cronica e endometrite persistente induzida pela cobertura.

Pensava-se que a resposta inflamatoria apds a cobertura era exclusivamente devido a
contaminagdo bacteriana do utero no momento da monta ou inseminagdo (PYCOCK apud
SELLNOW, 2007). Atualmente, ¢ aceito que os espermatozodides, juntamente com as
bactérias sdo responsaveis pela resposta inflamatdria aguda no ttero das éguas pds-cobertura
ou insemina¢do (BRINSKO et al., 2003). Esta resposta inflamatdria aguda apds a cobertura
ou inseminagdo artificial ¢ um evento fisioldgico esperado apds a introdugdo de
espermatozodides, bactérias, contaminantes (TROEDSSON, 1995) e debris celulares
(SELLNOW, 2007).

Estas infec¢des pos-cobertura duram menos de 48 horas, porém em éguas susceptiveis
pode ser prolongado o suficiente para impedir a gestacdo (CASEY, 20006).

Kotilainen et al. (1994 apud MALSCHITZKY et al., 2007), demonstraram que, quanto
maior for o numero total de espermatozdides da dose inseminante, mais intensa ¢ a resposta

leucocitaria. Fiala et al. (2007), observaram que a quantidade de neutréfilos na luz uterina foi
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maior nas ¢€guas inseminadas com um bilhdo de espermatozdides do que naquelas
inseminadas com menores nimeros, duas € quatro horas apos a inseminacgao.

Segundo Troedsson et al. (1995 apud METCALF, 2000), esta resposta ocorre devido a
natureza antigénica do espermatozoide, especificamente a ativagdo do complemento e deve
ser modulada pela presenga de plasma seminal. A inflamagdo uterina transitoria pos-
inseminacao ¢ importante e serve para limpar o utero do excesso de espermatozdides e debris.
Os subprodutos deste evento aparecem como fluido, que deve ser naturalmente eliminado,
deixando o tutero estéril dentro de poucos dias (PYCOCK, 1990).

O transporte de espermatozoides do utero ao oviduto ¢ completado em quatro horas
ap6s a cobertura (BRISKO; VARNER; BLANCHARD, 2003), e somente um pequena
nimero dos espermatozoéides ejaculados ou inseminados alcangam o oviduto (SCOTT; LIU;
OVERSTREET, 1995).

Segundo Troedsson (1997 apud CARD, 2005), o plasma seminal deprime a resposta
inflamatéria endometrial aos espermatozdides em éguas cobertas por monta natural ou
inseminacdo artificial com sémen fresco ou resfriado. Entretanto, se a endometrite persistir
por mais de quatro a cinco dias apds ovulagdo, isto ¢ incompativel com a sobrevivéncia
embrionaria (NEELY; LIU; HILLMAN, 1983; SELLNOW, 2007; WATSON, 1988).

O aumento da contracdo miometrial ¢ também responsavel pela eliminagdao de
espermatozodides do Utero através da cérvix logo apds a cobertura (TROEDSSON, 2006). O
rapido transporte dos espermatozdides que chegam até o oviduto coincide com o aumento das
atividades uterinas (KATILA; SANKARI; MAKELA, 2000). Porém, nem todos os
espermatozodides excedentes sao removidos através deste mecanismo, sendo necessario outros
mecanismos de limpeza uterina (TROEDSSON, 2006).

O pico da inflamagdo endometrial ocorre 12-24 horas apds cobertura (CARD, 2005;
KATILA, 2001). Segundo Kotilainen, Huhtinen e Katila (1994), o utero reage rapidamente a
presenca do sémen através de um aporte de neutrédfilos, que sdo identificados no utero 30
minutos apds a cobertura. Esta resposta objetiva a eliminacdo do excesso de espermatozodides

e daqueles defeituosos ou mortos.

2.2.1 Eguas resistentes e susceptiveis

O fator mais importante na eficiéncia reprodutiva em éguas ¢ a habilidade em manter

um ambiente no lumen uterino compativel com o embrido ¢ a vida fetal (ASBURY; LYLE,
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1993). O limen uterino de uma ¢égua fértil normal ¢ bacteriologicamente estéril (JACOB et
al., 2002). Este ¢ mantido livre de contaminantes através de mecanismos fisicos,
imunoldgicos e de um sistema linfatico funcional (MALSCHITZKY et al.,, 2007). As
barreiras fisicas que impedem o acesso de microorganismos ao utero sdo a vulva, prega
vestibulo-vaginal e a cérvix (LEBLANC et al., 1995).

As ¢éguas, ao contrario de outras espécies domésticas de grande porte, apresentam
relaxamento completo da cérvix durante o estro, de forma que o garanhdo ejacula diretamente
dentro do tutero, na monta natural (DAY; MIILLER, 1940 apud AMARAL et al; 1999).
Mesmo na inseminagdo artificial, o sémen ¢ depositado no limen uterino, portanto as
barreiras fisicas sdo ultrapassadas, sendo o espermatozoide, proteinas do plasma seminal e
bactérias do sémen e do pénis do garanhdo, responsaveis pela inducdo de uma resposta
inflamatoria aguda (TROEDSSON, 1997).

Um volume significativo de fluido seminal depositado dentro do utero deve ser
eliminado antes do fechamento da cérvix. O tempo para eliminagao do fluido € critico, pois o
embrido desce da tuba para o utero cinco dias apos a ovulagdo (NOAKES et al., 1996). Em
muitas éguas a endometrite pds-cobertura se resolve espontaneamente dentro de 24 a 48 horas
¢ 0 ambiente uterino torna-se compativel com a vida embrionaria e fetal (SELLNOW, 2007).
Falhas na eliminacao deste fluido e debris resultam numa colecao de liquido dentro do limen
uterino durante o diestro (ADAMS et al., 1987), provocando morte embriondria por agdo
direta ao embrido e por lise do corpo luteo (NOAKES et al., 1996).

Algumas éguas, geralmente mais velhas e pluriparas, desenvolvem uma deficiéncia
imunologica local e falham em combater a inflamagdo uterina aguda estimulada pelo coito,
pela introducdo de bactérias oportunistas e contaminantes ambientais diretamente dentro do
utero (HUGHES; LOY, 1975). Parto, exame reprodutivo, conformag¢do perineal deficiente,
defeitos na forma e angulagdo da vulva (LEBLANC; ASBURY; LYLE, 1989), deficiéncia da
contratilidade uterina (CARD, 2005), presenga de alteragdes inflamatorias cronicas no
endométrio e fluido intra-uterino no diestro (BRINSKO et al., 2003), também contribuem
para a contaminag¢do do utero. As éguas que permanecem infectadas, que ndo respondem
efetivamente e falham em eliminar a inflamacao do utero a tempo de promover um ambiente
adequado para o embrido (LEBLANC; ASBURY; LYLE, 1989), e desenvolvem uma
endometrite persistente sio chamadas de susceptiveis (SELLNOW, 2007). Eguas nesta
condi¢do apresentam na histopatologia um maior grau de lesdes degenerativas, tanto do

endométrio quanto dos vasos sanguineos ¢ linfaticos, o que pode dificultar a atividade dos
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hormonios circulantes, alterar o aporte de células a luz do tutero e diminuir a drenagem
linfatica (SCHOON, H.; SCHOON, D.; KLUG, 1997). Estas éguas demonstram atividade
miometrial diminuida (TROEDSSON; LIU; THURMOND, 1993a), permitindo a aderéncia
das bactérias ao endométrio pela demora na limpeza de subprodutos da inflamacao
(LEBLANC, 1994). Segundo Liu (1988), estas éguas apresentam historico de infecgdes
repetidas e endométrio classificado nas categorias II e III de Kenney (1978).

Ainda segundo Troedsson, Liu e Thurmond (1993a), as éguas susceptiveis apresentam
um retardo de aproximadamente duas horas para iniciar a resposta contratil a presenga de
espermatozdides e bactérias em relagdo ao observado em ¢éguas sadias e esta atividade
também tem uma dura¢do menor. Em estudos in vitro, foi observado que a dire¢do das
contracdes das fibras musculares ¢ diferente entre as duas categorias de éguas. Enquanto em
¢guas sadias a contracdo ocorre a partir da ponta do corno uterino em dire¢do a cérvix, nas
éguas susceptiveis a contragdo nao apresenta padrdo ritmico e o utero tende a se contrair em
direcdo a ponta do corno uterino, o que dificulta a eliminacdo de conteudo pelo orgao
(REITZENSTEIN et al., 2002).

Outra caracteristica das éguas susceptiveis ¢ a menor liberagdo de prostaglandina F2a
(PGF2a) apds a inseminagao artificial ou a administragdo de ocitocina exdgena, o que explica
a menor capacidade contratil do utero destes animais (NIKOLAKOPOULOS; WATSON,
2000). O resultado ¢ o acimulo de fluido no Utero, que persiste por varios dias apds a
cobertura, acompanhado de um quadro inflamatorio persistente e na maioria das vezes, de
infec¢do bacteriana (LEBLANC, 2003).

Por outro lado, éguas saudaveis (KATILA, 1995), jovens, férteis, chamadas de
resistentes, eliminam a inflamacao em até 48 horas (TROEDSSON, 1997) ou 96h (ASBURY
et al.,, 1982). Segundo Liu (1988) as éguas resistentes sdo aquelas que apresentam trato
reprodutivo normal, determinado por palpacdo retal, culturas uterinas negativas, citologia
negativa e biopsia endometrial classificada na categoria I de Kenney (1978).

Ball (1993 apud FERREIRA et al.,, 1999) relatou que a incidéncia de morte
embriondria entre a fertilizacdo e o 14° dia em éguas jovens e férteis foi de 9% e, em éguas
idosas e sub-férteis foi de 62 a 73%. Segundo Brinsko et al. (2003), os clinicos podem
predizer se éguas sdo eficientes em promover a limpeza uterina baseado na quantidade de
fluido intra-uterino presente durante o estro. A habilidade fisica do utero em eliminar
bactérias, debris inflamatoérios, e fluidos ¢ um fator critico no mecanismo de defesa uterino

(SELLNOW, 2007). Durante o estro ocorrem periodos de atividade contratil de
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aproximadamente cinco minutos, alternados com periodos equivalentes de repouso (JONES et
al., 1991 apud MALSCHITZKY et al., 2007). A resposta a agressao ocorre rapidamente, com
um aumento da intensidade das contracdes (MALSCHITZKY et al., 2007). Experimentos
demonstraram que em éguas sadias, metade do radiocoldide infundido com colonias de
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, ¢ eliminada nos primeiros 60 minutos apos a
inoculagdo (LEBLANC, 1994).

Peterson et al. (1969 apud CAUSEY et al., 2006), ndo observaram diferengca na
capacidade de fagocitose entre éguas resistentes e susceptiveis. Asbury et al. (1980), ndo
detectaram defici€ncia nos niveis de imunoglobulinas em éguas susceptiveis, mas ao contrario
verificaram que os niveis se apresentavam um pouco elevados. Nenhuma diferenga foi
encontrada na migracdo de proteinas séricas ou neutrofilos no utero de éguas com infec¢ao
aguda, mas a debilidade do fluido estral em opsonizar estreptococos foi observada em éguas

susceptiveis (CAUSEY et al., 2006).

2.2.2 Mecanismos de defesa uterina.

A inflamag¢do € uma resposta protetora imediata que ocorre nos tecidos circunjacentes
sempre que ha lesdo ou destruicao celular. O processo inflamatério envolve uma série de
fenomenos que podem ser desencadeados ndo sé por agentes infecciosos, como também por
agentes fisicos, quimicos, isquemia e interagdes antigeno-anticorpo (CARVALHO, J. 2004).

A capacidade de desencadear uma resposta inflamatoria ¢ fundamental, embora em
algumas situagdes, possa ser exagerada e persistente, levando ao depodsito de colageno
(ROBBINS; COTRAN; KUMAR, 1984).

A resposta inflamatdria apresenta uma série complexa de adaptacdes teciduais que
envolvem principalmente os vasos sanguineos, os componentes liquido e celular do sangue e
o tecido conjuntivo, tendo como objetivo a destrui¢do do agente agressor, seguida de uma
série de eventos que visam reconstituir ou cicatrizar o tecido lesado (CARVALHO, J. 2004).
Embora havendo uma sucessdo previsivel de fendmenos, as caracteristicas, extensdo e
gravidade das alteracdes teciduais sdo modificadas por muitos fatores relacionados com o
animal e com a patogenicidade do agente agressor (ROBBINS; COTRAN; KUMAR, 1984).

Nas éguas o Utero responde a agressao através de uma rapida migracdo de neutrdfilos e

proteinas séricas, incluindo imunoglobulinas, para o lumen uterino e uma imediata expulsao
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do material celular e produtos inflamatorios através da cérvix por contratilidade da
musculatura lisa uterina (LEBLANC; ASBURY; LYLE, 1989).

O neutrofilo, a mais importante célula de defesa do utero, ja estd presente na luz
uterina 30 minutos apds a cobertura, atingindo o pico inflamatério em 12 horas
(TROEDSSON, 1997). Substancias quimiotaticas associadas a bactérias ou secre¢des uterinas
sdo importantes em recrutar neutrofilos para o lumen. E sabido que o fluido uterino de éguas
clinicamente normais colhido durante o estro, aumenta a fagocitose dos neutréfilos circulantes
quando comparado com o fluido do diestro (BLUE et al., 1984 apud WATSON, 1988).

Uma vez iniciado o processo inflamatdrio, uma série de mediadores pro-inflamatorios
¢ liberada pelos neutrofilos durante a fagocitose, pelas células do endotélio vascular, por
células endometriais lesadas e pelos macréfagos ativados pela inflamagdo. As principais
funcdes desses mediadores sdo atrair mais células de defesa para o local da inflamacao,
facilitar o acesso dessas células e melhorar a eficiéncia da eliminagdo do agente agressor
(MALSCHITZKY et al, 2007).

As prostaglandinas atuam induzindo alteragdes na permeabilidade vascular, as
citocinas mantendo a inflamacdo ativa e as colagenases, elastases e gelatinases favorecendo o
aporte de células e iniciando imediatamente o processo de reparagdo (MACKAY, 2000).

Um mecanismo de eliminacdo microbiana foi identificado mais recentemente
envolvendo a produgdo de 6xido nitrico. E um mediador anti-inflamatério sintetizado pelas
células endoteliais e leucocitos (CARVALHO, J., 2004), sendo responsavel pela lise de
bactérias no interior do neutr6filo (MACKAY, 2000), e determina o relaxamento da
musculatura lisa (ALGHAMDI et al., 2005). Esses autores sugerem que éguas susceptiveis
tém aumento no acumulo de 6xido nitrico no limen uterino 13 horas apds inseminagao.

Opsoninas, especificamente imunoglobulinas e complemento, sdo importantes no
processo fagocitico, pois aumentam a aderéncia de organismos a membrana celular do
fagocito (MALSCHITZKY et al., 2007).

O complemento ¢ considerado o maior sistema efetor de defesa contra o
microorganismo invasor (CARVALHO, J., 2004). Brown, Hansen e Asbury (1985 apud
WATSON, 1988), reportaram que complemento estava presente na secre¢ao coletada do utero
de éguas seis horas apds inoculagao de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. A presenca
de complemento aumenta significativamente a opsonizacdo e a atividade bactericida de
neutrofilos (MENZEL, 1978 apud WATSON 1988) e permite a IgM agir como opsonina.

Apesar de IgM ser mais eficiente que IgG, sua inabilidade de ter acesso ao sitio do tecido
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inflamatério, faz com que a IgG seja a opsonina mais importante. O conceito de que a
deplecao do complemento pode explicar a redugcdo na opsonizagdo ¢ a base para o tratamento
de éguas susceptiveis com infusdo de plasma. Em situacdes em que o tutero ¢ invadido, ¢
acionado o sistema complemento, em especial os componentes C3 e C5 que, em conjunto
com imunoglobulinas produzidas pela mucosa uterina atraem e facilitam a fagocitose por
neutréfilos (TROEDSSON, 1997 apud MALSCHITZKY et al., 2007).

Estudos sugerem que quando o espermatozdide eqiiino entra no fUtero, ativam o
complemento na secrecdo uterina (TROEDSSON; LIU; THURMOND, 1993a). A clivagem
do fator C5 em C5a e C5Db libera um sinal para os PMNSs, resultando no influxo de PMNs para
dentro do limen uterino (KOTILAINEN; HUHTINEN; KATILA, 1994). Os PMNs ativados
se ligam a espermatozoides na presenca do complemento e estes sdo fagocitados
(TROEDSSON et al., 2001). As fragdes C3a e C5a aumentam a permeabilidade vascular,
contraem a musculatura lisa e estimulam a degranulagdao dos mastocitos. C5a ¢ uma das
principais fontes da atividade quimiotéaxica para leucdcitos polimorfonucleares, mondcitos e
macrofagos que se acumulam e sdo ativados no local da inflamagdo (CARVALHO, J., 2004).

Durante a ativa¢ao dos neutr6filos polimorfonucleares (PMNs), a PGF2a ¢ liberada da
membrana da célula pelo metabolismo do 4cido aracdonico através da enzima ciclooxigenase.
Além de ser um mediador inflamatoério, a PGF2a causa contracdo da musculatura lisa do
miométrio (TROEDSSON; SCOTT; LIU,.1995). Apds a ovulacdo e o fechamento da cérvix o
sistema linfatico torna-se responsdvel pela drenagem de subprodutos do processo
inflamatorio, para isto ¢ fundamental uma boa contratilidade miometrial (LEBLANC et al.,
1995). Eguas com drenagem linfitica deficiente tendem a acumular conteido no utero,
apresentar cistos linfaticos visiveis a ultra-sonografia e sdo, freqlientemente, inférteis,
podendo ocorrer a presenca de lacunas linfaticas (LEBLANC, 1997).

Proteinas presentes no plasma seminal foram sugeridas como responsaveis por uma
supressao da fagocitose de espermatozodides vivos pelos neutrofilos, em comparacdo ao que
ocorre com as células mortas e apoptoticas, e também inibem a ativagdo dos componentes C5
e C3 do complemento, que atuam na quimiotaxia de neutrofilos e na opsonizacdo
(TROEDSSON et al., 2000 apud MALSCHITZKY et al., 2007).

Experimentos demonstram que, seguido a introducdo de Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus dentro do ttero, PGE2 e outros metabolitos do acido aracdonico aparecem no

exsudato uterino em 30 minutos, acompanhados por neutréfilos. Os metabdlitos do 4cido
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aracdonico aumentam a permeabilidade vascular, com influxo de proteinas séricas e pico de
neutréfilos quatro horas pos-inoculagdo (PYCOCK; ALLEN, 1990).

O fato de neutréfilos do utero de éguas susceptiveis a endometrite apresentarem menor
capacidade bactericida do que os de éguas resistentes, sugere um possivel efeito inibidor do
fluido uterino sobre esta fun¢do neutrofilica (CHEUNG et al., 1985). A capacidade dos
neutréfilos polimorfonucleares para orientar e se mover, provenientes do ttero e da circulagao
sanguinea das éguas resistentes e susceptiveis a infec¢do uterina cronica foram avaliadas por
Liu (1988) testou a migracdo quimiotatica dessas células na fase de diestro. Esse autor
concluiram que os neutréfilos provenientes do utero de animais susceptiveis respondem em
menor intensidade aos fatores quimiostaticos, quando comparados aos provenientes de
animais resistentes.

A habilidade migratéria dos neutréfilos nas éguas, com mudangas endometriais e
degenerativas pode estar comprometida. Uma vez no lumen de éguas susceptiveis, os
neutréfilos podem manter ou perder a habilidade de fagocitar bactérias. Estudos feitos em
camaras quimiostaticas constataram que neutréfilos polimorfonucleares das secregdes uterinas
de éguas susceptiveis tem menor capacidade de migrar e fagocitar bactérias, quando
comparados aos de éguas resistentes (LIU et al., 1985). Esta fagocitose deficiente seria
resultado da influéncia negativa das secre¢des uterinas de éguas susceptiveis, que seriam mais
pobres em opsoninas que as secregoes uterinas das éguas resistentes (TROEDSSON; LIU;
THURMOND, 1993b).

Aparentemente, uma reagdo inflamatdéria mais intensa favoreceria uma recuperacao
mais rapida do endométrio (MALSCHITZKY et al., 2007). Estudos relataram que uma dose
inseminante maior leva a uma maior estimulacdo dos mecanismos de defesa uterina, tornando

a resolucao da inflamagdo, induzida pelo espermatozoide, mais rapida (FIALA et al., 2007).

2.2.3 Microorganismos causadores da endometrite

Alteragdes uterinas em conseqiiéncia de infec¢des bacterianas trazem importantes
complica¢des a reproducdo eqiiina, resultando em falhas na concepcdo (SILVA N. et al.,
1999). Tais falhas sdo resultados direto da acdo dos microorganismos que penetram no utero
pela cérvix, apos cobertura e pari¢do, resultando em endometrites ou metrites, diminuindo, de
forma consideravel, as chances de uma nova gestacdo a termo (GASTAL et al., 1989;

RICKETTS, 1981).
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Uma grande variedade de microorganismos vem sendo considerada causadora de
infertilidade, morte fetal e infeccdo neonatal em éguas (GASTAL et al.,, 1989). Esta
associacdo ndo estd bem estabelecida, pois muitos desses microorganismos tém sido
cultivados a partir de éguas e garanhdes com fertilidade normal e sem evidéncia clinica da
doenga, contudo sabe-se que a genitalia externa de uma égua normal, incluindo o vestibulo e
clitoris, independente do status reprodutivo e idade, possuem uma microbiota aerdbica mista
(RICKETTS; MACKINTOSH, 1987) formada por Escherichia coli, Streptococcus faecalis,
Corynebacterium spp., Staphylococcus aureus, Streptococcus B hemoliticos, Staphylococcus
albus e Pseudomonas aeruginosa (MCKINNON; VOSS, 1993), e que os garanhdes albergam
uma variedade de bactérias no trato genital, as quais sdo transferidas para as éguas no
momento da cobertura (JACOB et al., 2002).

