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Resumo

A endometrite infecciosa é considerada uma das principais causas de infertilidade em éguas. Por
sua vez, alteragdes degenerativas endometriais interferem diretamente na hemodinamica uterina, podendo
comprometer a fertilizacdo e a manutencdo da gestagdo. Por serem poderosos agentes oxidantes ndo-
especificos, o gas ozonio (O3) e os 6leos vegetais ozonizados tem sido utilizados como alternativas as
terapias antimicrobianas convencionais. Além de apresentar acdo germicida frente a forma livre de fungos
e bactérias, a ozonioterapia possui marcante potencial antibiofilme. Adicionalmente, o preenchimento da
cavidade uterina de éguas com gés O; estimula a angiogénese local sem apresentar efeitos deletérios ao
endométrio. Dessa forma, os potencias antimicrobianos e angiogénicos fazem da ozonioterapia uma
promissora alterativa para o tratamento adjuvante de endometrites cronicas em éguas.
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Abstract

Infectious endometritis is considered one of the main causes of infertility in mares. Similarly,
endometrial degenerative changes directly affect the uterine hemodynamics, compromising the
fertilization and the maintenance of pregnancy. Based on their powerful non-specific oxidizing action,
ozone (O;) and ozonized vegetable oils have been used as alternatives to conventional antimicrobial
therapies. In addition to the germicidal effect against the free-living cells of fungi and bacteria, O;
therapy has showed unspecific anti-biofilm potential. Additionally, the insufflation of the uterine cavity of
mares with Oj stimulates local angiogenesis without inducing deleterious effects on the endometrium.
Therefore, the antimicrobial and angiogenic potentials make Oj therapy a promising alternative for the
adjuvant treatment of persistent endometritis in mares.
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Introducao

Segundo a mais recente Pesquisa Pecudria Municipal, o Brasil possui cerca de 5,9 milhdes de
cavalos, sendo considerado o terceiro criador de equinos do mundo (SIDRA, 2020). Estima-se que o
complexo nacional do agronegdcio do cavalo movimenta valor superior a R$ 7 bilhdes anuais, gerando
mais de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos (Arruda e Cintra, 2016). Considerando as numerosas
cadeias produtivas da equideoculura, estudos que visam aumentar a taxa de fertilidade de éguas sdo de
grande valia para a economia do pais.

A principio, a endometrite ¢ considerada uma resposta imunologica fisiologica devido a presenga
do sémen no lumen uterino. Todavia, a sua persisténcia pode comprometer o funcionamento normal do
trato reprodutivo, além de predispor a proliferagdo fungica e bacteriana. Por sua vez, as endometrites
infecciosas estdo entre as principais causas de reducdo na eficiéncia reprodutiva de éguas. Da mesma
forma, alteragdes histo-morfoldgicas do tecido uterino sdo recorrentes em éguas idosas e predispdem
processos inflamatorios locais, disfungdes no desenvolvimento placentario e infertilidade.

Relatos em modelos in vitro, roedores, ruminantes ¢ humanos sugerem um efeito benéfico da
terapia com diferentes apresentacdes do ozoénio (O;) na regeneragdo tecidual e no combate a infecgdes
locais. Consequentemente, a ozonioterapia tem sido utilizada por médicos veterinarios de equinos ao
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longo dos ultimos anos com intuito de melhorar os indices reprodutivos. Para éguas, porém, estudos
cientificos sobre ao efeito do O; na hemodinidmica e microbiota uterina sdo escassos.

Desenvolvimento
Afecgoes uterinas em éguas inférteis

A endometrite infecciosa é considerada uma das doengas reprodutivas mais importantes na
espécie equina. Escherichia coli, Streptococcus ssp., Pseudomonas ssp.. e Klebsiella ssp.. destacam-se
dentre os principais patdogenos isolados do trato reprodutivo de éguas com historico de infertilidade
(Ferris, 2016). Ademais, infecgdes uterinas por Candida albicans e Aspergillus ssp. sdo recorrentes em
éguas de regides tropicais (Nascimento Junior et al., 2021).

Biofilmes sdo complexas comunidades microbianas envoltas por uma matriz polimérica extra-
celular. Bactérias e fungos isolados do lumen uterino de éguas com endometrite cronica possuem alta
capacidade de produgdo de biofilme (Ferris et al., 2016; Nascimento Junior et al., 2020). Por
apresentarem forte adesdo a superficies epiteliais e resisténcia a terapéutica convencional (Donlan e
Costerton, 2002), os biofilmes uterinos sdo uma importante causa de infertilidade em éguas.

Atualmente, o tratamento para endometrites infecciosas preconiza o uso da lavagem uterina
associada a agentes ecbdlicos, antiinflamatdrios, antibidticos e antifingicos (Causey, 2006). Todavia,
diante da crescente refratariedade das infecgdes uterinas a terapia convencional, faz-se necessario o
desenvolvimento de tratamentos alternativos adjuvantes (Ferris et al., 2016; Scoggin, 2016).

