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Endometrite fangica em éguas: diagnostico
e implicagoes clinico-patolégicas*

Fungal endometritis in mares: diagnosis
and clinicopathological aspects

José Antdnio Ribas,** Eulégio Queiroz Carvalho,*** Jussara Pedroso Stussi****

Resumo

Este estudo objetivou estabelecer a etiologia e achados clinico-patoldgicos das endometrites fungicas. Para tal, realizou-se
anamnese, exame ginecoldgico, cultura, citologia e bidpsia endometriais em 85 éguas em idade reprodutiva e que ndo pariam
havia um ano ou mais. Das 85 éguas, 24 (28%) apresentaram exames compativeis com endometrite infecciosa. Destas, em 20%
(5/24), confirmou-se endometrite com envolvimento fungico. Os fungos isolados foram: Candida guilliermondii, C. tropicalis, C.
pseudotropicalis associadas ao Bacillus sp. em uma égua; C. albicans em duas fémeas (uma associada a Escherichia coli); um
caso de Trichosporon penicillatum e um de T. capitatum. Todos animais diagnosticados com endometrite fingica apresentaram
inflamacdes endometriais moderadas, nos exames de citologia e no histopatoldgico, sendo estes achados compativeis com o
histérico e o exame reprodutivo destes animais. Destacou-se a presenga constante de linfécitos e plasmadcitos nos dois exames,
assim como das lesGes degenerativas no endométrio através da bidpsia endometrial. Em 80% (4/5) constataram-se estruturas
fungicas na citologia endometrial, porém no exame histopatoldgico, ndo foi possivel detectar tais estruturas. Apds o estudo pode-se
afirmar que a metodologia utilizada foi eficiente para diagnosticar a endometrite fingica, com destaque para o exame de citologia
endometrial, e que este tipo de endometrite teve carater cronico em todos os animais.

Palavras-chave: bidpsia endometrial, citologia endometrial, enfermidade uterina, égua.

Abstract

The aim of the present study was to determine the causes and clinical findings of endometritis. The history, reproductive examination
and endometrials culture, uterine cytology and biopsy from 85 mares in reproductive age that did not foal a year or more were
performed. Twenty four (28%) out of 85 mares had signals compatible with infectious endometritis. From those, 20% (5/24) had
fungal involvement, and the agents were: Candida guilliermondii, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, in association to Bacillus sp. in
one mare; two mares had C. albicans, and one of them associated with Escherichia coli; a case of Trichosporon penicillatum and
another of T. capitatum. All animals with fungal endometritis presented moderate endometrial inflammation, at cytology and uterine
biopsy, which was compatible with the animal’s history and reproductive exam. The endometrial cytology and biopsy revealed
numerous lymphocytes and plasmocytes as well as the degenerative lesions in the endometrial biopsy. Fungal structures were
presented at the endometrial cytology smears in 80% (4/5) of the mares, however those structures were not detected in the biopsy.
In conclusion, the methodology used was efficient to diagnose fungal endometritis, with standing for the examination of endometrial
cytology, and the fungal endometritis had chronic character in all animals.

Keywords: endometrial biopsy, endometrial cytology, uterus disease, mare.

e menos frequentemente filamentosos, sdo potencialmente
patogénicos para o endométrio das éguas (Ghasemzadeh-
As endometrites sdo alteragdes inflamatdrias agudas ou Nava et al, 2004; LeBlanc, 2008). Os fungos mais comumente
degenerativas do endométrio, as quais podem, ou nzo, estar isolados nas endometrites s&o Candida spp. (Abou-Gabal et
associadas a presenca de agentes infecciosos (Mattos et al., 1977; Frontoso et al., 2008), principalmente a Candida
al., 2003). A endometrite é a terceira enfermidade de maior albicans (Dascanio et al., 2001; Amaral et al., 2007), porém
ocorréncia em equinos (Card, 2005), levando a consideraveis fungos filamentosos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Mucor

perdas econdmicas para a equideocultura (Blanchard et al., € Trichosporon também podem estar relacionados (Blue, 1983;
1998). Albihin et al., 2003; Amaral et al., 2007). Como as bactérias que

ocasionam as endometrites sao essencialmente contaminantes
e oportunistas, infecgdes mistas entre fungos e bactérias podem
ocorrer (LeBlanc et al., 2007; Frontoso et al., 2008).

Introducao

Na maioria das vezes, a endometrite infecciosa apresenta origem
bacteriana (Riddle et al., 2007), todavia, fungos leveduriformes
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A maioria das endometrites fungicas tem carater crénico,
sendo diagnosticadas em éguas susceptiveis a endometrites
persistentes, ou seja, naquelas que apresentam falhas fisicas,
imunoldgicas ou linfaticas nos mecanismos de defesa uterina
(Fumuso et al., 2007; Bucca et al., 2008). Porém, casos agudos
podem acontecer principalmente apds abortos com etiologia
micotica (Langoni, 1995; Petrites-Murphy et al., 1996).