A endometrite bacteriana ¢ um problema significante em éguas ciclicas com baixa
resisténcia a inflamagdo persistente ¢ em éguas que sdao cobertas por monta natural
(TROEDSSON et al., 2005). Falhas dos mecanismos de defesa imunoldgica do utero resultam
em processos infecciosos por agentes oportunistas.

Em um estudo realizado por Langoni et al. (1994), em 810 amostras de swabs uterinos
colhidos de éguas de diferentes racgas, foi isolado Streptococcus equi subsp. zooepidemicus
(40,6%), Staphylococcus sp. (23,5%), Escherichia coli (12,3%), Rhodococcus equi (7,4%) e
Klebsiella pneumoniae (3,6%). Estes demonstraram maior sensibilidade ao cloranfenicol e
gentamicina. Ja Silva N. et al. (1999), trabalhando com 206 swabs uterinos e cervicais de
éguas encontrou em 164 swabs presenga de microorganismos causadores de endometrite,
sendo isolados Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus (25,7%), Escherichia coli (15,1%),
Staphylococcus aureus (9,2%), Streptococcus a-hemolitico (9,2%), Pseudomonas aeruginosa
(3,9%), Staphylococcus coagulase negativo (6,3%), Bacillus spp. (1,9%), Rhodococcus equi
(3,4%), Proteus mirabilis (1,5%) sensiveis in vitro a amicacina e gentamicina (70,2%),
ampicilina (59,5%) e cloranfenicol (59,5%). Em 3,4% dos casos, as endometrites estavam
associadas a mais de um tipo de bactéria (infec¢des mistas).

Jacob et al. (2002), examinaram 15 éguas vazias ao término da estacdo de monta, e
observaram crescimento de microorganismos em 11 (73,3%) das éguas. Os microorganismos
isolados foram Enterobacter sp. (30,8%), Escherichia coli (23%), Streptococcus sp. (15,4%),
Proteus sp (15,4%), Klebsiella sp.(7,7%), Citrobacter sp. (7,7%). Nos testes de
susceptibilidade diante dos antimicrobianos utilizados, observaram maior sensibilidade a

sulfazotrim (86,0%), enrofloxacina e florfenicol (77,7%), gentamicina ¢ cloranfenicol
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(69,3%). Nielsen (2005), em estudo realizado com 212 éguas, observou que a bactéria mais
comumente observada foi Streptococcus -hemolitico (77%).

Segundo Peter (1994 apud ALLEN, 1994) e Sellnow (2007), o Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus é o patdégeno primario em aproximadamente 50% dos casos de
endometrite bacteriana nas éguas, ¢ estd associada aos casos de endometrites persistentes
(WATSON; STOKES, 1990). Watson (2000) cita que o Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus é o microorganismo mais comum nas infec¢des uterinas em éguas,
aparecendo em 66% das infec¢des. Este microorganismo faz parte da microbiota normal da
pele dos eqiiinos ¢ ¢ um contaminante comum do utero pos-cobertura. O estabelecimento da
infeccdo dependera da eficiéncia dos mecanismos de defesa da égua (LEBLANC, 1997). Os
fatores de viruléncia deste patdgeno sdo a proteina anti-fagocitica M, sua cépsula hialuronica

e toxinas, como a estreptolisina O, com atividade leucocidal (SELLNOW, 2007).

2.2.4 Patogenia microbiana

As bactérias sdo importantes em desencadear inflamacdo. O Streptococcus sp pode
alterar a defesa uterina por estimular a producdo de um exsudato inflamatério que se ficar
retido no utero, contribui para a deficiéncia de opsonizar bactérias por degradar o
complemento (TROEDSSON; LIU; THURMOND, 1993b). Algumas bactérias com exsudato
tenacio aderem a superficie epitelial, impedindo sua remocao fisica (OLSON et al., 2002).

Complexo de biofilmes secretado por varios géneros de bactérias, especialmente
Pseudomonas aeruginosa, promove uma matriz adesiva contribuindo para infecgdes
persistentes e oportunistas com micro-colonias tenacias (PARKINS; CERI; STOREY, 2001).
Biofilmes também promovem resisténcia inerente aos antibidticos e as defesas imunoldgicas
humoral e celular (OLSON et al., 2002).

Escherichia coli e Streptococcus B hemolitico parecem variar sua patogenicidade.
Fluido uterino é comumente observado durante a avaliacdo ultra-sonografica nas infecgdes
estreptococicas (CAUSEY et al., 2006). O aumento de fluido e do pH deve ser devido a
liberagcdo de super antigenos, estreptoquinases e outras toxinas, que atraem mediadores pro-
inflamatorios para o lumen uterino (ASBURY; GORMAN; FOSTER, 1984).

Pouco se conhece sobre a resposta inflamatdria a Escherichia coli na égua. Sabe-se
que adere de forma tenacia ao epitélio (BEACHEY, 1981). Em infec¢des cronicas, sabe-se

que secreta biofilmes, uma matrix hidratada de polisacarideos e proteinas, promovendo uma
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matrix adesiva para microcolonias (COSTERTON et al., 1995 apud LEBLANC; MAGSIG;
STROMBERG, 2007).

A resisténcia a fagocitose ¢ uma importante propriedade de muitos patdégenos uterinos,
incluindo Streptococcus equi subsp. zooepidemicus e Klebsiella pneumoniae. Em infecg¢des
por Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, isto é provavelmente mediado por uma
combinacdo de variagdo antigénica, proteina M-like antifagocitica e capsula de acido
hialuroénico e receptores Fc (JONSSON; LINKMARK; GUSS, 1995). Receptores Fc na
parede das células streptocdcicas interrompem a cascata de complemento e promove
oportunidade para organismos Gram negativos colonizarem o utero, caracterizando a natureza
mista observada em algumas infecgdes (LYLE et al.,, 1991). Infecgdes mistas sdo mais
comuns com Escherichia coli e Streptococcus B-hemolitico, pois estes desenvolvem
mecanismos patogénicos que promovem infec¢des mistas

O Staphylococcus aureus tem a capacidade de desenvolver multiplos mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos como a expressdo de bomba de efluxo, a inativacdo de
aminoglicosideos e modificacdo nas PBPs (proteinas ligadoras de penicilina) incluindo
alteracdo de extrema importancia em PBP-2, que confere resisténcia a todos os antibidticos

beta-lactamicos originando cepas chamadas meticilina resistente (MRSA) (ITO et al., 2003).

2.3 Métodos de Diagnostico da Endometrite

Segundo Asbury e Lyle (1993), a chave para o diagnostico da endometrite ¢ a
confirmagdo da presenga ou auséncia de inflamagdo uterina. A detec¢do precoce de uma
inflamacao endometrial ndo fisiologica através de técnicas como palpacdo retal, ultra-som, e
citologia endometrial, juntamente com uma intervengao rapida sobre o processo inflamatério
endometrial persistente, sdo requeridas para aumentar a taxa de prenhez (CARD, 2005). A
acuracia no diagnostico reduz as chances de tratar de forma errada éguas sem inflamacdo ou
falhas em reconhecer uma inflamagao leve que necessitaria de terapia (ASBURY, 1984a).

E essencial entender a diferenca entre endometrite fisioldgica induzida pela cobertura
e a condi¢do patoldgica de endometrite persistente pds-cobertura. A endometrite induzida pela
cobertura ¢ clinicamente evidente como uma descarga vaginal purulenta durante as primeiras
12 horas apos cobertura. Este pode ser um sinal normal de um mecanismo natural e necessario
para eliminar o excesso de s€émen do tutero e ndo deve sofrer interferéncia (TROEDSSON et

al., 2005).
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E dificil identificar éguas susceptiveis antes da cobertura. Algumas éguas apresentam
fluido livre presente no lumen uterino antes da cobertura, porém muitas éguas nao sao
diagnosticadas até serem cobertas (LEBLANC; ASBURY; LYLE, 1989).

O uso de cintigrafia para medir o “clearance” uterino tem sido 1til neste diagnostico,
porém nem sempre esta disponivel. Entretanto, os veterinarios utilizam a histéria prévia e os
achados clinicos apos cobertura para identificar éguas susceptiveis a endometrite persistente
pos-cobertura (Ibid.).

Troedsson, Sott e Liu (1995) definiram éguas susceptiveis como aquelas que tém seus
mecanismos de defesa comprometidos e sofrem de endometrite por organismos que sio
oportunistas, tal como Streptococcus -hemoliticos.

Se ocorrer suspeita de susceptibilidade a endometrite persistente pos-cobertura, a €égua
deve ser monitorada por ultra-sonografia transretal, seis a 24 horas pés-cobertura. Eguas
resistentes retém fluido por até 12 horas. Se houver retengdo de liquido no utero apds este
periodo, a égua deve ser considerada como tendo endometrite persistente induzida pela
cobertura (TROEDSSON et al., 2005).

O diagnoéstico da infecgdo uterina inclui a historia de infertilidade, deteccdo da
inflamacao uterina, e isolamento do microorganismo (CAUSEY et al., 2006). Alguns métodos
de diagnostico de endometrite incluem exame clinico, palpagdo trans retal, ultra-sonografia do
trato reprodutivo, exame com espéculo vaginal, cultura uterina, citologia e bidpsia

endometrial (RIDDLE; LEBLANC; STROMBERG, 2007).

2.3.1 Diagnéstico clinico: historico, exame fisico e palpacao retal.

Silva N. et al. (1999) para isolar bactérias em infecgdes uterinas, utilizaram éguas com
historico de infertilidade, algumas com periodos de até cinco anos sem concepcdo e sinais
clinicos de infeccao uterina, detectados apds exames ginecologicos.

O histérico de éguas com endometrite comumente indica uma diminui¢do do ciclo
estral, com breves periodos de diestro. Em algumas éguas, ¢ por vezes mencionada uma fase
diestral prolongada. Pode haver auséncia de ovulacdo em éguas com endometrite cronica. A
reduzida atividade folicular pode resultar em anestro e também pode ocorrer a persisténcia de
corpo luteo nesse grupo de animais (LEBLANC, 2003).

O exame fisico deve ter alta prioridade no diagnostico (ASBURY, 1984a). Antes do

exame do trato reprodutivo, a condi¢do fisica geral da égua deve ser avaliada. Qualquer
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problema sistémico que possa alterar a fertilidade deve ser observado, pois a condicao
corporal da égua influencia diretamente na sua taxa de fertilidade. Além de uma avaliagao
geral, o perineo e conformagao pélvica tém que ser examinado completamente (LEBLANC,
2003).

A estrutura normal da vulva atua como uma barreira de protecdo contra a penetracao
de patdgenos na vagina que, via ascendente, pode atingir as regides anteriores do trato genital
feminino. A integridade da regido do perineo, que inclui o anus, vulva e regido cutinea
adjacente, ¢ fundamental para manter a fungdo da vulva e do vestibulo vaginal, garantindo a
higidez de varios segmentos do trato genital, contribuindo na manutengdo da fertilidade
(ASBURY, 1984a). O disturbio da fun¢ao da vulva e vestibulo, caracterizada por imperfeita
oclusdo vulvar possibilita a aspiracdo de ar contaminado do meio ambiente, com possibilidade
de penetragdo de fezes, sujidades e microorganismos para dentro da cavidade vaginal. O
corpo perineal torna-se mais irregular com o avangar da idade e em éguas pluriparas. O
defeito ocorre freqlientemente em éguas magras, que apresentam anus profundo e falta de
tecido entre o reto e a vagina (GRUNERT et al., 2005).

A vulva ¢ melhor avaliada durante o estro, quando o relaxamento e o alongamento dos
labios vulvares sdo mais acentuados. A integridade dos labios vulvares, a angulagdo da vulva
e a posicao da comissura dorsal da vulva em relacao a pelve t€ém que ser avaliada. Os labios
vulvares devem ser bem coaptados e serem firmes. Eles funcionam como uma barreira contra
a contaminagao externa do utero (LEBLANC, 2003).

Dividindo os labios vulvares, a cor ¢ a umidade das paredes vestibulares podem ser
avaliadas. No estro apresenta um brilho cor de rosa e a mucosa vermelha. No anestro
geralmente ¢ caracterizado por uma mucosa palida e seca. Quando apresenta cor vermelho-
escura ou a cor turva indica inflamagcdo. Uma mucosa pélida indica a dominancia de
progesterona (LEY, 2006).

Em um estudo realizado por Ribas (1998) das 25 éguas com historico de patologias
uterinas submetidas ao exame ginecologico, dez (40%) apresentaram conformagdo vulvar
alterada e em duas (8%) foi observado corrimento vulvar.

Segundo Brinsko et al. (2003), a habilidade dos clinicos em predizer com mais
acuracia a susceptibilidade de éguas a defici€éncia na limpeza uterina antes da cobertura deve
facilitar no tratamento precoce e ajudar a reduzir a endometrite cronica pos-cobertura. Através
do exame clinico pode-se verificar a presenca de exudato na genitdlia externa e através da

vaginoscopia observar presenca de exudato e a hiperemia de vagina e cérvix.
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O exame do trato vaginal e da cérvix através do espéculo ¢ de absoluta necessidade.
Mudangas na cor da mucosa, presenca de exudato, lesdes traumaticas e defeitos de
conformacdo devem ser detectados através deste procedimento (LEY, 2006).

A endometrite caracteriza-se por um Utero flacido e aumentado de volume, o que se
deve ao edema inflamatério (HUGHES; LOY, 1975; MATTOS et al., 1984). Mudangas no
trato tubular que sdo evidentes nos exames retais € vaginais sempre promovem evidéncia
imediata a favor ou contra a presenca de inflamagdo. O tonus uterino deve ser avaliado
digitalmente no ponto médio dos cornos uterinos e graduado em uma escala de 1 a 4, sendo
1= tonus minimo, flacido e 4= tonus maximo, tirgido, firme (ALLEN; PYCOCK, 1988). Um
tonus uterino diminuido e a presenca de fluido intra luminal sdo associados com deficiéncia
na limpeza uterina e inflamagdo persistente (LEBLANC, 1999 apud CARD, 2005). A
palpacdo do utero via retal podera revelar acimulos de liquidos anormais no lumen uterino,
alteracdes no tamanho, forma e tonus dos cornos uterinos (YOUNGKUIST, 1994 apud
SMITH, 1994). A palpagao retal do utero e cérvix ¢ menos eficiente na detec¢ao de secrecoes,
porém em algumas situagcdes sugere acumulo de fluido e lesdes focais no utero

(ASBURY, 1984a).

2.3.2 Ultra-sonografia

A ultra-sonografia tem diversas aplicagdes como método de diagnostico em varias
espécies, especialmente no exame do aparelho reprodutor. Dentre as vantagens da técnica esta
o fato de ndo ser invasiva, relativamente simples de ser efetuada, segura tanto para o animal
como para o operador, pode ser utilizada a campo e fornecer diagnostico imediato na maioria
dos casos (GUINTER, 1995).

A avaliagdo ultra-sonografica deve ser considerada como parte do exame reprodutivo
da égua. A habilidade de examinar o utero e ovarios nao invasivamente permite informacoes
sobre a func¢do reprodutiva (MCKINNON; VOSS, 1993).

Pesquisadores descreveram detalhadamente toda a técnica na égua, todos os eventos
fisiologicos e as alteragdes do sistema genital, através de imagens obtidas em tempo real com
o aparelho de ultra-som e estabeleceram padrdes para a interpretacdo de patologias genitais
através do exame ultra-sonografico (MCKINNON; VOSS, 1993; GUINTHER, 1995;
ROHEN; SANTOS, M.; SANTOS, A., 2003; ROSSDALE; RICKETTS, 1980).

27



Na avaliacdo ultra-sonografica do tutero, deve-se ajustar a posi¢cdo do transdutor para
obter uma boa imagem do corno uterino. Um exame sistemdtico dos cornos uterinos ¢
recomendado iniciando-se pela cérvix e progredindo distalmente ao longo de cada um dos
cornos uterinos (FERNANDES, T., 2004).

O exame ultra-sonografico do utero permite avaliar um aumento das dobras
endometriais, com quantidade variavel de fluido livre no 6rgdo, o qual pode ter diferentes
graus de ecogenicidade (CURNOW, 1991).

A aparéncia ultra-sonografica do utero e das estruturas reprodutivas presentes nos
ovarios muda durante o ciclo estral. Estas mudangas, em conjunto com outras observagdes,
ajudam a determinagao da fase do ciclo estral (McKINNON; VOSS, 1993).

Durante o estro, os cornos uterinos ficam bem arredondados e o corpo do ttero tem
um padrdo interdigitado de areas ecogénicas e ndo ecogénicas alternando-se, semelhantes aos
aros de uma roda ou fatia de uma laranja. As areas de menor ecogenicidade sdo as partes
edematosas externas de pregas endometriais. O edema ¢ causado pela influéncia do estrogénio
e as pregas endometriais em geral acompanham a producdo deste hormdnio, sendo visiveis no
final do diestro, tornando-se bastante proeminente & medida que o estro progride e diminuindo
ou desaparecendo 12 horas antes da ovulagdo (GUINTHER, 1995).

Durante o diestro, a textura ecogénica ¢ mais homogénea e o TUtero estd bem
circunscrito. Em geral identifica-se o limen uterino por uma linha branca hiperecogénica na
area de aposicdo das superficies endometriais. Isto ¢ resultado de aposicao das superficies
endometriais e ¢ causado por reflexdo especular (McKINNON; VOSS, 1993). Durante o
anestro, o utero fica achatado e irregular, podendo contornar em intima proximidade os 6érgaos
abdominais circundantes (GUINTHER, 1986).

Segundo Sellnow (2007), o uso do ultra-som tem um importante papel em diagnosticar
a endometrite. A habilidade em identificar patologias uterinas através da ultra-sonografia ¢
indispensavel no manejo de éguas inférteis (GUINTHER, 1995).

A ultra-sonografia transretal ¢ o principal método de avaliagdo da dindmica folicular.
Os foliculos ovarianos aparecem como estruturas nao ecoicas, geralmente com uma borda
delgada. Os foliculos podem aparecer irregulares devido a compressao por outras estruturas
ovarianas. O corpo lateo ¢ facilmente detectavel um ou dois dias apds a ovulagdo
(FERNANDES, C., 2003).

Estudos demonstraram que pequenas coleg¢des de fluido uterino (4x10 mm) observadas

do meio ao final do diestro, através da ultra-sonografia, sdo indicadores de endometrite
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(CURNOW, 1991). Acumulo de fluido no utero ¢ um dos sinais indicativos de uma égua
susceptivel (CAUSEY et al., 2006).

Os fluidos intra-uterinos comecam a aumentar trés a quatro dias antes do estro,
atingindo o maximo no estro, € entdo declinando (FERNANDES, C., 2003). A relevancia do
acumulo de fluido uterino é avaliada examinando a profundidade (mm), eco-textura (fluidos
eco densos sdo associados a neutrofilos e debris), e persisténcia de fluido (BRINSKO et al.,
2003). Segundo os mesmos autores, existe uma alta correlacdo (K=0,80) entre a presenca de
mais de 2 cm de fluido uterino no limen de éguas durante o estro, e susceptibilidade a
endometrite pos- cobertura.

Segundo McKinnon et al. (1988), a ecogenicidade de cada cole¢do de fluido ¢
classificada segundo escala de 1 a 4 (1= preto ou anecdico, 2= cinza escuro ou hipoecoico, 3=
cinza claro ou hipoecoéico e 4= branco ou hiperecdico).

Allen e Pycock (1988) sugerem que éguas susceptiveis apresentam maior quantidade
de fluido durante o estro do que éguas resistentes e segundo Troedsson (1997) éguas
susceptiveis retém fluido no utero apds cobertura, enquanto as resistentes eliminam em seis a

12 horas.

2.3.3 Citologia

A citologia de swabs ou flushes uterinos tém sido utilizada para estimar o ambiente
uterino. E o método preferencial para detectar a presenca de inflamagdo uterina,
principalmente devido ao baixo custo da técnica, quando se comparado ao da cultura uterina
(JACOB et al., 2003).

Os autores divergem com relacdo ao momento ideal para obten¢do do material para o
exame citologico. A maioria dos pesquisadores sugere a coleta no meio do estro, pois neste
periodo a defesa uterina ¢ maxima, portanto, se bactérias e neutréfilos estdo presentes, um
problema significante existe (BROOK, 1993).

A presenca de neutréfilos no limen uterino, detectada pela citologia, ¢ um indicador
absoluto de inflamacdo (ASBURY; GORMAN; FOSTER, 1984; CAUSEY et al., 2006),
porém ndo determina a etiologia do processo (NIELSEN, 2005). Se somente poucos
neutrofilos sdo encontrados, varios autores tém aplicado o critério semi-quantitativo para
distinguir se a égua tem ou ndo endometrite. Esses métodos incluem a contagem de

neutréfilos por campo, neutréfilos por ldmina, numero de neutrofilos em relacdo as células

29



epiteliais, ou a percentagem de neutrofilos: >1 neutrofilo por campo em 240x; >5 neutrofilos
por 10 campos em 400x; proporcao de neutrofilos: células epiteliais: >1%.; >2%; >10%
(AGUILAR et al., 2006).

Quando o processo ¢ severo o grau de celularidade ¢ facilmente visivel através do
exame citoldogico ou mesmo pela presenga de pus nas secregdes uterinas. Quando o processo €
sutil, a tinica evidéncia ¢ o aumento do nimero de células nas preparagdes para interpretagao
dos resultados citoldgicos. Alguns autores usam o sistema positivo-negativo, enquanto outros
quantificam o grau de inflamacao (CARD, 2005).

Segundo Knudsen (1982), os sistemas de classificacdo por categoria usando positivo-
negativo, ou inflamacao endometrial leve, moderada ou severa sdo problematicos se nao
houver uma padronizagdo da coleta e interpretacdo da citologia endometrial e cultura
bacteriologica.

