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RESUMO

LORENZONI, PRISCILA DE OLIVEIRA. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
FENOIS NATURAIS CONTRA MICRORGANISMOS ISOLADOS DO TRATO
GENITAL DE EGUAS. 2021. 52p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias)
- Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade Federal do
Espirito Santo, Alegre, ES, 2021.

A endometrite € uma das principais causas de infertilidade em éguas, gerando
perdas econbmicas no setor de reproducdo equina. A dificuldade no tratamento
dessa enfermidade esta relacionada ao surgimento de cepas resistentes e a gama
limitada de medicamentos disponiveis para uso especifico no trato genital de éguas.
A necessidade de um medicamento multifacetado, que atue sobre fungos e
bactérias, aponta para a descoberta de novos ingredientes ativos. Dessa forma, o
estudo se concentra no estudo das propriedades antibacterianas e antifungicas de
timol e carvacrol, cujo objetivo foi analisar a atividade antimicrobiana destes fendis
naturais sobre microrganismos isolados do utero de éguas. No experimento,
amostras uterinas de éguas receptoras de embrido (n=38) foram coletadas para
analise microbioldgica e citologia endometrial. Os microrganismos isolados foram
identificados por sequenciamento de DNA e a sensibilidade dos microrganismos
Escherichia coli, Staphylococcus sciuri e Rhodulotora glutinis ao timol ou carvacrol
foi avaliada por ensaios de microdiluicdo em caldo. Nos resultados foi possivel inferir
que 55,26% (n=21) dos animais tiveram amostras com crescimento microbiolégico,
ou seja, apresentavam endometrite. O sequenciamento de DNA identificou 12
espécies distintas, sendo 80% bactérias e 20% fungos ou leveduras. O
microrganismo mais frequente foi E. coli (50%). Timol e carvacrol apresentaram
efeito bactericida contra E. coli, S. sciuri e fungicida contra R. glutinis isolados do
utero de éguas. Ja os valores de concentragdo inibitéria média (ICs) para timol /
carvacrol foram, respectivamente, 0,101 / 0,076 mg/mL para E. coli, 0,192 / 0,197
mg/mL para S. Sciuri e 0,0378 / 0,0331 mg/mL para R. glutinis. Os resultados
observados neste estudo enfatizam o potencial destes fendis naturais como uma
alternativa de abordagem terapéutica contra isolados uterinos resistentes a outras

drogas ou formulagdes disponiveis para o tratamento da endometrite.

Palavras-chave: carvacrol, endometrite, sequenciamento de DNA, timol.



ABSTRACT

LORENZONI, PRISCILA DE OLIVEIRA. ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF NATURAL
PHENOLS AGAINST MICRORGANISMS ISOLATED FROM THE GENITAL TREAT
OF MARES. 2021. 58p. Thesis (Master’'s Degree in Veterinary Science) - Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharia - CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre, ES, 2021.

Endometritis is one of the main causes of infertility in mares, generating economic
losses in the equine reproduction sector. The difficulty in treating this disease is
related to the emergence of resistant strains and the limited range of drugs available
for specific use in the genital tract of mares. The need for a multifaceted medicine
points to the discovery of new active ingredients. Thus, the study focuses on the
study of antibacterial and antifungal properties of thymol and carvacrol, whose
objective was to analyze the antimicrobial activity of these natural phenols on
microorganisms isolated from the uterus of mares. In the experiment, uterine
samples from embryo recipient mares (n=38) were collected for microbiological
analysis and endometrial cytology. Isolated microorganisms were identified by DNA
sequencing and the sensitivity of the microorganisms Escherichia coli,
Staphylococcus sciuri and Rhodulotora glutinis to thymol or carvacrol was evaluated
by microdilution assays in broth.In the results, it was possible to infer that 55.26%
(n=21) of the animals had samples with microbiological growth, that is, they had
endometritis. DNA sequencing identified 12 distinct species, 80% of which were
bacteria and 20% fungi or yeasts. The most frequent microorganism was E. coli
(50%). Timol and carvacrol showed bactericidal effect against E. coli, S. sciuri and
fungicidal effect against R. glutinis isolated from the uterus of mares. The mean
inhibitory concentration values (IC50) for thymol / carvacrol were, respectively, 0.101
/ 0.076 mg/mL for E. coli, 0.192 / 0.197 mg/mL for S. Sciuri and 0.0378 / 0.0331
mg/mL for R. glutinis. The results observed in this study emphasize the potential of
these natural phenols as an alternative therapeutic approach against uterine isolates

resistant to other drugs or formulations available for the treatment of endometritis.

Keywords: carvacrol, endometritis, DNA sequencing, thymol.
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1. INTRODUGAO

A renda gerada no complexo do agronegocio do cavalo no Brasil foi de
R$ 16,15 bilhdes/ano, segundo dados gerados pelo MAPA (2016). Neste
cenario, 46% da renda dos criadores de equinos provém de atividades
relacionadas a reprodugao sendo que do total deste valor, 50% provém da
inseminagao artificial e 33,3% da transferéncia de embrides (VIEIRA, 2011).
Dessa forma, torna-se fundamental a manutencao da saude reprodutiva desses
animais, entretanto algumas enfermidades podem comprometer a fertilidade
em éguas (SIEME et al., 2018).

Dentre as enfermidades, a endometrite € a causa mais comum de
infertilidade e subfertilidade em éguas, o que gera grandes perdas econémicas
no setor da reprodugdo equina (CAUSEY, 2006; LEBLANC; CAUSEY, 2009;
PASOLINI et al., 2016). As endometrites sdo alteragdes inflamatérias agudas
ou cronicas do endomeétrio uterino, as quais podem, ou nao, estar associadas a
presencga de patogenos (LEBLANC; CAUSEY, 2009).

Com a alta incidéncia da doenca e dificuldade de tratamento, ha o_
surgimento novas cepas de microrganismos causadores da doenga, muitas
vezes resistentes aos medicamentos disponiveis atualmente (BENKO et al.,
2015; DIAZ-BERTRANA et al., 2021). Com isto, é necessario o investimento na
pesquisa de novos medicamentos de uso especifico para o tratamento da
enfermidade.

Estas endometrites, causadas por diferentes agentes etioldgicos, podem
ter sua origem no momento da monta natural, inseminacgao artificial ou durante
0 manejo reprodutivo, com a limpeza local ou dos instrumentos utilizados
sendo realizada de maneira inadequada (MCCUE; FERRIS, 2016).

Assim, mesmo com o desenvolvimento da industria farmacéutica
veterinaria, um setor em ascenséao, cujo aumento da receita liquida de vendas
de medicamentos veterinarios no Brasil entre os anos de 1996-2014 foi de
613,4% (RODRIGUES; COSTA; KISS, 2018). Ainda é restrito o numero de
medicamentos e formulacbes especificas para o tratamento local da

endometrite em éguas no pais.
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Além do mais, existe ainda a dificuldade de tratamento devido as cepas
de microrganismos resistentes a estes medicamentos (DiAZ—BERTRANA etal.,
2021). Dessa forma, a necessidade do desenvolvimento de novos
medicamentos a partir de outros ingredientes ativos, e uma fonte alternativa de
novos ativos com propriedades biolégicas sao os produtos naturais, como as
plantas medicinais € uma realidade (EBANI et al., 2021; PAIANO et al., 2020;
SHARIFZADEH; SHOKRI, 2021).

Além dos 6leos essenciais de plantas, os ativos isolados como os fendis
naturais sdo uma opgdo para o tratamento de infecgbes reprodutivas em
equinos. Estes compostos apresentaram grande potencial bactericida e
fungicida quando avaliados in vitro em fungos e bactérias isolados do trato
genital de éguas (EBANI et al., 2021; SHARIFZADEH; SHOKRI, 2020), além de
sinergia com medicamentos ja utilizados na rotina clinica desses animais
(SHARIFZADEH; SHOKRI, 2021).

Neste contexto, apesar de ainda serem poucos, os estudos relacionados
ao uso de produtos naturais no tratamento da endometrite equina, alguns
compostos tém obtido resultados promissores nos tratamentos de
enfermidades na medicina veterinaria, como os fendis naturais timol e
carvacrol. Estes compostos foram eficazes contra microrganismos causadores
de mastite bovina, endometrite bovina, doengas respiratérias, pitiose equina,
além do alto potencial antioxidante e antiinflamatério, também ja comprovado.

O timol e o carvacrol sao isbmeros aromaticos que possuem alto poder
de penetracido na pele e mucosas, tornando-os uma boa aposta medicacao de
aplicagao local. No entanto, ainda sdo escassos e necessarios mais estudos in
vitro e in vivo visando o tratamento da endometrite equina utilizando estes
compostos.

Neste ambito, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana dos fendis naturais timol e carvacrol contra microrganismos

causadores de endometrite isolados do utero de éguas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Endometrite em éguas

Para compreender como a endometrite se instala, € importante ter
conhecimento dos mecanismos fisioldgicos e de defesa do aparelho reprodutor
das éguas. O utero apresenta barreiras fisicas de protegcdo contra patdgenos,
compostas pela vulva, vestibulo, vagina e a cérvix (LEBLANC; CAUSEY,
2009). A vagina equina apresenta microflora natural, contendo bactérias
produtoras de acido latico, que atuam como barreira bioldégica por inibir a
proliferacdo de microrganismos patogénicos passiveis de serem carreados
para o utero (FRAGA et al., 2008).

