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RESUMO

TRAMONTANA, Maria Clara V. B, M. Sc., Universidade de Vila Velha — ES, maio de
2023. Utilizacdo do Plasma rico em plaquetas (PRP) no tratamento de
Endometrite pds cobertura em Eguas susceptiveis da raca Mangalarga
Marchador. Orientador: Mauricio Gomes Favoreto.

A endometrite persistente pds-cobertura € considerada a terceira doenga que mais
acomete 0s equinos e a primeira causadora de subfertilidade em éguas, acarretando
em resultados negativos na reproducdo equina com baixa taxa de recuperacao
embrionéria. Este estudo tem como objetivo discutir a utilizacdo do plasma rico em
plaquetas (PRP) e sua resposta sobre a inflamagcdo em éguas susceptiveis a
endometrite. Trabalhos publicados demonstraram a importancia de tratamentos
inovadores e na imunomodulacéo da inflamacado uterina em éguas acometidas pela
enfermidade. A endometrite tem como causas infecciosas por microrganismos como
fungos e bactérias, e ndo infecciosas geradas pelo sémen no processo da
inseminacao artificial/monta natural. A utilizacdo de antimicrobianos, anti-
inflamatorios, agentes ecbdlicos e lavagens uterinas no tratamento da endometrite
discutida, visto que algumas éguas ja nao respondem ao tratamento convencional. O
uso do PRP em infus@es intrauterinas vem ganhando espa¢o como novo tratamento
com o intuito de auxiliar a resposta inflamatoria uterina exacerbada devido a suas
propriedades antimicrobianas, regenerativas, anti-inflamatoérias, quimiotaxicas,
remodeladoras, angiogénicas e auxilio da repitelizacéo, gerando resultados positivos
sob o acumulo de liquido intra-uterino, na citologia uterina e por fim na taxa de
recuperacdo embriondria positiva. Através da sua obtencdo autdloga, ha um risco
minimo de contaminacdo ou reac¢do alérgica ao animal tratado, além de ser um
método barato, rapido e eficaz. Baseado em estudos existentes, éguas com
endometrite persistente pos cobertura tiveram reducdo do acumulo de liquido intra-
uterino em até 96h pos tratamento, citologia uterina com reducdo das ceélulas
polimorfonucleares de 24 a 72h pos tratamento e taxas de recuperacdo embrionéria
elevadas quando comparadas a um grupo controle. Nesse estudo, foram selecionadas
15 éguas classificadas como susceptiveis a endometrite por historicos anteriores de

resultados negativos na reproducao e avaliacOes ultrassonograficas e citoldgicas. O
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foco do tratamento foi utilizar o plasma rico em plaquetas vinte e quatro horas antes
da inseminacéao artificial e avaliar os resultados de evolucdo do tratamento vinte e
quatro horas ap0s a inseminacao, com classificagcao posterior do resultado positivo ou
negativo diante da prenhez ou recuperacdo embrionaria, com 15 dias e 8 dias,
respectivamente. Para obtencéo do PRP foi utilizado o método manual de decantacéo
nos tubos de citrato de sédio a 3,2%, resultando em 10-20mL de PRP para infusédo
intrauterina. Conclui-se que o PRP auxiliou no controle inflamatério, modificando o
cenario uterino e alteragcdo positiva da citologia, liquido intrauterino e resultado positivo

de prenhez e/ou recuperacdo embrionaria.

Palavras chaves: endometrite; PRP; inflamacéo; subfertilidade; éguas.



ABSTRACT

TRAMONTANA, Maria Clara V. B, M. Sc., Universidade de Vila Velha — ES, maio de
2023.Use of platelet-rich plasma (PRP) in the treatment of post-breeding
endometritis in susceptible mares of the Mangalarga Marchador breed. Advisor:

Mauricio Gomes Favoreto.

Persistent post-breeding endometritis is considered the third disease that most affects
horses and the first cause of subfertility in mares, resulting in negative results in equine
reproduction with a low rate of embryonic recovery. This study aims to discuss the use
of platelet-rich plasma (PRP) and its response to inflammation in mares susceptible to
endometritis. Published work has demonstrated the importance of innovative
treatments and immunomodulation of uterine inflammation in mares affected by the
disease. Endometritis has infectious causes caused by microorganisms such as fungi
and bacteria, and non-infectious causes generated by semen in the process of artificial
insemination/natural breeding. The use of antimicrobials, anti-inflammatories, ecbolic
agents and uterine lavages in the treatment of endometritis is discussed, as some
mares no longer respond to conventional treatment. The use of PRP in intrauterine
infusions has been gaining ground as a new treatment with the aim of helping the
exacerbated uterine inflammatory response due to its antimicrobial, regenerative, anti-
inflammatory, chemotactic, remodeling, angiogenic properties and help with
repithelialization, generating positive results under the accumulation of intrauterine
fluid, in uterine cytology and finally in the positive embryo recovery rate. By obtaining
it autologously, there is a minimum risk of contamination or allergic reaction to the
treated animal, in addition to being a cheap, fast and effective method. Based on
existing studies, mares with persistent endometritis after breeding had a reduction in
the accumulation of intrauterine fluid within 96 hours post-treatment, uterine cytology
with a reduction in polymorphonuclear cells from 24 to 72 hours post-treatment and
high embryonic recovery rates when compared to a group control. In this study, 15
mares classified as susceptible to endometritis were selected due to previous histories
of negative reproductive results and ultrasound and cytological evaluations. The focus
of the treatment was to use platelet-rich plasma twenty-four hours before artificial

insemination and evaluate the results of the treatment twenty-four hours after
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insemination, with subsequent classification of the positive or negative result in terms
of pregnancy or embryonic recovery, with 15 days and 8 days, respectively. To obtain
PRP, the manual decantation method was used in 3.2% sodium citrate tubes, resulting
in 10-20mL of PRP for intrauterine infusion. It is concluded that PRP helped in
inflammatory control, modifying the uterine scenario and positive changes in cytology,

intrauterine fluid and positive pregnancy and/or embryo recovery results.

Keywords: endometritis; PRP; inflammation; subfertility; mares.

11



1 INTRODUCAO

Atualmente, os programas de reproducéo assistida no Brasil possuem em seu plantel
animais de alto valor zootécnico, contando com 30% de éguas doadoras de embrido
com idade acima de 18 anos, que em consequéncia apresentam o seu declinio na
capacidade reprodutiva e baixos indices de fertilidade (CANERVALE, 2008;
ALVARENGA; CARMO, 2009). O Brasil destaca-se entre 0s trés principais paises com
maior nimero de animais de raca, dentre elas Mangalarga Marchador, Quarto de
Milha, Campolina e Appaloosa. A demanda por animais que apresentam
melhoramento genético representa um avanco na equideocultura brasileira utilizando
das biotécnicas de reproducao animal, permitindo a amplificagdo em territério nacional
e até mesmo internacional das grandes genéticas. Para tal, temos transmissdes
hereditarias excelentes estabelecidas em plantéis de éguas multiparas, que ja
passaram por manipula¢cdes uterinas e que apresentam idade avancada. Com isso,
as propensdes de desordens do sistema reprodutivo aumentam e geram prejuizos aos

proprietarios.

Dessa forma, a endometrite persistente pos cobertura, classificada como uma
inflamacdo ou infeccdo do endométrio € uma enfermidade que gera resultados
negativos na reproducao equina, sendo uma das principais causas de baixa eficiéncia
reprodutiva, a terceira doenca que mais acomete 0s equinos e a primeira causa de
subfertilidade em éguas (TROEDSSON, 1999; SEGABINAZZI et al., 2021). Cerca de
25-60% desses animais que nao apresentam resultados positivos de prenhez ou
embrido possuem quadros de infeccao ou inflamacéo uterina (CANISSO et al., 2020).

