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Resumo

A endometrite persistente pds-cobricdo/inseminacao artificial tem uma etiologia multifatorial e afeta
uma grande proporcdo de éguas reprodutoras com historial de falhas reprodutivas. Sabe-se
atualmente que uma endometrite fisiolédgica e transitéria ocorre em resposta a presenca de
espermatozoides alogénicos, detritos celulares e imunolégicos, bem como bactérias comensais ou

patogénicas, sem que, a primeira vista, a origem seja necessariamente infeciosa.

Distinguem-se duas popula¢ées de éguas reprodutoras quanto a sua capacidade de modular a resposta
inflamatéria uterina de forma eficaz e atempada. As éguas consideradas resistentes conseguem, nas
primeiras 48 horas, reduzir a presenca de neutréfilos, citoquinas pré-inflamatérias, bem como o
edema endometrial e o fluido intrauterino acumulado. Por outro lado, as éguas suscetiveis apresentam
um atraso na limpeza uterina, um desequilibrio entre as citoquinas pré e anti-inflamatorias, e
acumulacdo de fluido e edema endometrial, criando um ambiente uterino desfavoravel a migracdo e

implanta¢do embrionaria.

Embora as terapias convencionais mostrem eficicia em muitas éguas, algumas continuam a ndo
responder aos tratamentos. A resisténcia crescente e as limitacdes no uso de antibidticos sem testes
prévios impulsionam a procura de terapias alternativas seguras. O plasma rico em plaquetas, devido
as suas propriedades anti-inflamatdrias, regenerativas e antimicrobianas, é uma alternativa
promissora. Pode ser administrado por via intrauterina, isoladamente ou como complemento aos
tratamentos convencionais, oferecendo uma nova abordagem para o tratamento da endometrite

persistente pds-cobricdo/inseminacio artificial.

Sdo necessarios estudos adicionais para otimizar e uniformizar os protocolos de preparagio e
administracdo do PRP, tornando-o acessivel a pratica veterinaria equina e vidvel para uso em larga

escala, bem como para avaliar a sua eficacia a longo prazo.

Palavras-chave: Eguas resistentes, Endometrite, Imunomodulac3o, Infertilidade, Plasma Rico em

Plaquetas, Terapia Alternativa
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Abstract

Persistent endometritis post-covering/artificial insemination has a multifactorial etiology and affects
a large proportion of broodmares with a history of reproductive failure. It is currently known that a
physiological and transient endometritis occurs in response to the presence of allogeneic
spermatozoa, cellular and immunological debris, as well as commensal or pathogenic bacteria,

without the origin necessarily being infectious at first glance.

Two populations of broodmares are distinguished according to their ability to modulate the uterine
inflammatory response effectively and in a timely manner. Mares considered resistant are able,
within the first 48 hours, to reduce the presence of neutrophils, pro-inflammatory cytokines, as well
as endometrial edema and accumulated intrauterine fluid. On the other hand, susceptible mares
present a delay in uterine clearance, an imbalance between pro- and anti-inflammatory cytokines,
and accumulation of fluid and endometrial oedema, creating a uterine environment unfavorable to

embryonic migration and implantation.

Although conventional therapies show efficacy in many mares, some continue to not respond to
treatments. The growing resistance and limitations in the use of antibiotics without prior testing
drive the search for safe alternative therapies. Platelet-rich plasma, due to its anti-inflammatory,
regenerative, and antimicrobial properties, is a promising alternative. It can be administered by
intrauterine infusion, either alone or as a complement to conventional treatments, offering a new

approach to treating persistent endometritis post-covering/artificial insemination.

Further studies are needed to optimize and standardize the preparation and administration protocols
for PRP, making it accessible to equine veterinary practice and viable for large-scale use, as well as to

evaluate its long-term efficacy.

Key words: Alternative Therapy, Endometritis, Immunomodulation, Infertility, Platelet Rich Plasma,

Resistant mares
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1. INTRODUCAO

A endometrite persistente é uma patologia reprodutiva comum e é a principal causa de infertilidade e

de reducdo da eficiéncia reprodutiva em éguas reprodutoras (Troedsson, 1999).

Caracterizada por uma inflamacdo prolongada do endométrio, esta condi¢do ocorre apds a cobri¢do
ou inseminacdo artificial (Katila, 1995). Apds a cobricdo/inseminacdo artificial, ocorre uma
endometrite fisioldgica e transitéria, em resposta a presenca dos espermatozoides, detritos celulares
e agentes patogénicos. Cerca de 10 a 15% das éguas reprodutoras, sdo éguas suscetiveis a persisténcia
dessa reacdo por um periodo prolongado (>48h), resultando na acumulagdo de fluido uterino e edema
do endométrio, reduzindo assim a fertilidade, diminuindo as taxas de concecdo, a taxa de sucesso da
implantagdo embrionaria e predisposi¢cdo a ocorréncia de infe¢Ges bacterianas e fungicas subjacentes

(Canisso et al., 2016).