Ja o ambiente uterino é desprovido de microflora natural, sendo a defesa
imunoldgica uterina frente aos microrganismos iniciada pelo ataque local
desses agentes pelos leucdcitos. Subsequentemente ocorre a eliminagéo e
neutralizacdo via anticorpos, além da remocéo fisica através da cérvix e via
linfatica (TROEDSSON, 1999).

A cérvix é a principal barreira fisica de protecao uterina, localiza-se entre
o canal vaginal e o utero, dessa forma, o periodo de de maior incidéncia de

contaminagdo, seja pela prépria inseminagdo ou infeccdo ascendente
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(LEBLANC, 2008a), ocorre durante o estro, periodo no qual a cérvix
permanece relaxada devido a agao hormonal, permitindo comunicagao entre o
canal vaginal e o utero.

As éguas sao poliéstricas estacionais, apresentando atividade sexual
durante os periodos de maior incidéncia solar (primavera-verdo). Durante este
periodo o ciclo estral da égua dura em média 21 dias e a fase correspondente
ao estro dura aproximadamente x dias.

Fisiologicamente, ocorre um processo inflamatério apos a inseminagao,
seja por monta natural ou inseminagao artificial. O propédsito deste mecanismo
€ limpar o utero de excedentes seminais, como espermatozoides defeituosos
e/ou inviaveis, plasma seminal, diluentes de sémen e microrganismos
(LEBLANC et al.,, 2010). Apdés a ovulagdo, quando a cérvix encontra-se
fechada, as contracdes uterinas trabalham em associacédo ao sistema linfatico
a fim de drenar os subprodutos do processo inflamatério gerado pela
inseminagao, também chamado de clearence uterino (TROEDSSON, 1999).

Este processo inflamatorio deixa de ser fisiologico quando perdura apos
48 horas da inseminagédo, o que leva a maior liberacdo de prostaglandinas.
Com isto pode ocorrer uma lutedlize precoce do corpo luteo (CL), com
consequente interrupgao da liberagcdo de progesterona e morte embrionaria
(MAISCHBERGER et al., 2008).

Ademais, as endometrites podem ser classificadas como persistente pos
cobertura — quando a inflamacdo perdura 48 horas pés inseminagao -,
bacterianas, sexualmente transmissiveis ou fungicas, e podem ocorrer
simultaneamente. Os animais acometidos pela endometrite persistente poés-
cobertura estdo propensos a desenvolver os outros tipos de endometrites
(TROEDSSON, 1999).

A contaminagdo através da copula € muito comum em éguas que
apresentam algum problema de ordem fisiolégica ou anatdbmica nas barreiras
de protecdo uterina. Um experimento realizado com garanhdes saudaveis
diagnosticou a presencga de bactérias, fungos filamentosos e leveduriformes na
fossa uretral ou prepucio em 45,4% dos animais. Comparando-se a prevaléncia
de microrganismos na uretra pré ou pés-ejaculagdo, observou-se que antes da

ejaculacdo 15% dos equinos apresentavam contaminagéo e apds a ejaculagéo
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apenas 6% ainda apresentavam, evidenciando o risco de contaminagao vaginal
e uterina durante o contato sexual (ROTA et al., 2011).

A colonizagao uterina por microrganismos pode estar associada a um ou
mais problemas nas barreiras de protecao uterina, como: defeitos anatémicos
do aparelho reprodutor caudal ou deficiéncias fisiolégicas no mecanismo de
imunidade uterina (LEBLANC, 2008Db).

Entre as deficiéncias fisioldgicas que podem predispor a endometrite
estdo relacionadas a baixa imunidade e sistema linfatico deficitario. A
persisténcia do relaxamento cervical no periodo de diestro também é fator
predisponente a contaminagao (LEBLANC et al., 2010).

Quanto aos fatores hormonais, a suplementagdo de progesterona,
utiizada em alguns manejos reprodutivos, tende a diminuir a contratilidade
endometrial, o tdbnus cervical, além de acarretar a supressdo da funcdo dos
neutréfilos, aumentando o risco de doengas uterinas (EVANS et al., 1986).

A contaminacéao iatrogénica também deve ser levada em consideragao
na incidéncia de endometrites. A manipulacao frequente do trato reprodutivo ou
0 uso de equipamentos para inseminacao artificial, transferéncia de embrido,
uso de espéculo vaginal, aparelho de citologia uterina, entre outros, pode
carrear microrganismos para o utero, devendo-se realizar assepsia correta dos
materiais e regiao genital externa antes da manipulacdo (MCCUE; FERRIS,
2016).

Dentre as endometrites infeciosas, as bactérias sdo os agentes
etiolégicos mais frequentes, sendo responsaveis por 60% das endometrites
(PASOLINI et al., 2016). Ja as endometrites causadas por fungos representam
de 1 a 13,5%, com os indices mais altos encontrados em pesquisas realizadas
no Brasil (BERNADINO et al.,, 2007; DASCANIO; LEY; SCHWEIZER, 2000;
RIBAS; CARVALHO; STUSSI, 2014). Esses numeros podem estar
relacionados ao fato de as doengas micoticas serem mais comuns em regides
tropicais.

As bactérias mais encontradas em estudos anteriores de isolamento de
microrganismos do utero de éguas sao Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus, Streptococcus B hemolitico, Escherichia coli, Staphylococcus
spp. Staphylococcus aureus, Shigella spp., Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Actinobacillus spp., e bacteroides ureolyticus
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(ASSAD et al.,, 2015, FRONTOSO et al, 2008; LEBLANC; MAGSIG;
STROMBERG, 2007; NIELSEN et al., 2010). Existe também a bactéria
Taylorella equigenitalis, responsavel pela Metrite Contagiosa Equina, doenca
de notificagdo obrigatéria a organizagdo mundial de saude animal (OIE)
(LOBANOV et al, 2018).

Ja dentre os fungos mais descritos encontram-se Candida spp.,
Aspergillus spp., Rodothorula spp., Mucor spp., Cladosporum spp., sendo
Candida e Aspergillus os géneros de fungos mais frequentes em endometrites
fungicas. Muitas vezes a infegcado por fungos € oportunista, desencadeando-se
apos tratamento frequente de infusdo uterina com antibiéticos (DASCANIO;
SCHWEIZER; LEY, 2010).

A intensidade da inflamacédo e apresentacio clinica irdo depender da
capacidade de defesa uterina do animal, dos fatores predisponentes, tempo de
infeccdo e tratamentos anteriores. A endometrite pode ser classificada em
clinica, quando ha sinais clinicos evidentes ou subclinica quando n&o ha
sintomatologia. Também pode ser classificada como aguda, quando apresenta
processo inflamatério exacerbado, geralmente apresentando-se clinicamente,
ou como crénica, quando apresenta sinais inflamatérios brandos, porém muitas
vezes ja apresenta areas de fibrose uterina e comprometimento glandular
(LEBLANC; CAUSEY, 2009).

Quando em contato com microrganismos, a defesa celular uterina é
iniciada pela imunidade inata composta por barreiras epiteliais, células
fagociticas, células dendriticas, células natural killer e proteinas plasmaticas,
incluindo as proteinas do sistema complemento. O mecanismo é ativado por
produtos dos microrganismos e células lesionadas, mantendo a mesma forma
de resposta independentemente do numero de vezes que foi exposta ao
microrganismo (ABBAS et al., 2015). A resposta imune inata estimula a
resposta imune tardia/adaptativa.

Ao contrario da resposta inata, na resposta imune tardia ocorre um
aumento da sua capacidade defensiva a cada nova exposicao ao
microrganismo agindo sobre um grande numero de substancias microbianas e
nao microbianas. Esta imunidade possui especificidade, o que faz com que o
sistema imune consiga diferenciar substancias e microrganismos. Sao

componentes da imunidade adaptativa: os linfocitos e produtos secretados por
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eles como os anticorpos. Para que as respostas do sistema imune inato e
adaptativo sejam reguladas, ocorre a liberacdo de um grupo de proteinas
chamadas citocinas como as interleucinas (IL) e o fator de necrose tumoral
(TNF) (ABBAS et al., 2015).

A inflamagdo aguda se desenvolve rapidamente e pode durar alguns
dias, se a infecgao nao for eliminada nesse periodo ou o dano tecidual for
prolongado, a inflamacédo passa a ser classificada como crénica, podendo
ocorrer remodelamento tecidual, angiogénese e fibrose. (COLLINS et al.,
1999).