Nas ultimas décadas houve um aumento dos casos de
endometrites fungicas (Liu e Troedsson, 2008; Ferris et al.,
2013). Este fato pode ser atribuido a maior exposi¢do das éguas
a fatores facilitadores ou predisponentes para a colonizagao
fungica como: tratamentos intrauterinos com antibiéticos (Carter
e Chengappa, 1995; Alvarenga, 2008), frequente manipulagao
genital e administracdo prolongada de progesterona e/ou
hormdnios corticoides, como ocorre nas fémeas em programas
de transferéncia de embrides, enfermidades cervicais e
autocontaminagéo fecal devido a ma-conformagao vulvar
(Hinrichs et al., 1992; Nico et al., 1994; LeBlanc, 2008; Liu
e Troedsson, 2008). A maior conscientizagdo sobre sua
ocorréncia e a busca por metodologias mais especificas para
seu diagndstico também podem ter contribuido para o aumento
dos casos relatados na literatura cientifica (Ferris et al., 2013).

No entanto, ainda encontram-se dificuldades em fazer um
diagnodstico preciso da endometrite fungica. Varios fatores
contribuem para isso, como a falta de direcionamento de material
uterino para a cultura fungica em meios especificos, demora no
crescimento das coldnias fungicas, necessidade de coloragdes
especiais que facilitam a visualizagdo do fungo na amostra de
tecido (Amaral et al., 2007; Alvarenga, 2008).

Considerando a relevancia da endometrite como principal
causa de infertilidade em éguas e que os fungos sdo agentes
etiolégicos capazes de causa-la, o presente estudo objetivou
verificar se as metodologias utilizadas estdo adequadas ao
diagnéstico de endometrite fungica, relacionar os principais
fungos causadores desta endometrite e descrever os principais
achados clinico-patolégicos das éguas acometidas por esta
patologia.

Material e métodos

Oitenta e cinco éguas em idade reprodutiva (3- 24 anos, média
de 14,5 anos e meio), das ragas Campolina, Mangalarga
e Mangalarga Marchador, procedentes de varias regides
do Estado do Rio de Janeiro € que n&do pariam havia um
ano ou mais, foram clinicamente examinadas. Durante a
obtencgado do histérico, procurou-se identificar indicios de
susceptibilidade a endometrites persistentes sendo considerados
como “positivos” (+) os seguintes fatores: idade avangada,
numero de parigdes, endometrites anteriores, tratamentos
realizados, ciclos irregulares, partos distécicos, retengéao de
placenta, abortamentos e perdas embrionarias, dois ou mais
insucessos na coleta de embrides. Na auséncia de indicios
no histérico e na anamnese foram considerados negativos
() para susceptibilidade a endometrite. O manejo reprodutivo
empregado na propriedade, o nivel nutricional dos animais, o
aspecto sanitario e a frequéncia de supervisdo veterinaria na
propriedade, também foram anotados nas fichas individuais de
cada animal.

O exame ginecoldgico foi realizado sempre nos cinco primeiros
dias do diestro, para melhor padronizagdo e comparagéo dos
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achados clinicos e laboratoriais, uma vez que se preconiza
a coleta da bidpsia neste periodo (Kenney e Doig, 1986).
Inspecionou-se a cauda, vulva e perineo, a fim de verificar lesdes
nesta regido. A conformacédo vulvar foi avaliada, realizando-
se o “Indice de Caslick” (IC) (Ley, 2001). Para realizar-se o
exame de palpagao transretal, a cauda da égua foi envolta
em atadura e logo apés, avaliou-se a cérvix, o Utero e os
ovarios, quanto ao tamanho, simetria, conteudo, consisténcia
e a tubularidade do utero e cérvix seguindo-se o proposto por
Blanchad et al. (1998). Realizou-se, entéo, a limpeza perineal
com antisséptico Killol® (Quinabra, Quimica Natural Brasileira
Ltda, S&o José dos Campos, SP, Brasil) a 10 % secando-se
ap6s 10 minutos com papel-toalha. Um espéculo estéril e
umedecido com solugéo fisiolégica foi introduzido na vagina
para se realizar o exame de vaginoscopia como indicado por
Speirs (1999). O exame ginecoldgico foi considerado positivo
(+) para endometrite, quando se observaram alteragdes como:
presenca de exsudatos e secregdes no utero, cérvix e vagina;
atrofia das pregas endometriais; alteragdo do tdnus uterino;
anormalidades de cérvix, principalmente fibroses e aderéncias;
laceragbes; acumulos de ar e urina; alteragdes na conformagéo
da vagina e vulva entre outros e negativo (=) quando estas ndo
eram observadas.

Apds o exame de vaginoscopia, colheu-se material para a
execucdo dos exames de complementagéo diagndstica, sendo
feito na seguinte ordem: (1°) swab para cultura, (2°) swab para
a confeccgéo do citolégico endometrial, (3°) bidpsia endometrial
para exame histopatoldgico.

Com o intuito de reduzir os riscos de contaminagao, optou-se
por swabs protegidos, procedendo-se a colheita tanto para
realizagdo da cultura, quanto para a citologia endometrial
segundo Card (2005), introduzindo-se o swab na palma da mao
enluvada e s6 expondo-o apds a sua passagem pela cérvix.