Segundo Asbury (1984a), a presenga de abundantes neutréfilos indica que a égua
apresenta endometrite aguda. Leblanc, Magsig e Stroberg (2007) citam que a citologia deve
ser feita contando um minimo de dez campos em aumento de 1000x e a amostra citoldgica
deve se avaliada quanto a presenca de células epiteliais, debris, bactérias e fungos. Exames
citologicos que apresentam poucas células epiteliais, nenhum neutréfilo, debris ou bactérias
sao classificados como hipocelular. Segundo Crickman e Pugh (1986), a severidade da
endometrite ¢ graduada levando-se em consideragdo o percentual de neutréfilos em relagdo as
células epiteliais, onde 0 a 3% de leucdcitos ndo considera inflamacao, 4 a 15% de leucocitos
indica inflamacao leve, 16 a 50% inflamagao moderada e, > 50% inflamagdo severa (Figura

4).
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Figura 4. Presenca de neutréfilos na amostra citologica (setas) obtida através da colheita da secregdo
do tutero de éguas indicando processo inflamatorio (Obj.400x) (PYCOCK, 2003).

Existem varios métodos para interpretagdo dos resultados citologicos. A tabela 1
mostra os métodos mais comuns que tém sido utilizados para interpretar amostras citologicas

do endométrio das éguas (CARD, 2005).

Tabela 1. Métodos quantitativos para a interpretacdo de amostras citologicas endometrias de
¢éguas (CARD, 2005).

Parametro Autor Ano
> 1 neutrdfilo em cinco campos (x240) Knudsen 1964
Meédia de neutréfilos com células epiteliais Digby e Ricketts 1978
Média de células epiteliais por neutrdofilos >10:1 Asbury 1982
>1 neutroéfilos por campo Asbury 1984
Neutrofilos por células epiteliais em oito campos Couto e Hughes 1984
>5 neutro6filos em 10 campos Brook 1985
Meédia de neutréfilos com células epiteliais La Coeur e Sprinkle 1986
<15 células endometriais para 1 neutréfilos Ley 1986
>3% de células sdo neutrofilos Crickman e Pugh 1986
>2% de células sdo neutrofilos Ball et al. 1988
>1 neutrdfilos por campo (x400) Purswell 1989
> 0,5% neutrofilos Ricketts e Mackntosh 1989
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Um procedimento padrao para obtengdo de amostras citoldgicas endometriais deve ser
feito. Inicialmente deve-se esvaziar o reto da égua, ligar a cauda, lavar a regido perineal com
sabdo neutro e higienizar com solu¢do de iodo povidona. Deve-se usar uma luva de palpagdo
retal com luva cirtrgica sobreposta e lubrifica-la. Um swab ¢ colocado na palma das maos,
passado pela cérvix e o material deve ser coletado. Deve ser feito um esfregaco e a lamina
corada com Wright Giemsa (Diff Quik) e quando indicado, corante Gram (CARD, 2005).

A lavagem uterina com 60 ml com solu¢do salina tamponada (PBS) pode ser utilizada.
O liquido recuperado deve ser colocado em um tubo de 10 ml para ser centrifugado a 400xg
por 10 minutos e posteriormente resuspendido em 1 ml de PBS. Uma gota da suspensdo ¢
colocada na lamina, fixada e posteriormente corada (LEBLANC; MAGSIG; STROMBERG,
2007).

As células presentes na amostra incluem células endometriais, neutréfilos, linfocitos,
monocitos, macrofagos, eritrocitos e células descamativas (Ibid.). A presenga de linfocitos,
macrofagos ou plasmocitos usualmente indica que existe um problema cronico, apesar de
macrofagos estarem ocasionalmente presentes quando um processo agudo estd resolvendo.
Eosinoéfilos estdo relacionados com infecgdes fingicas ou pneumovagina (DASCANIO; LEY;
BOWEN, 1997). Eles sao mais frequentemente observados em associagdo com inflamagdes
cronicas e podem estar associados com inflamagdes fungicas ou por leveduras. Hemécias
indicam trauma ou inflamag¢do muito aguda, enquanto que espermatozoides revelam cobertura

recente ou inseminagdo (NEELY; LIU; HILLMAN, 1991) (Tabela 2).

Tabela 2. Tipos de células e debris observados no exame citolégico uterino de éguas
(DASCANIO; LEY; BOWEN, 1997).

Tipo celular Origem Significado
Células endometriais Endométrio luminal ou Normal
glandular
Neutrofilos Endométrio Indicagdo de Inflamacao aguda
Eosinofilos Endométrio Indicagdo de pneumotitero
Macroéfagos Endométrio Indicacdo de inflamac@o crénica ou recidiva de
inflamacdo aguda
Linfocitos, plasmocitos Endométrio Indicagdo de inflamagao cronica
Células epiteliais escamosas Cervical, vaginal Resultado da Coleta

ou colunares

Hemacias Endométrio Pos-parto ou trauma
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Alguns veterinarios preferem utilizar swabs protegidos para coletar a amostra
endometrial, pois minimiza a contaminagdo vaginal (CARD, 2005). Aguilar et al., (2006)
observaram a presenc¢a de neutrofilos no trato reprodutivo de éguas do vestibulo até a cérvix.
Estes achados tém substancial relevancia nos casos onde as células endometriais sdo coletadas
usando técnicas que ndo protegem a amostra do contato com a vagina e cérvix. A
contaminagdo destes espécimes com neutrofilos determinam um falso diagndstico de
endometrite, levando a um tratamento desnecessario a uma condicao que ndo esta presente.

Wingfield e Ricketts (1982) verificaram em experimentos que 91% das éguas com
evidéncia clinica de endometrite persistente apresentavam inflamacdo na citologia, porém
somente 45% apresentavam achados bacteriologicos positivos. Em um estudo realizado por
Ribas (1998) com 25 éguas com historico de sub-fertilidade, foi diagnosticada inflamag¢do em
88% dos animais. J4 Riddle, Leblanc e Stromberg (2007) observaram presenca de inflamagao
nos exames citologicos em 19,9% das éguas avaliadas sem sele¢do prévia.

O exame citologico e a cultura uterina detectam a ocorréncia de uma endometrite
aguda ou cronica. Segundo Langoni et al. (1994) existe uma correlagdo positiva entre culturas
positivas e exames citologicos. Em estudo realizado por Langoni et al. (1999), 81% (379/468)
das amostras com crescimento bacteriano apresentaram citologia positiva. Quando a cultura ¢
positiva, sem presengca de PMNs na citologia uterina ¢ indicativo de uma contaminacao
durante a coleta. E uma cultura positiva, com a presenca de PMNs na amostra indica uma

endometrite ativa (HASSLER, 1999 apud JACOB et al., 2003).

2.3.4 Cultura

A cultura de bactérias aerdbicas do utero de éguas ¢ o método mais comum para
diagnosticar endometrite, entretanto, o isolamento de bactérias ndo necessariamente confirma
a presenc¢a de endometrite, nem falhas em isolar a bactéria eliminam a patologia (HUGHES,
1980).

Os exames bacterioldgicos representam somente um teste indireto para o diagnostico,
sendo o swab uterino protegido o método de coleta de eleigdo. Deve-se levar em consideragiao
que o isolamento de determinado microorganismo nao representa necessariamente a presenca
de endometrite, pois ocorrem resultados falsos positivos devido a contamina¢dao do ambiente
(JACOB et al., 2002; LANGONI et al., 1994), genitalia externa e vagina (LEBLANC;
MAGSIG; STROMBERG, 2007). Também podem ocorrer culturas falso-negativas, que sao
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associadas com amostra inadequada, pois o swab somente tem contato com uma area do
endométrio de 1-2 cm, diretamente cranial a cérvix (Ibid.).

A deteccdo da bactéria por si s6 ndo ¢ um critério adequado para concluir o
diagnostico porque os organismos envolvidos sdo na maioria das vezes comensais € podem
facilmente contaminar a cultura. Esta proporciona informagdes uteis no diagndstico de
infec¢des uterinas se usada em conjunto com a citologia uterina, pois ajuda na detec¢ao de
culturas falso-positivas (CAUSEY et al., 2006). Organismos comensais (contaminantes),
isolados incluem, Moraxella spp., Neisseria spp., Streptococcus spp. (o hemolitico e ndo
hemolitico), Corynebacterium spp., Staphylococcus albus, Anthracoides spp. (RICKETTS;
YOUNG; MEDICI, 1993).

A interpretacdo dos resultados da cultura ¢ baseada ndo somente no organismo isolado
mas também na histdria clinica da égua e resultado de exames ginecologicos (DIGBY, 1978).
Em um estudo realizado, bactérias foram isoladas em 15 (31%) espécimes de swabs
endometriais em 48 éguas, sem evidéncia de endometrite aguda (HINRICHS et al., 1989 apud
RICKETTS; YOUNG; MEDICI, 1993). Estudos tém mostrado que em éguas virgens sem
evidéncia citologica de endometrite aguda, foram isoladas bactérias anaerdbicas do tutero
(RICKETTS; MACKINTOSH, 1987).

Eguas com anormalidades genitais como pneumovagina, injirias vulvares, retovaginal
ou cervical ou que possuem o mecanismo de defesa deficiente apresentam endometrite aguda
persistente. (HUGHES; LOY, 1975). Segundo estes autores, a endometrite ¢ muito mais um
reflexo das anormalidades genitais individuais das éguas, do que dos organismos microbianos
isolados.

Segundo Silva N. et al. (1999), a coleta do material através de swabs uterinos
protegidos deve ser feita apds higienizagdo externa da vulva e do perineo. Imediatamente apos
a coleta, os swabs devem ser transportados, sob refrigeracdo em tubos de ensaio com caldo
BHI e incubados a temperatura de 37°C por 24-48 horas. ApoOs esse periodo, procede-se a
semeadura em placas de agar sangue desfibrinado de carneiro e incubagdo em estufa a 37°C
por 24 horas. Deve ser realizada a identificagdo dos organismos e dos testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos pelo método de difusdo em disco.

Em pesquisas realizadas por Doig, Mcknight e Miller (1981), em 92 culturas uterinas
de éguas inférteis clinicamente normais, foram isoladas bactérias em 28 espécimes (30,4%). O
isolado mais comum foi Streptococcus B-hemolitico (10/28) e Escherichia coli (11/28). De 64

éguas que foram negativas na cultura, trés (5%) apresentavam uma resposta neutrofilica.
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Infiltrado de células mononucleares foi encontrado em 75% das éguas com cultura positiva e
em 48% das culturas bacteriologicas negativas. Comparando os resultados da cultura uterina e
da bidpsia endometrial, observaram que culturas positivas nem sempre estdo associadas com
evidéncias histopatologicas de endometrite.

Em estudo realizado por Leblanc (2007) o organismo mais freqiientemente isolado foi
o Streptococcus B-hemolitico (39%), com Escherichia coli sendo o segundo organismo mais
isolado (16%). Juntos os dois organismos representaram 55% das culturas positivas. Dois ou
mais organismos foram isolados em <2,3% das culturas positivas.

Em um estudo realizado durante 11 anos, onde foram isolados 16.386
microorganismos obtidos de 24.913 swabs uterinos, a endometrite aguda foi diagnosticada em
21% dos isolados. Pseudomonas aeruginosa (46%), Proteus spp. (34%), Klebsiella oxytoca
(34%), Enterobacter aerogenes (30%), Streptococcus spp. B-hemolitico (29%), Klebsiella
pneumoniae (29%), Pasteurella spp. (27%), Escherichia coli (23%), Streptococcus faecalis e
Staphylococcus aureus (20%), foram isolados de espécimes com citologia positiva (>0,5% de
leucocitos polimorfonucleares), associadas com endometrite aguda (RICKETTS; YOUNG;
MEDICI, 1993).

2.3.5 Biopsia endometrial

O ttero da égua ¢ composto por trés camadas. A mucosa uterina ou endométrio ¢ a
camada mais interna. A camada média ¢ constituida pelo miométrio, subdividido em duas
outras camadas, a muscular circular interna e a muscular longitudinal externa, intercaladas
pela camada vascular. A camada mais externa ou perimétrio reveste todo o 6rgao (KENNEY,
1978).

O endométrio ¢ constituido por duas camadas, o epitélio, que reveste o lumen uterino e
a lamina propria, que se estende desde a membrana basal do epitélio até¢ a musculatura
circular interna do miométrio. O epitélio ¢ constituido por células que vdo de cuboidais a
colunares alta de acordo com a fase do ciclo estral. Sao em até 50% ciliadas e estdo dispostas
de forma simples sobre uma membrana basal (QUEIROZ, 1991).

A lamina propria ¢ composta por duas camadas, que sdo divididas de acordo com a
densidade das células do estroma endometrial. O estrato compacto, mais interno e em contato
com o epitélio uterino, mede de 0.75 a 1 mm de espessura; ¢ caracterizado pela alta densidade

de células do estroma e pelo grande nimero de capilares junto 8 membrana basal. As células
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do estrato compacto sao dispostas de forma irregular em rosetas ou estreladas, com o nucleo
mais oval do que arredondado e citoplasma escasso. O estrato esponjoso possui baixa
densidade populacional de células, com muitas fibras interligando-as e criando uma aparéncia
esponjosa. Os espagos na area sdo preenchidos com fluidos tissulares e se misturam a
capilares, arteriolas, vénulas, muitos vasos linfaticos e, ocasionalmente, pequenas artérias
musculares. A principal estrutura contida na lamina prépria ¢ a rede glandular uterina. Essas
glandulas sdo derivadas do epitélio endometrial e penetram na lamina propria formando
inicialmente um ducto e depois varias ramificacdes. Sdo estruturas que se modificam
frequentemente, em resposta aos estimulos hormonais durante a atividade reprodutora
(KENNEY, 1978).

As variagdes ciclicas da morfologia endometrial durante a estacdo de monta refletem
os niveis de esteroides sexuais ovarianos, € caracterizam as fases do ciclo estral. Da mesma
forma, durante os periodos de transi¢do e de anestro estacional, o exame do endométrio indica
o inicio ou auséncia da atividade ovariana. (KENNEY; DOIG, 1986). As éguas durante o
anestro estacional apresentam endométrio atréfico. Na fase de diestro o epitélio endometrial e
glandular sdo cuboidais, as glandulas ndo se apresentam tortuosas e podem conter secre¢des
espessas (QUEIROZ, 1991).

Com a implantacao da fase estrogénica, através da presenca de um foliculo maduro no
ovdrio, as cé¢lulas do epitélio glandular e do limen endometrial tornando-se colunares altas,
com presenga de vactolos na base de algumas delas. A lamina propria torna-se edemaciada e
o estroma menos denso, com bom espagamento glandular. As glandulas tornam-se alongadas
e podem no inicio desta fase apresentar ao corte formagdes de ninhos glandulares. Sao
formagdes temporarias que ndo devem ser confundidas com seqiiestro por fibrose. E
importante observar a presenca de polimorfonucleares, apenas no limen dos pequenos vasos
sanguineos. A presen¢a de neutr6filos no estroma caracterizaria a existéncia de um processo
inflamatério (VAN CAMP, 1988).

A bidpsia endometrial ¢ um procedimento confidvel e seguro para o diagnostico e
prognostico de disturbios endometriais relacionados a infertilidade na égua (SCHOON et al.,
1997 apud KELLER et al., 2004). E indicada para qualquer égua nio prenhe com suspeita de
patologia uterina (DOIG; MCKNIGHT; MILLER, 1981).

Van Camp (1988), apos realizar uma revisdo de literatura, interpretacdo e avaliagdo
prognoéstica da biopsia endometrial concluiu que a técnica € estabelecida com seguranca e

efetividade em avaliar o status reprodutivo do utero das éguas e que isto ajuda ao clinico na
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interpretagao do histérico, e de achados fisicos e laboratoriais, contribuindo para a escolha
terapéutica.

Doig, Mcknight e Miller (1981), descrevem que o valor da técnica estd em determinar
as bases para predizer futura habilidade do ttero em manter a gestacdo a termo. Ele enfatiza
que a biopsia endometrial deve ser interpretada com cuidado, em contexto com histérico e
outros exames.

Segundo Doig e Waelchli (1993), a técnica ¢ Util para detectar alteragdes associadas
com baixa fertilidade, ndo facilmente diagnosticadas por outros métodos, e para monitoragao
da resposta a uma terapia uterina especifica. Segundo estes autores, esta técnica deve ser
usada em conjunto com o histérico, exame dos Orgdos genitais externos € internos,
vaginoscopia e cultura do ttero.

A bidpsia associada ao exame histopatologico proporciona informagdes importantes
sobre as condicdes do endométrio, permitindo uma correlacio entre os achados
histopatologicos e a futura perspectiva da “performance” reprodutiva das fémeas (QUEIROZ,
1991).

A biopsia endometrial tem mostrado ser de alto valor no diagnostico de éguas sub-
férteis, e inférteis (DOIG; MCKNIGHT; MILLER, 1981) incluindo éguas vazias apds a
estacdo de monta, ¢guas repetidoras de cio (“repeat breeders”), éguas com historico de perda
embriondria precoce e éguas com endometrite clinica e piometra (KENNEY; DOIG, 1986).

Segundo Doig, Mcknight e Miller (1981), o diagndstico da endometrite aguda pode ser
adequadamente realizado através da bidpsia endometrial, porém o exame citoldgico da
secrecao endometrial constitui-se um método de diagnostico alternativo quando o exame de
bidpsia ¢ inviavel ou quando um resultado imediato € necessario. A desvantagem da técnica ¢
a demora entre a coleta ¢ o resultado laboratorial (NIELSEN, 2005).

A técnica consiste em utilizar uma pinga de bidpsia eqiiina para coletar a amostra com
no minimo 10 x 20 x 3 x 3 mm de tamanho para apropriada interpretagao histoldgica. O ideal
¢ coletar amostras do assoalho e teto de cada corno uterino e corpo. Porém, devido a
necessidade de preparacdo higiénica e procedimento para cada amostra, rotineiramente a
retirada de cinco amostras ¢ impraticavel. Tém-se mostrado que uma amostra ¢
essencialmente representativa do endométrio como um todo (KENNEY; DOIG, 1986). Na
auséncia de anormalidades uterinas palpdveis, as biopsias devem ser retiradas do corno

uterino esquerdo ou direito, local clinicamente chamado de regido de implantacdo do embrido.

37



Se existir uma area anormal detectavel por palpacdao ou ultra-sonografia, a biopsia deve ser
retirada da area afetada e da area normal (DOIG; MCKNIGHT; MILLER, 1981).

Devido a facilidade de dilatacdo da cérvix da égua, este procedimento pode ser feito
em qualquer fase do ciclo estral, sendo importante informar o estagio do ciclo estral e achados
fisicos durante a coleta da amostra (Ibid.).

As bidpsias uterinas devem ser conservadas em formalina a 10%, embebidas em
parafina apos procedimento padrdo, seccionadas em micrétomo a 3-4 pm e coradas com
hematoxilina-eosina. As amostras devem ser avaliadas em aumentos de 100, 200 e¢ 300x
(KELLER et al., 2004). Segundo Doig, Mcknight e Miller (1981), as amostras devem ser
fixadas em solucdo de Bouin's por uma a trés horas e transferidas para formalina a 10% para
serem transportada para o laboratdrio.

Rossdale e Ricketts (1980) classificaram as endometrites pelos achados de células
inflamatorias, em endometrites agudas (caracterizada principalmente pela presenga de
infiltrado de polimorfonucleares) e cronicas, subdividindo essas em infiltrativas e
degenerativas. As infiltrativas sdo caracterizadas pela presenca de infiltrados inflamatdrios
compostos por leucdcitos mononucleares, histidcitos e plasmocitos. Ja as degenerativas, além
da presenga de infiltrados, apresentam fibrose no estroma e dilatag¢des cisticas e glandulares.

Asbury (1984a) classificou a resposta inflamatéria em aguda ou cronica e
ocasionalmente poderia consistir de uma resposta cronica com presenca de reacdo aguda
superimposta.

A infiltragdo celular deve ser avaliada de acordo com o tipo de célula, distribuigdo e
severidade. Os tipos de células sdo polimorfonuclear (endometrite infiltrativa aguda) ou
linfocitos e células plasmaticas (endometrite infiltrativa cronica). A distribuicdo de células ¢
caracterizada quanto a localiza¢do no endométrio (lumen, estrato compacto, estrato esponjoso
ou dentro do limen glandular) (DOIG; MCKNIGHT; MILLER, 1981).

A severidade da infiltragdo celular ¢ subjetivamente graduada como: leve (poucas
células, usualmente localizada no estrato compacto ou ocasionalmente como foco isolado no
estrato esponjoso), moderada (infiltrado celular difuso no estrato compacto e/ou
frequentemente na area periglandular ou dentro do limen da glandula), ou severa (infiltrado
difuso de células através do endométrio e freqiientemente induzindo pleomorfismo no
epitélio) (KENNEY, 1978). A presenca de infiltracdo celular moderada ou severa ¢ utilizada
para alertar aos clinicos sobre uma possivel necessidade de tratamento (DOIG; MCKNIGHT;

MILLER, 1981).
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A fibrose endometrial ¢ graduada em quatro categorias: A) ausente, B) leve
(frequentemente apresenta fibrose periglandular com menos de quatro focos fibroticos na
média de trés campos lineares de 5,5 mm), C) moderada (proeminente ninho glandular e
quatro ou mais focos fibroticos por 5,5 mm) ou D) severa (fibrose em todo o espécime
coletado, com atrofia glandular e/ou mudanga cistica glandular (KENNEY, 1978).

Os resultados da bidpsia endometrial sdo categorizados e refletem a associagao entre
patologia e eficiéncia reprodutiva. A categoriza¢do ¢ baseada no aumento da gravidade da
inflamacdo, devido a migracdo de neutréfilos através do tecido endometrial, algumas vezes
associadas a mudangas degenerativas do epitélio luminal (KELLER et al., 2004).

Kenney (1978), propos um sistema de classificacdo que era baseado em trés
categorias: grupo de éguas com endométrio normal (categoria I), éguas com endométrio
severamente afetado (categoria III) e um grupo intermedidrio entre os dois (categoria II), e
correlacionada com a taxa de prenhez. Eguas com o endométrio classificado nas categorias I e
IT e com historico de infecgdes repetidas sdo consideradas potencialmente susceptiveis (LIU,
1988). Segundo Kenney (1978) éguas com o endométrio classificado na categoria III possuem
11% de taxa de paricdo, enquanto éguas com endométrio classificado como I apresentam 68%
e categoria II cerca de 51%.