2.1.1 Métodos de diagnéstico

O histérico clinico é o primeiro passo para se chegar ao diagndstico da
endometrite equina. Dessa forma, relatos de infertilidade, corrimento vaginal,
aumento de liquido intrauterino, lavado uterino turvo ou com floculagdes,
alteragdes na conformagédo vulvo-perineal, presenga de pneumovagina ou
urovagina, imunossupressao e outras doengas devem ser considerados para a
suspeita diagnéstica. Os métodos de diagnéstico mais utilizados séo realizados
através de ultrassonografia, cultura microbioldgica, citologia uterina, bidpsia
uterina e diagndstico molecular com sequenciamento de DNA (MCAULIFFE,
2013).

A cultura microbioldgica associada ao PCR e sequenciamento de DNA é
um método preciso para identificagdo dos patdogenos (NERVO et al., 2019). A
coleta de amostras para cultura pode ser realizada diretamente na mucosa
uterina com swab acoplado ao mandril do aparelho de citologia uterina. O swab
ainda pode ser feito do lavado uterino de baixo volume (LEBLANC; MAGSIG;
STROMBERG, 2007). A identificagdo dos microrganismos cultivados pode ser
feita através de testes microbiolégicos de catalase, coloragdo gram, meios
seletivos cromogénicos (Figura 1), PCR e sequenciamento de DNA, sendo este
ultimo o mais preciso (MARKEY et al., 2013).

Figura 1 — Cultura microbiolégica em meio cromatogénico de células
endometriais provenientes de uteros de éguas. A— Escherichia coli em meio
EMB; B- Staphylococcus spp. em meio sal manitol.
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cultura bactérilégica e cbnsiderada padrao ouro para detecgcdo de T.
equigenitalis pela OIE. No entanto requer um periodo de incubagao superior a
7 dias antes que um resultado conclusivo possa ser obtido. Em contrapartida, a
extragao bacteriana e o ensaio de PCR em tempo real podem ser concluidos
em menos de 6 h (JIMENEZ FILHO et al., 2015; OUSEY et al., 2009).

O PCR e sequenciamento de DNA sao técnicas eficazes no diagndstico
de endometrite equina, sobretudo endometrites crénicas de dificil detec¢cado do
patdgeno por cultura microbiolégica. O sequenciamento de DNA permite a
diferenciagcao a nivel de espécie e género de forma precisa (NERVO et al.,
2019).

Ja a citologia uterina, possibilita a visualizagdo de células inflamatorias,
como neutrdfilos e linfocitos, gerando informagdes sobre o grau da inflamacéo.
Em alguns casos € possivel observar tracos de fungos na lamina, porém nao
permite a identificagdo de patdégenos (COUTO; HUGHES, 1984; ROSZEL;
FREEMAN, 1988). A citologia uterina pode ser efetuada através de swab,
escova de citologia uterina ou ainda através do lavado uterino de baixo volume.
Dentre estes, a escova citolégica captura o maior numero de células quando
realizado o imprinting na lamina e minimiza resultados falso-negativos
(OVERBECK; WITTE; HEUWIESER, 2011; COCCHIA et al., 2012).

Existem diferentes formas de interpretacdo da lamina de citologia
uterina, podendo ser baseada na proporgdo encontrada entre células
endometriais e neutrdéfilos, ou na quantidade de neutréfilos por campo, ou ainda
na quantidade total de neutréfilos ou células polimorfonucleares de uma
amostra inteira (Iamina) (COUTO; HUGHES, 1984).
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Em uma das formas considera-se citologia positiva para endometrite as
ldaminas nas quais encontram-se mais que dois neutréfilos por campo em dez
campos no aumento de 1000x ao miscroscopio (RIDDLE; LEBLANC;
STROMBERG, 2007). Outra forma considera endometrite positiva quando ha
mais que 2 neutréfilos por campos e porcentagem maior que 0,5% de
neutréfilos em toda a amostra (COCCHIA et al., 2012). Ou ainda quando ha
mais de 2% de polimorfonucleares em toda a leitura da lamina de citologia
uterina (OVERBECK; WITTE; HEUWIESER, 2011).

Ja os linfocitos e os eosindfilos, quando visualizados nas laminas de
citologia estdo, associados as infec¢cbes crbnicas, comum em casos de
urovagina e pneumovagina ou refluxo vestibulo-vaginal (RIBAS; CARVALHO;
STUSSI, 2014).

Para coleta de material com aparelho de citologia uterina (Figura 2), o
swab ou escova citolégica deve ser acoplado a extremidade do mandril do
aparelho e inserido no lumen da haste metalica do aparelho para evitar
contaminagdo ao serem introduzidos na vagina, expondo a extremidade da
escova citologica ou swab somente apds atravessar a cérvix da égua. Dentro
do utero deve-se realizar a coleta na parede uterina e para retirada do
aparelho, deve-se esconder a escova ou swab novamente no lumem da haste
metalica. (JORGE; ORLANDI; SANTANA, 2017).

Figura 2 — Aparelho coletor para citologia uterina, apresentando haste e mandril
metalico interno, compostos por ago inoxidavel polido.
FONTE: arquivo pessoal.

Outra forma de coleta para avaliar a presenca de endometrite, é através

do lavado de baixo volume. Este deve ser realizado em sistema fechado e
garante exame global do ambiente uterino e ndo sendo restrito a apenas um
local como quando se realiza a escovagao ou swab uterino, além de possibilitar
realizar o exame de citologia e cultura através de uma unica coleta. Porém, a
técnica de lavado uterino demanda maior tempo, pois o material coletado

necessita passar por centrifugacdo antes de ser realizado o imprinting na
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lamina de citologia ou inoculagdo em meio de cultura (LEBLANC; MAGSIG;
STROMBERG, 2007; COCCHIA et al., 2012).

Outra técnica utilizada para identificar a presengca de endometrite é a
bidpsia uterina. Este método € um procedimento relativamente invasivo, uma
vez que € necessario o uso de pinga especializada, a qual é inserida no [umen
uterino para retirada de uma pequena por¢ao do endométrio para analise
histopatolégica. Este método mostra a inflamagao, a presencga de fibroses e
também os possiveis danos glandulares causados pela endometrite
(BUCZKOWSKA et al., 2014).

Por fim, na rotina clinica, recomenda-se realizar a citologia uterina
associada a identificacdo do patogeno, a fim de se obter um diagndstico
preciso da doencga, evidenciando o agente causador e intensidade da
inflamacao uterina. Dessa forma, possibilitando uma decisao terapéutica mais
segura, com utilizagdo de medicamentos adequados, evitando o aumento da
resisténcia de microrganismos aos antibidticos e antifungicos (RUA et al.,
2018).

2.1.2 Tratamento

A escolha da terapéutica utilizada em éguas com endometrite ira
depender diretamente da causa e gravidade da enfermidade. Os tratamentos
podem incluir corregcao de defeitos anatdmicos de vulva ou perineo, lavagem
uterina e/ou infusao intrauterina, que podem ser associados a terapia sistémica
(MCAULIFFE, 2013). A terapia topica da vagina e fossa clitoriana também
devem ser realizadas pois podem atuar como reservatérios de microrganismos
(DASCANIO; LEY; SCHWEIZER, 2000).

Quando ¢ identificada a presencga de defeitos anatémicos ou lacerag¢des
perineais, o tratamento € realizado através de vulvoplastias. Em casos de
pneumovagina a técnica cirurgica mais recomendada é a técnica de Calisck e,
em casos mais severos a episioplastia ou ainda a técnica de Pouret. Ja nos
casos de urovagina, recomenda-se as técnicas de Brown, Shires ou McKinnon
(JIMENEZ FILHO et al., 2015).
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O tratamento local do utero com lavagens uterinas (Tabela 1) é
independente do agente etioldgico e é eficaz na remogao mecanica do liquido
intrauterino, auxiliando na remogao de microrganismos e biofilmes bacterianos
ou fungicos. Para auxiliar na drenagem do fluido uterino, pode-se estimular a
contragdo uterina utilizando ocitocina via intramuscular ou via endovenosa
(FERRIS, 2017).

Tabela 1 — Substancias e suas respectivas terapéuticas utilizadas nas lavagens
uterinas de éguas com endometrite

Substancias Terapéutica

N-acetilcisteina 30mL diluidos em 150mL de solucéo salina estéril
(20%)

Dimetilsulfoxido
(DMSO) (99%)

Peréxido de
hidrogénio

Solucédo de Ringer
lactato

Solugao salina 0.9%

Acido acético
(vinagre) 2%
Tris-EDTA (Tricide®)

50mL em 1 litro de solugcdo salina estéril, apos
realizar a lavagem com DMSO, fazer outra lavagem
com solugao salina ou solugao de ringer lactato
60-120mL de infusdo, no dia seguinte realizar
lavagem com solugao salina ou Ringer lactato

1 a 4 litros, repetir a lavagem até que o efluente
uterino seja limpido

1 a 4 litros, repetir a lavagem até que o efluente
uterino seja limpido

20 a 100mL diluidos em 1 litro de solucao salina

Infusdo de 250 a 500mL no utero, seguida de

lavagem com soluc¢do de Ringer Lactato

FONTE: Adaptado de Ferris (2017).