Apods a colheita, o swab para a cultura foi transportado sob
refrigeracao até o laboratério e o material semeado em duas
placas de agar Sabouraud com cloranfenicol a 10%, duas
com agar seletivo para fungos patogénicos (cloranfenicol e
cicloheximida). Incubaram-se as placas a temperatura ambiente
(25°C), por até 15 dias, inspecionando-se diariamente o
crescimento fungico. Apés o desenvolvimento de Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) foi realizada a identificagédo
do fungo. Para fungos filamentosos artrosporados e leveduras
realizaram-se a semeadura em profundidade e provas de
fermentacao (glicose, galactose, sacarose, maltose e lactose)
e assimilagdo de carboidratos (glicose, galactose, sacarose,
maltose, lactose, rafinose, trealose, melibiose, celobiose, xilose,
ramanose e sorbose), e assimilacdo de fontes nitrogenadas
(peptona e KNO,), sendo a identificagdo da espécie realizada
como descrito por McGinnis (1980). A prova de formagé&o do tubo
germinativo em meio de leite foi utilizada para a identificagéo da
Candida. albicans (Jitsurong et al., 1993).

Ja para fungos filamentosos e esporulados, utilizou-se o
preconizado por Looder e Van Rij (1970): microcultivo, confecgao
de lAminas com lactofenol-azul de algod&o para identificagéo do
género do fungo através de suas caracteristicas morfologicas
e da espécie por provas especificas, dependendo do género.

Para efeito de complementagao diagndstica, o material colhido
também foi semeado em caldo cérebro coragdo (BHI) para que
se procedesse ao isolamento e a identificagdo das bactérias,
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sendo este material apés a semeadura, incubado a 37°C por
18-24 horas. Os espécimes foram posteriormente inoculados
nos meios de cultura agar sangue (AS), agar manitol salgado
(MS) e agar Teague-EMB e mantidos sob as mesmas condi¢des
deincubagéo. A partir do crescimento bacteriano procedeu-se a
identificagdo das espécies, segundo Murray et al. (1999).

Quando houve crescimento de pelo menos um micro-organismo
a cultura endometrial foi considerada positiva (+) e quando nao
havia crescimento, foi considerada negativa (-).

Para a citologia endometrial foram feitos dois esfregagos em
laminas, fixados em alcool comum e corados pela técnica de
Papanicolau (Jimenes e Ortiz, 1978). A analise foi realizada em
microscopio Optico, com 6leo de imersdo e objetiva de 100x,
como proposto por Riddle et al. (2007). Foram avaliados, no
minimo, 10 campos e classificou-se a inflamag&o em ausente
(-) quando foram encontradas células endometriais € menos
de 2 neutrdéfilos/campo na amostra e presente (+) quando
foram observados 2 - 5 neutréfilos/por campo (inflamagéo
moderada) ou mais que 5 neutrdéfilos/campo (inflamagéo severa).
Pesquisaram-se ainda outras células inflamatodrias (eosindfilos,
macréfagos, hemosiderofagos, linfécitos/plasmacitos), assim
como hemacias (Dascanio et al., 2007), muco (Causey, 2007) e
estruturas fungicas: células leveduriformes hifas e pseudo-hifas
(Alvarenga, 2008).

Acolheita e processamento do fragmento da bidpsia endometrial
foram realizados como preconizado por Kenney (1978), com
auxilio da pinga de Yeoman, tipo “boca de jacaré” (Botupharma
Ind. e Com. de Prod. Veterinarios Ltda., Botucatu, SP, Brasil),
O fragmento do tecido endometrial de aproximadamente 2cm,
foi retirado da jungéo do corpo com o corno uterino direito, e
entao imerso em Bouin por 24 horas. Posteriormente o fragmento
foi processado, incluido em parafina histologica e corado pela
Hematoxilina-Eosina (HE). Apds a analise das laminas da bidpsia
endometrial, classificaram-se as éguas em quatro categorias,
I, HA, IIB, lll, dependendo das alteragbes observadas, como
proposto por Kenney e Doig (1986). Foram ainda avaliadas
quanto a presencga (+) ou auséncia (-) de infiltrado inflamatorio.
Avaliacdes relativas as alteragdes degenerativas do endométrio,
principalmente fibroses periglandulares e vasculares e ninhos
endometriais fibrosados, foram realizadas conforme proposto
por Hoffman et al. (2009). Foram consideradas positivas (+)
quando presentes e negativas (—) quando ausentes. Para
melhor demonstracao histoldgica de estruturas fungicas, foram
utilizadas amostras de cortes histolégicos corados pela técnica
de “Gomori metenamina-prata” (GMS), como descrito por Culling
etal. (1985). Se presentes, o exame foi considerado positivo (+)
e se ausentes, negativo (-).

Foram consideradas endometrites infecciosas aquelas em que
se observaram indicios condizentes (+) com endometrites no
histérico e anamnese e/ou exame ginecoldgico, acompanhados
de cultura positiva (+) e reagao inflamatéria (+) confirmada
pelos exames citolégico e/ou histopatolégico endometrial
(Nielsen, 2005; Fumuso et al., 2007). Quando o patégeno
isolado na cultura era um fungo ou quando foram identificadas
estruturas fungicas nos exames complementares de diagnostico
considerou-se a endometrite como flngica (Pugh et al., 1986 ?).

Os resultados sao apresentados de acordo com a distribuicdo
de frequéncia (%), dos eventos estudados para facilitar a
comparagao com outras pesquisas.
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Resultados e discussao

No presente estudo constatou-se que 28,2% (24/85) das éguas
(Tabela 1) que nao pariam havia um ano ou mais, apresentavam
endometrite infecciosa, ou seja, com envolvimento de bactérias
e/ou fungos, corroborando com os relatos de LeBlanc et al.
(2007), que afirmam que esta patologia ocorre em 25-60% das
éguas vazias.