Usando o sistema originalmente proposto por Kenney (1978) como base, porém
observando a extensdo de fibrose, Kenney e Doig (1986) e Waelchli (1990), propuseram uma
nova avaliagdo com quatro categorias: I, IIA, IIB e III.

Na categoria I, classificada com endométrio normal, nenhuma atrofia estad presente
durante a estacdo fisiologica e nenhuma hipoplasia das glandulas ¢ observada. Mudangas
patoldgicas envolvendo inflamagdo e fibrose sdo escassas.

Na categoria IIA, ocorrem alteragdes histologicas endometriais leves. Alteracdes
inflamatorias sdo caracterizadas como leve a moderada, apresentam infiltragdo difusa no
estrato compacto com células inflamatorias e secre¢do, e apresentam frequentemente focos no
estrato compacto e esponjoso. Alteragdes fibroticas glandulares sdo freqiientes apresentando
duas a trés camadas ao redor dos ninhos glandulares. Apresentam lacunas linfaticas e atrofia
endometrial.

Na categoria IIB, aparecem alteragdes histoldgicas endometriais moderadas, com a
inflamacado caracterizada por infiltragdo moderada difusa ou focos de células inflamatorias no

estrato compacto. Apresentam fibrose difusa e moderada normalmente envolvendo quatro ou
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mais camadas ao redor das glandulas. Pode ser observada degeneracao glandular cistica
associada a atrofia glandular.

A categoria III, onde ocorrem alteragdes endometriais severas, observa-se infiltrado
difuso generalizado de células inflamatorias no estrato compacto e fibrose glandular severa.
Severa degeneragdo glandular cistica associada a atrofia glandular ndo uniforme, lacunas
linfaticas severas que apresentam textura rugosa que sao palpaveis ao exame ginecologico.

Estes autores sugeriram que a expectativa de taxa de pari¢cdo do grupo I era de 80 a

90%, na categoria IIA era 50 a 80%, IIb: 10 a 50% e categoria III era de 10% (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacao do grau de endometrite, segundo: Kenney e Doig (1986) e Waelchli
(1990).

Graus Classificacao das Endometrites
I SEM INFLAMACAO
1A INFLAMACAO LEVE
1B INFLAMACAO MODERADA
111 INFLAMACAO SEVERA

Segundo Van Camp (1988), a acuracia no prognostico aumenta avaliando ndo somente
a lesdo histopatoldgica detectada na amostra coletada inicialmente, mas também na habilidade
do endométrio em responder ou ndo ao tratamento, re-avaliando a lesdo histologica em uma
segunda amostra uterina.

Dois estudos usando um sistema de categorizagao similar envolvendo quatro
categorias, demonstrou baixa taxa de potros nascidos de éguas da categoria III, (0%) e
excelente taxa de nascimento na categoria I (82% e 70%). As categorias IIA e IIB
apresentaram taxa de nascimento intermediaria em cada estudo, porém variavel entre os
estudos (74% e 42%; 46% e 18%) respectivamente. Esta variabilidade provavelmente ocorreu
devido a fatores como idade das €guas, anos sem paricdo e manejo durante a cobertura, pois
estes fatores influenciam as categorias IIA e IIB (DOIG; MCKNIGHT; MILLER, 1981;
WAELCHLI, 1990)

Keller et al. (2004), classificaram como grau 1 o endométrio com 0 a 15
células/campo, como grau 2 o endométrio com 15 a 30 células/campo, como grau 3 o com
>30 células/campo. Consideraram como graus intermediarios (1,5 a 3,5) aqueles que a

endometrite abrangia o estrato esponjoso (0,5 grau a mais).
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Segundo Ginther (1986), a idade da égua ¢ um fator importante considerando que ha
uma maior perda da gestacdo com o avangar da idade. Aparentemente, este grupo de animais
tem sido caracterizado por alteragdes degenerativas no endométrio (BALL et al., 1988), o que
pode dificultar a atividade dos hormdnios circulantes, alterar o aporte de células a luz do utero
e dificultar a drenagem linfatica (SCHOON, H.; SCHOON, D.; KLUG, 1997). As alteragdes
também incluem endometrioses e alteragdes vasculares (BALL et al., 1988).

Segundo Doig, Mcknight e Miller (1981), a diminuicao da fertilidade em éguas idosas
ocorre como resultado do aumento da severidade da fibrose endometrial. Carnevale e Ginther
(1992) descrevem que éguas mais velhas geralmente apresentam complicagdes histologicas
mais graves do que éguas mais jovens.

Ricketts e Alonso (1991) relataram que infiltragdes de células mononucleares e doenca
endometrial degenerativa cronica tinham correlagdo significativa com idade e parigdes, e
idade e graus de degeneracdo endometrial cronica. Demonstraram ainda, que a endometrite
aguda, sozinha ou associada com graus de infiltrado de células mononucleares e doenca
endometrial degenerativa cronica sao os achados histopatologicos mais comumente
encontrados em bidpsias endometriais de éguas sub-férteis e inférteis durante exames
ginecologicos de rotina.

Tem sido reportado que mudangas degenerativas levam a incompeténcia endometrial,
reduzindo progressivamente o potencial de paricdo, e aumentado a taxa de perdas
embrionarias ¢ abortos (CARNEVALE; GINTHER, 1992).

Hurtgen (2006) obsevou que éguas idosas vazias, com mais de 12 anos, inseminadas
com sémen fresco ou congelado desenvolvem uma reacao inflamatoria aguda.

Segundo Rosciani et al. (2000), a biopsia uterina ¢ indispensavel para avaliar a
habilidade do utero em manter a prenhes, pois permite determinar estados de fibrose,
endometrite cronica, endometriose, os quais reduzem a fertilidade e ndo sdo diagnosticados
por outros métodos.

Aguilar et al. (2006), relataram que a bidpsia uterina de éguas idosas vazias ¢
caracterizada por dilatacdo do limen das glandulas, e infiltrado difuso leve a moderado,
fibrose periglandular que varia de leve a moderada, e ninhos glandulares fibrosados e nao
fibrosados

Doig, Mcknigh, Miller (1981) e Asbury (1984a) observaram que as lesdes
inflamatorias do endométrio ndo estdo necessariamente associadas com o isolamento de

bactérias aerdbicas. Somente cinco (18%) éguas com cultura positiva apresentaram evidéncia
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microscopica de neutréfilos no limen uterino ou endométrio. Segundo estes autores, com o
incremento de novas técnicas de coleta das secregdes uterinas reduzindo a contaminagao, esta
discrepancia tende a aumentar.

Tem sido reconhecido que a presenga de células polimorfonucleares ¢ o melhor
indicador de inflamagao, porém sem a deteccdo de cultura positiva e de um agente causal, ¢
dificil propor protocolos para o tratamento das éguas (RICKETTS, 1999). Roszel e Freeman
(1988) indicaram a bidpsia uterina como método de diagnostico para controle da resposta
uterina a um tratamento.

Segundo Asbury (1984a) a associagdo entre lesdes histoldgicas e infeccdo uterina €
baixa em casos de inflamacgao cronica.

Doig, Mcknight e Miller (1981) em estudos realizados com 700 éguas inférteis,
relataram que 88,3% apresentavam fibrose endometrial, sendo que a maioria, 50,9%
apresentavam fibrose leve e 35,1% fibrose moderada. Infiltracdo celular foi observada em
51% de bidpsias endometriais. A combinacdo de endometrite infiltrativa aguda e cronica foi
observado em 6% das éguas, endometrite infiltrativa cronica leve foi observada em 35% e
endometrite infiltrativa cronica moderada a severa foi observada em 10% das éguas.

Em pesquisas realizadas por Ribas (1998) em 25 éguas com problemas reprodutivos e,
média de idade de 7,5 anos, uma (4%) foi classificada com grau I, 15 (60%) foram
classificadas com grau IIA, oito (32%) classificadas com grau IIB e uma égua (4%) com grau
I, segundo classificacdo de Kenney e Doig (1986).

Rosciani et al. (2000), em experimento realizado com 29 éguas doadoras de embrides
provenientes de um haras da provincia de Corrientes, Argentina, observaram que 38% delas
apresentavam endométrio classificado como grau I, 48,2% como grau IIA, 10,3%
classificadas como grau IIB e 3,4% como grau III. Neste mesmo experimento os autores
observaram que das seis éguas (20,6%) com diagnostico citologico positivo para inflamagao
uterina, cinco foram classificadas com endométrio entre IIA e IIB.

Moreira et al. (2007) ao avaliarem o utero de 25 éguas doadoras e receptoras de
programas de transferéncia de embrides, com historico de subfertilidade, observaram que 48%
das éguas apresentavam histopatologia grau IIB, 40% foram classificadas como grau IIA e
12% como grau III. Neste mesmo experimento, os autores avaliaram o endométrio de 11
doadoras e receptoras sem historico reprodutivo de sub-fertilidade, estes observaram que oito
éguas (73%) apresentaram classificagdo de bidpsia endometrial grau IIA, duas (18%)

apresentaram grau IIB e uma (9%) foi classificada como grau III.
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Em um estudo realizado por Waelchli (1990) com 201 éguas comparando o valor do
exame histoldgico, citoldgico e bacterioldégico em diagnosticar inflamacao aguda e infecgao,
relatou que 43 (21%) dos espécimes de bidpsias uterinas e 26 (13%) dos espécimes
citoloégicos apresentavam leucocitos polimorfonucleares, e que estas células estavam
presentes em todos os casos onde os resultados da cultura foram considerados significantes.
Este estudo demonstrou que a presenca de grande nimero de polimorfonucleares na biopsia
tem alta correlagdo com o isolamento de bactérias patogénicas, mas ndo com aquelas

consideradas comensais.

2.4 Métodos de Tratamento da Endometrite

No passado acreditava-se que a endometrite era exclusivamente resultado de
contaminagdo bacteriana no utero. As estratégias de tratamento eram focadas na prevengdo da
entrada de bactérias no utero e as éguas com sinais de endometrite, eram tratadas com
antibioticos (TROEDSSON, 2006). Segundo Asbury (1984a) apesar da descoberta de novos e
potentes antibidticos, as infec¢des uterinas bacterianas nas éguas parecem ter a mesma
incidéncia que tinham h4 muitos anos atras.

Através dos anos, os primeiros tratamentos para combater a endometrite usavam
antibioticos para eliminar a infec¢do, ocitocina para aumentar a contratilidade uterina e
eliminar fluido e lavagens para eliminar debris (SELLNOW, 2007).

Estudos recentes sugerem que o principal causador da inflamacdo pos-cobertura é o
espermatozodide, por isso ¢ fundamental o controle da higiene da regido perineal da égua, seja
antes da monta natural ou inseminagdo artificial (MALSCHITZKY et al., 2007). Segundo
Mattos et al. (1996) a inseminacgdo artificial pode beneficiar éguas susceptiveis, resultando em
taxas superiores de prenhez em comparacdo a monta natural.

Hassler (2002), ratifica este conceito, justificando que o tratamento de éguas com
infeccdo bacteriana deve-se iniciar com a eliminacdo das causas predisponentes, indicando
cirurgia para a pneumovagina e higiene na hora da cobertura, além de manejo pra minimizar
contaminagdes, acompanhada pela terapia de lavagens e subseqiiente infusdo de antibidticos
de largo espectro, sendo ideal a identificagdo do microorganismo e a realizacdo do
antibioGrama.

Segundo Asbury (1984a) os principios de manejo de éguas com endometrite devem

incluir: correcdo dos defeitos anatdomicos quando indicado, reducdo da inflamagdo e da
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populagdo bacteriana no tutero e prevengao do reaparecimento dos sintomas. Segundo Hurtgen
(2006) o tratamento da endometrite nas €guas ¢ baseado primariamente em minimizar os
fatores predisponentes associados com éguas de risco e o entendimento dos mecanismos de
resisténcia inato da égua.

Deve-se buscar a realizagdo de uma unica cobertura, preferencialmente antes da
ovulagdo, o que pode ser obtido com um bom controle reprodutivo, € com a utilizacdo de
agentes indutores de ovulagdo (MALSCHITZKY et al., 2007).

Zingher (1996) cita que o tratamento terapéutico das endometrites deve incluir o uso
de imunoestimulantes, os quais aumentariam a imunidade local favorecendo a recuperagao
dos animais, € a aplicagdo de antimicrobianos por via sist€émica ou por infusdes uterinas.

Os tratamentos mais utilizados sdo infusdes com antibidticos, infusdes com plasma
sanguineo e plasma enriquecido com leucocitos. Os tratamentos podem ser combinados entre
si e com a utilizagdo de lavagens uterinas, ou ocitocina. Além do efeito direto do material
infundido, a distensdo gerada pela infusdo induz também contra¢des uterinas e leva a uma
dilui¢do da secrecdo uterina, o que facilita a evacuagcdo (MALSCHITZKY et al., 2007).

A avaliacdo da eficacia do tratamento ¢ baseada no desaparecimento dos sinais
clinicos da inflamag¢do. Alteragdes fisicas devem regredir e neutrofilos estarem ausentes ou
diminuidos no exame citologico (ASBURY, 1984a).

Asbury (1984a) relata que na endometrite cronica, as substancias irritantes sdo capazes
de promover reagudizag¢do do processo inflamatdrio, porém o uso destas substancias no utero
deve ser utilizado com cuidado, pois o ttero das éguas é extremamente sensivel a substancias
irritantes introduzidas no trato reprodutor e podem desenvolver mudangas fibroticas no
endométrio.

Existe uma enorme quantidade de variaveis associadas a endometrite . Nao ¢ prudente
assumir que casos agudos, cronicos ou de endometrites persistentes induzidas pela cobertura
possam ser tratadas com protocolos padronizados. Esta discussao se complica por ndo existir
uniformidade e precisdo nos métodos de diagndstico e concordancia na interpretagdo dos

achados clinicos (HURTGEN, 2006).

2.4.1 Antibioticos

A terapia antibidtica inclui antibidticos administrados localmente (intra-uterino) ou

por via sist€émica e terapia anti-séptica administrada via intra-uterina. A utilizacdo de
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antibioticos diluidos em solucdo salina, infundidos no tutero durante o estro tem sido
preconizada para tratar endometrite bacteriana (ASBURY, 1984a). Tratamentos com infusdes
de antibidticos apoOs a cobertura sdo realizados desde a década de 80 com relatos clinicos de
bons resultados (ZENT, 1993 apud MALSCHITZKY et al., 2007).

Existem algumas propriedades que devem ser comuns aos antimicrobianos:

a) toxicidade seletiva, ou seja, devem agir nas bactérias sem causar danos ao
hospedeiro;

b) amplo espectro de acdo, antimicrobianos com atividade em grande numero de
espécies de microorganismos,

¢) mecanismo de a¢do, no qual cada antibiotico atua de maneira diferente na célula-
alvo, podendo ser em nivel de inibi¢do da sintese da parede celular (ex. penicilina,
cefalosporina), na destruicdo da funcdo da membrana citoplasmatica (ex. polimixina), pela
inibi¢do da sintese de proteinas (ex. tetraciclinas, estreptomicina) ou, ainda, por agirem como
metabolitos (sulfa/trimetroprim) e;

d) poucos efeitos colaterais (MURRAY et al., 2002).

A terapia sistémica elimina a necessidade de manipulacdo do canal vaginal para
infundir o antibidtico através da cérvix e permite a continuidade do tratamento durante o
diestro (ASBURY, 1984a).

O tratamento das éguas consiste em selecionar o antibidtico especifico baseado no
resultado de culturas e testes de sensibilidade ao antibidtico in vitro, selecionar um veiculo
que ndo promova irritagdo ao endométrio, administrar a solu¢do intra-uterina de forma
asséptica, tratar diariamente durante o estro por no minimo trés dias, infundido um volume
total de 200 ml por tratamento (Ibid.). Silva N. et al. (1999) citam que a sele¢do do antibiodtico
deve ser baseada tanto na determinacdo da prevaléncia das bactérias causadoras e a
susceptibilidade desses microorganismos frente aos antibioticos.

Estudos realizados revelaram diferentes prevaléncias e diferentes resultados de
susceptibilidade dos microorganismos isolados em swabs cervicais e¢ uterinos de éguas
(MCCUE; HUGHES; JANG, 1991; SILVA et al., 1999). Alguns antibidticos como penicilina,
estreptomicina, amikacina, ampicilina, carbenecilina, cloranfenicol, gentamicina, kanamicina,
neomicina, ticarcilina (ALLEN, 1994), enrofloxacina (HAINES et al., 2000), sao
preconizados para o tratamento intra-uterino da endometrite. Eguas tratadas com gentamicina
apresentaram aumento nas taxas de concep¢do (ASBURY, 1984a). Jacob et al (2002)

observaram nos testes de susceptibilidade frente aos antimicrobianos, que a maioria dos
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microorganismos isolados da fossa clitoriana e tUtero, apresentaram sensibilidade frente a
enrofloxacina, florfenicol, gentamicina e cloranfenicol, sendo a enrofloxacina e o florfenicol
os antibidticos com maior sensibilidade, e ndo apresentaram sensibilidade a penicilina e
neomicina.

Troedsson (2006), cita que nos testes de sensibilidade aos antimicrobianos, a
amicacina ¢ gentamicina, seguida pela ampicilina ¢ cloranfenicol revelaram maior agdo in
vitro frente aos microorganismos isolados do ttero de éguas

Silva N. et al (1999) observaram que todas as amostras de Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus foram sensiveis a penicilina e a ampicilina, resultados ja esperados uma vez
que antibioticos beta-lactdmicos, como penicilina e cefalosporinas, tém alta atividade contra
as bactérias do género estreptococos (MCCUE; HUGHES; JANG, 1991). E recomendado que
o tratamento intra-uterino com penicilina seja realizado em intervalos de 24 horas para
manuten¢do de niveis terapéuticos, durante quatro a cinco dias (ASBURY, 1984a). A
susceptibilidade das bactérias Gram negativas, Escherichia coli e Pseudomonas spp. frente
aos antimicrobianos: ampicilina, amicacina, cefalotina, cloranfenicol, eritromicina,
estreptomicina, gentamicina, nitrofurantoina, neomicina, polimixina B, sulfa/trimetropim e
tetraciclina, ¢ alta (SILVA N. et al., 1999), resultados previsiveis, uma vez que os antibidticos
do grupo dos aminoglicosideos sdo indicados primariamente para combater as infecgdes por
microorganismos Gram negativos. Neste mesmo estudo, cepas de Rhodococcus equi,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus sp., apresentaram resisténcia
frente aos antibidticos testados (ASBURY, 1984a).

Segundo Silva N. et al. (1999), o teste de sensibilidade a antibidticos nem sempre se
correlaciona com a eficacia in vivo quando aplicado no ttero das éguas. A polimixina B, que
possui efetividade in vitro contra Pseudomonas e Klebsiella raramente apresenta eficiéncia no
tratamento de endometrite causada por estas bactérias.

Problemas associados com antibioticoterapia em ¢éguas incluem irritagdo,
desenvolvimento de resisténcia bacteriana ao antibidtico e estabelecimento de superinfec¢ao
por outros organismos. Esta situacdo é observada quando o tratamento para Streptococcus
spp. resulta no aparecimento de Pseudomonas aeruginosa no proximo cio (ALLEN, 1994).
Drogas da familia das tetraciclinas nunca devem ser utilizadas no utero das éguas devido a
potente irritagdo (ASBURY, 1984a).

Devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos, e conseqiiente surgimento de

resisténcia, tém-se sugerido em caso de infecgdo do ttero, a utilizagdo de terapia
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antimicrobiana quando a cultura for positiva associada a sinais clinicos e/ou histérico de

infertilidade (SILVA G.; ASSIM; BARBOSA, 2001).

2.4.2 Solucoes anti-sépticas

Anti-sépticos sdo utilizados para reduzir o tamanho e aumentar o tonus do utero por
irritacdo direta. Esses agentes sdo usados para diminuir a viscosidade do fluido uterino
auxiliando na expulsdo do contetido. Na inflamagdo cronica sem infeccdo, estas substancias
sdo capazes de mudar o status inflamatorio cronico para uma inflamagdo aguda (ASBURY,
1984a). Solugdes antisépticas sao geralmente antibacterianas e antifingicas.

Virios antisépticos tém sido usados durante os anos, acriflavina, 4cido borico,
solugdes iodadas, iodoforme, 6xido de prata. Infusdes de lugol a 10% em trés éguas resultou
em alteracdo no endométrio, com sangue, fluido serosanguinolento ¢ fibrina. Apesar da
superficie epitelial apresentar aparéncia normal, observou-se areas de ulceracao 21 dias apos a
infusdo (WOOLCOCK, 1980).

As infusdes com iodo povidona devem ser realizadas por cinco a seis dias. Evidéncia
histologica de melhora no endométrio foi observada com este tratamento, e a fertilidade tem
sido estabelecida em um numero significativo de éguas problemas (ASBURY, 1984a).

O uso de substancias anti-sépticas no utero deve ser utilizado com cautela, pois as
éguas sdo extremamente sensiveis a substancias irritantes introduzidas no trato reprodutor e
podem desenvolver necrose e subseqiientes mudancas fibrdticas no endométrio, cérvix e
vagina. Solugdes com altas concentracdes de iodo e clorexidine sdao contra-indicadas

(ASBURY, 1984a).

2.4.3 Estrogénio e lavagem uterina

Tratamentos com a inten¢do de aumentar o mecanismo natural de defesa uterino tém
sido preconizados utilizando-se estrogénio sistémico (MALSCHITZKY et al., 2007).

Lavagens uterinas sdo, provavelmente, a melhor forma de limpeza fisica do tutero
(Ibid.). A lavagem uterina com solucdo salina isotonica tem sido utilizada na intengdo de
evacuacdo mecanica do conteudo uterino e estimulo ao endométrio no recrutamento de

neutrofilos e proteinas séricas (LEBLANC, 2003).
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Em lavagens realizadas nas primeiras 12 horas apds a cobertura, pode ser retirado
material purulento, ja que esse periodo coincide com o pico da inflama¢do induzida pelo
espermatozdide (MALSCHITZKY et al.,, 2007). Recomenda-se a utilizacdo de solugdes
tamponadas, ou ringer com lactato, e volume de 2 litros por lavagem, pois este volume ¢
suficiente para obter distensdo da parede uterina e permitir o contato da solug¢do infundida
com toda a superficie da mucosa. Faz-se pelo menos trés a quatro sifonagens, pois foi
demonstrado que a maior quantidade de debris ¢ retirada entre a 2* e 3* lavagem (MATTOS et
al., 1997).