Algumas das substancias utilizadas nas lavagens uterinas s&o: solugéo
de perodxido de hidrogénio N-acetilcisteina, DMSO, Tris-EDTA e acido acético
(vinagre) em combinagao com 0,9% solugdo salina estéril ou Ringer lactato
(LIU; TROEDSSON, 2008; FERRIS, 2017) (tabela 1).
recomenda-se 4 lavagens por 3 dias consecutivos quando usar apenas solu¢ao
salina estéril (MATTOS et al., 1997).

O vinagre, apesar de ser muito acido, ndo causa alteragao significativa

Durante o tratamento,

do pH intraluminal uterino, mostrando-se seguro para o uso em lavagens
uterinas (THOMPSON et al., 2018). J& a iodopolvidona é recomendada por
diversos autores, porém, essa substancia possui riscos relacionados ao
desenvolvimento de fibroses e formacédo de aderéncias no endométrio, uma
vez que a substancia possui agdo abrasiva a mucosa uterina (ALVARENGA,
2008).



21

Outros tratamentos mais recentes incluem a infusdo uterina de plasma
rico em plaquetas, devido ao seu potencial imunomodulador (CARLUCCIO et
al., 2020) e solucao fisiolégica ozonizada devido ao seu carater bactericida e
fungicida (DE SOUZA; COLARES; DE SOUZA, 2021).

As infusbes uterinas com medicamentos (Tabela 2) podem ser efetivas
no tratamento da endometrite, porém, é possivel ocorrer recidivas quando nao
acompanhadas de tratamento sistémico ou quando nao realizada a correcao de
eventual defeito no aparelho reprodutor externo, desequilibrio hormonal ou de
imunidade (MCCUE, 2008).

Tabela 2 — Farmacos que podem ser utilizados na terapia intrauterina de éguas
com endometrite

Medicamentos

Antifangicos Antibiéticos Outros
Anfotericina B Amicacina Lufenuron
Clotrimazol Ampicilina

Fluconazol Ceftiofur

Miconazol Gentamicina

Nistatina 100.000ui/mL  Penicilina potassica
Penicilina procaina
Clavulanato de potassio +
Ticarcilina

FONTE: Adaptado de Ferris (2017).

Os medicamentos mais utilizados na terapia sistémica sao ceftiofur,
enrofloxacina, fluconazol e itraconazol. O tratamento com enrofloxacina é
indicado principalmente para endometrites contendo cepas resistentes de
Pseudomonas spp (DIAZ-BERTRANA et al., 2021). Seu uso intrauterino néo é
recomendado por causar necrose intensa. A anfotericina B € o medicamento
mais eficaz contra infecgdes fungicas, porém seu uso é evitado devido ao efeito
colateral de hepatotoxidade (COUTINHO DA SILVA; ALVARENGA, 2011;
MCCUE; FERRIS, 2016).

Para o tratamento com uso de medicamentos especificos, como
antibidticos e antifungicos, seja para uso local ou sistémico, € preterivel que se
realize o diagnostico e identificagcdo do patdégeno, evitando o tratamento
equivocado e promogao da resisténcia frente aos medicamentos. Entretanto,
na maioria das vezes o0s animais sao tratados empiricamente (BELTAIRE;
CHEONG; COUTINHO DA SILVA, 2012).
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2.1.3 Resisténcia a medicamentos antibiéticos e antifungicos

O uso indiscriminado e empirico de medicamentos tem ocasionado em
microrganismos cada vez mais resistentes aos medicamentos disponiveis para
o tratamento da endometrite em éguas (ASSAD et al., 2015; BELTAIRE;
CHEONG; COUTINHO DA SILVA, 2012).

Dessa forma, a fim de se estabelecer padroes de sensibilidade e
resisténcia de bactérias isoladas do utero de éguas, um estudo mostrou que as
bactérias Streptococcus sp., Corynebacterium sp., Escherichia coli foram
sensiveis a gentamicina, ceftriaxona e cefuroxima (100%), seguidos por
tetraciclina e cloranfenicol (92,8%), ciprofloxacina e cefalexina (85,7%),
ampicilina (71,5%) e penicilina (50%). No mesmo estudo, os patdégenos
uterinos foram os menos sensiveis a estreptomicina (7,2%), seguido pelo
cotrimoxazol (42,8%) e foi verificada a presenga de isolados resistentes a
estreptomicina (92,8%) seguida por cotrimoxazol (57,2%), penicilina (50%),
ampicilina (28,5%), cefalexina (14,3%) e ciprofloxacina (14,3%) (ASSAD et al.,
2015).

Ja para determinar a eficiéncia das terapias utilizadas no tratamento da
endometrite fungica, foi realizado o estudo de suscetibilidade in vitro aos
antifungicos frequentemente utilizados. Os fungos leveduriformes foram 100%
sensiveis a anfotericina B, nistatina e natamicina (compostos polienos),
entretanto a sensibilidade foi variavel para os compostos azodlicos: cetoconazol
(90%), fluconazol (61%) e miconazol (48%). Ja a sensibilidade dos fungos
filamentosos aos compostos polienos variou de 69 a 100%, entretanto, a
suscetibilidade aos compostos azodlicos foi baixa, apresentarando baixa
sensibilidade ao itraconazol e 100% de resisténcia ao fluconazol (BELTAIRE;
CHEONG; COUTINHO DA SILVA, 2012).

Os mecanismos de resisténcia dos micorganismos estdo relacionados
as mutagdes génicas, alteragcao da composi¢ao da membrana celular, acdo de
enzimas oxidativas, a formacao de bombas de efluxo e a capacidade de formar
biofilmes (VIEIRA; SANTOS, 2017).
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A crescente resisténcia dos microrganismos frente aos medicamentos
disponiveis para o tratamento da endometrite em éguas, tem como solugao o
investimento em terapias alternativas como o uso do soro ozonizado em
infusbes uterinas ou entdo a aposta em medicamentos naturais extraidos de

plantas e seus principios ativos.

2.2 Uso terapéutico de fendis naturais para animais de grande porte

A necessidade de um medicamento multifacetado, que apresente
propriedades antibacterianas, antifungicas e anti-inflamatérias aponta para
produtos naturais como os fendis, que além destas propriedades, também
possuem propriedades antioxidantes (VIGAN, 2010).

A capacidade antibacteriana dos isdmeros fendlicos timol e carvacrol, ja
foi comprovada e discutida em diversos testes de eficacia in vitro (REF).
Utilizados de forma isolada ou associados a antibidticos convencionais,
promovem sinergismo e/ou driblam mecanismos de resisténcia das bactérias
frente aos antibidticos convencionais (KACHUR; SUNTRES, 2019). Essa
capacidade sugere vasta aplicabilidade destes compostos na clinica
terapéutica de bovinos e equinos.

A eficiéncia de timol e carvacrol € comprovada contra bactérias gram-
negativas e bactérias gram-positivas (KACHUR; SUNTRES, 2019). Estes
fendis apresentam como mecanismos de agdo a ruptura da membrana
bacteriana (BEN ARFA et al., 2006; GILL; HOLLEY, 2006; LAMBERT et al.,
2001; ULTEE; BENNIK; MOEZELAAR, 2002; VELDHUIZEN et al., 2006),
inibicdo de bombas de efluxo (MILADI et al.,, 2016)(CIRINO et al., 2015),
inibicdo das enzimas ATPases presentes na membrana (GILL; HOLLEY, 2006;
LIU; AMINI; AHMAD, 2017; ULTEE; BENNIK; MOEZELAAR, 2002), inibicao de
motilidade bacteriana (BURT et al., 2007; UPADHYAY et al., 2012). Além disso,
possuem capacidade de prevenir formagao de biofilmes e também promover a
ruptura destes quando ja instalados (BURT et al., 2014; NOSTRO et al., 2007;
TAPIA-RODRIGUEZ et al., 2017).

Estes compostos ja foram avaliados para o tratamento de mastite

bovina, uma doenga comum em vacas leiteiras, e sendo efetivos no combate a
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cinco agentes causadores da enfermidade (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e
Streptococcus uberis) de bactérias causadoras de mastites clinicas em vacas
leiteiras. O teste in vitro mostrou eficiéncia e possivel aplicabilidade para o uso
dos compostos via intramamaria (ANANDA BASKARAN et al., 2009).

Ja as bactérias Mannheimia haemolytica e Pasteurella multocida séo
microrganismos oportunistas e responsaveis por doengas respiratorias em
bovinos. O ensaio in vitro resultou nos valores de concentragao inibitoria
minima (CIM) do carvacrol de 2,5 e 1,25 mM, enquanto os valores de CIM do
timol foram de 1,25 e 0,625 mM para P. multocida e M. haemolytica,
respectivamente. Quando associados a antibidticos tradicionais, como a
doxiciclina, foi observado sinergismo. (KISSELS; WU; SANTOS, 2017).

Além dos componentes majoritarios, os Oleos essenciais de orégano
(72,2% carvacrol) e tomilho (48,8% timol), também apresentam atividade
antibacteriana. Esses 6leos foram avaliados em cinco bactérias causadoras da
endometrite bovina, apresentando resultados semelhantes e em alguns casos
superiores ao medicamento tradicional utilizado como controle positivo
(PAIANO et al., 2020).