Para evitar um falso diagndstico de endometrite infecciosa
foi necessario associar as informagdes colhidas sobre a vida
reprodutiva deste animal aos varios exames realizados (Tabela
1), o que esta de acordo com estudos anteriores (Jacob et al.,
2002, Fumuso et al., 2007; LeBlanc et al., 2007; Bucca et al.,
2008). E valido ressaltar que a identificagdo destas éguas é
muito importante (Malschitzky et al., 2007), uma vez que elas
dependem de tratamento para voltar a gestar. Avaliando-se os
histéricos e as anamneses das éguas, constataram-se sinais de
endometrite nas 24 éguas (100%) diagnosticadas como positivas
para endometrite infecciosa (bacteriana e/ou fungicas).

Procedendo-se da mesma forma para com o exame ginecoldgico,
observou-se que 22 éguas (91,7%) apresentavam exame(s)
sugestivo(s) de endometrite (Tabela 1).

Das 85 éguas do estudo, cinco (5,9%) apresentaram endometrite
fungica (éguas, 1, 6, 10, 22 e 23, Tabelas 1 e 2), sendo o agente
etiolégico encontrado em 20,8% das éguas com endometrites
consideradas como infecciosas. Os dados encontrados na
literatura para endometrite com etiologia fungica variam entre 2,0
e 13,5% (Collins, 1964; Bain, 1966; Pugh et al., 1986?; Langoni
et al., 1999; Dascanio et al., 2001; Amaral et al., 2007; LeBlanc
et al., 2007; Riddle et al., 2007; Frontoso et al., 2008), porém
a comparagao entre os resultados fica bastante dificil devido a
grande variacao utilizada na escolha dos animais em que foi
realizado o diagnéstico da infecgao fungica.

Amaral et al. (2007) também constataram indices elevados
de endometrite fungica (13,5%) em sua pesquisa realizada no
Brasil. Este fato talvez indique que as endometrites causadas
por fungos sejam mais comuns em regides tropicais, devido
ao ambiente ser mais propenso ao desenvolvimento do fungo
durante todo o ano como relatam Lacaz et al. (1984), expondo
continuamente os animais a um grande numero de esporos, fato
apontado por Carter e Chenpaga (1995) como um importante
fator predisponente para a endometrite micética. Porém, como
existem poucas pesquisas relativas a este tipo de endometrites
nas regides tropicais, por enquanto ndo se pode confirmar tal
fato.

Provavelmente o maior nimero de confirmagdes de endometrites
fungicas neste estudo se deva a utilizagéo de meios especificos,
além de temperatura e tempo de cultivo adequados para estes
micro-organismos. Muitas endometrites fungicas n&o séo
diagnosticadas devido a ndo se proceder corretamente a cultura
e ao isolamento do fungo (Amaral et al., 2007). Devem-se utilizar
meios especificos para o crescimento fungico (com antibiéticos),
pois estes suprimem o crescimento de bactérias, que poderiam
tomar toda a placa de cultura antes que o fungo tivesse chance
de formar col6nias. Além disso, esta deve ser realizada a
temperatura ambiente (25°C), ja que a temperatura elevada é
um fator limitante do crescimento fungico (Aboud-Gabal et al.,
1977; Pugh et al., 19863°). Também nao se deve descartar a
cultura do fungo antes de 15 dias, uma vez que o fungo tem
crescimento lento (Freeman et al., 1986; Amaral et al., 2007).
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Tabela 1: Raga, idade, classificacdo da biopsia endometrial (H.E.) e positividade para endometrite do histérico,
anamnese € exames ginecoldgico, cultura endometrial, citologia endometrial, bidpsia- infiltrado
inflamatdrio, bidpsia- alteragcdes degenerativas e biopsia (G.M.S.) das 24 éguas

) Histérico/ Exame Cultura Citologia Biopsia Biopsia Biopsia Biopsia
Eguan®  Raca Idade anamnese ginecoldgico endometrial endometrial  (H.E.)? infiltrado alteragdes de-  (GMS)°
inflamatorio® generativas®
1 MA 15 + + + + I + + -
2 MA 13 + + + + Il - + -
3 MA 15 + + + + Iy + + -
4 MA 16 + - + + I + + -
5 MA 10 + + + + I, + - -
6 MA 10 + + + - I, + + -
7 MA 8 + + + + I, + + -
8 MM 10 + + + + I, + - -
9 MM 10 + + + + I, + - -
10 MA 16 + + + + I - + -
1" CA 9 + + + + I, + - -
12 MA 9 + - + + I, - + -
13 CA 8 + + + + I, + - -
14 CA 21 + + + - 1l + + -
15 CA 10 + + + + I, + - -
16 CA 13 + + + + I, + - -
17 CA 16 + + + + Iy + + -
18 CA 15 + + + + I - + -
19 CA 1" + + + + I, + - -
20 CA 10 + + + + I, + + -
21 CA 8 + + + + I, + - -
22 CA 14 + + + + Iy + + -
23 CA 18 + + + + 1l + + -
24 MA 9 + + + - Il + - -

(+) Positivo para o parametro avaliado, (—) Negativo para o parametro avaliado.