Até o momento, os tratamentos tradicionais envolvem normalmente a lavagem uterina, os agentes
ecbdlicos e antibidticos sistémicos ou intrauterinos. No entanto, essas terapias podem ser
insuficientes, podendo ser necessdrio recorrer a outras terapias imunomoduladoras para tornar o
Utero recetivo a gestacdo. Além disso, a resisténcia aos antibiéticos (AB) é um problema crescente, e
seu uso sistematico ou indiscriminado pode desestabilizar a microbiota uterina natural da égua. Por
isso, torna-se importante dispor de um tratamento alternativo, regenerativo, eficaz, seguro e

minimamente invasivo (Del Prete et al., 2024).

Atualmente, o plasma rico em plaquetas (PRP) é uma terapia alternativa amplamente utilizada em
Medicina Veterinaria, principalmente pelas suas capacidades no tratamento de patologias cirurgicas,

ortopédicas, reprodutivas e até mesmo respiratorias (Kunz et al., 2012).

A terapia com PRP consiste na administracdo de plasma autélogo, obtido diretamente do proprio
animal, o que reduz o risco de reagdes imunoldgicas e de rejeicdo. O PRP ¢é valorizado pelas suas
propriedades anti-inflamatdrias, regenerativas e antimicrobianas (Soares et al., 2020). Sendo rico em
fatores de crescimento e citoquinas, o PRP promove a regeneracdo dos tecidos e reduz a inflamacgao

(Segabinazzi et al., 2017).

O uso do PRP permite complementar a abordagem tradicional do tratamento da endometrite
persistente pds-cobricdo/IA em éguas reprodutoras, pois oferece uma abordagem alternativa e
direcionada para restaurar a funcdo uterina e melhorar a fertilidade, com poucos riscos (Scoggin,

2016).
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Assim, o uso do PRP no tratamento da endometrite persistente pds-cobri¢cdo/IA é um tema atual e em
desenvolvimento, o que justifica o objetivo principal desta dissertacdo: realizar uma revisao da
literatura veterindria sobre o tema, reunindo as informagGes necessdrias para um melhor
entendimento dos diferentes protocolos de preparacdo disponiveis, das diversas técnicas de aplicagdo

e da sua eficacia clinica.

2. ENDOMETRITE PERSISTENTE POS-COBRIGAO/INSEMINAGAO ARTIFICIAL EM EGUAS
2.1. ANATOMIA E FISIOPATOLOGIA DO UTERO EQUINO

O utero equino é bipartido, com um corpo longo, revestido por pregas longitudinais e composto por
trés camadas: a mucosa (endométrio), a muscular (miométrio) e a serosa (perimétrio) (Barone, 1990).
Possui quatro barreiras de protecdo contra a entrada de agentes patogénicos durante a cobricdo: a
vulva, o esfincter vestibulo-vaginal, o cérvix (Figura 1) e um aparelho mucociliar responsavel pela

protecdo e diminuicdo da capacidade de aderéncia das bactérias ao endométrio (Budras et al., 1994).

As hormonas circulantes regulam as fases do ciclo éstrico (Canisso et al., 2016). O estrogénio induz o
comportamento de cio e altera o Utero, provocando edema, secrecdo de fluido e abertura das barreiras
fisicas para facilitar a entrada dos espermatozoides (SPZ). A seguir a ovulagdo, ocorre o pico da
hormona luteinizante e a formacdo do corpo hemorragico, que evolui para corpo lateo, responsavel
pela producdo de progesterona (P4), a hormona da gesta¢do. Apds a ovulacdo, a P4 domina,

promovendo o encerramento do cérvix (Budras et al., 1994).

No momento da cobri¢cdo/inseminacdo artificial (I1A), ocorre a entrada de SPZ, bactérias e detritos
celulares, que sdo reconhecidos como agentes patogénicos pelo Utero. Em resposta, o Utero
desencadeia uma primeira vaga de contra¢cdes miometriais mediadas por ocitocina e inicia uma reagao
inflamatéria rapida do endométrio, conhecida como endometrite fisioldgica (Christoffersen e

Troedsson, 2017).

A endometrite pode ser dividida em duas categorias: infeciosas ou nado infeciosas. No entanto, na
pratica clinica, estas ocorrem frequentemente em associacdo com outras (Magalhdes et al., 2024). A
endometrite fisiolégica ocorre dentro de 24h-36h apds a cobricdo/IA, manifestando-se pela
acumulacdo de fluido no limen uterino e pelo fluxo de polimorfonucleados (PMNs) (Morris et al.,

2020).