Infusdes de antibioticos realizadas antes de 12 horas pds-cobertura ndo apresentaram
vantagens em relagdo a tratamentos com lavagens uterinas ou a aplicagdo de ocitocina
(MALSCHITZKY et al., 2002).

Segundo Mattos et al. (1997), lavagens uterinas realizadas 24 horas apds uma infec¢ao
experimental ndo foram eficientes na eliminagdo bacteriana, possivelmente devido a aderéncia

bacteriana a parede do endométrio.

2.4.4 Plasma

Segundo Allen (1994), infusdo de plasma aumenta a taxa de opsonizacao de bactérias
presentes no utero, porém segundo Noakes et al. (1996), em um experimento com éguas
ovarectomizadas submetidas a tratamento com progesterona, a infusdo com plasma ndo foi
eficaz na remissdo da endometrite. Plasma ou colostro tem sido infundido no ttero para
promover uma fonte de imunoglogulinas e complemento exogeno (ASBURY, 1984b;
GANNES, 1985 apud WATSON, 1988).

Segundo Mattos et al. (1999), houve melhora significativa na taxa de prenhez em
éguas falhadas e com potro ao pé, recebendo infusdes de plasma enriquecido com leucécitos,
12 a 36 horas ap6s a cobertura. Segundo Castilho et al. (1997 apud MALSCHITZKY et al.,
2007), através desta técnica mais de 80% dos leucdcitos coletados no sangue sao mantidos no
plasma, sendo que mais de 95% deles sao viaveis. Além dos fatores de opsonizagao presentes
no plasma, um numero extra de neutréfilos capazes de realizar fagocitose ¢ adicionado ao
ambiente uterino quando se utiliza a infusao de plasma (MALSCHITZKY et al., 2007).

Pascoe (1993) observou que a adi¢do de plasma homologo a infusdo com antibioticos,
realizadas 36-48 horas apds a cobertura, melhorou a taxa de prenhez e parigdo das €guas

tratadas em relagdo a observada nas éguas nao tratadas ou que receberam somente infusdo de
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antibioticos. Isto ocorreu devido a uma fagocitose mais eficiente pelos neutrdfilos uterinos,
auxiliados por componentes do sistema complemento e imunoglobulinas presentes no plasma
sanguineo.

Segundo Asbury (1984b), o tratamento com plasma deve ser feito coletando-se o
sangue da égua com endometrite e adicionando 10 unidades de heparina para cada 1 ml de
sangue. O plasma deve ser separado por centrifugacdo e infundido dentro de uma hora da
coleta, ou entdo, congelado para posterior utilizacdo. Apds lavagem com solucdo salina um
volume de 100 ml de plasma deve ser infundido no utero da égua e repetido diariamente por

cinco dias durante o estro.

2.4.5 Ocitocina e analogos da prostaglandina

Drogas uterotonicas, como a ocitocina (LEBLANC, 1994) ou a prostaglandina F2a
(CADARIO; THATCHER; LEBLANC, 1995) tém sido utilizadas como alternativa a lavagem
uterina. Primeiramente reportada por Allen (1991), a ocitocina na dose de 25 Ul, administrada
por via endovenosa, tem sido extensivamente utilizada para ajudar na eliminag¢do do fluido
intra-uterino e drenagem linfatica.

Este tratamento € seguro, barato, ndo invasivo, nao irritante e fortalece o sistema de
defesa uterino por eliminar fluido do tutero. A indicagdo para o uso de ocitocina ¢ a detec¢ao
de fluido uterino livre antes ou apds cobertura. A ocitocina deve ser administrada apos 4 até 8
horas da inseminagdo, ¢ repetida nas proximas 24 a 48 horas para eliminar fluido do utero
(TROEDSSON, 1997). Segundo Mattos et al. (1999), a ocitocina ¢ utilizada tradicionalmente
na dose de 10 a 20 UI, entre 6 e 12 horas ap0s a cobertura.

A concentracdo de hormonios circulante e local tem uma grande influéncia no
mecanismo de defesa uterino (WATSON, 1988). Estudos demonstram um melhor efeito da
ocitocina na evacuagdo mecanica do utero com doses menores (2,5 a SUI), enquanto que com
doses mais altas, o efeito obtido ¢ de uma contragdo unica e de longa duragdo, que ndo resulta
na drenagem eficiente do contetido uterino (MALSCHITZKY et al., 2007).

A combinagdo do lavado uterino e a terapia com ocitocina ¢ o tratamento mais
utilizado ultimamente nos varios centros (WATSON, 2000). Tem-se proposto que a ocupagao
dos receptores miometriais de ocitocina estimule diretamente a contracdo das células
miometriais. Os receptores ocupados induzem contra¢do pelo influxo de calcio na célula

(CADARIO; THATCHER; LEBLANC, 1995).
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A ocitocina induz a contragdes uterinas fortes por 30 a 50 minutos e estd associada
com rapida limpeza de fluid uterino (LEBLANC, 2003).

As prostaglandinas também tém sido utilizadas para aumentar a atividade miometrial e
ajudar na limpeza do limen uterino. A prostaglandina F2a, embora resulte em um periodo
mais longo de atividade mioelétrica (TROEDSSON; SCOTT; LIU, 1995) tem um efeito
semelhante ao obtido com altas doses de ocitocina (MALSCHITZKY et al., 2007). Segundo
Cadario, Thatcher e Leblanc (1995) a prostaglandina e seus andlogos aumentam o “clearance”
de radiocoléide do trato reprodutivo de éguas normais, mas em uma taxa inferior a ocitocina.

A prostaglandina F2a produz contragdes de baixa amplitude que persistem por quatro
a cinco horas e promove uma limpeza uterina mais lenta que a da ocitocina. Contragdes
uterinas prolongadas ajudam na drenagem linfatica (LEBLANC, 2003). A dose de 10 mg de
PGF2a causa cinco horas de aumento da atividade mioelétrica, ao passo que, 20 UI de
ocitocina causa somente 1 hora de atividade aumentada (WATSON, 2000).

Troedsson et al. (1995) realizaram um estudo comparativo entre lavagem uterina com
solugdo salina, PGF2a, ou penicilina 12 horas ap6s a inoculagao de Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus. Os resultados obtidos demonstraram que a lavagem uterina com solugio
salina e a PGF2a foram igualmente eficazes na eliminacdo de bactérias do tutero, assim como
os tratamentos com penicilina. Esses resultados sugerem que os antibidticos podem ser
desnecessarios, mesmo nos casos de contaminagdo bacteriana se as éguas forem tratadas com

lavagens ou drogas uterotdnicas em 12 horas apds a cobertura.

2.4.6 Imunomoduladores

Em éguas susceptiveis, a administracdo de imunomoduladores no momento da
inseminagdo, diminuiu a expressdo de mRNA para citocinas em resposta a presenca de
espermatozodides (FUMOSO et al., 2006).

Outros efeitos causados pela administragdo de glicorticdides, ¢ a menor sintese de
oxido nitrico e das enzimas responsaveis pela sintese de prostaglandinas e leucotrienos, além
de diminuir a atividade de moléculas de adesdo, o que reduz a migragcdo dos leucocitos dos

vasos sanguineos (JANEWAY et al., 1999 apud MALSCHITZKY et al., 2007).
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2.4.7 Extratos de plantas

A sistematica de investigar extratos de plantas com atividade anti-bacteriana
representa um esforco continuo em encontrar novos componentes com atividade para agir
contra bactérias multi-resistentes (SUFFREDINI et al., 2004). O wuso abusivo de
antimicrobianos, tendo como um dos principais fatores determinantes a prescri¢do indevida
desses medicamentos pelos profissionais, o que favorece o crescimento de cepas resistentes
(NORBY; NORD, 2005).

A busca de plantas com atividade antimicrobiana tém aumentado nas ultimas décadas
em muitos paises devido a sua riqueza de constituintes, a exemplo, os compostos fenolicos
como flavondides, os quais possuem potente agdo antibacteriana (NASCIMENTO et al.,
2000). Entre as plantas medicinais mais testadas para a atividade antimicrobiana estdo os
vegetais ricos em polifendis, flavonoides e taninos (SUFFREDINI et al., 2004).

Carvalho A., et al. (2002) demonstraram a a¢ao do extrato hidroalcoolico da folha e
caule do Psidium guajava L. (goiabeira-vermelha) contra bactérias Gram negativas
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella sp., Shigella sp., Proteus sp.,
Salmonella sp.) através do método de difusdo em agar com disco e a determinag¢do da CIM em
meio solido. Os extratos apresentaram atividade para todas as bactérias testadas, exceto a
Klebsiella sp.

Lopes et al. (2003) observaram que extratos cetonicos de Stryphnodendron
polyphyllum (Mart.), tanto pelo método de difusdo em agar com disco como pelo método de
diluigdo em microplaca para determinag¢ao da CIM, tém agdo inibitoria para Staphylococccus
aureus e nao obtiveram atividade frente a Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Orlando (2005) relata que a espécie vegetal Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville, possui grande potencial antimicrobiano, sendo promissora para a elaboragdo de
medicamentos fitoterapicos. Este estudo sugere a necessidade de estudos complementares
com a planta.

O uso de plantas pode representar uma alternativa de substituicdo aos anti-sépticos e
desinfetantes sintéticos convencionais, visando evitar o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana a estes compostos, uma vez que metabdlitos vegetais atuam por mecanismos
variados (BARBOUR et al., 2004; MONTHANA, LINDEQUIST, 2005 apud SOUZA T. et
al., 2007).

51



Segundo Orlando (2005), nos ultimos anos, varias plantas medicinais foram testadas a
procura de novas drogas com atividade antimicrobiana devido ao aumento da resisténcia
bacteriana e a caréncia no desenvolvimento de drogas antibacterianas.

Os produtos naturais tém despertado grande interesse como agentes anti-inflamatdrios,
pelo fato de oferecerem algumas vantagens em relacdo as drogas anti-inflamatorias classicas,
principalmente pelo fato de nao produzirem efeitos colaterais como ulcerogenicidade. Varios
taninos tém sido repetidamente descritos, quanto ao fato de possuirem atividade antiflogistica,
alguns deles apresentaram atividade em testes in vitro, envolvendo cicloxigenase. Os
flavonodides possuem atividade inibidora da ciclooxigenase, com alta margem de seguranga
protegendo contra ulceras gastricas (CARVALHO, J., 2004).

Matos (2000), afirma que a avaliacdo de novas drogas vegetais através da pesquisa € o
caminho para que se possa fazer o correto aproveitamento das plantas medicinais e seus

derivados aplicados a fitoterapia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencio da Matéria Vegetal

Para estudar a acdo de extratos aquosos de plantas contra bactérias causadoras de
endometrite em éguas, foram selecionadas trés plantas com relatos populares e/ou estudos
farmacoldgicos indicando a¢do antimicrobiana. As plantas selecionadas para o experimento
foram Stryphnodendron adstringens (Barbatimao), Kalanchoe pinnata (Folha da fortuna) e
Kalanchoe brasiliensis (Saido).

As cascas secas de Stryphnodendron adstringens foram adquiridas do lote 11 da
empresa Sitio Estrella da Terra Produtos Naturais Ltda, Rio de Janeiro, e encontra-se
registrado sob o numero 000477, a qual forneceu o laudo de controle de qualidade que nao
apresentou objecdes para a utilizacdo da droga.

As folhas de Kalanchoe pinnata e Kalanchoe brasiliensis foram obtidas do canteiro
experimental da Universiade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ. Um exemplar foi coletado para
preparo da exsicata e identificado pela equipe de botanicos do Jardim Botanico do Rio de
Janeiro. As exsicatas das plantas Kalanchoe pinnata e Kalanchoe brasiliensis encontram-se
depositadas no herbario do Jardim Botanico da cidade do Rio de Janeiro, sob numero 304627

e 29709 respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Identificacio das espécies vegetais utilizadas e os numeros de registros das
exsicatas depositadas nos herbarios do Jardim Botanico (RJ) e Teresopolis (RJ).

Familia Espécie Nome Parte Procedéncia N°da
Popular usada Exsicata
Crassulaceae Kalanchoe Folha da Folhas Jardim Botanico 29709
pinnata fortuna
Crassulaceae Kalanchoe Saido Folhas Jardim Botanico 304627
brasiliensis
Mimosacea  Stryphnodedron  Barbatimdo Casca Teresopolis 000477
barbatiman
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As folhas de Kalanchoe pinnata e Kalanchoe brasiliensis e, cascas de Stryphnodedron
barbatiman foram coletadas, armazenadas em saco plastico e levadas para o Laboratorio de
Quimica de Produtos Naturais Bioativos do Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais da

UFRYJ, para serem processadas.

3.1.1 Preparo da matéria vegetal: Kalanchoe pinnata, Kalanchoe brasiliensis e

Stryphnodedron adstringens.

As folhas e cascas coletadas foram pesadas e posteriormente lavadas em agua corrente
e rinsadas com agua destilada. Apds secagem da agua da superficie das folhas e cascas, em
temperatura ambiente, estas foram picadas com uma faca de metal inoxidéavel e trituradas em
liquidificador com agua suficiente para obter concentracdo de 20% p/v (20 g de folhas ou
cascas para 100 ml de dgua destilada).

A preparagdo obtida foi aquecida durante 30 minutos, em temperatura controlada de
50-55°C. O extrato foi obtido por filtragdo em algoddo e por ultimo papel de filtro, até
obten¢do de uma solugdo translucida, que entdo foi submetida ao processo de liofilizagdo para
secagem. O pd obtido foi acondicionado em um frasco de vidro ambar hermeticamente

fechado e identificado, permanecendo até o momento do preparo dos extratos.

3.1.2 Preparo dos extratos aquosos

Os extratos aquosos foram obtidos através de decocgdo na concentragao de 100 g de
p6 da matéria vegetal para 1000 ml de dgua destilada, deixando ferver por aproximadamente
dois minutos. Depois de fervido, deixou-se esfriar a temperatura ambiente, filtrou-se a solugao
obtida em filtro de milipore, ¢ entdo se obteve a solucdo a 10%, que foi mantida sob
refrigeragdo até o momento do uso. O extrato seco foi diluido em dgua estéril para obtencao

da concentra¢do de 10mg/ml.

3.2 Animais

A utilizagdo de animais neste estudo foi aprovada pela comissdo de ética em pesquisa
da UFRRJ. Durante o periodo de Setembro de 2005 a Novembro de 2007 foram avaliadas 135

éguas com idades e ragas variadas, de propriedades particulares no Estado do Rio de Janeiro e
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do Instituto de Zootecnia da UFRRJ (Anexos A-C). Para selecdo dos animais foi utilizado o
critério de éguas pertencentes a categoria de éguas susceptiveis (€guas velhas, pluriparas, com
historico de abortamento, parto distocico, histdrico reprodutivo de endometrites recorrentes e
sub-fertilidade, auséncia de prenhes na estacdo anterior ou mais estagdes de monta, presenca
de secre¢do vaginal e ma conformagao vulvar).

As éguas foram contidas em um tronco de palpagao retal. A cauda foi ligada com
atadura, as fezes retiradas do reto com a mao enluvada, e a vulva e regido perineal foram
lavadas com agua e sabdo neutro e posteriormente foram higienizadas com solugdo iodada, e

S€cas com gaze.

3.2.1 Exame ginecolégico

A wvulva foi inspecionada, observando-se a forma, o tamanho (cm), medido da
comissura dorsal a ventral, coaptacao dos labios vulvares para diagnostico de pneumovagina,
presenca de secrecoes, lesdes, e outras patologias (Figuras 5; 6).

Com auxilio do espéculo vaginal estéril, foi avaliada a integridade da vagina,
observando-se a coloragdo (palida, rosea ou hiperémica), auséncia ou presenga de secregdes,
edema e outras patologias (Figura 7). Posteriormente, foi avaliado a cérvix, em relagdao a
abertura (aberta ou fechada), presenga ou auséncia de edema e de secrecdo, coloragdo e
integridade (normal ou presenca de lesdo).

O ttero foi examinado pela palpacdo retal (Figura 8), onde foi caracterizado o tonus
uterino ou consistécia como: flacido (0), pouco turgido (1), targido (2) e muito targido (3),
edema (presenga ou auséncia).

Os ovarios foram examinados com relacdo ao tamanho (cm), crescimento de foliculos

e consisténcia folicular, exemplificado na Tabela 5.
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Figura 5. Identificacdo através da inspe¢d@o de ma coaptacdo dos labios vulvares, determinando um

quadro de pneumovagina (Egua 1).

Figura 6. Presenca de secre¢io vulvar muco- purulenta através de inspegdo vulvar (Egua 10).
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Figura 7. Exame ginecoldgico através do espéculo vaginal para avaliacdo da vagina e cérvix
(Egua 19).

Figura 8. Exame ginecologico através da palpacao retal para avaliacdo do tonus uterino da égua
(Egua 4).

57



Tabela 5. Escala de avaliagdo de tamanho ovariano e crescimento folicular através da
palpacdo retal.

Tamanho do ovario Tamanho do foliculo Flutuacao do foliculo
A (aveld) 1-1 cm de diAmetro 1 —duro
N (noz) 2 —2 cm de didmetro 2 — levemente duro
Ga (ovo de galinha) 3 — 3 cm de didmetro 3 — macio
P (ovo de pata) 4 — 4 cm de didametro 4 — bastante macio
G (ovo de gansa) 5 -5 cm de didmetro 5 — ovulando

O aparelho de ultra-som utilizado para exame do aparelho reprodutor das éguas foi o
Aloka® 500, com transdutor transretal de 5 MHZ de freqiiéncia. O transdutor foi protegido
com uma luva de palpacdo retal na qual era adicionado gel. Apds a retirada das fezes e
palpagdo retal, o transdutor foi introduzido no reto, observando-se imagens seqiienciais de
cérvix, e corpo do uterino, seguindo-se pela observacdo dos cornos uterinos e ovarios.
Examinando-se minuciosamente todas as estruturas, determinava-se o periodo do ciclo estral
em que as éguas se encontravam (Figura 9)verificando-se também a presenca ou nao de

patologias (Figura 10).

Figura 9. Avaliagdo ultra-sonografica do corno uterino no estro com presenca de dobras endometriais
e fluido anecoico (Egua 8).

58



D:
DEMAMDAN

FOCUS:
1S B

Figura 10. Ultra-sonografia do utero de égua com presenca de fluido no limen uterino (Egua 10).

Através da ultra-sonografia avaliava-se o tamanho dos cornos uterinos (cm). O
acumulo de fluido uterino foi avaliado examinando a profundidade (cm) sendo classificado
como 0 (auséncia de fluido), + (pouco fluido, até 1cm), ++ (moderada quantidade de fluido, 2
a 3 cm), +++ ( severa, > 3 cm) além da ecogenicidade da secre¢do uterina (fluidos eco densos
sdo associados a neutrofilos e debris) e edema (ausente ou presente).

Os dados obtidos referentes ao exame do aparelho reprodutor das éguas foram

anotados em uma ficha individual de exame ginecoldgico (Anexo A).

3.3 Obtencao das amostras uterinas: analise laboratorial

Foram coletados espécimes uterinos das 21 éguas susceptiveis no periodo de estro,

para as analises bacterioldgicas, citologicas e histopatologicas.

3.3.1 Cultura bacteriolégica

Para cultura endometrial, o perineo foi lavado com sabao neutro, enxaguado e seco
com papel toalha. A cauda foi ligada com atadura e foi aplicada solu¢ao iodada na regido. Os
swabs protegidos foram guiados manualmente através do canal cervical pelo dedo indicador
até alcancar 5-8 cm no interior do tutero. Dentro do limen uterino foi feito movimento
rotacional durante 15 segundos para coleta de secre¢do. Os swabs com as secregdes uterinas

coletadas foram acondicionados em caldo BHI e transportados em um periodo méximo de seis
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horas, para o Laboratério de Bactérias Anaerdbias e Cocos do Instituto Biomédico da
Universidade Federal Fluminense.

Os espécimes acondicionados em caldo BHI foram incubados em condicdo de
aerobiose a 37°C por 18-24 horas e posteriormente inoculados nos meios de cultura agar
sangue (AS), agar manitol salgado (MS) e agar Teague (EMB) e mantidos sob as mesmas
condig¢des de incubagao por 18-24 horas. O crescimento bacteriano foi observado e procedeu-

se a identificagdo das espécies, segundo o fluxograma abaixo (Figura 11), de acordo com

Murray et al. (1999).

COLORACAO DE GRAM

/ \

Bacilos Gram negativos Cocos Gram positivos
Crescimento do Teague Catalase

'4 N\

l ' :
Testes Bioquimicos para bactérias Cresc. no MS Cresc. no AS
Prod. de acido Tipo de Hemdlise

/ 0\
| ' |
} }

Coagulase ECN B, a,y

/ \ |

S. aureus ECN Sorologia para

Streptococcus, BE, PYR

ECN - Staphylococcus coagulase negativo
BE — Teste da bile-esculina;
PYR - Atividade de pirrolidonilarimidase

Figura 11. Fluxograma para a identificagdo laboratorial de bactérias (MURRAY et al.,1999).
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3.3.2 Testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA)

As cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus do grupo C, Enterococcus sp. e
Escherichia coli isoladas foram submetidas ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos de
acordo com as recomendagdes do CLSI, 2005 (ANVISA, 2005). Os antimicrobianos testados
foram: ampicilina (enterobactérias e enterococos), cefalotina (enterobactérias), eritromicina
(estreptococos do grupo C), gentamicina (enterobactérias), penicilina G (estafilococos e
estreptococos do grupo C), oxacilina (estafilococos) e vancomicina (enterococos).