2 Classificagéo segundo Kenney e Doig (1986).
® Classificagao de Hoffman et al. (2009).

Outro fato que explicaria o nimero elevado de fémeas com
endometrite micotica nesta pesquisa é que atualmente ha
uma maior exposi¢do das éguas aos “fatores facilitadores”
da colonizagéo fungica (vide Dascanio et al., 2001), como
observado no histérico, anamnese e exame ginecoldgico de
todas as éguas (100%) em que esta foi diagnosticada (Tabela
2). Dentre estes “fatores” observou-se que o uso indiscriminado
de antibidticos por via intrauterina, utilizado na tentativa de
combater endometrites supostamente bacterianas, foi relevante
para o desenvolvimento da endometrite fungica (Brook ,1982;
Alvarenga, 2008; Liu e Troedsson, 2008). Nesta pesquisa
trés das cinco éguas (numeros 1, 22 e 23, Tabela 2) haviam
sido tratadas com antibidticos por via intrauterina antes do
diagndstico da endometrite fungica. Durante este tipo de
tratamento, ocorre um refluxo do medicamento para a vagina,
eliminando bactérias como os Lactobacillus spp., essenciais
na protecdo do utero da égua por secretarem substancias
antifingicas, alterando também a competi¢do por nutrientes
e o pH vaginal. Na auséncia destas substancias, criam-se
melhores condi¢des para sobrevivéncia e desenvolvimento do

fungo, o qual é posteriormente carreado para o uUtero (Carter e
Chengappa, 1995; Fraga et al., 2008).

Uma das éguas com endometrite micética (Egua 6, Tabelas 1 e
2) foi uma receptora de embrides e tinha em seu histérico uma
perda embrionaria precoce ap6és inovulagdo de um embrido. Na
tentativa de melhorar as chances de sobrevivéncia e manutengéo
do embrido nela inovulado, foram administrados 1500 mg de
progesterona de longa agéo por via intramuscular, sendo este
procedimento rotina em muitos dos programas de transferéncia
de embrides (TE). Comprovadamente, a progesterona diminui
a capacidade dos leucécitos em identificar, fagocitar e lisar
agentes patogénicos pela agdo do 6xido nitrico (Troedsson,
2008) predispondo o utero a infecgdes fungicas (Schauffler,
1972; Hinrichs et al., 1992; Dascanio, 2007). Além disso, como
a cultura uterina ndo foi realizada ap6s a perda embrionaria,
ndo se pode descartar o envolvimento fungico neste processo
(Blanchard e Filkins, 1992; Petrites-Murphy et al., 1996).

O animal 10 (Tabelas 1 e 2) havia sido adquirido em um leildo
e por isso s6 havia o histérico a partir de sua compra, embora

R. bras. Ci. Vet., v. 21, n. 3, p. 204-212, jul./set. 2014



208

fosse possivel saber, pelo seu registro genealdgico, que era
pluripara. Apos sua chegada a propriedade, observaram-se
ciclos irregulares pés-cobertura e no exame ginecolégico ma
conformacéo vulvar e um deslocamento cranial do reto e parte da
vulva, devido ao abdémen penduloso do animal. Esta alteragcao
anatdmica leva a uma maior predisposigao a autocontaminagéo
fecal (Card, 2005; Alvarenga, 2008; Bucca et al., 2008) como
predisponente a endometrite fungica. Neste sentido, todas as
éguas apresentavam comprometimento em diferentes graus da
conformacgéo vulvar.

Outro fato a ser mencionado é que todos os animais (100%)
com endometrite fungica pertenciam a propriedades muito
tecnificadas, com acompanhamento permanente de médicos-
veterinarios. Estes regularmente diagnosticavam e tratavam
endometrites com antibidticos intrauterinos e numa das
propriedades a TE foi amplamente utilizada, ou seja, havia
frequente manipulacéo genital, o que facilitaria o carreamento
mecanico do fungo para o utero (LeBlanc et al., 2007; Alvarenga,
2008).

Os fungos isolados do utero das éguas com endometrites e a
descricao dos achados citoldgicos e histopatoldgicos encontram-
se na Tabela 2. Foram isoladas e identificadas quatro espécies
de Candida, o que esta em concordancia com a literatura que
destaca a participagao deste género nas endometrites fungicas
(Zafracas, 1975; Abou-Gabal, 1977, Brook, 1982; Pugh et al.,
1986°; Plagemann et al., 1991; Dascanio et al., 2001; Amaral et
al., 2008; Frontoso et al., 2008; Liu e Troedson, 2008), sendo
que, do Utero do animal 1 (Tabela 2) foram isoladas trés espécies
de Candida.

Os outros dois fungos restantes foram do género Trichosporon.
Embora o envolvimento deste género de fungo nas endometrites
em éguas ja estar relatado na literatura (Freeman et al., 1986;
Hinrichs et al.,, 1992; Dascanio et al., 2001), as espécies
isoladas no presente estudo, T. capitatum e T. penicillatum,
ainda n&o haviam sido descritas como agentes etioldgicos de
endometrites. Existem relatos do envolvimento destas espécies
em complicagdes broncopulmonares (Looder e Van Rij, 1970)
além de doengas granulomatosas em humanos (Fagundes
Junior et al., 2008) e em aves (Grunder et al., 2005).