Se a égua ndo consegue realizar a clearance do limen uterino em menos de 48h apds a cobricdo/IA,

ela é considerada como suscetivel, ao contrario da égua que consegue realizar a clearance no tempo
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fisioldgico, sendo considerada resistente a endometrite persistente pds-cobricdo/IA (Katila,1995;
Troedsson, 1999; Christoffersen et al., 2012; Katila, 2016, Christoffersen e Troedsson, 2017; Canisso et
al., 2020; Morrell e Rocha, 2022; Pascottini et al., 2023).

As contracbes miometriais adequadas, juntamente com um equilibrio entre os mediadores
inflamatérios, permitem eliminar o excesso de SPZ, células, bactérias e detritos inflamatdrios no

tempo adequado (Troedsson e Woodward, 2016; Pascottini et al., 2023).

Em éguas suscetiveis, esses mecanismos falham, resultando na acumulacédo de fluido intraluminal e de
produtos inflamatérios, até 5 dias apds a ovulagdo, em comparagdo com as éguas resistentes, capazes
de os eliminar dentro das primeiras 24 horas (LeBlanc e Causey, 2009). Esta condi¢do predispGe estas
éguas a uma infecdo secundaria bacteriana ou flungica e ao desenvolvimento de endometrites crénicas

(Reghini et al., 2016).

(Dorsal view) s

18 Fornix

| 19 Vagina
\ h | | 20 Hymen
f \ 2 | | | 21 External urethral orifice
Uterus: | i \?\_" | | 22 Vestibule

|
11 Horn of uterus — — — — — T 1
12 Body of uterus — — — — — — e 1 )
13 Internal uterine orifice — — — —= S _ — — _ 23 Glitoral fossa
24 Labia

14 Uterine tube — — — — — — — XWE_—

s N, o

15 Uterine orifice of \ N 27 Cervix and cervical canal
uterine tube — — — — — — — — <= =

16 Infundibulum with fimbriae¢ — — — — — — — — —

17 Abdominal orifice of uterine tube — — — — — e .

Figura 1 : Aparelho genital da égua (Budras et al., 1994)

2.2. FATORES DE RISCO E CAUSAS DE ENDOMETRITES PERSISTENTES POS-
COBRICAO/INSEMINAGCAO ARTIFICIAL

2.2.1. Componente mecanica

Algumas éguas tém dificuldades em realizar a clearance uterina, devido ao desenvolvimento de

defeitos anatdmicos e/ou degenerativos que atrasam a drenagem uterino (Canisso et al., 2016).

As cobri¢des/IA ou partos repetidos podem causar defeitos anatdmicos, como uma ma conformacgao

perineal, uma incompeténcia do prega vestibulo-vaginal e/ou cervical, estiramento vaginal,
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desenvolvimento de um Uutero pendular, bem como aparecimento de defeitos degenerativos como
alteracdo do miométrio, desenvolvimento de fibrose periglandular, degenerescéncia vascular,

linfangiectasia, cicatrizacdo e atrofia das pregas endometriais ou danos no aparelho mucociliar

(Maischberger et al., 2008).

Eguas multiparas podem apresentar uma ma conformagdo vulvar e um aumento do angulo de
declinagdo vulvar. Normalmente, a vulva deve ter os labios perfeitamente contiguos e estar orientada
verticalmente, com 2/3 do comprimento da vulva situados abaixo da borda pélvica e 1/3 do

comprimento acima (Figura 2) (Canisso et al, 2016). Uma ma confirma¢do pode resultar em

pneumovagina, urovagina, irritacdo continua do Utero e do cérvix (Maischberger et al., 2008).

Figura 2 : Conformacdo vulvar normal/ Conformacdo vulvar indesejavel (Maischberger et al., 2008)

O esfincter vestibulo-vaginal, é o Unico esfincter que permanece ativo quando as éguas sdo em estro,
prevenindo a aspira¢do de ar ou detritos na vagina cranial, porém a sua localizacdo é um sitio comum

de laceragdo durante o parto, a sua competéncia e integridade devem ser verificadas, para prevenir

uma potencial contaminacdo uterina (Canisso et al., 2016).

Eguas idosas ou com fibrose cervical secundéria a um parto distécico ou manipulacdo repetida do
cérvix, podem por sua vez, apresentar um cérvix estreito e alongado, contribuindo a acumulac¢do de

fluidos uterinos, por ma abertura do cérvix e consequente drenagem uterina insuficiente (Morrell e

Rocha, 2022).
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GestacgOes sucessivas contribuem para a perda do suporte estrutural do trato reprodutivo caudal e
para a distensdo do ligamento largo, levando ao deslocamento ventral do uUtero na cavidade
abdominal. Eguas com Utero pendular tém a drenagem linfatica ou cervical dificultada pela gravidade,

o que favorece a acumulacdo de fluido livre no Utero (Woodward e Troedsson, 2015).