As éguas podem ser categorizadas como resistentes ou susceptiveis a endometrite,
de acordo com a sua resposta e capacidade de debelar o processo inflamatério em
48-72 horas poés cobertura. A endometrite persistente pode ser causada por fungos,
bactérias e também pelo sémen utilizado nas biotécnicas. No momento pds cobertura,
as éguas passam por um processo fisioldgico de resposta inflamatéria uterina, que é
considerado transitorio, ocorrendo com o intuito de limpeza do Utero pelo excesso de
sémen e dos microrganismos que podem ter entrado em contato (TROEDSSON et al.,
1998). No entanto, em casos de persisténcia em éguas consideradas susceptiveis,

essa resposta inflamatéria se torna prolongada, levando a um ambiente uterino
12



improprio para a chegada de um embrido, afetando assim a recuperacdo embrionaria
(CARNEVALE et al., 2000; SEGABINAZZI et al., 2021).

O plasma rico em plaquetas é obtido de forma autéloga através do sangue total, com
uma separacao entre globulos vermelhos e células brancas (leucécitos) para a
concentracdo das plaguetas em um determinado volume de plasma (SOARES et al.,
2020; SEGABINAZZI et al., 2021). A partir disso € obtido propriedades
imunomoduladoras associadas a liberagdo e armazenamento de fatores de
crescimento que sdo capazes de aumentar a cicatrizacdo, como também efeitos
mitogénicos, neovasculares e anti-inflamatorios (ALVAREZ et al., 2011; CARMONA
et al.,, 2009). Também € valido citar que os granulos das plaquetas apresentam
citocinas que possuem peptideos antimicrobianos, atuando de forma benéfica contra
as infeccdes bacterianas provenientes de endometrites persistentes e endometrites
degenerativas cronicas, que acarretam de forma negativa na fertilidade
(SEGABINAZZI et al., 2017; REGHINI et al., 2016; METCALF et al., 2012). O PRP é
capaz de regular de forma negativa as citocinas pré inflamatérias e inibir a cascata
desencadeada pelo fator nuclear Kappa, modulando as resposta inflamatoria
estabelecida (BENDINELLI et al., 2010; VAN BUUL et al., 2011).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atuacdo do plasma rico em
plaguetas sob o processo inflamatério uterino em éguas susceptiveis a endometrite
da raca Mangalarga Marchador, confirmada por citologia uterina e conteddo luminal

uterino presente avaliado via ultrassonografia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inflamagéo uterina

A inflamacao ou infeccdo do endométrio, denominada endometrite, é considerada a
terceira doenca que mais acomete 0s equinos e primeira causadora de subfertilidade.
Segundo TROEDSSON (1999), a endometrite ocorre para a eliminagdo do excesso
de plasma seminal, sujidades e s€émen no processo da inseminacao artificial ou monta
natural. Quando a inflamacgéo persiste ha uma lutedlise prematura devido a producéo
de prostaglandina pelo endométrio lesionado, lisando o corpo Iliteo e em
consequéncia causando uma perda embrionaria. Além disso, h4 uma alteracao
ambiental uterina, tornando um local hostil para a sobrevida de um embrido
(ENGLAND, 2005).

Apo6s o contato do sémen com o ambiente uterino, as contracdes miometrais e o
processo inflamatorio fisiolégico sdo necessarios, visto que 0s espermatozoides
precisam se deslocar para a fertilizacdo e para que tenham uma sobrevida no trato
reprodutivo das éguas (TROEDSSON et al., 1998). Em torno de quatro horas esse
processo se estabiliza e o nimero suficiente de espermatozoides atinge a tuba uterina
para realizar a fertilizagdo de encontro com o0 oocito (BRINSKO et al., 1991). As
contracdes miometrais em éguas sadias acontecem da ponta do corno uterino em
direcdo a cérvix, auxiliando na eliminacédo de conteudo desnecessario, ja em éguas
susceptiveis a endometrite, de acordo com um estudo in vitro, as contracdes nao sédo
ritmicas e o Gtero tende a se contrair de forma contraria a eliminacao do contetido, em
direcdo ao corno uterino, podendo ser a causa primaria de uma endometrite
(TROEDSSON, 1999; REITZENSTEIN et al., 2002).
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2.2 Causas infecciosas e ndo infecciosas

As causas nao infecciosas, como ja citado brevemente no texto acima, estao ligadas
com o0 contato que o sistema reprodutivo da fémea possui com o plasma seminal,
sujidades e sémen na inseminacao artificial ou monta natural (TROEDSSON, 1999).
Em conjunto com esses fatores, podemos encontrar éguas com conformacao perineal
inadequada, Utero pendular, idade avangada e falha no clearance uterino que atua
favorecendo o desenvolvimento da endometrite (DELL’AGUA JR., 2004;
WOODWARD et al., 2012; CARD, 2005). As causas infecciosas que podem gerar
guadros de endometrite sdo ocasionadas por agentes como bactérias e fungos, a
exemplos de Streptococcus equi, Escherichia Coli, Staphylococcus aureus, Candida
spp e Aspergillus spp, respectivamente. Ainda assim também é possivel a endometrite
gerada por multiplos fatores, infecciosos e ndo infecciosos em conjunto
(TROEDSSON, 1998; LEBLANC, 2009; WALTER et al., 2012; BELTAIRE et al., 2012;
FRONTOSO et al., 2008).

2.3 Susceptibilidade a endometrite em éguas

As éguas podem ser classificadas como susceptiveis ou resistentes a endometrite, de
acordo com o mecanismo e capacidade das mesmas na eliminagéo da inflamag&o em
48-72 horas apo6s o contato com o sémen. De forma fisioldgica, as éguas apresentam
uma resposta inflamatéria uterina transitéria apdés o contato com o sémen via
inseminacao artificial ou monta natural em até 30 minutos, com um pico entre 6 as
12h, e descrescente entre 24- 48 horas, havendo migracao dos neutréfilos como as
primeiras ceélulas inflamatérias a se direcionarem para o ladmen uterino e
estabelecimento de uma resposta inflamatoria, ajudando a eliminar o excesso de
sémen, detritos do lumen uterino, o plasma seminal e microrganismos que podem
contaminar o ambiente e gerar uma possivel infec¢do. Os neutrofilos, em contato com
o endomeétrio, secretardo mediadores quimiotaticos e citocinas no local, induzindo
uma maior inflamacgéo (TROEDSSON, 1998; ALGHAMDI, et al., 2005; TROEDSSON,
1997).
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As éguas consideradas susceptiveis apresentam uma resposta inflamatéria uterina
prolongada e um inicio da modulacéo inflamatoria tardia, predispondo o acumulo do
fluido intrauterino e de neutrofilos polimorfonucleares (CARNEVALE, et al., 2000;
BUCCA et al., 2008; WOODWARD et al., 2013). Além disso, as éguas susceptiveis
apresentam idade mais avancada, conformacao vulvar inadequada, utero pendular
(TRAUB-DARGATZ, 1991; TROEDSSON, 1999; LEBLANC et al, 1994;
TROEDSSON et al., 1994; SCOGGIN, 2015; WOODWARD et al., 2012, CUERVO-
ARANGO, 2019) e frequéncia, duragdo e intensidade baixas de contracdes
miometrais que auxiliam na limpeza fisica uterina (TROEDSSON, 1993),
demonstrando uma falha na defesa uterina fisiol6gica, possivelmente ocasionada nas
mudancas de liberacéo de ocitocina e prostaglandinas (RIGBY et al., 2001). Em casos
de persisténcia em éguas consideradas susceptiveis, essa resposta inflamatoria se
torna prolongada, levando a um ambiente uterino impréprio para a chegada de um
embrido, afetando assim a recuperacdo embrionaria (CARNEVALE et al., 2000;
SEGABINAZZI et al., 2021). Eguas protocoladas para transferéncia embrionaria
tornam-se também susceptiveis a endometrite visto que sdo manipuladas e lavadas

varias vezes em uma Unica estacdo de monta (SQUIRES, 2013).