Em relagéo as infecgbes mistas, os exames bacterioldgico e
micoldgico foram positivos em duas éguas (Tabela 2). Quanto
a associagao fungica e bacteriana, as registradas foram da C.
guilliermondii, C. pseudotropicalis e C. tropicalis com a bactéria
Bacillus sp., bactéria componente da microbiota da vagina de
éguas (Fraga et al., 2008). Ja a outra, formada por C. albicans
com a bactéria E. coli ja havia sido observada e provavelmente
tem relagdo com a contaminagéo da vagina por fezes, pois
os dois patdgenos fazem parte da microbiota intestinal dos
equinos. Normalmente a infecg¢ao inicial € causada pelo fungo,
apos a utilizagdo de antibidticos por via intrauterina, o que
leva a uma alteragdo ainda maior do microambiente vaginal,
favorecendo a colonizagéo por bactérias oportunistas (Frontoso
et al., 2008).

No que diz respeito a reacéo tecidual causada pelo fungo,
pbde-se constatar a presenga de pelo menos dois neutrofilos/
dez campos da amostra da citologia endometrial, nas cinco
éguas (100%) em que os fungos foram isolados. Os processos
inflamatdérios foram classificados segundo Riddle et al. (2007)
em moderados (Tabela 2). Nenhuma inflamagéo severa, como
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relatada em outros estudos (Freeman et al., 1986; Ball et al., 1988;
Roszel e Freeman, 1988; Amaral et al., 2008) foi constatada.
Justifica-se este fato a auséncia de uma inflamagao tipicamente
aguda nos casos clinicos desta pesquisa e sim a uma inflamagao
cronica. Colabora para tal afirmagao a presenga de leucécitos
mononucleares, principalmente linfécitos/plasmacitos tipicas
deste tipo de inflamagao, em todas as amostras endometriais
das éguas com endometrite micética. A presencga de linfocitos/
plasmocitos talvez seja um forte indicativo de endometrite com
envolvimento fungico, assim como observado por Mcgorum et
al. (1993) em patologias pulmonares com a mesma etiologia
em equinos.

Ao contrario de Causey (2007), que afirma que éguas com
endometrite produzem mais muco, observou-se através da
vaginoscopia e na citologia vaginal, a presenga marcante deste
apenas na égua que apresentava lesdo na cérvix (Egua 23,
Tabela 2). A cérvix é o 6rgdo mais importante para a limpeza
fisica do utero e seu mau funcionamento leva a menores
contragdes miometriais, prejudicando esta limpeza (Le Blanc,
2003; Causey, 2007; Bucca, 2008).

Constatou-se a presenca de fungos no exame citolégico de
quatro das cinco éguas que apresentaram cultura positiva para
fungos, confirmando ser este um método eficaz para deteccéo
destes patégenos e de diagnosticar-se a endometrite fingica,
assim como propds Alvarenga (2008).

O outro método utilizado para complementagéo diagnostica
da endometrite fungica foi a bidépsia endometrial que revelou
as alteragbes inflamatdrias teciduais causadas pelo fungo. As
observadas nas éguas com exame micoldgico positivo nesta
pesquisa (Tabela 2), estdo de acordo com as relatadas por
Zafracas (1975), Pugh et al. (19862°) e Freeman et al. (1986).
Contudo, no presente trabalho ndo se observaram eosindfilos,
nem inflamagdes tipicamente agudas, representadas por
infiltrado macigo de neutréfilos e formagao de microabscessos.
Tal fato é justificado por serem endometrites de carater cronico.
Porém, na bidpsia, foi possivel constatar inflamagdes crbnicas
com uma reacao aguda se sobrepondo, principalmente, em
duas éguas (Eguas 22 e 23; Tabelas 1 e 2), provavelmente
devido a contaminagdo recorrente do utero, causada pela
manipulagao excessiva do trato reprodutivo destes animais.
Eigenheer-Moreira et al. (2007) observaram este mesmo tipo de
inflamac&o em éguas repetidoras de cio utilizadas em programa
de transferéncia de embrides.

Observou-se também que todas as éguas com endometrite
fungica apresentavam alteragdes endometriais degenerativas,
sendo mais comuns as fibroses periglandulares (100% das
éguas), mas também se diagnosticou fibroses perivasculares
em duas das éguas (40%; Tabelas 1 e 2). Estudos anteriores
(Cadario et al., 2002; Keller et al., 2006; Schaffler, 2007; Hoffman
et al., 2009) propéem que endometrites persistentes e cronicas
causam este tipo de reacdo devido a irritagdo constante do
agente infeccioso no tecido uterino levando: (1) ao aumento
da producgédo de citocinas fibrogénicas e hipdxia; (2) ao mau
funcionamento das glandulas endometriais devido a diminuigao
dos sinais paracrinos entre suas células; (3) a diminuicdo da
producao de muco e consequentemente a limpeza uterina e (4)
a dificuldade de diapedese e fagocitose leucocitaria.