Eguas subférteis com degeneracdo vascular devido a elastose, fibrose ou fibroelastose dos vasos
endometriais apresentam comprometimento do fluxo sanguineo uterino e perfusdo tecidual. A
perfusdo diminuida pode resultar em uma quantidade inadequada de neurotransmissores, hormonas
ou substéancias inflamatdrias nos tecidos endometriais, bem como perturbar a drenagem uterina, por

retorno venoso reduzido (Morrell e Rocha, 2022).

O endométrio é composto por células secretoras de muco e células ciliadas. Os cilios movem-se 13
vezes por segundo e ajudam no transporte de muco, fluido, bactérias e outros detritos ao longo das
pregas endometriais longitudinais e do cérvix (Causey, 2007). As pregas endometriais localizam-se em
toda a superficie da cavidade uterina e contribuem para a criagdo de um ambiente adequado ao
desenvolvimento embrionario. Em um Utero saudavel, encontram-se edemaciadas durante o estro e
nao sdo identificaveis durante o diestro. No entanto, os espacos capilares dilatados entre as pregas e
as pregas danificadas, cicatrizadas ou atréficas perturbam o mecanismo de clearance uterina. De igual
forma, a ulceracdo, degeneracdo e a falta de cilios possuem o mesmo efeito (Causey, 2007). A
acumulacgao prolongada de fluido e PMNs altera a atividade ciliar e a camada de muco, favorecendo a

adesdo bacteriana e a infe¢do uterina (Maischberger et al., 2008).

2.2.2. Componente inflamatodria

A deposicdo de sémen e bactérias leva ao aparecimento da primeira onda de contra¢gdes miometriais
exercida pelo estimulo do cérvix e da vagina bem como a quimiotaxia e ativacdo de PMNs pelo Iimen
uterino, dentro dos 30 minutos pds cobricdo/IA (Fiala et al., 2007). As contracdes miometriais iniciadas
pela ocitocina, tém de ser mantidas durante as 6-12h seguintes, para expulsar eficazmente o liquido
do lumen uterino pelo cérvix e pela vagina (Canisso et al., 2020). Apds a ovulacdo e o encerramento
do cérvix, as particulas uterinas, o edema e as células inflamatérias remanescentes sdo drenadas
através dos vasos linfaticos no interior do endométrio (Morris et al., 2020). Qualquer interferéncia na
expulsdo do fluido intrauterino, favorece o aparecimento de alteracdes degenerativas do endométrio

(Woodward et al., 2013).
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Os PMNs, uma vez ativados, libertam enzimas liticas responsaveis pela fagocitose das bactérias, esta
atividade enzimatica assegura a libertagdo de DNA dos PMNs e a producdo de neutrdfilos
extracelulares “traps” (NETs). Os NETs sdo fibras extracelulares de DNA, que desempenham um papel
importante na fagocitose apds cobricdo /1A, ligando-se seletivamente aos agentes patogénicos e ndo

aos SPZ (Katila e Ferreira-Dias, 2022).

A atividade fagocitica e bactericida dos PMNs depende do complemento C3b e da imunoglobulina G;
éguas suscetiveis apresentam concentracGes significativamente mais baixas, sugerindo uma

opsonizacgdo disfuncional (Woodward e Troedsson, 2015; Canisso et al., 2020).

Durante a ativacdo dos PMNSs, as suas paredes celulares secretam a prostaglandina F., (PGF24), através
da ativacdo da cicloxigenase 2 (COX 2). A PGF,, apesar de ser um mediador da inflamacgdo, tem ainda
papel na contracdo do miométrio, remocao de fluido uterino e detritos inflamatdrios através do cérvix.
A secrecdo de PGF,, permite o aparecimento da segunda onda de contra¢des miometriais, facilitando

a clearance uterina fisica (Christoffersen e Troedsson, 2017).

As éguas classificadas como suscetiveis, parecem ter uma capacidade reduzida para eliminar o fluido
uterino e a frequéncia, duracdo e intensidade de contratilidade uterina pode estar comprometida pelo
aumento da producdo endometrial de 6xido nitrico (NO), um potente relaxante da musculatura lisa. O
NO é sintetizado por células imunoldgicas em excesso, através da éxido nitrico sintase induzivel (iNOS).
Eguas suscetiveis mostram uma quantidade mais elevada de NO nas secrecdes uterinas (Woodward,
et al., 2013) e um aumento da expressdo endometrial de iINOS em resposta a cobri¢do/IA (Khan et al.,

2017).