Um adequado aporte sanguineo tecidual é essencial para o fornecimento de oxigénio e nutrientes
para o utero equino. Para tanto, fatores inibitorios e estimuladores atuam simultaneamente para propiciar
o continuo desenvolvimento do sistema vascular do trato reprodutivo (Allen et al., 2007). Ao longo dos
ultimos anos, nosso grupo de pesquisa caracterizou um aumento na vascularidade uterina de éguas logo
apos a infusdo de sémen (Ferreira et al., 2015a) e durante a fase de mobilidade embrionaria (Ferreira et
al., 2015b), o que demonstra a imediata capacidade adaptativa da rede vascular do ttero higido.

Em éguas, o avancar da idade € usualmente acompanhado pela intensificagdo das disfungdes
vasculares uterinas (Griininger et al., 1998). Da mesma forma, a paridade estd associada com a ocorréncia
de alteracdes angioescleroticas endometriais (Esteller-Vico et al., 2012) e uma maior resisténcia vascular
uterina (Bollwein et al., 1998). Por sua vez, a vascularidade deficiente do tutero induz disturbios na
placentagdo (Ousey et al., 2012), além de comprometer o contato hematoldgico na interface fetomaternal
(Abd-Elnaeim et al., 20006).

Segmentos uterinos cisticos, recorrentes em éguas idosas (Tannus e Thun, 1995), possuem
menor vascularidade em comparagdo com regides ndo cisticas adjacentes (Ferreira et al., 2008). Além
disso, éguas com alteragdes degenerativas endometriais difusas apresentam elevada resisténcia vascular
uterina nas primeiras horas pds-inseminagdo (Ferreira et al., 2015b) e vascularidade endometrial
deficiente ao longo da fase de reconhecimento maternal da gestagdo (Ferreira et al., 2015a). Tais achados
corroboram com a atual busca por terapias que contribuam com a adequada perfusdo sanguinea do ttero
em fémeas com idade avangada.

Ozonioterapia

O ozobnio (O;) ¢ um gés instdvel com meia vida aproximada de 40 minutos quando exposto a
temperatura ambiente. Apesar de ser um potente oxidante e um dos gases mais deletérios da troposfera
(Jerrett et al., 2009), o O; atua como um estressor terapéutico quando empregado em baixas
concentragdes (Bocci, 2012). Consequentemente, a ozonioterapia pode induzir a sintese de espécies
reativas que estdo envolvidas em multiplas vias de sinalizagdo celular. Em seres humanos, a
suplementagdo com O; tem sido relacionada com um aumento da circulagdo sanguinea nos tecidos
isquémicos (Di Filippo et al., 2008) e com a melhora do metabolismo geral em decorréncia do aumento
no aporte de oxigénio (Borrelli e Bocci, 2002). Nesse sentido, a ozonioterapia induz a ativagdo do sistema
imune e estimula a secregdo de fatores de crescimento diversos (Bocci, 1999) sem gerar efeitos colaterais
(Travagli et al., 2007).

Quando em altas concentragdes, a exposi¢cdo microbiana a mistura gasosa contendo O; induz a
degradagdo de constituintes de membrana (Lake et al., 2004), a oxidacdo de grupos sulfidrilas (Silva et
al., 2011) e a fragmentag@o do material genético (Khadre et al., 2001). Por apresentar acdo antimicrobiana
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com amplo espectro de ag@o, o gas O; tem sido utilizado para inativar fungos (Alencar et al., 2011),
oomicetas (Carrijo et al., 2021; Ferreira et al., 2021a) ¢ bactérias resistentes a antibioticos (Tormin et al.,
2015, Song et al., 2017).

O gas O; pode ser incorporado a 6leos vegetais por meio de aborbulhamento, durante o qual
reage com as duplas ligacdes carbono-carbono dos 4cidos graxos insaturados para dar origem a espécies
altamente reativas (Diaz et al., 2012). Por sua vez, os compostos peroxidicos oferecem uma potente
habilidade oxidante ao o6leo vegetal ozonizado, tornando-o uma alternativa aos antimicrobianos
convencionais (Sechi et al., 2001). A exposicdo de patogenos diversos ao 6leo vegetal enriquecido com
O; e com alto indice de perdxido resulta na diminui¢do dos grupos tiol protéicos do envelope celular
(Curtiellas et al., 2005) e na degradacdo de biomoléculas essenciais para a viabilidade microbiana
(Chevrier et al., 1988).

O ¢6leo de girassol possui uma composicao rica em acidos linoléico e oleico, o que propicia uma
maior sintese de peroxidos durante o processo de ozonizagdo (Zanardi et al., 2013). Estudos diversos
relatam a acgdo bactericida do o6leo de girassol ozonizado frente a formas livres de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (Serio et al., 2017). Adicionalmente, o uso topico de dleos ozonizados foi
clinicamente efetivo e seguro para o tratamento de infec¢des cutidneas por bactérias multirresistentes
(Song et al., 2017). De forma semelhante, a exposi¢do ao 6leo de girassol enriquecido com O; inibe o
crescimento do Pythium insidiosum equino (Ferreira et al.,, 2021a) e a esporulacdo de dermatofitos
recorrentes em animais domésticos (Ouf et al., 2016), além de melhorar os aspectos clinicos de mulheres
com candidiase vulvovaginal (Tara et al., 2016).