A lifangectasia também foi um achado comum nestas fémeas,
mesmo em diestro, tanto na palpagao transretal, quanto na
biopsia endometrial, concordando com os achados de Riddle et
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Tabela 2: Historico, anamnese, exame ginecoldgico, espécies isoladas e descri¢cdo da citologia e histopatologia endometrial das
cinco éguas com endometrite fungica

Egua ne Histérico e anamnese Exame Ginecoldgico Cultura Descri¢éo da citologia vaginal Descrigao da histopatologia
Pluripara, vazia ha duas es- Conformagéo razoavel Candida guilliermondii, Células endometriais normais;  Epitélio luminal colunar baixo;
tagdes de monta, dificuldade de vulva (indice Caslik IC C. tropicalis, dois neutrdéfilos/campo em linfangectasia moderada difusa,
em emprenhar, diagnésticos =117,5), utero com dimi- o 10 campos (inflamag&o mo- fibrose periglandular moderada;

1 anteriores de endometrtites nuigéo do ténus, cornos C. pseudotropicalis derada) grande quantidade glandulas dilatadas; infiltrado
persistentes, tratada pelo assimétricos, parede do de leucdcitos mononucleares inflamatorio moderado e difuso,
menos duas vezes com antibi-  corno direito espessada. Bacillus sp (linfécitos); um histiéfago com  formado principalmente por mono-
éticos (penicilina, gentamicina) leveduras fagocitadas em seu  nucleares; presenga de hemosi-
por via intrauterina (1U). interior; células leveduriformes  derdfagos.

e pseudo-hifas.
Pluripara, relatos anteriores IC =110,0. Labios vulva- Trichosporon capitatum  Células endometriais normais;  Epitélio colunar baixo; linfangecta-
de diminuigdo do ténus uterino  res com fechamento irre- dois neutrofilos/ campo em sia discreta difusa; vasos conges-
no inicio da gestagédo e perda  gular por 2 cm, pequena 10 campos (inflamagéo mo- tos; fibrose periglandular discreta;

6 embrionaria. Receptora de ferida na cérvix que por derada); presenca de poucos fibrose perivascular moderada;
programa de transferéncia de sua vez é longa (5,5 cm mononucleares; hifa septada.  formagéo de ninhos glandulares
embrides, tratada com proges- de comprimento e com fibrosados (1 por campo de 5,5
terona por via intramuscular didmetro aumentado mm.), infiltrado inflamatério mode-
na Ultima estagdo de monta. uns 2,0 cm), utero com rado e difuso, formado principal-
Intensa manipulagao do trato diminuig&o do tdnus. mente por mononucleares.
reprodutivo.

Pluripara, adquirida vazia em Retragéo do reto e vulva Trichosporon penicillatum  Células endometriais normais;  Epitélio colunar baixo; linfangec-
leildo ha 2 anos. Desde entdo  no sentido cranial. Altera- dois neutrofilos/campo em 10 tasia difusa a moderada; infiltrado
permanece vazia, tendo sido ¢do da conformagao da campos (inflamagédo modera-  inflamatério discreto e difuso

10 coberta por diversas vezes vulva, (IC= 115,0) Ténus da); poucos mononucleares formado principalmente por mo-
na estagéo de monta do ano uterino diminuido, utero (linfécitos). nonucleares, fibrose moderada de
anterior. Ciclos irregulares. penduloso e voltado para ramos individuais das glandulas

a cavidade abdominal, endometriais, glandulas com
cistos endometriais dilatagdes cisticas.
palpaveis.
Pluripara, vazia ha um ano, Vagina com paredes Candida albicans Células endometriais morfo- Epitélio colunar baixo com areas
varias coberturas sem suces- hiperémicas e presenga logicamente anormais; trés formadas por epitélio pseudo-
so. Tratada com antibiético por  de ar. Cérvix hiperémica. neutréfilos/campo em 10 cam-  -estratificado; linfangectasia difusa
22 via IU (gentamicina). Devidoa  Utero assimétrico, com pos (inflamag&o moderada); e moderada; pequenos focos
ma conformagao vulvar (IC= paredes espessadas, presenga de mononucleares hemorragicos; vasos congestos;
155,7), tinha sido submetida principalmente no corno Escherichia coli (linfécitos e plasmdcitos); pre-  fibrose periglandular moderada
a uma vulvoplastia ha dois esquerdo. senga de eosindfilos; células e perivascular discreta; infiltrado
meses. leveduriformes pseudo-hifas e  inflamatério discreto difuso misto
hifas septadas. no estrato compacto; infiltrado
inflamatério multifocal moderado
constituido por neutrdfilos e plas-
mdcitos no estrato esponjoso.
Pluripara, vazia pelo menos Conformagéo de vulva Candida albicans Células endometriais atipicas;  Epitélio colunar alto com areas
ha trés anos, dificuldade em ruim (IC=115,2), cérvix presenga de muco em grande  de epitélio pseudo-estratificado;
emprenhar. Partos com dura- irregular, com desvio, quantidade, quatro neutréfilos/  edema discreto difuso; glandulas
23 aderéncias, estenosada com dilatagdes cisticas; fibrose

Gao longa e potros grandes.
Foi observado corrimento va-
ginal purulento trés semanas
antes da realizagdo do exame
ginecoldgico e coleta do mate-
rial uterino. Havia sido tratada
com antibiéticos (gentamicina)
por via U, por varias vezes
nos anos anteriores e com
amicacina ha duas semanas.
Ciclos irregulares.