O ambiente uterino inflamado diante de uma endometrite também prejudica a
motilidade espermatica, diminuindo as chances de um resultado positivo. Os
espermatozoides se ligam as células polimorfonucleares, impedindo um maior nimero
de células espermaticas sendo transportadas até o oviduto, reduzindo a fertilizacéo
(ALGHAMDI et al., 2001).

Eguas multiparas podem apresentar alteracdes degenerativas, inserindo-as no grupo
das susceptiveis a endometrite. Apds consecutivos partos, h4 um estiramento dos
ligamentos largos, deslocando de forma cranio ventral o Utero até abddmen,

dificultando a eliminagdo e a drenagem de conteldo até a cérvix (LEBLANC, 2003).
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2.3 Mecanismos de defesa uterina

Os macrofagos, segunda linha de defesa, realizam atividade fagocitica e auxiliam o
reparo do tecido danificado, como nos casos de uma inflamagé&o uterina e ambiente
alterado, intensificando assim a resposta imune gerada (TIZARD, 1998). Os leucdcitos
também fazem parte da linha de defesa uterina, produzindo citocinas, que atuam
como sinalizadoras entre as células, e mediadores qumiotéticos. Os leucdcitos
também liberam prostaglandinas, gerando contracdo do miométrio e ajudando na
limpeza uterina em éguas consideradas saudaveis (KATILA, 1995; WOODWARD et
al., 2013; TIZARD, 2009; TROEDSSON et al., 1995). Nesse momento, a liberacdo de
citocinas como as interleucinas e fator de necrose tumoral alfa modulam a resposta
inflamatéria aguda (FUMUSO et al., 2007).

O acumulo de liquido intraluminal, producdo de citocinas pro inflamatérias e a
neutrofilia persistente encontrada na endometrite sdo embriotoxicas, diminuindo as
chances de resultados positivos na prenhez e protocolos de transferéncia embrionaria
devido a formacdo de um ambiente hostil para sua sobrevivéncia (ROBERTSON et
al., 2018; TROEDSSON, 1997). Em conjunto com o aumento do ténus cervical e
producéo da progesterona, o embrido equino € transportado pela tuba uterina até o
limen uterino entre 6 e 7 dias apds a ovulacdo, sendo necessario que uma inflamacéo
estabelecida seja debelada dentro desse prazo para que haja um ambiente adequado
para sobrevida desse embrionaria (FREEMAN et al., 1991).

O processo inflamatério € iniciado quando a presenca de um agente infeccioso ou nao
infeccioso, como a exemplo do sémen, entra em contato com o Utero, que ativa 0s
receptores Toll-like (TLRs) nas células endometriais. Com isso, ha expressao do fator
nuclear Kappa B (NF-yB) no tecido inflamado, que ativa a COX-2, quimiocinas e outras
citocinas pro inflamatérias, regulando para as células do sistema imune os sinais
inflamatoérios (GIRLING 2007; TIZARD, 2008). Ha também a sintese de
prostaglandinas (PGF-2 a) sintetizadas por NF- yB nos tecidos inflamados, e
consequentemente levam a uma lutedlise e perda embrionaria (ULIVI et al., 2008;
BOERBOOM et al., 2004). Quanto maior o processo inflamatorio endometrial, maior
liberacdo de prostaglandina e lutedlise, ocasionando insucesso na recuperacao

embrionaria. Também é valido citar que maiores concentragdes de PGF-2 a afetam a
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estrutura do corpo liuteo e em consequéncia diminui os niveis de progesterona,
essencial para a manutencdo da gestacdo (TROEDSSON et al., 2001; NIE et al.,
2003)

2.4 Tratamento da endometrite

O tratamento para endometrite € baseado em terapia multimodal, com antibioticos,
anti-inflamatorios, lavagens uterinas e agentes ecbolicos de acordo com a causa e 0
grau de acometimento, porém, algumas éguas ja ndo respondem ao tratamento
convencional e tradicional do mercado (CANISSO et al., 2016; SCOGGIN, 2016). Os
tratamentos propostos visam mudar o cenario inflamatério, corrigir a contaminagao
bacteriana, aumentar uma resposta imune e alterar os defeitos anatbmicos que
predispdem a entrada de sujidades (REGHINI et al., 2016).

Diante disso, podemos observar que nas causas infecciosas, as bactérias e fungos
sao capazes de produzir o biofilme, um agregado das secrec¢des e de microrganismos,
funcionando como uma barreira que dificulta a acdo dos antimicrobianos, tornando
resistente a terapia (FERRIS, 2017; FERRIS, 2014; SHAH et al., 2006; MUSTOE,
2004; MAH, 2001). A endometrite tradicionalmente também é tratada com ecbdlicos,
para a estimulacdo das contracdes uterinas e auxilio na eliminacdo do liquido
intrauterino acumulado (CADARIO, 1995), e com antimicrobianos, apos a identificacao
do tipo bacteriano e a sensibilidade, visto que a resisténcia aos antimicrobianos hoje
€ uma realidade dentro da reproducdo animal. Pode ser utilizada com infusdes
intrauterinas em doses Unicas ou sistémicas, a exemplo do ceftiofur, penicilina,
gentamicina e amicacina (DASCANIO, 2011).

A lavagem uterina pode auxiliar na remo¢do do liquido intrauterino acumulado,
remocéo fisica de detritos e sémen restante no lumen, podendo ser associada com
um agente mucolitico a exemplo da N-acetilcisteina para quebra do biofilme,
complementando as outras abordagens de tratamento (BRINSKO et al.,, 2003;
VANDERWALL, 2003). O uso de anti-inflamatorios ndo esteroides requer cautela, a
exemplo do flunixin meglumine devido a diminuicdo da producéo de prostaglandinas,

que em consequéncia diminuem a atividade de contragdo miometral e dificultando a
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eliminacao do liquido intrauterino acumulado. A utilizacdo de anti-inflamatérios COX-
2 seletivo seria a via mais indicada, a exemplo do firocoxib, atenuando a resposta
inflamatoria uterina (REILAS et al., 2006; FRISO et al., 2019).

2.5. Diagnéstico da endometrite

Para diagnosticar a endometrite em éguas, a abordagem deve ser multifatorial em
associacdo do histérico clinico como de acumulo de liquido intrauterino via
ultrasonografica, falhas em resultados positivos de prenhez/recuperacdo embrionaria
e retorno ao estro precoce, juntamente com 0S exames complementares como a

cultura endometrial, biopsia e citologia.