A atividade antimicrobiana de nove 6leos essenciais (canela, palmarosa,
cravo da Indonésia e Madagascar, niaouli, hortela, orégano, alecrim e tomilho
para molho) contra isolados de Staphylococcus xylosus obtidos da mucosa
nasal de cavalos também foi avaliada. Os 6leos essenciais de tomilho e
orégano, que contém altas concentragdes de timol e carvacrol, foram efetivos e
apresentaram as menores concentragdes inibitorias e bactericidas dentre os
Oleos testados (HUERTA et al., 2016)

O dleo essencial de tomilho também foi efetivo contra Rodhococcus equi
(SARTORATTO et al.,, 2004), causador da doenca rodococose em equinos
caracterizada pela pneumonia grave em potros com menos de seis meses de
idade, possui distribuicdo mundial e € responsavel por taxas elevadas de
mortalidade e grandes perdas econbmicas (PORTO; FERNANDES;
BARREIRA, 2011).

A atividade do 6leo essencial de orégano foi avaliada contra 23 isolados

clinicos. O CIM para Candida albicans variou de 125 a 500mL/mL, para
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Sporothrix schenckii, de 250 a 500mL/mL e para Aspergillus, de 30 a 60mL/mL
(CLEFF et al., 2010).

Timol e carvacrol em associagao a antibacterianos ou antifungicos foram
avaliados contra o oomiceto causador da doencga pitiose, muito comum em
equinos e de tratamento extremamente dificil. As combinagdes foram testadas
contra 23 isolados de Pithyum insidiosum e as principais sinergias observadas
foram combinagdes de carvacrol + itraconazol e timol + itraconazol (96%), timol
+ claritromicina (92%), carvacrol + claritromicina (88%), timol + minociclina
(84%), carvacrol + minociclina (80%), carvacrol + azitromicina (76%), timol +
azitromicina (68%), carvacrol + tigeciclina (64%) e timol + tigeciclina (60%),
apontando alternativas aos tratamentos existentes (JESUS et al., 2015).

Além das terapias clinicas, o regulamento técnico para especiarias, RDC
n. 276 (ANVISA, 2005) permite o uso de tomilho / Thymus vulgaris L, orégano
chileno / Origanum vulgare L., Orégano mexicano / Lippia graveolens. Essas
especiarias ricas em timol ou carvacrol, além de darem sabor caracteristico ao
alimento e possuirem capacidade de inibir o crescimento de bactérias
deteriorantes, sdo considerados seguros para ingestdo, sem que causem
efeitos toxicos. (KACHUR; SUNTRES, 2019).

Os ruminantes possuem bactérias em sua flora ruminal que auxiliam a
digestao, sendo que estudos foram realizados para avaliar os efeitos de timol e
carvacrol sobre essas bactérias, os quais ndo mostraram alteragdes
significativas em fermentadores que simulavam o ambiente ruminal em curto
periodo de tempo (REF). Este estudo revela que o uso de timol e carvacrol
administrado via oral em bovinos, para tratamento de possiveis doengas, nao
causa alteragdo na microflora ruminal (BUSQUET et al., 2005; CASTANEDA-
CORREA et al., 2019).

Ja o uso desses ativos em produtos de origem animal como o leite, a
carcaga e couro bovino mostraram eficiéncia na conservagdo (MCDONNELL et
al., 2012; ALVES et al., 2016). A atividade antimicrobiana do carvacrol contra
Escherichia coli O157 foi avaliada em cortes de couros e carcagas de bovinos.
O carvacrol (0, 10, 20 e 30 mg/mL) foi aplicado nos cortes de couro e carcaga
bovina, inoculados com E. coli O157 e apés 10 minutos em contato com o
composto, o crescimento bacteriano foi significantemente menor quando

comparado ao grupo nao tratado com carvacrol (MCDONNELL et al., 2012).
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Ja na industria leiteira a atividade antibacteriana da nisina combinada
com compostos fendlicos foi confirmada contra bactérias patogénicas,
amplamente importantes na ciéncia de alimentos, com possiveis aplicagdes
para a preservacgao do leite (ALVES et al., 2016).

Poucos estudos avaliaram o efeito do timol ou carvacrol in vivo, um dos
estudos mostrou o efeito positivo no tratamento pulmonar de equinos, devido
ao potencial vasodilatador e anti-inflamatério desses compostos fendlicos (VAN
DEN HOVEN et al., 2003). No entanto, a maioria dos estudos em bovinos ou
equinos ainda esta na fase de testes in vitro, mas apontam para aplicacao

promissora destes compostos na terapéutica veterinaria.
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Contextualizagao

A endometrite € uma das principais causas de infertilidade em éguas, gerando
perdas econdmicas no setor de reproducgao equina. A dificuldade no tratamento
dessa enfermidade esta relacionada ao surgimento de cepas resistentes e a
gama limitada de medicamentos disponiveis para uso especifico no trato
genital de éguas. A necessidade de um medicamento multifacetado, que
apresente propriedades antifungicas e antibacterianas, aponta para o uso de
produtos naturais, dessa forma, o estudo se concentra nessas propriedades

bioldgicas dos isémeros timol e carvacrol.

Objetivos
Analisar a atividade antimicrobiana de timol ou carvacrol sobre microrganismos

causadores de endometrite

Design de estudo

Experimento in vitro.

Métodos

Amostras uterinas de éguas receptoras de embrido (n=38) com historico de
infertilidade foram coletadas para cultura microbiolégica e citologia endometrial.
Os microrganismos isolados foram identificados por sequenciamento de DNA.
A sensibilidade dos microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus sciuri e
Rhodulotora glutinis aos fendis timol ou carvacrol foi avaliada por ensaios de

microdiluicao em caldo.

Resultados

55,26% (n=21) dos animais tiveram amostras com crescimento microbiolégico.
O sequenciamento de DNA identificou 12 espécies distintas, sendo 80%
bactérias e 20% fungos ou leveduras. O microrganismo mais frequente foi E.
coli (50%), e o estudo da filogenia das cepas deste microrganismo sugere que
a alta incidéncia dele como agente causador da endometrite ndo é devido a
fatores ambientais. Os valores de ICys para timol / carvacrol foram,
respectivamente, 0,101 / 0,076 mg/mL para E. coli, 0,192 / 0,197 mg/mL para
S. Sciuri e 0,0378 / 0,0331 mg/mL para R. glutinis.
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Principais Limitagoes

A suscetibilidade in vitro ndo prediz com certeza o sucesso clinico de um

tratamento in vivo.
Conclusao

Timol e carvacrol apresentaram efeito bactericida contra E. coli, S. sciuri e
fungicida contra R. glutinis isolados do utero de éguas com endometrite. Essas
propriedades evidenciadas neste estudo, somando-se com outras propriedades
bioldgicas ja conhecidas destes fenodis podem estabelecer a base para uma
alternativa de abordagem terapéutica contra isolados uterinos resistentes a
outras drogas ou formulagbes disponiveis para o tratamento da endometrite

equina.

1. INTRODUGAO

Estudos apontam que 46% da renda dos criadores de equinos provém
da reproducao e dentro desse valor, 50% provém da inseminacgao artificial e
33,3% da transferéncia de embrides (MARTINSON et al., 2006; VIERIA, 2011)
Dessa forma, torna-se fundamental a manutencao da saude reprodutiva desses
animais. Entretanto, estudos mostram que a endometrite tem alcancado altos
indices, sendo a causa mais comum de infertilidade e subfertilidade em éguas_
(REF), o que gera grandes perdas econdémicas no setor da reprodugéo equina,
além dos danos ao bem estar animal. Dentre os tipos de endometrite, é
notavel a dificuldade de tratamento das endometrites causadas por bactérias,
leveduras ou fungos filamentosos, devido ao crescente niumero de cepas de
microrganismos resistentes aos medicamentos disponiveis na rotina clinica
destes animais (ASSAD et al., 2015; BELTAIRE; CHEONG; COUTINHO DA
SILVA, 2012; DIAZ-BERTRANA et al., 2021; FRONTOSO et al., 2008;
WOLNY-KOLADKA, 2018).

Neste contexto, os estudos de novos medicamentos relacionados ao uso
de produtos naturais tém obtido resultados promissores para o tratamento de
diversas doengas em equinos, incluindo a endometrite (REF). Além dos odleos

essenciais de plantas, os ativos isolados como os fendis naturais sdo uma
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opgao para o tratamento de infecgbes reprodutivas nas éguas. Estes
compostos apresentam grande potencial bactericida e fungicida, além de
sinergia com medicamentos ja utilizados na rotina de tratamento dessa
enfermidade (EBANI et al., 2021; HUERTA et al., 2016).