O equilibrio entre citoquinas pré e anti-inflamatérias desempenha um papel fundamental na
modulacdo da resposta inflamatéria em éguas resistentes e suscetiveis a endometrite. O
reconhecimento de antigénios e o recrutamento de células inflamatdrias é exercido pelas citoquinas
pro-inflamatdrias através da libertacdo de: IL-1a, IL-1B, TNF-a, IL-6 e IL-8 (Fumuso et al., 2003;
Woodward et al., 2013). Eguas suscetiveis demonstram uma expressdo endometrial mais elevada de
citoquinas pré-inflamatadrias (IL-1B, IL8 e TNF-a), em comparacdo com as resistentes, mesmo antes da

exposicao a agentes patogénicos (Fumuso et al., 2007).

A modulagdo da resposta inflamatadria, por sua vez, é efetuada pelas citoquinas anti-inflamatadrias: IL-
10, IL-4, IL-13 e IL-1 “receptor antagonist “(IL-1RA). O equilibrio adequado é mantido através da IL-1RA

que compete com a IL-1 pela ligacdo ao recetor IL-1, impedindo a ligacdo das citoquinas pro-
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inflamatérias IL-1a e IL-1B. A IL-10 é sintetizada, tardiamente na resposta inflamatdria, e tem papel
anti-inflamatério sistémico, na reducdo de transcricdo de citoquinas pro-inflamatérias pelos

mondcitos e macréfagos (Woodward et al., 2013).

Embora a IL-6 seja, inicialmente uma citoquina proé-inflamatéria, a sua funcao é pleiotrdpica devido a
sua capacidade de ativar varios recetores e vias para funcionar como anti-inflamatério mais tarde no
processo inflamatério. Eguas suscetiveis podem apresentar uma lacuna na manifestacio das

propriedades anti-inflamatdrias da IL-6 (Fumuso et al., 2003).

Woodward e os seus colaboradores, observaram que, cerca de 6 horas apds a |A, as éguas suscetiveis
apresentavam concentra¢des mais baixas de IL-10, IL-1RA e IL-6 em comparag¢ao com as resistentes,
onde o pico é atingido nas 6h. Este estudo relata também que a citoquina IL1-B, estava aumentada
tanto as 2 como as 6 horas em éguas suscetiveis e resistentes, sugerindo que as éguas suscetiveis
respondem de forma normal a presenca dos SPZ, mas sdo incapazes de interromper o processo
inflamatério uma vez ativado. Os dados sugerem que o periodo critico no desenvolvimento da

suscetibilidade das éguas é cerca de 6h pds-cobricdo/IA (Woodward et al., 2013; Ferris et al., 2014).

A falha em resolver a endometrite persistente pds-cobri¢cdo/IA no tempo adequado, podera ser devida
a falha inicial de expressdo de citoquinas anti-inflamatérias no tempo apropriado, atrasando a

resolucdo da inflamacdo uterina em éguas suscetiveis (Katila e Ferreira-Dias, 2022).

O interferdo gama (IFNy), é uma outra citoquina pré-inflamatdria, que ajuda na migragdo de células
inflamatérias pela parede dos vasos sanguineos e permite através da sua presenca, a ativacdo da
componente bactericida das células inflamatdrias e aumenta a secrecdo de iNOS. A expressdo do IFNy
é importante para o inicio da cascata de inflamacdo, e em éguas suscetiveis, a sua secre¢do é atrasada
inicialmente e é mais lenta a regressar aos niveis pré-inseminacdo, o que coincide com a ocorréncia de

sinais clinicos de inflamacdo prolongada e infertilidade (Katila e Ferreira-Dias, 2022).

A resposta das citoquinas a inflamacdo é o primeiro passo no reconhecimento e eliminacdo de agentes
estranhos, por conseguinte, uma resposta local alterada das citoquinas, tal como foi demonstrado em
éguas suscetiveis, contribui para uma clearance uterina atrasada, deficiente e consequentemente
infertilidade (ANEXO). Todas as éguas apresentam um padrdo de expressdo de citoquinas, embora a

resposta seja diferente entre as suscetiveis e as resistentes (Woodward e Troedsson, 2015).
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O plasma seminal, para além das suas capacidades de transporte, nutricio e protecdo dos
espermatozoides, produz uma proteina crucial a “cysteine-rich secretory protein-3” (CRISP-3), que
favorece a ligagdo dos PMNs a SPZ mortos e protege assim os SPZ vidveis. Estudos recentes
demonstram que também a lactoferrina, outra proteina do plasma seminal, desempenha um papel
em aumentar a fagocitose de SPZ mortos pelos PMNs. O plasma seminal possui também uma
componente imunomoduladora, na resposta do endométrio a presenca dos SPZ, através do aumento
da libertacdo de algumas citoquinas prd-inflamatdrias (IL-8 e IL-1B) e da supressdo de outras (TNF)

(Morris et al., 2020).