e fibrosada. Presenca
de grumos e “debris”

na cérvix e no fundo de
saco vaginal. Utero com
pequenas areas de con-
sisténcia firme (fibrose),
paredes espessadas,
corno esquerdo assimé-
trico. Pequena colegdo
palpavel de liquido no
corno esquerdo.

campo, em 10 campos na
maioria degenerados (inflama-
¢ao moderada); presenga de
mononucleares (plasmocitos e
linfécitos); células levedurifor-
mes e pseudo-hifass.

periglandular severa e perivascular
moderada; ninhos glandulares
fibrosados, trés por campos de 5,5
mm por mais de quatro campos
lineares; infiltrado inflamatério
difuso moderado, constituido por
neutréfilos e mononucleares com
presenga marcante de plasmo-
citos.

al. (2007) e Le Blanc (2008). A presenca de edema endometrial
compromete a drenagem de subprodutos do processo
inflamatorio (Malschitzky et al. 2007) e este leva a diminui¢éo
das contragbes miometriais necessarias para limpeza uterina
(Le Blanc et al. 2008). No entanto, ao contrario do que ocorreu
na citologia, néo foi possivel identificar estruturas fungicas nas
amostras mesmo utilizando-se a coloragdo de GMS que facilitaria
esta identificagdo. Amaral et al. (2007) quando utilizaram PAS e

GMS para a identificagdo de fungos em amostras endometriais,
relataram que o primeiro é mais eficiente, principalmente na
identificacdo de leveduras, fungos mais comuns nesta pesquisa.
A explicacdo para isso é a maior afinidade do PAS a quitina
e N-acetil glicosamina, polissacaridios mais importantes na
constituicdo da parede das leveduras. O GMS ¢é especifico
somente para poucos constituintes quimicos da parede destas
leveduras (Culling et al. 1985) sendo mais dificil identifica-las
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por esta técnica que pelo PAS. Além disso, Ball et al. (1988)
e Nielsen (2005) afirmam que nas endometrites, a reagao
inflamatdria é observada em todo utero, embora o agente
infeccioso nao esteja presente em toda a sua extensao.

Comparando o exame citolégico com a bidpsia, constatou-se
que a citologia é capaz de demonstrar elementos fungicos
mais facilmente que as biépsias, embora os sinais inflamatérios
sejam observados em ambos. Entretanto, a bidpsia analisa a
capacidade funcional do endométrio e lesbes degenerativas
conferindo melhores parametros para uma avaliagdo mais
detalhada da vida reprodutiva deste animal.

Levando-se em consideragdo o quadro inflamatério, a
funcionalidade e as les6es endometriais, concorda-se com
Amaral et al. (2007) que os quadros clinicos considerados mais
graves foram os das éguas com endometrites causadas por
Candida albicans. Este fungo, da mesma forma que bactérias
como E. coli, ttm a capacidade de formar biofilmes, compostos
de material polimérico extracelular que combinado com uma
densa rede de leveduras, hifas e pseudohifas, aumentam a
adesao as superficies epiteliais dificultando a limpeza uterina.
Os biofilmes também interferem nos mecanismos imunolégicos
de defesa uterina contribuindo com a capacidade de resistir a
eliminacdo uterina (Alvarenga, 2008). Provavelmente este fato
tenha contribuido para que os causadores da endometrite da
Egua 22 (Tabela 2) tenham se infiltrado mais profundamente
no endométrio, causando uma reagao inflamatéria no estrato
esponjoso e lesionando algumas glandulas endometriais. O
quadro clinico da Egua 23 também é bastante preocupante, uma
vez que possui a cérvix fibrosada, fato também observado por
Pugh et al. (19862) e Blue (1987), em éguas com endometrite
fungica e apontado por Casey (2007) e Bucca et al. (2008) como
incompativel com uma fungéo reprodutiva normal.

Contudo, pode-se considerar como desfavoravel o progndstico
reprodutivo de todas as éguas com endometrites fungicas desta
pesquisa pois podem ser classificadas como susceptiveis a
endometrites persistentes, ndo conseguindo debelar a infecgao
endometrial devido as falhas em suas defesas uterinas. Logo
estas se tornam crénicas como descrito por Fumuso et al.
(2007). Deve-se lembrar que endometrites crénicas estéao
associadas a foliculos anovulatérios (LeBlanc, 2008) e maior
dificuldade de gestar. Além disso, as endometrites fungicas
séo extremamente recidivantes (Alvarenga, 2008) e nenhuma
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Conclusoes

A endometrite fungica é uma importante enfermidade
reprodutiva em éguas, mas devido ao diagnéstico complexo,
ndo é identificada e, consequentemente, tratada a contento,
ocasionando a cronificagéo da doenca. A metodologia utilizada
foi eficiente na identificagcdo das endometrites fungicas,
ressaltando-se a importancia para o cultivo adequado do fungo
e aidentificagdo das estruturas fungicas nas laminas de citologia
endometrial. Os fungos isolados mais frequentemente foram do
género Candida, porém também isolaram-se fungos do género
Trichosporon. Embora a biépsia endometrial ndo tenha revelado
estruturas fungicas, foi bastante importante para demonstrar
as principais lesdes uterinas, todas com carater crénico, que
resultaram em um progndstico reprodutivo desfavoravel para
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