Utilizados de forma isolada ou associados a antibiéticos convencionais,
os ativos fendlicos naturais promovem sinergismo e/ou driblam mecanismos de
resisténcia das bactérias frente aos antibidticos convencionais utilizados no
tratamento da endometrite equina (EBANI et al., 2021; SHARIFZADEH,;
SHOKRI, 2021). Os compostos timol e carvacrol sdao fendis naturais e a
capacidade antibacteriana e antifungica destes isbmeros ja foi comprovada e
discutida em diversos testes de eficacia in vitro e in vivo para outras doencgas
(KACHUR; SUNTRES, 2019), porém ainda ndo foram descritos como
adjuvantes no tratamento da endometrite equina.

Essas propriedades bioldgicas de timol e carvacrol sugerem que sao
ativos naturais de uso potencial no tratamento da endometrite equina. Neste
ambito, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana dos
fendis naturais contra microrganismos causadores de endometrite isolados do

utero de éguas com historico de infertilidade.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Selecao das éguas do estudo

O estudo incluiu 38 éguas receptoras de embrido (ragas variadas)-com-
histérico-de-infertilidade. Os animais pertenciam a um mesmo haras (21° 12'
23"S, 41° 53' 23"0). A idade média das éguas era de 6,2 anos (intervalo de 5 a
16 anos). Os animais conviviam em mesmo ambiente e pastavam em piquetes
de Brachiaria decubens, com livre acesso a agua e sal mineral. A temperatura
média era de 30 °C em setembro de 2020.

Para este estudo foram utilizadas apenas éguas que nao receberam
tratamento com antibidticos e anti-inflamatérios sistémicos ou intrauterinos nos
ultimos 60 dias anteriores ao experimento e apresentavam historico de

infertilidade. No momento da coleta de amostras, os animais estavam em fase
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estrogénica, ndo apresentaram doenga clinica evidente na anamnese e néo se

encontravam prenhes.
2.2 Coleta de amostras uterinas para analises

Apés a anamnese e selegdo do grupo de estudo, a area vulvar de cada
égua foi limpa com agua, iodopolvidona degermante 10% e seca. A cauda foi
envolvida com bandagem de atadura médica. Apds a limpeza e esterilizagéo
em fogo, um coletor citolégico de aco cirurgico foi utilizado para coletar material
do endométrio uterino para as analises (MCCUE; FERRIS, 2016).

A coleta das amostras bioldgicas foram realizadas nas éguas em fase

estrogénica, devido ao relaxamento da cérvix. Para a coleta de amostras da
mucosa uterina a escova citolégica ou swab foram acoplados a extremidade do
mandril e inserido no lumen da haste metadlica do aparelho para evitar
contaminagdo ao serem introduzidos na vagina, expondo a extremidade da
escova citolégica ou swab somente apds atravessar a cérvix da égua. Para
retirada do aparelho, foi inserido a escova ou swab novamente no lumen da
haste metalica. Primeiro foi realizada a coleta de material para cultura
microbiolégica da mucosa uterina utilizando swab acoplado ao aparelho. O
swab de ponta Rayon era mantido em contato com a mucosa uterina por 60
segundos apos ser retirado do trato reprodutivo da égua, o swab era
imediatamente inserido em tubo com meio semissoélido Stuart estéril
(LEBLANC; MCKINNON, 2011). Em seguida, apds nova esterilizacdo do
aparelho, era acoplada uma escova ginecolégica para coleta de material para
citologia uterina. De contato com o endométrio uterino girou-se a escova
citologica trés vezes para direita e trés vezes para a esquerda. Apos a retirada
do aparelho, foi realizado o imprinting em lamina de microscopia (RUA et al.,

2018). Este procedimento foi realizado em cada animal do experimento.
2.3 Avaliagao citolégica e microbioldgica

As laminas de citologia uterina foram fixadas em lugol e coradas em
corante panoptico rapido e a leitura das laminas foi realizada em microscopio

no aumento de 1000x. Considerou-se citologia positiva para endometrite as



39

laminas nas quais encontravam-se mais que dois neutrofilos por campo em dez
campos (RIDDLE; LEBLANC; STROMBERG, 2007).

As culturas microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Biologia
Molecular da Universidade Federal de Vigosa. Inicialmente, as amostras de
todas as éguas foram inoculadas individualmente em trés meios distintos ndo
seletivos: agar Luria Bertani (LB) - para crescimento de bactérias (37 °C/ 24h);
agar YPD - para o crescimento de leveduras (32 °C/ 48h) e agar BDA — para o
crescimento de fungos filamentosos (27 °C/ 7 dias). As col6nias de bactérias
que cresciam em meio LB, foram novamente inoculadas em dois meios
seletivos: agar sal manitol e agar EMB (37 °C/24h) para melhor isolamento das
coloénias (MARKEY et al., 2013).

O diagnostico para endometrite foi considerado positivo quando as
amostras apresentavam crescimento microbiolégico mesmo que a citologia
uterina do mesmo animal n&o indicasse processo inflamatério (RIDDLE;
LEBLANC; STROMBERG, 2007).

2.4 Identificagao dos microrganismos

Cada colbnia isolada passou pelo processo de extracdo de DNA
(QUINN, P. J., MARKEY, B. K., LEONARD, F. C., HARTIGAN, P., FANNING,
S., & FITZPATRICK, 2011). O DNA extraido e de boa qualidade foi amplificado
por reacado em cadeia da polimerase (PCR). Para as bactérias foi utilizado
primer 16S e para fungos e leveduras os primers ITS1 e 1TS4. Todas as
amostras de DNA extraidas foram quantificadas em nanodrop (SpectraMax M5)
e a concentragdo de 50ng/mL de DNA foi utilizada na reagdo de PCR (2720
Thermal Cycler, Applied Biosystems), dessa forma foi utilizado volume final de
reagao de PCR de 50 pL.

O produto da PCR de cada isolado foi seco em sistema a vacuo e os
pallets formados foram enviados ao laboratorio Gogenetic (Londrina- Parana)
para realizacdo do sequenciamento de DNA. O banco de dados Genbank do
NCBI foi utilizado para identificar as sequéncias de nucleotideos obtidas com o
produto da PCR. Neste banco de dados foram considerados ldentidade de

cobertura e query over superiores a 98% e o e-value que apresentou maior
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numero de alinhamentos para a espécie e/ou variavel da espécie foi o fator

determinante.

2.5 Analise filogenética

Com o objetivo de avaliar a diversidade e histdria evolutiva de isolados
da espécie causadora de endometrite mais frequente neste estudo, arquivos
multi-fasta foram utilizados para a analise de filogenia por meio do software
MEGA?7 (verséo 7.0.26) (Kumar et al., 2016). As sequéncias foram alinhadas
utilizando o ClustalW com parametros padrdes. A arvore filogenética foi obtida
utilizando o método maximum likelihood com os seguintes parametros: delecao
completa dos gaps, modelo Tamura —Nei (Tamura et al., 2007) e 1000 réplicas
de bootstrap. Os modelos gerados foram considerados de qualidade para

valores de bootstrap acima de 50%.

2.6 Compostos fendlicos

Foram utilizados os isémeros fendlicos puros Timol (98,5% Sigma-
Aldrich, PubChen SID 57654643) e carvacrol (98,5% Sigma-Aldrich, PuChem
SID 24857025), para ....7?7?7 denominados de acordo com a IUPAC como 5-
metil-2-(1-metiletil) fenol e 5-Isopropil-2-metilfenol; 2-Metil-5-(1-metilletil) fenol,

respectivamente.

2.7 Preparo dos inéculos

Para a preparacao dos indculos, 0,5 mL de cada isolado de Escherichia
coli, Staphylococcus sciuri ou Rhodulotora glutinis foram adicionados a 75 mL
de um meio de culturas liquidos apropriados para cada microorganismo, ou
seja, LB para as bactérias e YPD para a levedura. Os tubos com os indculos
foram cultivados em um agitador durante 18 horas a 35 °C. Ao final do cultivo,
a abrorbanciaabsorbancia de cada inéculo foi analisada em espectrofotémetro
utilizando um cumprimento de onda de 625nm para verificar que sua turbidez
coincidia com a da solu¢ado padrao de McFarland 0,5, conforme delineado pela

NCCLS/CLSI, o que equivale a absorbancia entre 0,08 e 0,10nm.
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2.8 Teste de microdiluicao em caldo

O teste de microdiluigdo em caldo foi realizado seguindo a metodologia
criada para produtos naturais, desenvolvida por Zgoda & Porter (2008) e possui
objetivo de 7?77. Os compostos fendlicos foram diluidos previamente em
microtubos com 95uL de agua estéril e 5uyL de DMSO (PA 99,9% Vetec
Quimica fina LTDA) a 2,5% resultando em uma concentragdo de 10mg/mL. As

placas de 96 pocgos foram preparadas dispensando em cada poco 100uL de
meio apropriado e 50uL do indculo. A fim de determinar os valores ICs,, 0ito
diluicdes em série foram realizadas em duplicata. Dessa forma, no primeiro
poco foram dispensados 50 uL da diluicdo do composto fendlico e com auxilio
de micropipeta a diluicdo seriada foi realizada, os ultimos 50 uL foram
descartados. O volume final de cada poco foi de 150 uL. As concentragdes dos
compostos nos pogos variaram de 5mg/mL a 0.0391mg/mL. Pogos com os
compostos fendlicos puros em diluicdo seriada na mesma concentragao foram
utilizados como branco. O controle ndo tratado foi realizado para cada
microrganismo.