2.2.3. Componente microbiana

Microrganismos patogénicos ou comensais tém uma porta de entrada no Utero durante a cobricdo/IA,
enquanto éguas resistentes conseguem ter uma rapida resposta inflamatdria e clearance uterina
eficaz, éguas suscetiveis ndo e estdo predispostas a ocorréncia de uma endometrite infeciosa.
Endometrites infeciosas contribuem amplamente para a subfertilidade de éguas reprodutoras (Katila

et al.,, 2022).

As endometrites sdo maioritariamente causadas por bactérias aerdbicas, mas as anaerdbicas podem
também invadir o Utero (Segabinazzi et al., 2021a). As principais bactérias isoladas de endometrites na
pratica sdo Streptococcus spp., seguido das coliformes, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp. e

Staphylococcus aureus (Canisso et al., 2016; Kortam et al., 2022; Mazzuchini et al., 2024).

Entre todas, as mais prevalentes causadoras de endometrite aguda e crdnica sdo Streptococcus equi

subespécie zooepidemicus (Streptococcus zooepidemicus) e Escherichia coli (Gil-Miranda et al., 2024).

Streptococcus zooepidemicus tem um maior impacto, pela sua capacidade oportunista, silenciosa e de
invadir profundamente as glandulas endometriais, tornando-se resistente a terapia tradicional

(Petersen et al., 2015).

As infe¢Oes fungicas ou por leveduras sdo menos frequentes, representando menos de 10% dos casos
das endometrites infeciosas (Mazzuchiniet al., 2024). Tipicamente endometrites flngicas sdo
reportadas na literatura como secundarias, oportunistas e devido a utilizacdo repetida de antibidticos,

desregulando assim o microbioma uterino e facilitando a sua propagacao (Gil-Miranda et al., 2024).
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Eguas suscetiveis estdo predispostas ao desenvolvimento de endometrites crénicas, devido a
capacidade de algumas bactérias e fungos produzirem um biofilme, que lhes permite escapar a
fagocitose e limitar a penetracdo dos AB no tecido endometrial. O biofilme atua como uma barreira de
protecdo, favorecendo o aparecimento de resisténcias a terapia antimicrobiana comparativamente a
infecdo bacteriana plancténica. Aproximadamente 80% das bactérias isoladas do Utero equino sdo
capazes de produzir um biofilme (Canisso et al., 2020). A bactéria mais relatada como produtora de

biofilme no trato uterino é Pseudomonas aeruginosa (Ferris et al., 2016).

2.3. CONSEQUENCIAS NA FERTILIDADE E SAUDE REPRODUTIVA

A endometrite persistente pds cobricdo/IA, representa um grande prejuizo econdmico na criacdo de
cavalos, devido a sua etiologia multifatorial e resposta inflamatdria atrasada e exagerada. A inflamacao
prolongada do Utero cria um ambiente pouco propicio a migra¢gdo do embrido do oviduto até ao Utero

(5-6 dias pds-ovulacdo) e impede a implantacdo do embrido (Morrell e Rocha, 2022).

A neutrofilia persistente, o excesso de fluido intraluminal e a prolongada producdo de citoquinas pro-

inflamatdrias sdo condi¢cdes embriotdxicas que diminuem a fertilidade (Christoffersen et al., 2012).

Uma égua com antecedentes de endometrite persistente pds-cobricdo/IA é muito provavel que ja
tenha tido uma histéria de acumulacdo de fluidos IU antes e depois da cobricdo, perda embrionaria
recorrente, retorno precoce ao estro, presenca de corrimento vaginal, dificuldade em ter uma

gestacdo bem-sucedida apesar de um maneio adequado na altura da cobri¢do/IA (Scoggin, 2016).

Eguas suscetiveis a endometrite persistente pés-cobricdo/ I1A, apresentam uma taxa de prenhez menor
em relagdo a éguas resistentes, 49% vs 62% (Khan et al., 2017). A reagdo inflamatdria persistente
predispde ao desenvolvimento de fibrose e posterior endometrite crénica que limita a capacidade

reprodutiva das éguas reprodutoras (Morrell e Rocha, 2022).

3. TRATAMENTOS CONVENCIONAIS PARA ENDOMETRITE PERSISTENTE POS-
COBRICAO/INSEMINAGAO ARTIFICIAL

3.1. LAVAGENS UTERINAS, AGENTES ECBOLICOS E ANTIBIOTICOS SISTEMICOS E INTRA-

UTERINOS

As principais estratégias terapéuticas convencionais tém como objetivo corrigir os defeitos das defesas

uterinas, neutralizar as bactérias virulentas e controlar a inflamacdo uterina dentro das 96h pods
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cobricdo/IA (LeBlanc, 2010). Convencionalmente, a terapia usada no tratamento de endometrites é
baseada em lavagens uterinas, administracdo de agentes ecbdlicos e antibidticos (Scoggin, 2016; Del

Prete et al., 2024).