A citologia pode ser empregada na associacdo do tipo e a proporcdo de células
inflamatorias encontradas em comparacéao das células endometriais (NIELSEN, 2005;
FERRIS, 2015). Essas amostras podem ser obtidas por lavagem uterina de baixo
volume ou por escova citoldgica, realizando-se o esfregaco e coloracdo em panético
para avaliacdo. A porcentagem de células polimorfonucleares € determinada em 100
células epiteliais e classificadas posteriormente em porcentagem de tecido né&o
inflamado (<5%), inflamacéo leve (5- <15%), moderada (>15 - <30%) e intensa (>30%)
como descrito por SEGABINAZZI et al. (2017).

A escova citoldgica € um método barato e rapido para coleta de amostras, porém
apenas um segmento uterino é coletado por uma amostra local, portanto infeccées
focais podem ser perdidas caso a amostra ndo seja especifica. O lavado de baixo
volume atinge toda a superficie uterina, permitindo uma coleta mais fidedigna de
células, porém héa o risco de contaminacdo com microrganismos do trato reprodutivo
caudal (RIDDLE, 2007; CANISSO, 2016). A lavagem uterina por baixo volume vem
com a proposta de melhorar o diagnéstico da endometrite com base nos achados
citolégicos e microbiolégicos que essas amostras fornecem. Esse “flush” é realizado
com Ringer Lactato, inserido intrauterino com auxilio de sonda de lavado de embrido
conectada a um equipo em Y, que realiza a entrada do liquido até o Utero e a sua
saida posteriormente até o tubo coletor da amostra. Com isso, € possivel realizar a

citologia endometrial. Utiliza-se de 50-10mL de Ringer Lactato para a amostragem,
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atingindo toda a superficie uterina e fornecendo uma amostra real da contaminacgao
(LEBLANC, 2007).

A avaliacéo ultrassonografica é utilizada para a deteccdo da presenca e aparéncia do
liquido intrauterino acumulado, mas que deve ser avaliado de forma complementar
visto que nem todas as éguas que sofrem de endometrite acumulam liquido,

particularmente as afetadas por endometrite subclinica (OVERBECK, 2011).

A biopsia é uma técnica segura e rapida, utilizada principalmente nas avaliacdes
histoldgicas e casos de fibrose endometrial, considerada especifica para tal resultado.
Essa técnica também pode ser empregada nos casos de infec¢des profundas
endometriais. Porém € valido ressaltar que a biopsia € uma técnica considerada
invasiva e requer profissional habilitado (RIDDLE, 2007; CANISSO, 2016).

2.6. Utilizagdo do plasma rico em plaquetas

O PRP tem sido utilizado em cirurgias ortopédicas e na evolucéo de lesdes em tecidos
moles, sendo também idealizado no cenério da reproducdo equina para o tratamento
da endometrite (LOPEZ et al., 2010; REGHINI et al., 2016). O PRP é composto pelo
plasma sanguineo total com um concentrado de plaquetas adquirido de forma
autdloga (HESSEL et al., 2015; MUIR et al., 2019). Os granulos das plaguetas
apresentam diversos fatores como fator de crescimento epidérmico, crescimento
endotelial vascular, crescimento fibroblastico, fator transformador de crescimento
(TGF-y1, TGF y2), levando a angiogénese, reepitelizacdo do tecido tratado,
regeneracao tecidual e difusdo de macréfagos (AMABLE et al., 2013; BENDINELLI et
al., 2010; OPNEJA et al., 2019).

Os fatores de crescimento derivados das plaquetas auxiliam no efeito mitogénico
epitelial e do estroma endometrial, estimula a migracdo quimiotatica, ativa as células
progenitoras endometriais, fazendo com que haja migracao, proliferacdo e maior
contratilidade das células estromais endometriais (Matsumoto et al. 2005; Nilsson et
al. 2006). O fator de crescimento y (TGFY) ajuda a regular as respostas imunes no

atero (Knight e Glister 2006; Stoikos et al. 2008), os fatores de crecimento epidérmico
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auxiliam nas células endometriais, suas proliferacbes e na repitelizacdo do
endométrio, ajudando também no fornecimento aos blastocistos pela melhora da
glicogendlise (Silva JR et al. 2004; Gargett et al. 2012). Os fatores de crescimento de
fibroblastos auxiliam na angiogénese do endométrio e na reorganizacado endotelial
(Garor et al. 2009; Demir et al. 2010), e os fatores de crescimento endotelial vascular
na angiogénese do endométrio (Kosaka et al. 2007). O fator de crescimento de
hepatécitos, também fornecido na utilizagdo do PRP, ajuda na interrupcdo da
atividade do nFkB (BENDINELLI et al., 2010).

Na rotina pratica do tratamento de endometrite em éguas, o PRP atua na regeneracao
tecidual, a sua potente acdo anti inflamatéria esta relacionada a capacidade de
supressao das expressdes de metaloproteinases, expressdo endometrial de COX-2,
regulacdo das citocinas pro inflamatérias (interleucinas 1 e 6), formacao neovascular,
diminuicdo do numero de células polimorfonucleares e fator de necrose tumoral,
mitose celular e quimiotaxia (MAZZOCA et al., 2013; CIESLIK et al., 2009; CANISSO,
2016; KIM et al., 2014).

A utilizacdo do PRP em humanos é recorrente e benéfica, visto que os granulos das
plaguetas, por apresentarem peptideos microbianos, contribuem na acdo contra
Escherichia Coli e Staphylococcus aureus, causadoras da endometrite em mulheres.
Em equinos, também podemos encontrar essa contaminacdo microbiana como causa
da endometrite, sendo uma saida no uso animal (CIESLIK et al., 2009; KIM et al.,
2014). A utilizagcdo do PRP ajuda a modular a resposta inflamatoria gerada pelo sémen
em contato com o Utero, aumentando as chances de prenhez positiva e auxiliando na
endometrite (SEGABINAZZI et al., 2017).

REGHINI et al. (2016) sugeriram que a infusdo intrauterina de PRP é capaz de
modular a resposta imune e auxiliar na reducdo do liquido intrauterino de éguas
afetadas pela endometrite. METCALF (2014) relata que as taxas de prenhez em
éguas aumentaram com a utilizacdo do PRP, assim como também relatado resultados
positivos na utilizacdo em mulheres que apresentavam quadros de falhas na
implantacdo como relatado por HAJIPOUR et al. (2018), mostrando que a qualidade
do endométrio é essencial e encontra-se na linha de frente do processo tanto em
mulheres quanto em éguas, apesar dos fatores imunolégicos e qualidade embrionaria

também afetarem essa taxa (WANG et al., 2019).
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As respostas inflamatorias sdo possivelmente reguladas pelo fator nuclear Kappa B
(NF-kB), encontrados no tecido inflamado, vistos de forma inativa no citoplasma de
células endometriais. O NF- kB, considerado uma grande vélvula na inflamacéo e na
via de sinalizagcdo para expressao de COX-2, modula a expressdo de PFG2 a
influenciando na lutedlise do diestro (NEELY et al., 1979; BOERBOOM, et al., 2004).
No processo crescente da inflamacéo, a sintese de PGF a aumentada pode ocasionar
perda embrionaria precoce. Nas respostas inflamatorias estabelecidas, a inducéo da
fosforilagdo do NF-kB acontece, desencadeando a expresséo de todos os fatores pré
inflamatorios envolvidos. Dito isso, é necessario prevenir que a fosforilacdo aconteca
no tecido inflamado. Essa prevencéo pode ser vista quando se utiliza do PRP, inibindo
seu efeito e agindo de forma anti-inflamatéria (CUNDELL E MICKLE 2018; CRONIN
et al., 2012; ANDIA E MAFFULLI, 2013).