O conteudo de cada poco foi completamente misturado com um pipetador
multicanal, e as microplacas foram incubadas em temperaturas e por periodos
de tempo apropriados para o organismo em estudo: 24 horas a 35° C no caso
das bactérias E. coli e S. sciuri e por 48 horas a 35° C no caso da levedura R.
glutinis. O crescimento dos microrganismos foi determinado pela absorbancia a
750 nm em um leitor de microplacas automatizado (SpectraMax M5
Spectrofotometer). Antes de fazer as leituras no espectrofotdmetro, o conteudo
de todos os pocos foi completamente misturado com um pipetador multicanal

para ressuspender as células aglomeradas no fundo dos poc¢os.

2.9 Determinacgao do ICs,

As concentragdes inibitérias de 50% (ICs) contra E. coli, S. sciuri e R.
glutinis foram determinadas para timol e carvacrol. O ajuste dos dados foi
realizado por método de regressao néao linear usando o log da concentragao

versus a porcentagem de viabilidade dos microrganismos. Os ICs, calculados
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foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey (p < 0,05) usando GraphPad Prism (versao 9.03).

3. RESULTADOS

3.1 Incidéncia de endometrite

Das 38 éguas examinadas, 55,26% (n=21) foram diagnosticadas com
endometrite, ou seja, apresentaram crescimento microbiolégico das amostras
coletadas. Dos animais com crescimento microbioldgico positivo, 80,95% (n=
17) apresentaram citologia positiva para endometrite (Figura 1a) e 19,05%
(n=4) apresentaram citologia que nao indicavam inflamacéo uterina (Figura 1b).
Dos animais n&o diagnosticados com endometrite (n=17), apenas 1 apresentou

citologia com indicativo de inflamacgao uterina.

Figura 1 — Laminas de citologia uterina de éguas com histérico de
infertilidade

Legenda: A- Idmina de citologia endometrial positiva com presenga de neutréfilos e células
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tipicas da mucosa uterina. B- Lamina de citologia endometrial negativa para endometrite com
presenga de muco fisiolégico e células tipicas da mucosa uterina (aumento de 1000x).

3.2 Isolados identificados por sequenciamento de DNA

Dos 21 animais positivos, foram isoladas 32 coldnias. 75% dos isolados
(n=24) apresentaram genes com alinhamento no sequenciamento de DNA,
revelando 12 espécies distintas: Escherichia coli, Shigella flexneri,
Enterococcus gallinarum, Enterococcus faecalis, Staphylococcus sciuri,
Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus, Staphylococcus edaphicus, Cladosporium tenuissimum,

Cladosporium colombiae e Rhodotorula glutinis (Tabela 1). No entanto, 25%
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(n=8) das amostras ndo apresentaram alinhamento no sequenciamento de

DNA.

Tabela 1- Espécies de microrganismos isolados de amostras da mucosa
uterina de éguas e identificados por sequenciamento de DNA.

Identidade

égﬂa Citologia Microrganismo isolado de cc();)esrtura (?\flei%b)
Enterococcus faecalis 99,14 98
E1 + Escherichia coli 99,57 100
Staphylococcus sciuri 99,14 98
E2 + Escherichia coli 99,36 99
Escherichia coli 99,36 99
E3 + Shigella flexneri 98,93 99
E4 - Escherichia coli 99,35 99
E5 + Staphylococcus pseudintermedius 99,35 98
E6 + Cladosporium tenuissimum 99,66 100
Staphylococcus saprophyticus 99,35 98
Staphylococcus endaphicus 99,14 99
E7 + Enterococcus gallinarum 99,14 98
ES8 - Escherichia coli 99,35 99
E9 + Escherichia coli 99,57 100
Staphylococcus aureus 100 99
E10 + Escherichia coli 98,72 99
Escherichia coli 99,35 99
E11 - Escherichia coli 99,57 99
Escherichia coli 99,56 98
E12 + Cladosporium colombiae 98,98 98
Escherichia coli 99,35 99
E13 + Escherichia coli 99,57 99
E14 + Rhodotorula glutinis 99,52 95
E15 + Rhodotorula glutinis 99,21 98

Legenda: Id égua = Identificagdo do animal; + = citologia uterina positiva para inflamacao; - =
citologia uterina negativa para inflamacao.

A espécie mais frequente foi E. coli (50%), seguida da levedura R.

glutinis (8,33%). Um total de 80% dos microrganismos identificados eram

bactérias e 20% eram fungos e leveduras. Ja a distribuicdo de microrganismos

por género pode ser vista na figura 2. Alguns animais apresentaram infec¢ao

por mais de uma espécie de microrganismo, enquanto outros apresentaram

infeccdo por uma mesma espécie, porém de cepas distintas (Tabela 1).
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Figura 2 — Grafico de distribuicdo dos microrganismos isolados de

amostras da mucosa
sequenciamento de DNA por género.
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3.3 Arvore filogenética dos isolados de E. coli

Através da analise das sequéncias dos genes codificadores de 16S para

os isolados caracterizados como E. coli e as sequéncias de referéncia do
banco de dados NCBI que incliu E. coli N2b (n° de acesso: MW789576.1), E.
coli SSK113J34 ( n° de acesso: MW785084.1), E. coli U5/41 (n° de acesso: NR
024570.1), E. coli Z3d (n° de acesso: MW789591.1) e a E. coli SCW1 (n° de

acesso: MW793458.1), uma arvore filogenética foi gerada (Figura 3).

Figura 3 — Arvore filogenética de cepas E. coli isoladas do utero de

éguas
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Legenda: Isolate + n° representa a identificagao do isolado de E. coli e A letra E + n° representa
a identificagdo do animal do qual foi coletada a amostra para isolar o microrganismo.
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A arvore evidencia diferentes origens de E. coli, com bootstraps entre
58% e 92%. As cepas de referéncia do NCBI foram selecionadas por serem as

mais similares durante a etapa de identificagao dos isolados.

3.4 Atividade antimicrobiana de timol e carvacrol

A anadlise de regressdo indicou que os dados se ajustaram a uma
equacgao de resposta a dose sigmoidal de inclinagao variavel, com valor de R?
igual ou superior a 0,9560 (Tabela 2). As regressdes foram usadas para
calcular os valores de ICy para os isbmeros fendlicos para inibir E. coli, S.
sciuri e R. glutinis (Tabela 2).

Todos 0s microrganismos avaliados foram sensiveis ao timol ou
carvacrol. Os valores de IC5 foram estatisticamente iguais para os isbmeros
quando comparados os testes para um mesmo microrganismo. No entanto, os
valores de ICs, foram significativamente diferentes quando comparados entre
os testes com diferentes microrganismos. Os valores de IC5, foram maiores nos
testes de timol e carvacrol contra S. sciuri. Ja o microrganismo mais sensivel

aos isémeros fendlicos foi R. glutinis, com ICs, significantemente menores

Tabela 2 - Coeficiente de determinacdo e as concentracdes inibitérias médias
dos isbmeros fendlicos timol e carvacrol contra os microrganismos E. coli, S.
sciuri e R. glutinis isolados do utero de éguas.

Fenol x Microrganismo ICso R?
Timol x E. coli 0,1010° 0,9571
Carvacrol x E. coli 0,075892 0,9735
Timol x S. sciuri 0,1920° 0,9560
Carvacrol x S. sciuri 0,1968° 0,9660
Timol x R. glutinis 0,03783¢ 0,9875
Carvacrol x R. glutinis 0,03397¢ 0,9870

Legenda: Os valores de ICs com letras diferentes na coluna (a, b, c¢) sdo significativamente
diferentes (teste de Tukey, p <0,05).

4. Discussao

A endometrite bacteriana foi descrita como presente em 60% das éguas
com endometrite (PASOLINI et al.,, 2016). Ja neste estudo, as éguas

acometidas pela endometrite bacteriana representaram 80%. A maior
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incidéncia neste estudo provavelmente se deve Esse-valorse-deve-, visto que
aos-critérios-de-inclusdo-dos-animais,—como-no-presenteneste estudo todas as

éguas incluidas apresentavam histérico de infertilidade, sendo era—de—se

esperador maior incidéncia nestes animais-gque-os-indicesfossem-maiores. De

forma semelhante, a incidéncia de Assim—ecomo—a endometrite fungica__

encontrada em 20% dos animais, & superior ao relatado na literatura,
possivelmente pela mesma causa,—que—também—e—descrita—em—estudos—

. indi nfori 209, I I
(BERNADINO et al.,, 2007; DASCANIO; LEY; SCHWEIZER, 2000; RIBAS;
CARVALHO; STUSSI, 2014).