Atualmente, a auséncia de resposta satisfatéria da terapia convencional, associada a crescente
resisténcia aos antibidticos, cria uma necessidade de busca e desenvolvimento de terapias

alternativas, seguras, eficazes e minimamente invasivas no endométrio (Scoggin, 2016).

3.1.1. Lavagens uterinas

As lavagens uterinas ajudam na remocao fisica dos microrganismos, SPZ mortos, detritos celulares e
inflamatérios, que sdo prejudiciais ao ambiente uterino. Esta técnica segue a maxima intemporal de

gue “a solucdo para a poluicdo é a diluicdo” (Scoggin, 2016).

As lavagens uterinas sdo normalmente realizadas antes ou 4h apds a cobricdo/IA, tempo necessario
para que todos os SPZ vidveis migrem até ao oviduto para que nenhum efeito adverso na fertilidade

seja observado (Cazales et al., 2018).

Este tratamento é recomendado para éguas que apresentam uma acumulagao de fluido intrauterino
> 2cm ou hiperecogénico na ecografia (Figura 3) pds-cobricdo/IA (LeBlanc, 2010). Eguas com fluidos
uterinos antes da cobricdo/IA, podem ser lavadas com solugdes cristaldides de Lactato de Ringer (LR)
até 1h antes do momento da cobrigdo/IA. SolugBes cristaldides, como LR e solugdo salina (NaCl 0,9%)
sdo frequentemente utilizadas para lavar o Utero das éguas e essas solu¢Ges podem ser enriquecidas

com antissépticos como a povidona iodada, mucoliticos ou quelantes (Scoggin, 2016).

A eliminagdo do fluido IU acumulado é necessaria, uma vez que o fluido possui detritos inflamatérios
gue afetam negativamente a motilidade dos SPZ e a fertilidade (LeBlanc e Causey, 2009). Na pratica
clinica, as lavagens sdo repetidas até a recuperacdo de um efluxo claro e imediatamente apds um

agente ecbdlico é administrado para expulsar o fluido uterino (Scoggin, 2016).
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Figura 3 : Corte de imagens ultrassonograficas dos cornos uterinos em éguas (Canisso et al., 2020)

(A) Utero em diestro; (B) Utero em estro, caracterizado pela presenca de edema nos vasos linfaticos que rodeiam a submucosa do
endométrio, aspeto de “gomo de laranja”, (C) Edema exacerbado do endométrio com acumulagdo patoldgica de fluido

intraluminal (*) e (D) Acumulagdo intensa de fluido intraluminal hiperecogenico (**) numa égua com endometrite.

3.1.2. Uso de agentes ecbolicos: eficacia, métodos de administragdo, duragdo de agao

Agentes ecbdlicos, como a ocitocina e a PGF2a, sdo farmacos que promovem as contragdes uterinas
necessarias para eliminar o excesso de fluido intrauterino pelo cérvix e drenagem linfatica (Katila,
2016). Apds a ovulagdo, o corpo luteo inicia a secrecdo da P4, que fecha o cérvix, reduzindo a
capacidade de eliminagdo de fluidos, contudo uma pequena quantidade de fluidos continua a ser

drenada pelos vasos linfaticos uterinos (Budras et al., 1994).

A ocitocina é um agente ecbdlico muito usado, que pode ser administrado antes da cobricdo/IA (até
1h antes) e a partir de 4h pds-cobricdo, uma vez que o transporte de SPZ é considerado completo 3-
4h péds cobricdo/IA (Troedsson et al., 2016). A ocitocina induz na maioria das éguas, contracdes
uterinas de grande amplitude, durante aproximadamente 30 min. O efeito é maior durante o estro,
mas ainda estd presente até 48h pds-ovulacdo (LeBlanc e Causey, 2009). Muitas éguas respondem
rapidamente, pela expulsio rapida de fluidos. As doses recomendadas variam entre 10 e 25 Ul, através

de uma administragdo intravenosa ou intramuscular. Pequenas doses de ocitocina (10-25 Ul) induzem
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contragGes uterinas rapidas de curta duragcdo enquanto doses maiores (40 Ul) resultam em contragbes

tetanicas, menos efetivas (Maischberger et al., 2008).

A carbetocina é um andlogo sintético da ocitocina, que induz contracdes uterinas mais ligeiras e mais
longas em comparagdo com a ocitocina enddgena (Katila, 2016). A dose administrada é 175 ug por via
intravenosa. A semi-vida da carbetocina é 2,5x superior a ocitocina enddgena e pode ser benéfico em
éguas que necessitem de contragdes uterinas mais prolongadas ou que ndo respondam a

administracdo prévia de ocitocina (Scoggin, 2016).