Para realizacdo dos testes as amostras foram semeadas em placas de AS e incubadas a
37°C, por 18-24 horas. A partir do crescimento obtido, suspensdes bacterianas com turvagao
equivalente a escala 0,5 de McFarland foram preparadas em salina a 0,85% esterilizada. Com
auxilio de swabs esterilizados as suspensdes foram semeadas em placas de agar Miieller-
Hinton (Difco) ou agar Miieller-Hinton contendo 5% de sangue desfribinado de carneiro
(Streptococcus equi subsp. zooepidemicus). Sobre a superficie dos meios inoculados foram
aplicados os discos (Cecon-Sdo Paulo) contendo os antimicrobianos e as placas foram
incubadas a 37°C, por 18-24 horas em atmosfera ambiente ou em atmosfera de 5% de CO2
(Streptococcus equi subsp. zooepidemicus). A leitura ¢ interpretagdo dos resultados foram
feitas de acordo com as recomendacdes do CLSI, 2005 (ANVISA, 2005).

3.3.3 Determinaciao de fenétipo de resisténcia a eritromicina

As amostras de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus cujos testes de difusdo em
agar indicaram resisténcia a eritromicina foram caracterizadas quanto aos seus fenotipos de
resisténcia, através do teste de duplo-disco. Para tal, foram utilizados discos contendo 15ug de
eritromicina e 2pug de cindamicina (Cecon).

A técnica foi executada conforme as recomendagdes de Pérez-Trallero et al. (1998).
Discos de eritromicina e cindamicina, dispostos com uma distdncia de 15-20mm entre si,
foram aplicados sobre a superficie do meio de MH-SC, sobre o qual uma suspensdo
bacteriana com turvacao equivalente a escala de 0,5 de McFarland foi previamente semeada.

As placas foram incubadas a 37°C, por 18-24 horas em atmosfera de 5% de CO?2.
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3.3.4 Testes de sensibilidade aos extratos de plantas: triagem

Inicialmente foi realizada uma triagem utilizando-se extratos liofilizados das seguintes
plantas: Stryphnodendron adstringens, Kalanchoe pinnata e Kalanchoe brasiliensis seguindo
as recomendacdes de Suffredini et al. (2004). Todos os extratos liofilizados foram
reconstituidos com agua destilada estéril a fim de obter uma solugdo estoque do extrato seco
com concentra¢do de 10mg/ml e a seguir as solucdes foram filtradas através de membrana de
Millipore. O teste de sensibilidade foi realizado em caldo Miieller-Hinton, onde a
concentragdo final do extrato foi de 100ug/ml. As cepas bacterianas testadas foram as
recomendadas pelo CLSI, 2005 (ANVISA, 2005), Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, na concentra¢do
recomendada para os testes de diluicdo em caldo. Ap6s um periodo de incubacdo de 24 horas
a 35° C os tubos foram analisados visualmente.

Nao foi possivel determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM), devido a
turvagdo causada pelo extrato aquoso de barbatimdo no meio de cultura utilizado, portanto,
uma pequena aliquota do caldo foi semeada em agar sangue (AS) e incubado nas mesmas
condi¢des para a determinagdo da concentracao bactericida minima (CBM).

Diante dos resultados preliminares obtidos, foi dada énfase a avaliagdo da eficacia do
extrato aquoso de barbatimdo frente aos cocos Gram positivos, em especial as cepas de
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus isoladas no estudo. Além da amostra padrao de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, foram também testados isolados clinicos das espécies
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactie, Enterococcus sp., Staphylococcus aureus e

estafilococos coagulase negativo.

3.3.5 Testes de sensibilidade aos extratos de plantas: determinacdo da concentracio

bactericida minima (CBM) do extrato de barbatimao.

A partir dos resultados obtidos na triagem dos extratos de plantas, cepas da espécie
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus foram submetidas a diferentes diluicdes do extrato
aquoso de barbatimio (25-500ug/ml). A CBM foi determinada através da visualizagdo de
crescimento bacteriano em AS, a partir dos tubos com diferentes concentragdes do extrato,

conforme descrito anteriormente.
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3.3.6 Citologia uterina

As amostras para exame citologico foram coletadas das éguas em estro, com swab
estéril protegido', e os critérios de higienizagdo da regido perivulvar foram rigorosos a fim de
evitar contaminagdo, da mesma maneira como foi realizado no exame bacteriologico. O swab
foi introduzido com a mao enluvada através da vagina, atravessou a cérvix e no utero foi
rompido o lacre para a coleta do material. O swab foi colocado em contato com a parede
uterina e foram feitos movimentos de rotacdo por 15 segundos visando coletar quantidades
suficientes de material para citologia endometrial. O swab foi novamente protegido e s6 entdo
retirado do utero. Apos a coleta, o material foi depositado por impressdo rotacional do swab
sobre duas laminas, e imediatamente fixado e corado com Pan6tico’.

O material foi encaminhado ao laboratério de Patologia Clinica do Centro
Universitario Plinio Leite (UNIPLI), Itaborai, Rio de Janeiro, e a leitura do esfregago foi
realizada em microscopio Optico, no aumento de 400x, contando-se no minimo de 10 campos,
quantificando o niimero relativo de neutrofilos, macréfagos, eosindfilos e outras células
inflamatorias e células endometriais.

A severidade da endometrite foi graduada usando a classificagdo de Riddle, Leblanc e
Stromberg (2007), onde 0 a 2 neutréfilos por campo nao foi considerado inflamagao, 2-5
neutrofilos por campo foi considerada inflama¢do moderada, >5 neutréfilos por campo foi
considerado inflamacdo severa e, hipocelular, quando héd auséncia de neutrofilos e escassas

células epiteliais. Foi observada também a presenca (+) ou auséncia (0) de muco.

3.3.7 Biopsia uterina

A coleta do fragmento foi realizada segundo procedimento descrito por Kenney e Doig
(1986). Os labios vulvares foram separados e a pinga de biopsia estéril tipo "boca de jacaré"”
de tamanho 20x4x3mm e comprimento total de 50 cm, foi introduzida junto com a mao
enluvada, através da vagina. Atravessou-se o canal cervical até o limen uterino e foi retirado
um fragmento da por¢ao do corpo uterino (Figura 11). Um fragmento de aproximadamente 1
a 1,5 cm, foi retirado da juncao do corpo com o corno direito ou esquerdo, quando ndo havia

nenhuma anormalidade no exame. A ping¢a foi removida do aparelho reprodutor e o fragmento

! Kalajjian, Accu-Culshure, Tiegland
2 Laborelin®, Brasil
3 Biotech®, Botucatu
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coletado foi colocado em um frasco de vidro com solu¢dao de formol a 10% para fixagao. O

material foi enviado para o Laboratorio de Anatomia Patoldgica UNIPLI, Itaborai.

Figura 12. Coleta de fragmento endometrial com auxilio da pinca de bidpsia para realiza¢do de exame
histopatolédgico e categorizacdo do grau da lesdo endometrial (Egua 14).

Posteriormente, os fragmentos foram desidratados, submetidos ao clareamento em
xilol, impregnacdo com parafina fundida, inclusdo em molde retangular contendo parafina
fundida sendo, por fim, corados com hematoxilina e eosina (HE), segundo metodologia
descrita por Junqueira e Carneiro (1999). Para a avaliagdo histopatologica do endométrio foi
utilizada a classificacdo de Kenney e Doig (1986), modificada por Schoon, H., Schoon, D. e
Klug (1992).

Esta classificacao inclui quatro categorias (I, IIA, IIB e III) que definem padrdes, tipos
e graus de gravidade das alteracdes inflamatérias e fibrdoticas do endométrio. Também

correlaciona a categoria e o indice de fertilidade esperado (IFE) da égua.

3.3.8 Teste de eficacia dos extratos in vivo: tratamentos

A partir dos resultados obtidos in vitro com as plantas testadas, o extrato aquoso de
Stryphnodendron adstringens (barbatimao) foi escolhido para ser utilizado no tratamento das
éguas. As éguas selecionadas para tratamento foram aquelas que apresentaram ao exame
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bacteriologico, o isolamento de cocos Gram positivos das secrecdes uterinas. Estas éguas
foram divididas em trés grupos de forma aleatdria, de acordo com os diferentes tratamentos.

As éguas do grupo 1 foram tratadas com 20 ml de antibidtico (penicilina e
estreptomicina), as do grupo 2 foram tratadas com 20 ml de solucdo fisiologica (controle), e
as do grupo 3 tratadas com 20 ml de extrato aquoso de Stryphnodendron adstringens a 10% .

O tratamento das éguas foi realizado utilizando-se pipetas de inseminacao artificial
eqiiina® adaptadas a uma seringa de 20 ml com a solugio a ser infundida. Apés ligadura da
cauda e higienizagdo da regido perineal com sabdo neutro e assepsia com solu¢do iodada, a
solugdo foi infundida no utero. As éguas foram tratadas por quatro dias consecutivos. Apos 96
horas da realizacao da ultima infusdo, foram obtidas amostras para analises bacteriologicas e
citoldgicas do ttero de cada égua seguindo a mesma metodologia realizada para categorizacao
uterina preliminar.

As biopsias foram coletadas entre 18 e 21 dias pos-tratamento, quando as fémeas
retornaram ao estro detectados através de rufiagao realizada em dias alternados. Os dados
referentes ao exame clinico, ultra-sonografia, nimero de neutréfilos no exame citoldgico,
teste microbioldgico e alteragdes histologicas do endométrio uterino, analisado segundo
Kenney e Doig (1986) antes e ap6s o tratamento, foram anotados em ficha individual e

avaliados através de testes estatisticos.
3.4. Analise Estatistica

Os resultados obtidos através da associacao entre duas varidveis foram submetidos a
analise estatistica pela correlagdo de Pearson, seguindo o modelo do SAS/STAT (1997).
Verificou-se a correlagdo entre presenca de secrecdo uterina e inflamacdo detectada pela
citologia e o isolamento de bactérias patogénicas e presencga de inflamagao uterina detectada

pela citologia.

4 Provar, Sao Paulo, Brasil
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Exames dos animais e testes in vitro

O exame ginecologico associado ao historico reprodutivo, vaginoscopia, palpacdo
retal e ultra-sonografia do aparelho reprodutor. em 135 éguas, permitiram identificar 21
(15,5%) de éguas susceptiveis.

Os resultados referentes ao exame do aparelho reprodutor realizado nas 21 éguas
selecionadas encontram-se no Anexo D.

A selecdo das éguas susceptiveis no experimento foi realizada baseada nos estudos de
Silva N. et al. (1999), que para isolar bactérias uterinas, utilizaram éguas com historico de
infertilidade, algumas com periodos de até cinco anos sem concepgdo e sinais clinicos de
infec¢do uterina, detectados apos exames ginecoldgicos.

Em relagdo ao historico das éguas examinadas, foram selecionadas quatro fémeas que
estavam vazias ha aproximadamente um ano, sete éguas vazias ha dois anos, e oito éguas ha
pelo menos trés anos. Duas éguas tinham historico de abortamento sem o diagndstico da
provavel causa.

Das 21 éguas selecionadas, observou-se através da inspecdo dos labios vulvares que
existia ma coaptagdo em nove éguas (42,8%), predispondo a pneumovagina. Estes resultados
foram semelhantes aos encontrados por Ribas (1998) que ao analisar 25 €guas com histérico
de problemas reprodutivos, diagnosticou 10 éguas (40%) com conformacdo vulvar alterada.

As éguas com alteragdes nos labios vulvares tinham idade média de 18,5 anos,
enquanto as éguas com boa coaptacdo vulvar tinham média de 17,5 anos. Em seus estudos
Grunert et al. (2005), observaram que o distirbio da funcdo da wvulva e vestibulo,
caracterizada por imperfeita oclusdo vulvar possibilita a aspiracdo de ar contaminado do meio
ambiente, com possibilidade de penetragao de fezes, sujidades e microorganismos para dentro
da cavidade vaginal. Troedsson (1997) observou relagdo entre a idade das éguas e o
fechamento vulvar, detectando que a maioria das éguas idosas do experimento apresentavam
pneumovagina.

Das nove éguas que apresentaram pneumovagina, em oito (88,8%) foram isoladas

bactérias patogénicas.
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Foi observada através da ultra-sonografia presencga de secrecao uterina em nove €guas
(42,8%), sendo cinco éguas com secrecao leve, trés éguas com secrecdo moderada e uma égua
apresentou secrecao em quantidade severa. Das nove éguas que apresentaram pneumovagina,
em cinco (55,5%) foi detectada secrecdo no limen uterino.

Das 21 éguas selecionadas no experimento, em 12 (57,1%) espécimes uterinos foram
obtidos o isolamento de bactérias patogénicas. Foram isoladas cepas de Escherichia coli (10,
47,6%), seguidas de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (8, 38%) e Staphylococcus
aureus (2, 9,5%), além de componentes da microbiota, considerados ndo patogénicos, como
estafilococos coagulase negativos, micrococos, Streptococcus o hemoliticos, bacilos Gram
positivos e enterecocos (Tabela 6). Este estudo se assemelha ao de Silva N. et al. (1999), que
observaram como principais microorganismos causadores de endometrite o Streptococcus
equi subsp zooepidemicus, (25,7%), Escherichia coli em (15,1%) das amostras e
Staphylococcus aureus em 9,2%. Riddle, Leblanc e Stromberg (2007), detectaram
Streptococcus equi subsp zooepidemicus em (23%) e Escherichia coli em (13%) das amostras
coletadas. A ocorréncia de Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae, tém
sido atribuida a determinados fatores predisponentes, incluindo manobras ginecologicas
inadequadas, utilizagdo de material contaminado em exames ginecologicos ou defeitos
anatomicos (urovagina e pneumovagina), que favorecem a contaminagdo fecal para o trato
reprodutor feminino (GHASEMZADEH-NAVA et al., 2004). No Brasil, Langoni et al.
(1994) citaram o Streptococcus sp. B-hemolitico como o principal agente envolvido na
casuistica de infec¢des do trato genital das éguas. O grande envolvimento deste género de
microorganismos na génese da endometrite eqliina provavelmente encontra justificativa no
comportamento oportunista dos estreptococos, pois este agente ¢ habitualmente encontrado na
pele dos animais e tem sido considerado o microorganismo mais freqlientemente isolado de

material cervical de éguas sadias (KRABISCH et al., 1982 apud AGUIAR et al., 2005).
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Tabela 6. Resultados referentes aos exames citologicos, microbioldgicos e histopatogicos das
21 éguas classificadas como susceptiveis antes do tratamento.

Egua Citologia Microbiologia Biopsia
(% neutrofilos)

1 0-2 Escherichia coli; Streptococcus equi subsp. I
zooepidemicus; Estafilococos coagulase negativo

2 >5 Escherichia coli; Staphylococcus aureus ITA

3 2-5 Bacilo Gram positivo 1IB

4 >5 Bacilo Gram positivo; Enterococcus 1A

5 >5 Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, Bacilo Gram 1B
positivo, cocos Gram positivo

6 0 Estafilococos coagulase negativo; Estreptococos a- 1IB
hemolitico

7 0-2 Escherichia coli, Streptococcus equi subsp. I
zooepidemicus; Estafilococos coagulase negativo

8 >5 Escherichia coli; Streptococcus equi subsp. I
zooepidemicus

9 >5 Escherichia coli; Streptococcus equi subsp. 1B
zooepidemicus

10 >5 Escherichia coli; Streptococcus equi subsp. 1B
zooepidemicus

11 >5 Streptococcus equi subsp. zooepidemicus; Estafilococos 1B
coagulase negativo, cocos Gram positivo

12 0-2 Bacilos Gram positivo ITA

13 0 Estafilococos coagulase negativo; Estreptococos o 11
hemolitico

14 0 Estafilococos coagulase negativo; Estreptococos a- 1B
hemolitico

15 >5 Escherichia coli 1B

16 0-2 Estafilococos coagulase negativo ITA

17 >5 Escherichia coli; Staphylococcus aureus, Estafilococos A
coagulase negativo

18 0-2 Bacilos Gram negativo 1IB

19 0-2 Bacilos Gram positivo, Cocos Gram positivo, ITA
Estafilococos coagulase negativo

20 >5 Streptococcus equi subsp. zooepidemicus; Escherichia A
coli; Bacilo Gram positivo

21 >5 Escherichia coli; Enterococos; Estafilococos coagulase A
negativo

Em relagdo as infec¢des uterinas produzidas por bactérias do género Staphylococcus,
os resultados dos exames bacteriologicos revelaram que 15,5% das infec¢des estavam
relacionadas a esse género bacteriano, freqiiéncia semelhante a encontrada por Moreno et al.

(1995 apud SILVA N. et al., 1999). Anzai et al. (1996) sugerem que processos infecciosos
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cutaneos de garanhdes servem como fontes de infecgdo para o utero, sendo os Staphylococcus
spp. transmitidos durante o coito.

Neste estudo, das nove éguas em que foi diagnosticada pneumovagina, em apenas uma
ndo foi isolado Escherichia coli. Ha controvérsias da importancia deste microorganismo no
quadro de endometrite eqiiina. Alguns autores citam que estes diminuem a fertilidade e outros
acham ser insignificante, caso ndo seja acompanhado de historico de falha reprodutiva ou
evidéncia clinica da doenca (Silva N. et al, 1999).

O isolamento de microorganismos bacterianos patogénicos no estudo foi inferior ao
encontrado nos experimentos de Silva N. et al. (1999) que detectaram 79,6% de
micoorganismos causadores de endometrite, porém foi superior aos encontrados por Papa et
al. (1993) que obtiveram 47,1% de isolamento microbiano, Fiala (1999) que obteve 30,6%,
Albihn, Baverud e Magnusson (2003) que observaram 38% de amostras positivas e Aguiar et
al. (2005) que obtiveram 36,5% de microorganismos patogénicos. O resultado superior
encontrado por Silva N. et al. (1999) ¢ justificado, pois estes autores utilizaram swabs nio
protegidos para coleta de material bacteriologico e provavelmente coletaram secrecdes de
vagina e cérvix, além das secrec¢des uterinas.

O isolamento de Escherichia coli, Streptococcus equi subsp zooepidemicus e
Staphylococcus aureus, encontra-se em conformidade com os achados de Albihn, Baverud,
Magnusson (2003), Asbury (1984a), Fiala (1999), Silva, N. et al. (1999) e Watson (1988), que
demonstraram que estes microorganismos sdo os principais agentes envolvidos na etiologia da
endometrite eqiiina, sendo a Escherichia coli o patdgeno predominante nos estudos de Albihn,
Baverud, Magnusson (2003) e Ghasemzadeh-Nava et al. (2004) e o Streptococcus equi subsp
zooepidemicus nos estudos de de Asbury (1984a), Fiala (1999), Silva, N. et al. (1999) e
Watson (1988). Segundo Silva N. et al. (1999), a presenga de Streptococcus equi subsp
zooepidemicus esta associada aos casos persistentes de endometrites, fato também observado
neste experimento através do histérico das éguas com sub e infertilidade e exames
ginecoldgicos realizados.

Foi observado o crescimento de mais de um tipo patogénico em oito espécimes;
Escherichia coli e Streptoccoccus equi subsp. zooepidemicus, seis (28,6%) e Echerichia coli e
Staphylococcus aureus, duas (9,5%). Silva N. et al. (1999), citam que em 3,4% dos casos, as
endometrites estavam associadas a mais de um tipo de bactéria (infec¢des mistas). Estes
mesmos achados ja foram descritos anteriormente (MORENO et al., 1972; THRELFALL;
IMMEGART, 2000 apud AGUIAR et al., 2005) (Figura 13)
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Figura 13. Prevaléncia de bactérias isoladas de swabs obtidos de secre¢des uterinas de 21
éguas susceptiveis selecionadas através do histérico e exame ginecoldgico durante os anos de
2005 a 2007.

Das 21 éguas selecionadas pela susceptibilidade a endometrite, nove (42,8%) nao
apresentaram crescimento de microorganismos patogénicos. Este resultado foi superior ao
encontrado por Silva N. et al. (1999), que obtiveram resultados negativos em 20,4% dos
espécimes coletados e Albihn, Baverud e Magnusson (2003), que apds selecionarem éguas
com problemas uterinos observaram que 32% ndo apresentavam crescimento de bactérias na
cultura uterina. Porém, foi inferior ao de Redaelli e Codazza (1977 apud RICKETTS;
YOUNG; MEDICI, 1993) que obtiveram 61% de resultados negativos nas culturas, e Papa et
al. (1993) que observaram 52,9% de culturas negativas, Albihn, Baverud e Magnusson
(2003), que observaram 70% e Aguiar et al. (2005), que diagnosticaram 63,5% de culturas
negativas. Esta diferenca observada entre os resultados provavelmente ocorreu devido as
diferentes metodologias utilizadas nos experimentos. Neste trabalho, foram utilizados swabs
protegidos para evitar a contaminagdo de microorganismos oportunistas da cérvix e vagina, o
que ndo ocorreu em todos os estudos. Este resultado ratifica os trabalhos de Nielsen (2005),
que indica swabs protegidos para obten¢do de amostras da superficie endometrial para cultura.
Outra explicagdo se baseia na selecdo das éguas dos experimentos. Os autores citados
anteriormente, utilizaram éguas sem uma selecdo através da idade e do historico de sub-
fertilidade, por este motivo, ndo se isolou microorganismos patogénicos de uma grande
percentagem de éguas. A auséncia de isolamento de bactérias patogénicas, especialmente em
éguas mais velhas com baixa fertilidade, indica que a infec¢do bacteriana ndo € o unico fator

envolvido na endometrite.
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Foi observada a presenca de secre¢@o uterina em nove éguas, € em seis (66,6%) destas
detectou-se infecgao mista de Escherichia coli e Streptococcus equi subsp. zooepidemicus.

O perfil de sensibilidade antimicrobiana in vitro demonstrou resisténcia a eritromicina
em um isolado de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (12,5%), resisténcia intermediaria
a cefalotina entre isolados de Escherichia coli (60%) e sensibilidade das cepas isoladas aos
demais antibidticos testados. Esta cepa de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus
apresentou fenotipo M de resisténcia a macrolideos, expresso devido a presenga de bombas de
efluxo. Estes resultados foram semelhantes ao de Silva N. et al. (1999), que observaram que
todas as amostras de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus foram sensiveis a penicilina e a
ampicilina. Estes resultados eram esperados uma vez que antibioticos B-lactamicos, como
penicilina e cefalosporinas, t€ém alta efetividade contra as bactérias do género estreptococos
(MCCUE; HUGHES; JANG, 1991).