Em estudos humanos, a utilizacdo do PRP foi capaz de aumentar a proliferacao e
também a migracéo das células endometriais, agindo de forma benéfica em mulheres
inférteis devido a neo-angiogénese e regulacdo da implantacdo devido a sua a¢ao sob
prostaglandinas, proteinas tumorais p53 e receptores de progesterona e estrogénio
(AGHAJANOVA et al., 2018).

Com o aumento de liquido intrauterino e da perfusdo sanguinea no processo
inflamatorio, ha uma maior migracdo dos neutréfilos pela parede dos vasos até o
[imen uterino (BURLESON et al., 2010). Com a utilizacdo do PRP, ha a capacidade
de reducédo da quantidade de neutrdéfilos em até 24h apds a utilizagéo, de acordo com
METCALF (2012), que observou a regulacdo de citocinas pro inflamatorias uterinas

no tratamento.

A utilizacdo do PRP é segura e devido sua fonte autéloga tem risco minimo de
disseminacédo de doencas ou de respostas imunogénicas pelo seu uso, ndo sendo
demonstrado qualquer efeito negativo sobre as estruturas ovarianas e uterinas pos
administracdo, além das suas func¢des anti microbianas que auxiliam na prevencgéo
das infecgcbes (EVERTS et al., 2006; DEHGHANI et al., 2018; ULBIN-FIGLEWICZ et
al., 2015). O PRP tem como vantagens nao apresentar efeitos colaterais, baixo custo
de tratamento e seguro (REGHINI et al., 2016; SEGABINAZZI et al., 2007). O PRP foi
capaz de melhorar as fungdes ovarianas em vacas que apresentavam quadros de

atividade ovariana reduzida, podendo ser explicado pela revitalizacdo dos oocitos
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quiescentes (CREMONESI et al., 2020). A relacdo positiva na utilizacdo do PRP e o
crescimento folicular pode ter relacdo com os fatores de crescimento presentes no
plasma envolvido no estagio inicial do desenvolvimento dos foliculos (HOSSEINI et
al., 2017).

Existem protocolos manuais e protocolos automatizados para a obtencdo do PRP na
pratica. As centrifugas como um método mais sofisticado fornece uma concentragéo
de plaquetas em pequeno volume de plasma obtido, em torno de 2 a 5mL, porém
demanda um alto custo do médico veterinario com a aquisicdo de maquinas proprias
(SEGABINAZZI et al., 2021; CANISSO et al., 2020) . Ja o método manual ndo requer
a utilizacdo de equipamentos especializados e veio como uma alternativa para
obtencédo do PRP de forma mais acessivel, no entanto, para a sua aplicacéo intra-
uterina, ha uma necessidade de volume maior, entre 10 a 60mL para que seja capaz
de agir em toda a superficie do endométrio (CANISSO et al., 2020). Vale lembrar que
o limen uterino das éguas é extenso, exigindo uma maior concentracdo de PRP para
sua eficacia. A remocao dos glébulos vermelhos pode ser benéfica, visto que sua
presenca em grandes quantidades pode prejudicar os espermatozoides quando
utilizado PRP intra-uterino (ANDRADE JUNIOR et al., 2020).
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3 HIPOTESES

Hipdtese nula (Ho) — a utilizagcdo do plasma rico em plaquetas nao foi eficaz na

modulacdo da resposta inflamatdria de éguas susceptiveis a endometrite

Hipodtese alternativa (Hi) — a utilizagédo do plasma rico em plaquetas foi eficaz na

modulacdo da resposta inflamatdria de éguas susceptiveis a endometrite
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4 OBJETIVO

7

O objetivo do presente estudo é utilizar do plasma rico em plaquetas na
modulacdo inflamatéria gerada na endometrite, com o intuito de reduzir o liquido
intrauterino, células polimorfonucleares e melhorar o ambiente uterino para em

consequéncia obter resultados positivos na recuperacao embrionaria e gestacao.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Selecao dos animais

Foram utilizadas 15 éguas da raca Mangalarga Marchador, com peso médio de 300 a
500kg e idade entre 6 a 12 anos. Os animais pertenciam a haras particulares na regiao
de Guarapari e Domingos Martins (Espirito Santo) no periodo da estacdo de monta
de 2021/2022. Todos 0s animais apresentavam bom escore de condi¢cdo corporal,
alimentados diariamente com feno e racdo ou a pasto e agua ad libitum. As éguas
foram selecionadas e classificadas como susceptiveis a endometrite de acordo com o

histérico reprodutivo, avaliagcfes ultrassonogréficas e citolégicas.

5.3 Confeccéo e utilizacdo do PRP

O PRP foi obtido através do método manual, utilizando-se dos tubos de citrato de
sédio a 3,2% com 40mL de sangue total distribuidos igualmente, coletados por puncéo
venosa jugular com devida assepsia, através de seringas de 20mL, passando pelo
processo de decantacdo por 1-2h em temperatura ambiente e protegidos da radiacéo
solar. Ap6s decantar, o contetdo foi aspirado com uma seringa estéril dos tubos de
citrato de sédio tornando-se prontos para serem infundidos através da pipeta de
inseminacao convencional Provar® de forma vaginal, com auxilio de uma luva de
palpacdo transretal e lubrificante a base de agua. E imprescindivel que antes do
processo seja feita uma correta higienizacdo da regido vulvar das éguas para que nao
haja nenhum tipo de contaminacédo uterina com fatores externos, inicialmente é feita
a contencdo da cauda para evitar maiores contaminacdes, a regiao foi higienizada
com detergente neutro e enxaguada com agua corrente por no minimo trés vezes.
Apos isso, a regido foi seca com papel toalha descartavel. A partir do procedimento,
é obtido em torno de 10 a 20mL de PRP, sendo utilizado apenas a porgéo de plasma

localizada na parte superior do tubo. E necessario que se tenha cautela no momento

26



da separacdo e coleta do material para que 0 mesmo nao se contamine com as
plaguetas que estardo localizadas na parte inferior do tubo. A aplicacdo do PRP foi
feita 24 horas pré inseminacéao artificial (SEGABINAZZI et al., 2021; CANISSO et al.,
2020; ANDRADE JUNIOR et al., 2020).

5.4 Inseminacao artificial

A inseminacéao artificial foi realizada 24 horas apoés a infuséo intrauterina de PRP. O
protocolo feito utilizou-se dos indutores de ovulagdo GnRH (Histrelin, Botupharma®)
e hCG (Rancho das Américas®), com a média de ovulacdo 33-36h apds. As éguas
tiveram suas caudas enfaixadas para minimizar o risco de contaminacéo, sua regido
perineal foi higienizada no minimo trés vezes com auxilio de sabdo néo residual e
retirada com agua corrente, posteriormente seca com papel descartavel. Assim, as
éguas foram inseminadas utilizando-se de pipetas de inseminac¢do Provar®, com a
responsavel utilizando de luva de palpacao transretal e lubrificante a base de agua,
inseridas via vaginal até o corpo uterino, e posteriormente confirmada a ovulacao
através da presenca de um corpo liteo no ovéario correspondente ao foliculo

dominante.

5.5 Acumulo de fluido intrauterino

Foram avaliados os acumulos de fluido intrauterino 24 horas antes e apds a
inseminacao artificial através de analise por ultrassonografia transretal. A presenca de
fluido foi registrada.