Oczonioterapia uterina como agente angioiogénico uterino

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que o preenchimento da cavidade uterina
com O; estimula a proliferagao celular sem apresentar efeitos deletérios ao endométrio equino (Ferreira et
al., 2021b). Um aumento no nimero de vasos sanguineos ¢ no grau de vascularidade endometrial foi
observado apods sucessivas insuflagdes uterinas com mistura gasosa contendo baixa ou moderada
concentragdo de O; (Figura 1). Da mesma forma, a morfometria das glandulas endometriais foi afetada
positivamente pela terapia local (Figura 2), enquanto que sua morfologia ndo sofreu alteracdes
significativas.
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Figura 1. Média £ SEM para niimero de vasos sanguineos e grau de vascularizagdo endometrial do Gtero equino
imediatamente antes da primeira e 24 h apds a terceira insuflagdo (DO e D7, respectivamente) com uma mistura
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gasosa contendo @, 21 ou 42ug O mL™" (n=9 éguas/grupo). As cavidades uterinas foram insufladas por 3 min a cada
trés dias. * ™ ¢ Letras diferentes dentro do mesmo parametro indicam diferenca estatistica (P < 0,05). Adaptado de
Ferreira et al., 2021b.
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Figura 2. Média = SEM para area da glandula endometrial (um?), area do limen glandular (um?) e altura do epitélio glandular (um)
do utero equino imediatamente antes e 24 h apds a Ultima insuflagdo (DO e D7, respectivamente) com uma mistura gasosa contendo
@, 21 ou 42pug O3 mL" (n=9 éguas/grupo). Os tratamentos foram realizados a cada trés dias. ®> ¢ Letras diferentes dentro do
mesmo parametro indicam diferenga estatistica (P < 0,05). Adaptado de Ferreira et al., 2021b.

Em mulheres, Calderon e colaboradores (2016) sugeriram um efeito favoravel da lavagem
uterina com solugdo salina ozonizada na angiogénese endometrial. Além disso, feridas cirargicas
submetidas a ozonioterapia apresentam vascularidade e regeneragdo epidérmica mais intensas (Sahin et
al., 2016). Como a atrofia endometrial estd associada a baixos indices reprodutivos em éguas (Bracher et
al., 1992), a exposicao uterina ao Oz surge como uma possivel terapia auxiliar frente a infertilidade.

Ozonioterapia uterina como agente antimicrobiano uterino

Até o momento, ndo existem estudos in vivo demonstrando o efeito da ozonioterapia frente a
infecgdes uterinas na espécie equina. Todavia, a comprovada eficicia do O; frente a cepas
multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Enterococcus
faecalis e Acinetobacter baumannii (Tormin et al., 2016; Song et al., 2017) corroboram para sua
potencial aplicag@o no tratamento adjuvante de endometrites cronicas em éguas.

Em vacas com endometrite infecciosa, a insuflagdo uterina com O; foi recentemente associada a
uma redug@o na populagdo microbiana local (Mali et al., 2020). Além disso, a ozonioterapia intrauterina
mostrou-se eficaz para o tratamento de endometrite subclinica (Escandén et al., 2020) e retencdo de
placenta (Zobel e Tkalcic, 2013), melhorando os indices reprodutivos de vacas leiteiras.

Finalmente, a ozonioterapia também surge como uma promissora alternativa para o tratamento
de endometrites cronicas devido a presenca de biofilme. Achados iniciais indicam que a exposi¢cdo ao
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oleo de girassol ozonizado por 20 a 120 min foi o suficiente para inativar biofilmes de diversas espécies
de Candida (Higa et al.,, 2021; Informacdo pessoal). Adicionalmente, um hidrogel ozonizado
desenvolvido por nosso grupo de pesquisa também apresentou atividade anti-biofilme frente a fungos ¢
bactérias (Reinaldi et al., 2021; Informagao pessoal).

Consideracoes finais

A ozonioterapia apresenta grande potencial para aplicagdo na reproducdo assistida de éguas. Por
ndo induzir alteracdes degenerativas ou inflamatorias intensas no tecido endometrial, a insufla¢do uterina
com mistura gasosa 0,-O; pode ser considerada uma terapia segura para inducdo da angiogénese local.
Assim como o gas Os, 6leos vegetais ozonizados com alto indice de peroxido possuem agdo germicida
frente as formas microbianas livres ¢ aderidas. Todavia, estudos quanto ao seu potencial efeito toxico no
tecido endometrial se fazem necessarios antes de sua aplicagdo clinica.
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