Os resultados somam-se aos encontrados por Aguiar et al. (2005), que assinalaram a
norfloxacina, ampicilina e gentamicina como antibidticos mais efetivos e aos de Langoni et al.
(1994) que apontaram as bactérias Gram negativas com sensibilidade a gentamicina e Gram
positivas para ampicilina. Também se assemelham aos resultados obtidos por Albihn,
Baverud e Magnusson (2003), que observaram resisténcia das cepas de Escherichia coli a
cefalotina, estreptomicina, sulfa/trimetropin e ampicilina.

A sele¢do dos antimicrobianos a serem utilizados para os tratamentos deve ser baseada
tanto na determinacdo da prevaléncia das bactérias causadoras da infec¢do como no
conhecimento da susceptibilidade desses microorganismos diante dos antimicrobianos.
Estudos realizados revelaram diferentes prevaléncias e diferentes resultados de
susceptibilidade dos microorganismos isolados em swabs cervicais e uterinos de éguas
(MCCUE; HUGHES; JANG, 1991; MORENO et al., 1995 apud SILVA N. et al., 1999).

O método proposto para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de plantas foi
o método de diluicao em tubos, de acordo com Suffredini et al. (2004). A turvagdo natural do
extrato aquoso de Stryphynodendron adstringens sobre o meio de cultura, impediu a
visualizacdo de crescimento bacteriano, ndo sendo possivel, portanto a avaliacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM). Resultados semelhantes foram observados por Souza
T. et al. (2007) que relataram a impossibilidade de visualizacdo da presenca de turvagdo
devido a coloragdo escura do extrato seco da planta. A determinacdo da concentragdo

bactericida minima (CBM), foi realizada através da visualizagdo do crescimento bacteriano
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em meio solido (AS) a partir da inoculacdo de aliquotas com diferentes concentracdes do
extrato.

Dentre os trés extratos aquosos de plantas testados, somente o de Stryphnodendron
adstringens (Barbatimao), apresentou atividade bactericida frente a cepa de Staphyloccoccus
aureus ATCC (25923). As cepas de Escherichia coli ATCC (25922) e Pseudomonas
aeruginosa, ATCC (27853) ndo foram sensiveis aos extratos aquosos de Kalanchoe
brasiliensis, Kalanchoe pinnata e Stryphnodendron adstringens, nas concentragdes utilizadas.
Resultados diferentes obtiveram Schimitt et al. (2003) que demontraram através do método de
dilui¢go em tubos, que o decocto da folha de Kalanchoe pinnata (Bryophyllum pinnatum),
conhecida popularmente como folha da fortuna, possui agao bactericida sobre bactérias Gram
positivas (Staphylococccus sp., Streptococcus sp.), mas ndo em bactérias Gram negativas
(Escherichia coli ¢ Pseudomonas aeruginosa).

Foram realizados testes para avaliagdo da eficidcia do extrato de Barbatimdo na
concentragdo de 100ug/ml frente as seguintes bactérias Gram positivas: Streptococcus
pyogenes (1 cepa) Streptococcus agalactiae (1 cepa), Staphylococcus aureus (3 cepas),
Enterococcus sp. (1 cepa), Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (3 cepas), estafilococos
coagulase negativo (3 cepas). Observou-se 100% de inibi¢do frente a cepas de Streptococcus
pyogenes e Streptococcus equi subsp. zooepidemicus e 33,3% de inibigdo frente a cepas de
estafilococos coagulase negativo e Staphylococcus aureus. Nao foi observada inibigdo de
Streptococcus agalactiae e Enterococcus sp.

Devido aos relatos na literatura referirem a bactéria Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus como apresentando maior prevaléncia nas endometrites eqiiina e a eficacia do
extrato de barbatimao observado frente as bactérias Gram positivas testadas nos ensaios, todas
as oito cepas de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus isoladas a partir das secre¢des
uterinas das éguas, foram submetidas ao teste de sensibilidade em diferentes concentragdes
(25 a 500 ug/ml) do extrato aquoso de Stryphnodendron adstringens (Barbatimao). A CBM
para cada cepa isolada foi determinada conforme a tabela abaixo.

Pode ser observado (tabela 7), que 87,5% das cepas ndo cresceram nas concentracdes
de 100-125ug/ml. Somente a cepa de Streptococcus equi subsp. zooepidemiccus isolada da

égua 7 apresentou resisténcia na concentragdo de 125 ug/ml de extrato de barbatimao.

72



Tabela 7. Determinacao da concentragcdo bactericida minima (CBM) do extrato aquoso de
Stryphnodendron adstringens frente as oito cepas de Streptococcus equi subsp.
zooepidemiccus

N° da Egua - Cepas Concentracio do extrato aquoso de
S. adstringens (ug/ml)
25 50 100 125 250 500 CBM

1- Streptococcus equi subsp. + + - - - - 100
zooepidemiccus (4)

5- Streptococcus equi subsp. + + - - - - 100
zooepidemiccus (5)

7- Streptococcus equi subsp. + + + + - - 250
zooepidemiccus (17)

8- Streptococcus equi subsp. + + + - - - 125
zooepidemiccus (18)

9- Streptococcus equi subsp. + + - - - - 100
zooepidemiccus (19)

10- Streptococcus equi subsp. + + - - - - 100
zooepidemiccus (20)

11- Streptococcus equi subsp. + + + - - - 125
zooepidemiccus (21)

20- Streptococcus equi subsp. + + + - - - 125

zooepidemiccus (31)
(+) Crescimento positivo, (-) Auséncia de crescimento

Em estudo prévio de avalia¢ao fitoquimica de extrato de Stryphnodendron adstringens
(Barbatimao), foi revelada presenca de taninos e flavondides (CARVALHO, J., 2004;
VASCONCELOS et al., 2004), podendo estes efeitos observados no presente estudo serem
devido a presenga desses metabodlitos secundarios. O resultado obtido neste estudo se
assemelha ao de Lopes et al. (2003) que verificaram a atividade bactericida através da
avaliacdo da concentragcdo inibitéria minima, e observaram que o extrato das cascas de
Stryphnodendron adstringens (Barbatimdo) demonstrou atividade antimicrobiana frente ao
Staphylococcus aureus na concentragdo de 125pug/ml, porém nao houve atividade inibitoria
para Pseudomonas aeruginosa e¢ Escherichia coli (CIM > 1000ug/ml). Toledo (2002),
observou que o extrato obtido das cascas de Stryphnodendron adstringens possui atividade
antimicrobiana frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

Doze das 21 éguas selecionadas, apresentaram inflamagao no exame citoldgico (acima
de 2-5 neutréfilos por campo). Dentre as 12 éguas que apresentaram inflamagdo, em nove foi
diagnosticada inflamagdo severa (>5 neutrofilos por campo) e em dez éguas (83,3%) foram

isoladas bactérias patogénicas das secre¢des uterinas.
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A endometrite diagnosticada através do exame citologico foi observada em 57,1% das
¢guas do experimento. Riddle, Leblanc e Stromberg (2007) observaram inflamagao em 19,9%
das éguas através do exame citoldgico de secregdes uterinas, enquanto Wingfield e Ricketts
(1982) observaram que 91% das éguas com evidéncia clinica de endometrite persistente
apresentavam inflamagdo, porém somente 45% apresentavam achados bacteriologicos
positivos. Esta diferenca percentual entre as pesquisas, provavelmente se deve ao fato da
maioria das éguas utilizadas no experimento ser de idade avancada, selecionadas como
susceptiveis a endometrite, diferente de Riddle, Leblanc e Stromberg (2007) que trabalharam
sem prévia selecao dos animais.

Empregando-se a correlagdo de Pearson para avaliar a relagdo entre o isolamento de
bactérias patogénicas e inflamagdo uterina, observou-se uma correlagdo positiva entre as duas
variaveis (r =0,94). Resultado semelhante foi encontrado por Langoni et al. (1994), que
reportaram existir uma correlagdo positiva entre culturas positivas e detec¢do de inflamacao
nos exames citologicos.

Nas éguas que apresentaram exames citologicos positivos foram detectadas mais
freqiientemente cepas de Escherichia coli e Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (Tabela
8). Os mesmos autores observaram que o Streptococcus equi subsp. zooepidemicus foi o
microorganismo mais associado com inflamacdo do endométrio aparecendo em 34% das
amostras, seguido por Escherichia coli, que foi isolada em 17% das amostras. Também
detectaram evidéncias citoldgicas de inflamacdo em 65% das culturas de Streptococcus -
hemolitico, 80% em culturas de Klebsiella sp., 82% em culturas de Staphylococcus sp., 55%
em culturas de Escherichia coli e 52% em culturas de Pseudomonas sp.

Foi observado neste estudo que em dois isolados de Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus associado a Escherichia coli ndo se detectou inflamagao (0-2 neutrofilos por
campo). Estes resultados diferem de Riddle, Leblanc e Stromberg (2007), que ao isolarem
bactérias das secrecdes uterinas de éguas reportaram que a presenca de dois ou mais
organismos sempre estd associado com inflamacdo do endométrio, sendo a inflamagdo severa

mais comumente reportada.
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Tabela 8. Relacdo entre microorganismos patogénicos isolados, presenca de secrecdo e
exames citologicos das éguas susceptiveis.

Exame Citolégico

Microrganismos Exame clinico (nimero de neutroéfilos/campo
Patogénicos Isolados examinado)
Eguas Presenca %
de 0-2 2-5 >5 inflamacao
secreciao
S. equi subsp. zooepidemicus 2 1 0 0 2 2 (20%)
E. coli 2 0 0 1 1 2 (20%)
S. equi subsp. zooepidemicus 6 5 2 0 4 4 (40%)
+ E. coli
S. aureus + E. coli 2 1 0 0 2 2 (20%)
Total 12 7 2 1 9 10 (100%)

0-2= normal, 2-5 = inflamagdo moderada, >5= inflamag&o severa, hipocelular- auséncia de neutréfilos e escassas células
epiteliais (RIDDLE; LEBLANC; STROMBERG, 2007).

Das 12 éguas em que foram isoladas bactérias patogé€nicas, sete apresentaram
secrecdes no lumen uterino e destas, seis éguas apresentavam inflamacdo uterina detectada
pela citologia (Tabela 9). A detecgdo de secrecdo uterina foi correlacionada com a presenca de
neutréfilos no exame citologico. Observou-se uma correlagdo positiva entre estas variaveis

(1=0,98).

Tabela 9. Relacdo entre ntimero de éguas e achados citologicos e cultura de éguas
susceptiveis.

Métodos de diagnostico N° de éguas %
Citologia Isolamento bacteriano
0-2 neutrofilos Nenhuma bactéria patogénica 7 33,3
isolada
0-2 neutroéfilos Bactérias isoladas 2 9,5
2-5 neutrofilos Nenhuma bactéria patogénica 1 4,8
isolada
2-5 neutrofilos Bactérias isoladas 1 4.8
>5 neutréfilos Nenhuma bactéria isolada 1 4.8
>5 neutrofilos Bactérias isoladas 9 42.8
Total 21 100

0-2 neutrofilos: Auséncia de inflamagao, 2-5 neutréfilos: Inflamag¢do moderada e >5 neutrofilos: Inflamagao severa.

Na avaliacdo histopatologica das 21 éguas com histérico de subfertilidade e

classificadas como susceptiveis através do historico e exame ginecoldgico, 43% das éguas
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obtiveram classificacdo de bidpsia endometrial grau 1IB, 38% apresentaram grau IIA, e 19%
grau III. Nenhuma égua apresentou endométrio I, classificado como sadio. Todas as 21 éguas
com histdrico de subfertilidade apresentaram alguma altera¢do histopatologica, mesmo que
discreta.

Através da histopatologia podemos verificar que todas as éguas do experimento foram
classificadas com grau acima de IIA. Este resultado obtido ratifica o método de selecdo
utilizado para classificar as éguas como susuceptiveis, utilizando o historico, exames
ginecolégicos e ultra-som, pois segundo Liu (1988), as éguas susceptiveis apresentam
historico de infecgdes persistente e endométrio classificado nas categorias II e III de Kenney
(1978).

Nas amostras analisadas, observou-se endometrite cronica em 11 éguas (52,3%), sete
éguas (33,3%) apresentaram endometrite com resposta cronica € uma reacdo aguda se
sobrepondo e em trés éguas (14,3%) foi observada endometrite aguda. O achado
histopatologico mais freqiiente foi a fibrose e o infiltrado inflamatério de mononucleares.
Ricketts (1981), demonstrou que a endometrite aguda, sozinha ou associada com graus de
infiltrado de células mononucleares e doenca endometrial degenerativa cronica ¢ o achado
histopatologico mais comumente encontrado em bidpsias endometriais de éguas sub-férteis e
inférteis durante exames ginecoldgicos de rotina. Esta variabilidade provavelmente ocorreu
devido a fatores como idade das éguas, anos sem pari¢do e manejo durante a cobertura, pois
estes fatores influenciam as categorias ITA e IIB de bidpsia uterina (DOIG; MCKNIGHT;
MILLER, 1981; WAELCHLI, 1990.

O resultado obtido neste experimento foi semelhante ao de Moreira et al. (2007) que
ao avaliarem o utero de 25 éguas doadoras e receptoras com histdrico de sub-fertilidade
observaram que 48% apresentaram histopatologia grau IIB, 40% foram classificadas como
ITA e 12% como III. No mesmo experimento, os autores, avaliaram o endométrio de 11 éguas
(doadoras e receptoras) sem historico de subfertilidade, oito éguas (73%) obtiveram
classificagdo da bidpsia endometrial IIA, duas (18%) IIB e uma (9%) foi classificada como
III. Rosciani et al. (2000), trabalhando com 29 éguas doadoras de embrides, observaram que
38% delas apresentavam endométrio classificado como grau I, 48,2% como grau 1A, 10,3%
classificadas como grau IIB e 3,4% como grau III. Este percentual de éguas classificadas com
grau I e IIA se justifica pelo grupo utilizado no experimento ser de éguas doadoras de

embrides e que ndo apresentavam histdrico de subfertilidade.
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Das doze éguas com diagnoéstico citoldgico positivo para inflamagdo uterina, seis
foram classificadas com endométrio IIA, cinco como IIB e uma como III.

Em estudo realizado por Ribas (1998), com 25 éguas apresentando problemas
reprodutivos, e com média de idade de 7,5 anos, uma égua (4%) foi classificada como grau I,
15 éguas (60%) foram classificadas como grau I1A, oito éguas (32%) classificadas como grau
IIB e uma égua (4%) como grau III, segundo Kenney e Doig (1986).

As éguas foram divididas em trés grupos de acordo com a faixa etaria: oito al5 anos
( oito éguas), 16 a 22 anos (sete éguas) e 23 a 30 anos (6 éguas).

No grupo de éguas com oito a 15 anos observamos 38,1% foram classificadas entre os
grupos I1A e IIB. Nas éguas com idade entre 16 a 22 anos, 28,6% das éguas encontravam-se
classificadas nos grupos IIA e IIB e 4,7% no grupo III. J4 nas éguas mais velhas, com idade
variando entre 23 a 30 anos 14,3% foram classificadas com endométrio grau IIB e 14,3%
como grau III, caracterizado por alteragdes inflamatorias difusas severas, fibrose

periglandular e lacunas linfaticas (Figura 14) (Tabela 10).
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Figura 14. Classificacdo histopatologica do Utero das éguas de acordo com a faixa etaria,
categorizada segundo Kenney e Doig (1986), modificado por Schoon, H., Shoon, D, e Klug
(1992).
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Tabela 10. Relagdo entre a idade e bidpsia endometrial das 21 éguas categorizada segundo
Kenney e Doig (1986), modificado por Schoon, H., Shoon, D, e Klug (1992).

Idade I A I1B I Total
8 a 15 anos 0 5 3 0 8
16 a 22 anos 0 3 3 1 7
23 a 30 anos 0 0 3 3 6

Os resultados encontrados no experimento ratificam os relatos da literatura que
descrevem relagdo entre a idade das éguas e alteragdes endometriais. Carnevale e Ginther
(1992) relataram que as éguas mais velhas geralmente apresentam complicagdes histologicas
mais graves do que éguas mais jovens, o que vem de encontro ao observado neste
experimento, relacionando a idade das éguas, o historico de subfertilidade e o grau de
comprometimento uterino observado na histopatologia.

Segundo Ginther (1986), a idade da égua ¢ um fator importante considerando que ha
uma maior perda da gestagdo com o avangar da idade. Aparentemente, este grupo de animais
tem sido caracterizado por alteragdes degenerativas no endométrio (BALL et al., 1988), o que
pode dificultar a atividade dos hormonios circulantes, alterar o aporte de células a luz do utero
e dificultar a drenagem linfatica (SCHOON, H. A.; SHOON, D.; KLUG, E., 1997). As
alteragdes também incluem endometrioses e alteragdes vasculares (BALL et al., 1988).

Ricketts e Alonso (1991) relataram que infiltragdes de células mononucleares e doenga
endometrial degenerativa cronica tinham correlagdo significativa com idade.

No experimento realizado foi observado que das 12 éguas com isolamento de bactérias
patogénicas seis apresentaram polimorfonucleares na biopsia e das nove éguas diagnosticadas
com cultura negativa, quatro apresentaram polimorfunucleares no exame de bidpsia.
Resultado diferente foi observado por Waelchli (1990) que estudando 201 éguas e
comparando o valor do exame histologico, citoldégico e bacteriolégico em diagnosticar
inflamacdo aguda e infec¢do, relatou que 43 (21%) dos espécimes de bidpsias uterinas e 26
(13%) dos espécimes citologicos apresentavam leucécitos polimorfonucleares, € que estas
células estavam presentes em todos os casos onde os resultados da cultura foram considerados
significantes.

No presente estudo, observou-se que a presenga de grande numero de
polimorfonucleares na biopsia tem alta correlagdo com o isolamento de bactérias patogénicas,

mas nao com aquelas consideradas comensais (Tabela 11).
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Tabela 11. Resultados da cultura bacteriologica uterina e biopsia endometrial em 21 éguas
susceptiveis a endometrite.

Niimero de Eguas

Resultados das Bidpsias

Grupo Total Inflamacao Inflamacao Inflamacao
aguda aguda/cronica cronica
Cultura Positiva 12 2 4 6
Cultura Negativa 9 1 3 5

Neste experimento foi possivel observar que as lesdes inflamatoérias do endométrio
ndo sdo necessariamente associadas com o isolamento de bactérias aerdbicas. A associa¢ao
entre lesdes histoldgicas e infeccdo uterina foi baixa em casos de inflamagdo crdnica, ja a
presenca de polimorfonucleares foi mais correlacionada com o isolamento de bactérias
Resultado semelhante ao detectado por Doig, Mcknight e Miller (1981).

Foi observado no experimento que a biopsia uterina ¢ o Unico método capaz de
diagnosticar estados de fibrose, endometrite cronica e endometrite cronica degenerativa. Esta
afirmacdo corrobora com os relatos de Rosciani et al. (2000), que citam que a bidpsia
endometrial ¢ um método indispensavel para avaliar a habilidade do ttero em manter a
prenhes, pois permite detectar fibrose, endometrite cronica, endometriose, os quais sdo causa

da diminuicao de fertilidade e nao sdo diagnosticaveis por outros métodos.

4. 2 Tratamentos — Testes in vivo

Devido a eficacia do extrato aquoso de barbatimdo observada in vitro frente as
bactérias Gram positivas, testes in vivo foram realizados para comparagdo entre os resultados.
As 12 éguas que foram isoladas bactérias Gram positivas das secre¢des uterinas
através de exames bacterioldgicos, foram divididas em trés grupos aleatérios. Trés éguas
foram tratadas com infusdes de 20 ml de antibiotico’ (Grupo 1), quatro com 20 ml de extrato
aquoso de barbatimao a 10% (Grupo 2)e, cinco éguas com 20 ml de soro fisiologico (Grupo

3), durante quatro dias consecutivos.

> Agrovet®, Schering Plough, 10.000.000UI penicilina e estreptomicina
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Foi possivel observar que o antibiotico utilizado foi eficiente na eliminagdo de cepas
de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ¢ Staphylococcus aureus, porém observou-se
crescimento de cepas de Escherichia coli. Este resultado era esperado, pois a penicilina ¢
efeciente contra bactérias Gram positivas. E possivel que estas cepas de Escherichia coli
tenham sensibilidade intermedidria a estreptomicina ou ainda, que apesar de todo o cuidado
tomado durante a coleta das secre¢des uterinas, realizando rigorosa higienizagdo perineal,
utilizando swabs protegidos e luvas de palpagdo retal protegendo o swab, tenha ocorrido
contaminagdo durante a coleta de material uterino, pois algumas éguas tratadas apresentavam
pneumovagina e também porque enterobactérias estdo presentes nas fezes dos animais e na
fossa clitoriana. Allen, Newcombe (1979) e Ghasemzadeh-Nava et al. (2004) tém atribuido a
ocorréncia de enterobactérias a manobras ginecoldgicas inadequadas, utilizacdo de material
contaminado em exames ginecoldgicos ou defeitos anatomicos (pneumovagina), que
favorecem a contaminagdo fecal do trato reprodutor feminino e usualmente o endométrio ¢
colonizado por coliformes.

Comparando o resultado da bidpsia uterina das €guas antes e apds o tratamento com
antibidtico, foi possivel determinar que as éguas apresentaram melhora no infiltrado celular e
na infecg¢do. A presenca de eosindfilos observado na égua de nimero um sugere entrada de ar,
pois esta égua apresenta pneumovagina, ou entdo pode ser uma possivel presenca de fungos.

O tratamento com soro fisiologico (controle) agiu frente as cepas de Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus. Este resultado ndo era esperado, no entanto, Tunon et al. (2000),
reportaram que apds manipulag¢do uterina, h4 um aumento imediato da atividade mioelétrica
do ttero.