5.6 Citologia endometrial

Foi realizada a citologia endometrial através do método de lavagem de baixo volume
com auxilio do Ringer Lactato, e a partir do lavado obtido confeccionou-se uma lamina
por esfregaco corada com kit panético para avaliacdo das células e verificagdo da
presenca de polimorfonucleares 24h antes da inseminacédo e 24h apds a inseminagao
e realizagdo do PRP. A porcentagem de células polimorfonucleares foi determinada

por 100 células epiteliais e classificados posteriormente em porcentagem de tecido
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nao inflamado (<5%), inflamacéao leve (5- <15%), moderada (>15 - <30%) e intensa
(>30%) como descrito por SEGABINAZZI et al. (2017).

Para a realizacdo do lavado de baixo volume, a cauda da égua foi enrolada para
diminuir os riscos de contaminacéo, e a regido perineal foi higienizada no minimo trés
vezes com agua corrente e sabao nao residual. Posteriormente, a regido foi seca com
papel toalha descartavel. Com uma luva de palpacgéo calgcada, foi introduzida a sonda
de lavagem de embrido Minitube® de tamanho 28-32mm com auxilio de lubrificante a
base de agua via vaginal. O baldo da sonda foi inflado com ar com uma seringa estéril
de 20mL. Acoplada a sonda, havia um conector em Y para fazer a entrada do soro
Ringer Lactato até o Utero e posteriormente a saida do contetdo para os tubos de
coleta. ApGs o contato do soro com o Utero, aguardou-se no minimo 2 minutos para
gue o conteldo atingisse a maior parte da superficie uterina e posteriormente ser
retirado, manipulando o Utero cuidadosamente por 30 segundos para distribuir o
liquido por todo o limen uterino. Para esse procedimento, utilizou-se de 50-100 mL
de Ringer Lactato intrauterino. Apés isso, com auxilio de um swab estéril, a amostra
foi coletada do tubo que ja continha o soro e o conteddo uterino e foi confeccionada
uma lamina de citologia endometrial, corada no kit panético e analisada via

microscopio.

6 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas, bem como a confeccdo dos graficos, foram realizados
utilizando o software GraphPad Prism version 9.3 para Windows, GraphPad Software,
La Jolla California USA. Todos os dados analisados foram submetidos aos testes de
normalidade e de homoscedasticidade. Os testes de Shapiro & Wik e o de
Kolmogorov & Smirnov avaliaram se a distribuicdo de probabilidade dos dados € a
normal enquanto o teste de Levene avaliou a homoscedasticidade, ou seja, se

distribuicdo dos dados sdo homogéneas.

Para comparacdo do efeito do PRP na endometrite e liquido intrauterino antes e
depois foi utilizado o teste de Wilcocon e para verificar a associagao entre prenhes e
presenca da endometrite foi realizado o teste exato de fisher. Foi considerado como
significativo em todas as analises quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS

A citologia uterina realizada pré tratamento em todas as 15 éguas resultou em 54%
apresentando inflamagdo moderada e 46% inflamacéo leve, como mostra na Figura
1. Enquanto que apds o tratamento com PRP, 67% apresentaram auséncia e 34%

inflamacéo leve.
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AUSENTE LEVE MODERADA

Figura 1: ANALISE DE CITOLOGIA UTERINA PRE E POS TRATAMENTO DE PRP DEMONSTRANDO AS
TAXAS DE INFLAMAGCAO AUSENTE, LEVE E MODERADA. DAS 15 EGUAS, 54% APRESENTARAM
INFLAMACAO MODERADA E 46% INFLAMAGCAO LEVE PRE TRATAMENTO, SEM EGUAS COM
INFLAMACAO AUSENTE. POS PRP AS EGUAS EGUAS APRESENTARAM 65% DE INFLAMACAO
AUSENTE E 34% DE INFLAMACAO LEVE. NENHUM APRESENTOU INFLAMACAO MODERADA.

A presenca de liquido intrauterino avaliado em todas as 15 éguas mostrou que, 46%
apresentaram quantidade moderada de liquido intrauterino e 54% apresentaram
guantidade leve pré tratamento. Enquanto que apés o tratamento com PRP, 67%
apresentaram auséncia e 34% de quantidade leve do liquido intrauterino, como mostra

na Figura 2.
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QUANTIDADE AUSENTE, LEVE E MODERADA. DAS 15 EGUAS, 46% APRESENTAVATNFLAMACAO MODERADA
E 54% APRESENTARAM INFLAMACAO LEVE, COM NENHUMA AUSENTE. NO POS TRATAMENTO, 67%
OBTIVERAM INFLAMAGAO AUSENTE E 34% INFLAMAGCAO LEVE. NENHUMA COM INFLAMAGAO
MODERADA.

Pode-se observar que houve diferenca estatistica (P<0,05) nas éguas tratadas com
PRP na reducao das células polimorfonucleares e evolucdo no grau de endometrite
na analise da citologia uterina pré e pos inseminacao.

P<0,05

Citologia Pos Inseminacgao

Citologia Pré inseminagao -

I
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Escore Endometrite

Figura 3: ESCORE DE ENDOMETRITE E CITOLOGIA PRE E POS INSEMINACAO E TRATAMENTO DAS EGUAS
ACOMETIDAS POR ENDOMETRITE
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Pode-se observar que houve significancia estatistica (P<0,05) nas éguas tratadas com
PRP na reducéo do liquido intrauterino.

P<0,05

Liguido intrauterino Pos-PRP

Liquido intrauterino Pré-PRP -

T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Escore liquido intrauterino

Figura 4: ESCORE DE LIQUIDO INTRAUTERINO ASSOCIADO AO PRE E POS PRP NAS EGUAS ACOMETIDAS POR
ENDOMETRITE

Ao comparar a taxa de prenhez pés tratamento nas éguas que cessaram a inflamacéo
e as éguas que permaneceram com grau leve inflamatério, mesmo com o uso do PRP
mostra que com a inflamacéo leve a taxa de prenhez positiva foi de 13,3% e quando
a inflamacao estava ausente a taxa subia para 46,6%. Nas taxas de prenhez negativa,

ambas tiveram 20% mesmo com inflamacéo leve e ausente, como mostra na Figura
5.
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Figura 5: TAXA DE PRENHEZ POSITIVA E NEGATIVA DE ACORDO COM A INFLAMACAO
AUSENTE E LEVE NO TRATAMENTO POS PRP. DAS 15 EGUAS, 13,3% OBTIVERAM PRENHEZ
POSITIVA NA PRESENCA DE INFLAMACAO LEVE E 46,6% DE PRENHEZ POSITIVA NA
AUSENCIA DE INFLAMACAO.

Na avaliacdo da taxa de prenhez positiva e negativa apés o tratamento com PRP, nédo
houve diferenca estatistica (P>0,05) nos resultados quando as éguas ainda
apresentavam inflamacao leve mesmo tratadas e nos resultados quando a inflamacéao
foi cessada. As éguas prenhes que foram tratadas e obtiveram auséncia de
inflamacé&o resultaram de forma positiva nas taxas de prenhez se comparada com as
vazias. As éguas que evoluiram de uma inflamac¢ao moderada ou leve para inflamacéo
leve mesmo no pos- tratamento, ou seja, ndo tiveram sua inflamacdo cessada por
completo, tiveram taxas baixas de resultado positivo na prenhez, mostrando que o
indice de gestantes foi menor quando a inflamacéo nédo foi cessada por completo
quando comparada com o indice de prenhez a partir da auséncia completa de
inflamacé&o com o uso do PRP.
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Figura 6: COMPARATIVO ENTRE O GRAU DE ENDOMETRITE AUSENTE E PRESENTE NO RESULTADO DE EGUAS
PRENHES E VAZIAS.