Todos 0s microrganismos identificados neste estudo ja foram descritos

em estudos anteriores como agentes causadores de endometrite em éguas
(ASSAD et al., 2015; FRONTOSO et al., 2008; LEBLANC: MAGSIG;
STROMBERG, 2007; NIELSEN et al., 2010).—Entretantoda-gquanto-as-espécies-
identificadas—neste—estudo; foi encontrada uma grande variedade de

micorganismos, se considerarmos o valor da amostra. Essa variedade esta

relacionada ao uso de meios nao seletivos e seletivos para melhor isolamento
das bactérias. E, mais evidentemente, ao emprego do PCR e sequenciamento
de DNA para a identificagdo das espécies (LOBANOV et al, 2018), haja vista
que a maioria dos estudos identificam o microrganismo através de cultura
microbioldgica e por vezes os identificam apenas a nivel de género (PASOLINI
et al., 2016).

Dentre as amostras avaliadas, a E. coli foi o microrganismo mais

frequentemente identificada neste-estudo-, estando de acordo com estudo que

avaliam ae-também-em-alguns—estudos—de prevaléncia microbiana uterina em

éguas com endometrite (REF). -Em um destes estudos foi inferido que essas

éguas com endometrite identificada por ??7?7?, muitas vezes nao apresentavam
sinais de inflamagao na citologia uterina (NIELSEN et al., 2010; RIDDLE;
LEBLANC; STROMBERG, 2007), entretanto.... Resultado semelhante foi
encontrado neste estudo, Nao-obstante—como—verificamos—heste-estudo,das
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éguas cujos isolados das amostras uterinas apresentaram alinhamento no
sequenciamento de DNA, trés éguas com citologia uterina negativa
apresentavam infeccdo uterina somente por E. coli. Em contrapartida, um
estudo mais recente promoveu a infeccao uterina experimental por E. coli, para
avaliar o processo inflamatério uterino frente a essa bactéria e foi constatado
que a inflamacdo ocorria com apresentacdo de resultado positivo para
inflamacdo na avaliagcdo citologicacitelogia—positiva, porém a mesma
desaparecia em 3 a 4 dias_apos ??? (CAMOZZATO, 2014).

Outra provavel causa para a nao visualizacao de células inflamatérias na

citologia, € uma formacéao de biofilmes pelos microrganismos (NIELSEN et al.,
2010). Geralmente as endometrites com formacado de biofilmes podem
caracterizar endometrite subclinica, comumente causada por microrganismos
Gram-negativos, fungos e microrganismos do género Staphylococcus
(LEBLANC; CAUSEY, 2009). As bactérias do género Enterococcus spp. séo
descritas como causadoras de endometrite em diversos estudos, no entanto
algumas cepas estdo relacionadas a producdo de acido latico e protegcéo
biolégica da vagina de éguas (FRAGA et al., 2008). Ja a bactéria Shigella
flexneri € comumente relacionada a isolados uterinos de éguas com
pneumovagina (BAHARUDIN; SABRI; MUHAMED, 2019; NEWCOMBE, 2011).

Dos animais que apresentaram endometrite fungica, todos apresentaram
inflamac&o uterina, duas éguas apresentavam infeccdo por Cladosporium

tenuissimum ou Cladosporium colombiae. Em estudo de Bernadino et al.

(2007), o género Aspergillus foi o de maior incidéncia em endometrites
fungucas em équas, seguido pelo género Cladosporium—este—género—foi—

(BERNADINO et al., 2007).

O fato de E. coli ter sido o microrganismo mais encontrado, totalizando

50% dos isolados, tornou interessante a investigagéo da filogenia dos isolados
dessa espécie, onde foi verificada a presenca de diversas ramificagdes, ou
seja, cepas de ancestrais proximos distintos, 0 que sugere que esse alto indice
de infecgao por E. coli ndo esta atrelado a um surto por E. coli com infec¢des
devido ao ambiente ou até mesmo iatrogénica durante o manejo reprodutivo.

No caso de um surto de contaminagdo por uma mesma espécie, geralmente,
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pode apresentar cepas idénticas ou de ancestralidade proxima, com menos
ramificacbes do que a observada (CHAUDHURI; HENDERSON, 2012).

Quando as propriedades dos isdmeros timol e carvacrol foi avaliada
sobre o0s microrganismos isolados e identificados neste estudo, ambos
demonstraram ter um efeito antifungico e antibacteriano. Os valores de ICs,
para timol / carvacrol foram, respectivamente, 0,101 / 0,076 mg/mL para E. coli,
0,192/ 0,197 mg/mL para S. Sciuri e 0,0378 / 0,0331 mg/mL para R. glutinis. O
aumento das concentragbes de timol ou carvacrol levou a uma reducio
progressiva no crescimento para todos os microrganismos avaliados.

Os estudos anteriores envolvendo o uso de ativos naturais para
tratamento da endometrite equina ainda s&o escassos. Apenas um estudo
propondo o tratamento da endometrite equina com Oleos essenciais foi
descrito, neste estudo os isolados uterinos bacterianos e fungicos de
Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Candida albicans e Rhodotorula spp.
foram avaliados in vitro contra os 6leos essenciais comerciais. No experimento,
os oléos essenciais de Origanum vulgare (66,5% carvacrol) e Thymus vulgaris
(40,5% timol) obtiveram os melhores resultados, com concentrag¢des inibitorias
minimas variando de 0,07mg / mL para Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus para 0,29mg / mL contra Streptococcus sp. e Staphylococcus
spp. E para os isolados causadores de endometrite fungica, C. albicans e
Rhodotorula spp., com CIMs de 0,46mg / mL e 1,86mg / mL, respectivamente
(EBANI et al., 2021).

Quanto aos ativos extraidos de plantas, um estudo avaliou o composto
fendlico eugenol quanto a sua atividade antifungica e ao seu sinergismo com o
antifungico voriconazol no tratamento da endometrite equina, os isolados
uterinos fungicos de Candida tropicalis e Candida kruseiforam foram sensiveis
ao eugenol e o mesmo potencializou o efeito do voriconazol quando
combinados (SHARIFZADEH; SHOKRI, 2021).

Este é o primeiro estudo avaliando os compostos timol e carvacrol para
o tratamento da endometrite equina. Outros estudos avaliaram a eficacia
destes compostos para os mesmos microrganismos. Os efeitos antibacterianos
de timol e carvacrol para E. coli foram atribuidos a sua capacidade de
permeabilizar e despolarizar a membrana citoplasmatica (XU et al., 2008).

Além da capacidade antibacteriana, outro estudo comprovou alta atividade
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antibiofilme e antiviruléncia dos isbmeros contra biofilmes bacterianos de E. coli
resistentes a antibidticos comuns. Os biofilmes bacterianos representam um
desafio substancial, e ha uma necessidade urgente de estratégias de controle
eficazes (CABARKAPA et al., 2019; LEE; KIM; LEE, 2017).

O carvacrol também se mostrou como um antibiético natural alternativo
contra diferentes espécies de Staphylococcus multirresistentes, responsaveis
por doengas em animais e humanos (ABED et al., 2021). Neste estudo, o
carvacrol inibiu efetivamente o crescimento dos isolados nas concentragdes de
0,1, 0,05 e 0,04%. Curiosamente, foram observadas alteracdes fenotipicas nos
isolados apds o tratamento com uma concentragdo de carvacrol de 0,03%,
todos osisolados de Staphylococcus multirresistentes, mudaram de
multirresistentes a suscetiveis a 2 ou 3 antimicrobianos comuns. Ou seja, o
carvacrol tornava os microrganismos menos resistentes aos medicamentos
convencionais. A—a PCR em tempo real foi aplicada para a detecgao da
expressao diferencial dos genes de resisténcia aos antibiéticos convencionais
antes e depois do tratamento com carvacrol e revelou uma redugcdo na
expressado destes genes nos isolados de Staphylococcus spp (ABED et al.,
2021).

Além do potencial antifungico e antibacteriano (KACHUR; SUNTRES,

2019), os isbmeros apresentam propriedades anti-inflamatérias (COSTA et al.,

2019), o que pode ser interessante no tratamento da endometrite equina,
pensando em um unico medicamento que além de inibir o agente etioldgico,
pode reduzir o processo inflamatério. Também sao atribuidas a estes
compostos as propriedades antioxidantes (ELBE et al.,, 2020; GHOLAMI-
AHANGARAN; AHMADI-DASTGERDI; KARIMI-DEHKORDI, 2020), sendo de

grande valia no tratamento do utero com endometrite, uma vez que esta
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enfermidade esta associada ao aumento do estresse oxidativo e diminuicdo da
funcdo antioxidante. Este processo oxidativo agrava a inflamagao uterina,
produz dano celular e, consequentemente, acentua a possibilidade decausa
subfertilidade ou infertilidade (ABDELNABY et al., 2020).

Em conclusdo, de acordo com este estudo, timol e carvacrol

apresentaram efeito bactericida contra E. coli, S. sciuri e fungicida contra R.
glutinis isolados do utero de éguas. Essas propriedades evidenciadas,
somando-se com outras propriedades biolégicas conhecidas dos féndis timol e
carvacrol podem estabelecer a base para uma abordagem terapéutica para a
endometrite equina, e também uma possivel alternativa contra isolados
uterinos resistentes a outras drogas ou formulagbes disponiveis para o

tratamento da enfermidade.
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