Leblanc (1994), Troedsson, Liu e Thurmond (1993a), descrevem que a contratilidade
miometrial € um importante mecanismo para eliminagdo rapida do agente agressor e dos
componentes e subprodutos inflamatérios. Isto pode justificar o resultado encontrado
caracterizando a eficiéncia do estimulo as contragdes miometriais € sua importancia no
mecanismo de defesa uterino. No entanto, Evans et al. (1986) observaram que muitas éguas
sdo capazes de eliminar bactérias por seu proprio mecanismo de defesa apds contaminacgao
endometrial.

Nikalokopoulos ¢ Watson (2000) induzindo em éguas sadias uma deficiéncia na
contratilidade miometrial com clembuterol, observaram que apesar do acumulo de fluido
uterino e presenca de neutrdfilos ao exame citologico, 60% das éguas ndo apresentou

crescimento de bactérias 48 horas apos a cobertura. Estes autores concluiram que mesmo
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quando a contratilidade esta diminuida, os demais mecanismos de defesa da égua, neutrofilos,
sistema complemento e imunoglobulinas, sdo capazes de eliminar a infec¢ao bacteriana.

Apesar das éguas terem sido selecionadas aleatoriamente, o tratamento com soro
fisiologico foi realizado nas éguas do experimento que apresentavam melhor classificagao
histologica, duas éguas classificadas como IIB e trés éguas como IIA, e isto pode ter
influenciado no resultado da eficiéncia deste tratamento.

O tratamento in Vivo com extrato aquoso de barbatimao a 10% infundido no tutero das
éguas ndao se mostrou eficiente na eliminagdo das cepas de Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus. Apenas uma égua eliminou o microorganismo 96 horas apds o tratamento. Os
resultados observados diferem dos encontrados in Vitro, pois o extrato aquoso de barbatimao
agiu in vitro sobre as cepas de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. Porém, cumpre
lembrar que os resultados se reportam a atividade de um extrato cuja composicdo ¢ uma
mistura de varias substancias, assim, as substancias responsaveis pelo efeito antimicrobiano se
encontram provavelmente diluidas.

Portanto, tornam-se necessarios estudos complementares no sentido de isolar as
substancias responsaveis pela atividade bacteriana do extrato e determinar a concentragdo
ideal para obtencdo de eficiéncia do extrato da planta in vivo. Apesar da verificacdo da
sensibilidade das bactérias Gram positivas frente ao extrato aquoso de barbatimdo in vitro,
sugere-se que novos experimentos sejam realizados para complementacdo dos estudos com
coletas de bidpsias seriadas para acompanhamento das alteragdes no endométrio uterino e

evolucdo do quadro apos tratamento (Tabela 12).
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Tabela 12. Dados referentes aos exames citologicos, bacterioldgicos e histopatologicos das
12 éguas selecionadas, apds tratamento com Antibidtico (G1), barbatimdo (G2) ou soro
fisiologico (G3).

Eguas Tratamento Citologia Bacteriologia Histologia
1 Antibidtico (0-2N) - I
2 Antibiotico (0-2N) E. coli, CGP 1A
4 Antibiotico (0-2N) E. coli; CGP IA*
5 Soro Fisiologico (2-5N) E. coli 1B
7 Barbatiméao >SN E. coli 111
8 Barbatimao >5N E. coli /EGC I
9 Barbatimao (2-5N) E. coli /EGC [IB*
10 Barbatimao (2-5N) EGC [IB*
11 Soro Fisiolégico >5N EGC IIB
17 Soro Fisiolégico >5N - ITA
20 Soro Fisiologico >5N E. coli 1A
21 Soro Fisiolégico >2-5N - ITA

* Embora ndo tenha sido modificada a classificagdo histologica com o uso do tratamento, houve uma melhora na avaliagdo
do quadro do animal.
EGC =Estreptococos do grupo C, CGP= Cocos Gram positivo, (-) ndo isolamento.

No exame citologico das éguas de nimero 7, 8, 9 e 10, apos o tratamento com extrato
aquoso de barbatimdo a 10%, observou-se aumento no numero de neutrofilos em todas as
éguas avaliadas. Resultado semelhante foi observado no exame histopatologico, pois foi
possivel detectar um aumento de infiltrado de polimorfonucleares, o que sugere uma reacao
de reagudizagdo intensa do processo inflamatdrio. Também foi possivel detectar a diapedese
das células inflamatérias que devido ao grau de fibrose perivascular antes do tratamento,
ficavam retidas no leito vascular e diminui¢ao do nimero de camadas de colageno ao redor
das glandulas endometriais. A lesdo do tecido fibroso, degenerado, talvez promova uma
reorganizagdo tecidual com diminugdo da fibrose, o que seria desejavel para um aumento da
fertilidade das éguas. Segundo Malschitzky et al (2007) uma reacdo inflamatoria mais intensa
favorece a recuperacao mais rapida do endométrio.

Talvez nestas éguas com intensa presenga de neutrofilos, fosse indicado a utilizagdo de
anti-inflamatorios glicocorticdides, que agiriam como imunomoduladores do processo
inflamatorio. Segundo Fumoso et al. (2006) a administragdo de imuno-moduladores diminui a
transcri¢ao de citocinas nas éguas, diminuindo a inflama¢ao. Nos relatos de Janeway et al.
(1999 apud MALSCHITZKY et al., 2007), a administracdo de glicocorticdides também

diminue a sintese de 6xido nitrico e das enzimas responsaveis pela sintese de prostaglandinas
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e leucotrienos, além de diminuir a atividade das moléculas de adesao, o que reduz a migragao
dos leucdcitos dos vasos sanguineos.

Foi possivel observar uma melhora geral do quadro das éguas 4, 9 e 10, apesar de nao
ter sido observado mudangas na classificag@o histoldgica. Estes achados sdo desejaveis para a
melhora do quadro de fertilidade das éguas como proposto por Kenney (1978).

Segundo Asbury (1984b), na inflamagdo crénica sem infecgdo, os anti-sépticos sao
capazes de mudar o status inflamatdrio cronico para uma inflamag¢do aguda, porém o uso de
substancias anti-sépticas no Utero deve ser utilizado com cautela, pois as éguas sdo
extremamente sensiveis a substancias irritantes introduzidas no trato reprodutor e podem
desenvolver necrose e subseqiientes mudangas fibréticas no endométrio, cérvix e vagina.
Malschitzky et al. (2007) relatam que a inflamag¢do aguda pode causar danos ao tecido, e por
isso deve ser mantida sob controle.

Como as infusdes do extrato aquoso de barbatimao a 10%, reagudizaram o processo
inflamatério no utero das éguas testadas, novos experimentos com coletas sucessivas de
fragmentos de bidpsia e acompanhamento por um periodo mais prolongado para uma melhor
avaliacdo da evolucgdo histopatologica do endométrio torna-se necessario, pois a agudizacao
do processo ¢ desejavel nestes quadros, porém o acompanhamento ¢ fundamental pois a

agudizagdo também pode levar a um quadro de fibrose mais severa.
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5 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos podemos chegar as seguintes conclusoes:

- Os extratos aquosos das folhas de Kalanchoe brasiliensis e Kalanchoe pinnata na

concentra¢do del100ug/ml, ndo apresentaram atividade in vitro frente as bactérias estudadas.

- O extrato aquoso da casca de Stryphnodendron adstringens na concentragdo de 100ug/ml
apresentou atividade antibacteriana in vitro. frente as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC

25923) e outros cocos Gram positivos.

- A combina¢do dos métodos de diagnostico: exame ginecologico, cultura bacteriana,

citologia e biopsia endometrial permite maior acuracia no diagnostico da endometrite eqiiina.

- Dentre as plantas testadas o Stryphnodendron adstringens mostrou-se o mais eficiente frente

as bactérias Gram positivas isoladas do utero de éguas.

- Sugere-se que seja estabelecido uma seqiiéncia de exames onde a citologia deve ser primeiro
utilizada para diagnosticar a existéncia do processo inflamatério, a bacteriologia deve ser
utilizada para identificagdo do processo infeccioso e o agente etioldgico e a histopatologia
para confirmar ou identificar o grau do processo inflamatorio, presenga de microorganismos,

estabelecer o prognostico e a taxa de fertilidade.
- Os resultados obtidos sugerem que o barbatimdo ¢ uma planta promissora quanto a agao

antimicrobiana e anti-inflamatdria. Porém, estudos sdo necessarios para melhor avaliagdo da

eficacia da planta.
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ANEXOS

Anexo A Ficha ginecologica para avaliacdo das éguas

Egua: RG: Data:
Local: Idade: Raca:

Exame Clinico:

Historico e Anamnese:
Exame Especifico do Aparelho Reprodutor:
Vulva
Vagina
Cérvix
Palpacio Retal

Utero
Ovérios

Ultra-sonografia
Utero
Ovarios

Conclusao
Coleta de Material

Citologia
Bacteriologia
Biopsia
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Anexo B Ficha de Exame Citologico

Egua: RG: Data da colteta:

Local: Idade: Raca:

Historico:

Data da Leitura da LAmina: / /

Descri¢cdo da Lamina:

Classificacao:
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Anexo C Ficha de Biopsia endometrial.

Egua: RG: Data da coleta:

Local: Idade: Raca:

Historico e Anamnese:

Data do Exame Histopatologico: / /

Descricdo da Limina:

Epitélio Luminal:

Estrato Compacto:

Estrato Esponjoso:

Grau:

Classificacao/ Prognéstico:
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Anexo D Resultados referentes ao histérico, exames ginecoldgicos e ultra-sonografia do
utero das 21 éguas examinadas.

Egua Idade Historico Pneumo  Utero (cm) Tonus Secrecio

(anos) (Sem paricdo) -vagina (CE; CD) uterino

1 23 2 anos + 3,6; 3,8 1
2 22 Aborto - 3,6; 3,2 1
3 23 3 anos + 42:43 1 -
4 18 Aborto - 4,2:4,0 1 ++
5 22 2 anos - 3,7,3,8 1 -
6 23 > 3 anos - 3,4;:3.4 1 -
7 28 >3 anos + 4,1:4,2 2 +
8 30 > 3 anos + 4,5:4,7 1 +
9 19 3 anos + 3,8;3,9 0 ++
10 16 > 3 anos - 3,6;3,8 1 +++
11 29 > 3 anos - 3,5;3,8 1 +
12 10 1 ano - 4,0;4,3 0 -
13 20 2 anos - 3,9;3,7 0 -
14 12 2 anos - 4,5:4,7 0 -
15 11 3 anos + 4,0;4,2 0 -
16 11 1 ano - 3,9;3,7 1 -
17 8 1 ano + 4,0.3,8 1 -
18 10 2 anos - 3,9;3,8 1 -
19 16 1 ano - 4,6;4,9 2 -
20 10 2 anos + 4,8:5,3 1 ++
21 15 2 anos + 5,5;5,7 1 -
Média 17,9 9 9

Pneumovagina: (+) Presenga (- ) Auséncia
Tonus uterino: (0) utero relaxado, (1) Pouco tonus, (2) Toénus moderado (3) Tonus consistente.
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Anexo E Classificagao histologica do endométrio das 21 éguas susceptiveis, segundo Kenney e Doig,

(1986). Continua.

Egua Idade

Alteracdes histologicas observadas

1 23
2 22
3 23
4 18
5 22
6 23

Classificacao
Inflamacéo Histolégica
Cronica 1
degenerativa
Aguda/cronica ITA
Aguda/cronica 1IB
Aguda A
Cronica 1B
Cronica 1IB
degenerativa

Epitélio colunar hiperplasico. Infiltrado difuso
moderado com predominio de linfécitos.
Moderada quantidade de glandulas com dilatagao
cistica. Fibrose moderada a severa de ramos
individuais. Forma¢do de mais de 4 ninhos
glandulares fibrosados por campos de 5,5 cm.
Vasos congestos. Fibrose perivascular moderada.
Linfangiectasia moderada. Lacunas linfaticas.

Epitélio colunar com hiperplasia multifocal e
degeneracdo vacuolar. Poucas glandulas com
dilatagdo cistica. Infiltrado focal formado por
neutréfilos e mononucleares nos  estratos
compacto e esponjoso. Fibrose discreta difusa de
ramo individual de glandulas. Congestdo dos
vasos. Linfangiectasia discreta.

Epitélio cubodide. Moderada quantidade de
glandulas com dilatagdo cistica. Infiltrado
neutrofilico  periglandular e intraglandular.
Inflamag@o discreta difusa com predominio de
linfocitos no estrato compacto e neutrofilos no
estrato esponjoso. Fibrose perivascular discreta.
Perivasculite eosinofilica.

Epitélio colunar baixo. Poucas dilatagdes cisticas.
Infiltrado inflamatério moderado a severo difuso
formado por linfocitos, neutrdfilos e eosinofilos
no estrato compacto. Raros ninhos glandulares
fibrosados. Fibrose discreta de ramos individuais
das glandulas. Congestdo. Linfangiectasia severa.

Epitélio cubdide. Infiltrado inflamatdrio discreto
difuso com predominio de linfécios no estrato
compacto ¢ neutrofilos no estrato esponjoso.
Moderada quantidade de glandulas com dilatagao
cistica. Fibrose perivascular discreta. Infiltrado
neutrofilico periglandular.

Epitélio colunar com hiperplasia e vacuolizacdo.
Dilatagdes glandulares cisticas frequentes. Raros
eosindfilos (1-2 por campo). Infiltrado de
mononucleares. Formagdo de 2 a 4 ninhos
glandulares fibrosados por campos de 5,5 cm.
Congestao vascular. Linfangiectasia acentuada.
Fibrose periglandular de ramos individuais
moderada.
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28

30

111
Cronica
degenerativa
Cronica I
degenerativa

Epitélio colunar com hiperplasia. Infiltrado
inflamatério discreto difuso com focos moderados
formado predominantemente por mononucleares e
plasmocitos. Hemorragia difusa no estrato
compacto ¢ esponjoso. Glandulas com dilatagdo
cistica severa. Formag¢do de 6 ou mais ninhos
glandulares por campos de 5,5 cm. Fibrose severa
dos ramos individuais dasgldndulas endometriais.
Lacunas linfaticas. Vasos congestos. Fibrose
perivascular severa. Hemociderdéfagos.

Epitélio colunar hiperplasico. Infiltrado
inflamatério severo difuso formado por linfocitos e
neutréfilos. Mais de 4 ninhos glandulares
fibrosados.
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Anexo E. Continuacéo.

Aguda/cronica 1B
9 19
10 16 Cronica 1IB
11 29 Cronica 1IB
12 10 Aguda/cronica ITA
13 20 Croénica 1
degenerativa
14 12 Cronica 1IB
degenerativa
15 11 Aguda 1B
16 11 Aguda/cronica A

Epitélio colunar. Infiltrado inflamatdrio discreto
difuso no estrato esponjoso formado por linfocitos e
neutrofilos. Infiltrado severo difuso formado
principalmente por linfocitos, mondcitos e raros
eosinofilos no estrato compacto. Congestio
vascular.

Epitélio colunar baixo. Infiltrado inflamatério
moderado difuso composto principalmente por
células mononucleares no estrato compacto.
Infiltrado focal moderado formado por eosindfilos.
Formagdo de poucos ninhos glandulares fibrosados.

Epitélio colunar baixo. Infiltrado moderado difuso
formado por mononucleares. Glandulas cisticas,
ruptura de glandulas. Infiltrado de
polimorfonucleares no estrato  esponjoso e
compacto. Formacdo de menos de 1 ninho glndular
fibrosado por campos de 5,5 cm. Fibrose discreta de
ramos individuais de glandulas. Linfangiectasia
moderada.

Epitélio cubdide. Infiltrado inflamatério difuso
misto. Presenga de eosinéfilos, hemosiderdfagos.
Fibrose  discreta de  ramos  individuais.
Linfangiectasia discreta.

Epitélio  cubdide. Infiltrado  intraglandular.
Infiltrado inflamat6rio moderado difuso composto
principalmente por células mononucleares no
estrato compacto ¢ focal no estrato esponjoso.
Distensdo glandular severa. Presengade 4 a 5 ninhos
glandulares fibrosados por campos de 5,5 cm.
Fibrose perivascular moderada.

Infiltrado inflamatério de mononucleares difuso.
Dilatagdo glandular cistica leve. Eosinéfilos
intraluminais e secre¢do. Um ninho fibrosado por
campo. Fibrose periglandular.

Epitélio cubdide baixo. Infiltrado inflamatério
difuso moderado formado predominantemente por
neutr6filos e eosinodfilos. Presenga de linfocitos.
Dilatagdo glandular cistica. Fibrose moderada de
ramos individuais. Formag¢do de 2 a 4 ninhos
glandulares fibrosados por campos de 5,5 cm.
Vasos congestos com neutrédfilos e eosinoéfilos no
interior. Linfangiectasia severa.

Epitélio colunar baixo. Infiltrado misto discreto
difuso. Presenca de poucas glandulas com dilatacdo
cistica. Fibrose discreta de ramos individuais
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17

18

19

8 Aguda/cronica

10 Cronica
degenerativa

16 Cronica
degenerativa

ITA

1B

ITA

glandulares. Linfangiectasia acentuada.

Epitélio cubdide. Infiltrado inflamatério misto
difuso moderado. Presenca de eosinodfilos. Raras
glandulas com dilatagdo. Formagdo de um ninho
glandular fibrosado por campos de 5,5 cm. Fibrose
discreta. Linfangiectasia discreta.

Epitélio cubdide. Hiperplasia multifocal. Infiltrado
inflamatoério focal discreto misto. Presenga discreta
de hemacias e eosinofilos. Dilatagdo glandular
cistica discreta. Fibrose moderada de ramos
individuais. Formagao de quatro ninhos glandulares
fibrosados por campo. Fibrose perivascular discreta.

Epitélio cubdide. Edema moderado. Infiltrado
inflamatério misto difuso moderado fibrose
moderada de ramos individuais das glandulas,
gladndulas com dilatagdo cistica, formacéo de dois
ninhos glandulares fibrosados por campos de 5,5
cm.
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Anexo E. Continuacéo.

20

21

10

15

Aguda/cronica

Aguda

ITA

ITA

Epitélio cubdide. Fibrose discreta de ramos
individuais das glandulas, poucas dilatagdes
glandulares cisticas, forma¢do de dois ninhos
glandulares por campo. Infiltrado inflamatoério
misto moderado difuso no estrato compacto.

Epitélio cubdide. Fibrose discreta de ramos
individuais das glandulas, dilatagdo glandular
discreta, poucas glandulas cisticas, formagdo de
menos de dois ninhos glandulares fibrosados por
campos de 5,5 cm. Infiltrado inflamatorio discreto
difuso formado predominantemente por
mononucleares no estrato compacto.
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Anexo F Classificacdo histologica do endométrio de éguas susceptiveis, segundo Kenney e Doig,
(1986), apos os tratamentos com antibiotico, soro fisiologico e extrato aquoso de barbatimao a 10%.

> Egua

Idade

Classificacao
Histolégica

Alteracdes histologiacas observadas

10

11

17

23

22

18

22

28

30

19

16

29

1

ITA

IIA

11B

I

I

1B

1B

1B

ITA

Epitélio colunar com hiperplasia. Infiltrado de eosinéfilos no estrato compacto e
esponjoso. Infiltrado discreto difuso de mononucleares no estrato compacto.
Fibrose de mais de 4 ninhos glandulares por caompos de 5,5 cm. Lacunas
linfaticas. Linfangiectasia discreta.

Epitélio colunar com hiperplasia Dilatacdo glandular discreta. Infiltrado focal de
neutréfilos no estrato compacto e infltrado mononuclear nos estratos compacto e
esponjoso. Fibrose difusa. discreta de ramo individual. Linfangiectasia discreta.

Infiltrado inflamatério difuso discreto formado predominantemente por
neutréfilos e eosindfilos. Presenca de linfocitos. Dilatacdo glandular cistica
discreta. Fibrose moderada de ramos individuais. Formacdo de um ninho
glandular fibrosado por campo. Dilatagdo vascular.

Moderada quantidade de glandulas com dilatagdo cistica. Fibrose perivascular
discreta. Infiltrado neutrofilico periglandular. Inflamagdo discreta difusa com
predominio de linfécios no estrato compacto e neutr6filos no estrato esponjoso.

Hiperplasia epitelial. Infiltrado inflamatério difuso severo de neutréfilos no
estrato compacto e esponjoso. Infiltrado difuso de linfocitos e plasmocitos.
Hemorragia difusa no estrato compacto. Lacunas linfaticas Fibrose perivascular
discreta. Diminuicdo da fibrose ao redordos ninhos glandulares.

Infiltrado inflamatério severo difuso formado por linfécitos e neutrofilos.
Presencga de poucos ninhos glandulares.

Infiltrado inflamatério severo difuso misto formado predominantemente
porpolimorfonucleares no estrato compacto e esponjoso. Edema discreto.
Presenga discreta de cosindfilos. Congestdo vascular. Presenga de
polimorfonucleares intravascular.

Infiltrado  inflamatério  severo  difuso formado  predominantemente
porpolimorfonucleares no estrato compacto ¢ esponjoso. Presenga discreta de
linfécitos. Congestdo vascular. Presenga macica de polimorfonucleares
intravascular.

Infiltrado moderado difuso de linfocitos, Moderada quantidade de glandulas
cisticas. Infiltrado inflamatdério moderado difuso composto principalmente por
células mononucleares no estrato compacto. Presenga de polimorfonucleares no
estrato esponjoso ¢ compacto. Congestdo vascular.

Infiltrado inflamatdrio misto difuso moderado. Presenga discreta de eosinéfilos.
Raras glandulas com dilatagdo. Presenca de secrecdo. Formacdo de um ninho
glandulare fibrosado por campo. Fibrose discreta.
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20

21

10

15

1IB*

A

Infiltrado inflamatério misto difuso no estrato compacto e focal no estrato
esponjoso formado por mononucleares Edema discreto.Fibrose moderada de
ramos individuais das glandulas, formagao de dois ninhos glandulares fibrosados
por campo.

Infiltrado inflamatério moderado difuso formado predominantemente por
mononucleares no estrato compacto. Edema moderado. Fibrose moderada de
ramos individuais das glandulas, cistos glandulares freqiientes. Secregdo
glandular.
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