Correlacionando a taxa de liquido intrauterino presente e ausente apds o tratamento
com PRP, nota-se que quando o liquido intrauterino estava presente, mesmo que em
guantidade leve, a porcentagem de resultados positivos foi de 13,3%, ja o0 de negativo
foi de 20%. Quando o liquido intrauterino apresentava-se ausente, a taxa de positivos
foi para 46% e a taxa de negativos para 20%, visto na Figura 7.
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Figura 7: COMPARATIVO ENTRE A TAXA DE POSITIVO E NEGATIVO NA PRENHEZ DE EGUAS
QUE APRESENTAVAM TAXA DE LIQUIDO INTRAUTERINO PRESENTE E AUSENTE NO POS
TRATAMENTO COM PRP. DAS 15 EGUAS, 13,3% OBTIVERAM PRENHEZ POSITIVA NA
PRESENGA DE LIQUIDO, JA NA AUSENCIA TOTAL DO LIQUIDO INTRAUTERINO O INDICE DE
POSITIVO FOI PARA 46%.
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Na presenca do liquido intrauterino, as éguas que apresentaram auséncia completa
correlacionando a prenhez positiva tiveram uma melhora significativa no indice
(Figura 8), e as éguas que ainda apresentavam algum grau de liquido presente
mesmo tratando com PRP também apresentaram melhora significativa no indice da
prenhez comparando com o resultado negativo.
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Figura 8: COMPARATIVO DA PRESENGA E AUSENCIA DE LIQUIDO INTRAUTERINO NA TAXA DE PRENHEZ
POSITIVA E NEGATIVA.
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7 DISCUSSAO

A endometrite é classificada como a primeira doenc¢a causadora da subfertilidade no
plantel de éguas destinadas a reproducdo, considerando que em torno de 25-60%
desses animais que ndo apresentam resultados positivos de prenhez ou recuperacao
embrionaria possuem quadros de infeccédo ou inflamacao uterina (CANISSO et al.,
2020).

O presente estudo mostrou que éguas susceptiveis a endometrite iniciam os sinais da
inflamacdo com acumulo de liquido intrauterino e presenca de células
polimorfonucleares. A inflamacédo presente pode ser ocasionada por um déficit na
depuracdo uterina, na qual os danos aos vasos sanguineos e as glandulas uterinas
levam a uma diminuicdo da drenagem linfatica e circulacdo uterina (HOFFMANN et
al., 2009; GRUNINGER et al., 1998). As éguas consideradas susceptiveis apresentam
uma resposta inflamatoria uterina prolongada e um inicio da modulacao inflamatéria
tardia, prejudicando a sobrevida do embrido (CARNEVALE, et al., 2000; BUCCA et
al., 2008; WOODWARD et al., 2013).

E valido ressaltar que as éguas susceptiveis podem apresentar idade mais avancada,
conformacdo vulvar inadequada, utero pendular (TRAUB-DARGATZ, 1991;
TROEDSSON, 1999; LEBLANC et al., 1994; TROEDSSON et al., 1994; SCOGGIN,
2015; WOODWARD et al., 2012, CUERVO-ARANGO, 2019) e frequéncia, duracao e
intensidade baixas de contracdes miometrais que auxiliam na limpeza fisica uterina
(TROEDSSON, 1993), demonstrando uma falha na defesa uterina fisiologica,
possivelmente ocasionada nas mudancas de liberacdo de ocitocina e prostaglandinas
(RIGBY et al., 2001).

O diagndstico da endometrite € multimodal em conjunto com o histérico reprodutivo
da égua, envolvendo avaliagdo ultrassonogréafica, cultura e citologia endometrial, e
também biopsia. A citologia endometrial é utilizada para avaliagdo da quantidade e do
tipo de células inflamatorias comparada com as células epiteliais endometriais do
limen uterino (NIELSEN, 2005; FERRIS, 2015; COCCHIA et al., 2012). O lavado de
baixo volume se torna positivo no diagnostico da endometrite por atingir toda a

superficie uterina, ndo sendo focal como quando utiliza-se a escova citoldgica,
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permitindo uma coleta mais fidedigna de células, porém também ha o risco de
contaminagdo com microrganismos do trato reprodutivo caudal (RIDDLE, 2007
CANISSO, 2016). A ultrassonografia € um importante aliado no diagnéstico da
endometrite para avaliacdo do acumulo de liquido intrauterino. Mas, € valido ressaltar
gue, nem todas as éguas que possuem quadros de endometrite apresentam acumulo
de liquido, podendo gerar um falso negativo. Isso hos mostra que a ultrassonografia
€ complementar aos outros exames que precisam ser realizados para o diagndstico
conclusivo (LEBLANC, 2009; OVERBECK, 2011).

Nos resultados obtidos, as éguas apresentaram inflamacdo moderada a leve de
acordo com a citologia uterina e a contagem de neutrofilos, classificadas seguindo
SEGABINAZZI et al. (2017). Das quinze éguas, 53% apresentaram inflamacao
moderada e 46,6% inflamacdo leve na idade entre 6 a 12 anos. No relato de
CARLUCCIO et al. (2020), 38% das suas éeguas classificadas para o estudo
apresentavam inflamacéao leve e 62% apresentavam inflamag&o moderada, utilizando-
se de éguas entre 3 a 21 anos. E possivel identificar que, as éguas mais velhas
apresentavam inflamacdes moderadas, enquanto que as éguas mais jovens
apresentaram maior taxa de inflamacdo leve. Corroborando com o estudo de
CARLUCCIO et al. (2020), em que as éguas com idade média de 9 anos também
apresentaram maiores taxas de inflamac&o moderada. Isso nos mostra que o avancar
da idade das éguas predispde a maiores chances de endometrite, gerando queda na
eficiéncia reprodutiva e relacionando de forma direta a fertilidade, avanco da idade e
endometrite (CUERVO-ARANGO, 2019).

Nas éguas tratadas com o PRP, notou-se a capacidade na reducdo de neutrofilos
presentes no lumen uterino analisados na citologia 24h pés inseminacdo. METCALF
(2012) explica esse fato de acordo com os efeitos anti inflamatérios presentes no PRP,
através de uma regulacdo das citocinas pré inflamatérias, aumentando também as
taxas de fertilidade em consequéncia ao uso (METCALF, 2014). De acordo com
PASCH (2021) também houve uma reducdo dos neutrofilos em seu estudo apds o
tratamento com PRP avaliados por citologia endometrial. Para as éguas tratadas, a
citologia uterina alterou-se positivamente, a inflamacéo moderada foi cessada, apenas
33% das éguas apresentaram a inflamacao leve e por fim 66,6% das éguas com

inflamacé&o ausente.
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Os resultados demonstraram que o fluido intrauterino analisado via exame
ultrassonografico estava presente 24h antes da inseminacao, condizendo o que diz
TREODSSON (1998) que relatou éguas com acumulo de cerca de seis vezes mais
fluido uterino quando susceptiveis a endometrite. Das 15 éguas, 46,6% apresentaram
guantidade moderada e 53% quantidade leve avaliadas via ultrassonografia pré
tratamento. A partir da utilizacdo do PRP, 33% permaneceram com leve liquido
intrauterino e 66,6% das éguas apresentaram auséncia completa avaliadas via
ultrassonografia. REGHINI (2016) demonstra esse resultado também em seu estudo,
correlacionando o efeito benéfico do plasma rico em plaquetas sob 0 processo
inflamatorio. Para as éguas que permaneceram com a presenca de liquido intrauterino
mesmo apos o tratamento pode-se relacionar com conformacao vulvar inadequada e
Utero pendular com processo falho na eliminacdo de sujidades, além da baixa
capacidade de contracdes miometrais para auxilio da limpeza uterina, predispondo a
um continuo processo inflamatorio. (TRAUB-DARGATZ, 1991; TROEDSSON, 1999;
LEBLANC et al., 1994; TROEDSSON et al., 1994; SCOGGIN, 2015; WOODWARD et
al., 2012, CUERVO-ARANGO, 2019;TROEDSSON, 1993).

PASCH (2021) também relatou diminuicdo ou auséncia de liquido intrauterino pos
tratamento. SEGABINAZZI et al. (2017) realizou infusdes intrauterinas de PRP 24h
antes da inseminacéao artificial juntamente com a citologia endometrial e encontrou
resultados positivos na diminuicdo das células polimorfonucleares, diminuicdo ou
auséncia de liguido intrauterino e maiores taxas de éguas gestantes e recuperacdes

embrionérias, constatando também com os resultados do presente estudo.

Ao analisar os dados de prenhez apos o tratamento com PRP, das 15 éguas, 60%
obtiveram prenhez positiva condizendo com os resultados de METCALF (2014), e
dentro dessa taxa de resultados, 46% esta diretamente relacionada as éguas tratadas
com PRP e apresentando inflamacédo ausente na citologia, e também com auséncia
de liquido intrauterino, mostrando que o processo inflamatério foi debelado por

completo com a acdo anti-inflamatoria do PRP nessas éguas.

As éguas que ainda apresentaram quantidade leve de liquido intrauterino e citologia
com inflamacgéo leve pés PRP, dos 60% totais, 20% representam os resultados
positivos. A presenca da inflamacdo mesmo apds o tratamento gera uma queda nas

taxas de positivo, devido a um ambiente hostil para a sobrevida do embrido e
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manutencdo de uma gestacdo (CARNEVALE, et al., 2000; BUCCA et al., 2008;
WOODWARD et al., 2013). Isso é possivel de ser visualizado ao compararmos 0s
resultados das éguas que apresentaram um processo inflamatério driblado por sua
totalidade e apresentaram mais que o dobro de resultados positivos quando

comparado com as éguas que nao tiveram a inflamacao debelada por completo.

Para os resultados negativos, de forma geral, além do processo inflamatério ainda
presente, podemos atribuir outros fatores que influenciam como idade da égua,
qualidade do oocito, qualidade seminal, tipo de sémen utilizado, manejo, conformacao
vulvar, e capacidade de clearence uterino (DELL’AGUA JR., 2004; WOODWARD et
al., 2012; CARD, 2005).

De acordo com CARLUCCIO et al. (2020), a taxa de prenhez pdés utilizacdo do PRP
foi de 54% das éguas tratadas, sendo dessas éguas 38% apresentando endometrite
leve a moderada. Também de acordo com CARLUCCIO et al. (2020), foi visto que a
taxa de prenhez reduziu quando encontrada inflamac&o moderada, totalizando 43%,
comparada com a inflamacéo leve em que a taxa era maior, de 65% de positivos. No
presente estudo, a taxa de prenhez positiva apds o tratamento com PRP foi de 46%
na auséncia da inflamacdo, jA quando a égua ainda apresentava um grau de
inflamacé&o leve levando em consideracgéo a citologia uterina, a taxa de prenhez caia
para 13%. Isso também é possivel observar quando analisamos a presenca de liquido
intrauterino apés o tratamento, resultando em uma taxa de 13% de positivo,
contrastando na auséncia de processo inflamatdrio completo em que a taxa subia para
46%. O estudo feito por CARLUCCIO et al. (2020) mostrou que éguas apresentando
inflamacdes leves tiveram maiores chances de gestacfes positivas do que as éguas
qgue apresentaram inflamacdo moderada, corroborando também com esse estudo.
Para DAWOD et al. (2021), a taxa de prenhez apés o tratamento com PRP teve uma
melhora de 50% nos resultados positivos. METCALF (2014) também obteve taxas
significativamente altas de éguas gestantes pds tratamento com uma reducéo
significativa de liquido intrauterino. Para PASCH (2021), a taxa de prenhez teve uma

melhora de 50% ap0s o tratamento.

Apesar de nao ter tido diferenca estatistica (P<0,05) nos resultados negativos de
prenhez com auséncia e a presenca da inflamacdo mesmo apos o tratamento com

PRP, as éguas prenhes que foram tratadas com PRP e obtiveram auséncia de
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inflamacé&o resultaram de forma positiva se comparada com as vazias. As éguas que
evoluiram de uma inflamacdo moderada ou leve para inflamacédo leve mesmo no
tratamento com PRP, ou seja, ainda presente um nivel de inflamacéo, tiveram
resultado inverso na prenhez positiva, mostrando que o indice de prenhez foi menor
guando a inflamacgéo nao foi cessada por completo quando comparada com o indice
de prenhez a partir da auséncia completa de inflamacdo com o uso do PRP,
justificando o dito por METCALF (2014), que relata que ao controlar o nivel
inflamatoério uterino com reducdo do liquido intrauterino, mesmo que nado cessado,
reducdo de citocinas pro inflamatorias, quantidade de neutrofilos presentes na
citologia e melhora de um ambiente uterino apés o uso do PRP, h4 uma maior taxa
de sobrevida embrionaria e prenhez positiva. Para um melhor resultado desse estudo,
0 numero de éguas susceptiveis a endometrite e tratadas com PRP deveria ser maior,
justificando que a diferenca estatistica pode mudar de cenario quando se apresenta

maiores resultados com maior nimero de animais tratados.

De acordo com os efeitos negativos do PRP e suas desvantagens, pode-se afirmar
que a utilizacdo é totalmente segura e 0s riscos sdo minimos da disseminacéo de
doencas ou de respostas alérgicas/imunogénicas que a égua pode apresentar, ja que
0 seu preparo é de forma autdloga (EVERTS et al., 2006). DEHGHANI et al. (2018)
mostrou em seu estudo que a utilizacdo do PRP nao gerou efeito negativo nos ovarios

e nas estruturas reprodutivas de ratas.

A escolha pelo lavado de baixo volume visa atingir uma superficie uterina maior e
consequente coleta de material mais fidedigna de um 6rgéo por inteiro, visto que a
escova citologica € também um método barato e rapido porém apenas um segmento
do utero é coletado, ou seja, uma amostra local, fazendo com que o resultado possa
se tornar infiel de acordo com o acometimento uterino (RIDDLE, 2007; CANISSO,
2016).
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8 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos diante desse trabalho sugere-se que a utilizagdo do
plasma rico em plaquetas é eficaz no tratamento da endometrite, modificando o
cenario inflamatério e melhorando a citologia uterina e a presenca de liquido
intrauterino. Em consequéncia, a taxa de prenhez aumentou quando a endometrite foi
cessada pos tratamento. A utilizacdo do PRP é rapida, barata e eficaz, ndo havendo
contraindica¢des no seu uso devido a sua confeccao autéloga. A utilizacdo do plasma
vem como uma alternativa aos tratamentos convencionais existentes que muitas
vezes nao apresentam resultados benéficos. O diagndstico e o tratamento correto da
endometrite € de suma importancia, visto que € uma afeccao que acomete os plantéis
de éguas doadoras de embrido e as selecionadas para protocolos de prenhez,

gerando perdas econdmicas ao criador quando nado solucionada.
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