O cloprostenol é um analogo sintético da PGF2a, que induz contragées miometriais de pequena
amplitude, mais longas (4-6h) e é recomendado para a drenagem de fluidos IU acumulados em casos
de utero pendular, fibrose cervical ou estase linfatica. Para além de poder ter efeitos secundarios de
colica (Troedsson, 1999), o uso de PGF2a deve ser feito com precaucdo, devido ao seu efeito luteolitico
e consequente diminuicdo da secrecdo de P4 necessadria pela manutencdo da prenhez. A sua
administracdo 18-24h pds-ovulacdo pode comprometer o CL em formacdo resultando em
concentracdo sistémica de P4 inferior a normal e diminuir a probabilidade de prenhez. Assim, o seu
uso é limitado ao estro e dentro das 12h pds-ovulacdo e a dose administrada é 250 pg por via

intramuscular (LeBlanc e Causey, 2009).
3.1.3. Uso de antibiéticos: eficacia, métodos de administragdo, limitagoes e resisténcia

As endometrites persistentes podem ser classificadas consoante a sua origem como infeciosa ou nao
infeciosa. Endometrites bacterianas persistentes apds cobricdo/IA, podem ser desencadeadas por

bactérias patogénicas ou oportunistas (Mazzuchini et al., 2024).

Em casos de endometrites infeciosas, o uso de antibidtico contra uma bactéria considerada como
patogénica para o trato uterino equino é requerido. Embora o tratamento com AB na auséncia de uma
identificacdo positiva de um agente patogénico tenha, em alguns casos, resolvido o problema de
fertilidade, é contrario as recomendacGes atuais sobre o uso prudente de antibidticos (Pyorala et al.,

2014).

O uso abusivo de AB levou a um rapido desenvolvimento de resisténcias e representa atualmente um
problema importante na medicina veterinaria (Tyrnenopoulou e Fthenakis, 2023). Portanto, antes de

iniciar uma terapia com AB, o microrganismo deve ser previamente identificado, a sua sensibilidade
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deve ser testada através de um antibiograma e depois a terapia podera ser iniciada (Kortam et al.,

2022).

Os AB mais utilizados no tratamento de endometrites sdo os B-lactamicos (ceftiofur, ampicilina,
penicilina) e aminoglicosideos (gentamicina e amicacina) (Py6rala et al., 2014). As duas bactérias
isoladas com maior frequéncia, S. zooepidemicus e E. coli, sdo resistentes aos antibidticos comuns.
Bactérias como P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae e até S. zooepidemicus sdo bactérias produtoras

de biofilme, tornando assim dificil a sua remog¢do completa do Utero (Scoggin, 2016).

A terapia antimicrobiana no tratamento de endometrite bacteriana é hoje efetuada antes da
cobricdo/IA, permitindo eliminar os potenciais patdgenos e restaurar rapidamente a saude do
endométrio. Essa terapia é geralmente associada a irrigacdo do Utero seguida do uso de um agente

ecbdlico e administracdo de um antibidtico adequado (Ghallab et al., 2023).

A terapia antimicrobiana pode ser administrada por via intrauterina ou sistémica. A via intrauterina,
permite diminuir a quantidade de AB necessaria, uma vez que uma grande concentragdo local é
atingida e reduz o risco de disturbio da flora bacteriana em outros 6rgdos, mas a penetracdo do AB
intrauterino no tecido é inconstante, podendo assim favorecer o desenvolvimento de resisténcias. As
administracdes intrauterinas podem irritar a mucosa e facilitar a contaminacdo iatrogénica

(Mazzuchini et al., 2024).

AdministragGes sistémicas de AB podem ser efetuadas em qualquer momento do ciclo éstrico,
apresentando uma concentracdo terapéutica estavel num periodo prolongado, no entanto podem

desencadear efeitos secundarios como diarreias e colite (Tyrnenopoulou e Fthenakis, 2023).

Na pratica clinica, os antibidticos apropriados sdo geralmente administrados por via intrauterina
durante 3-5 dias em estro para restaurar a salde endometrial e limitar o aparecimento de endometrite
infeciosa pos-cobricdo/IA (Kortam et al., 2022). Os antibidticos intrauterinos devem ser evitados
durante o diestro, devido a concentragao elevada de P4, uma hormona imunossupressora, que leva ao
aparecimento de endometrite fingica e/ou bacteriana resistente (Tyrnenopoulou e Fthenakis, 2023).
Nos casos em que as éguas apresentam sinais claros de endometrite infeciosa apds a cobri¢do/IA, o
uso de AB é recomendado. No entanto, o numero de éguas nesta condi¢do é baixo e ndo justifica a

administracdo sistematica de AB apds cada cobri¢es/IA (Morrell e Rocha, 2022).
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3.2. NOVAS TERAPIAS E ABORDAGENS

Muito embora a maioria das éguas respondam aos tratamentos convencionais para a endometrite
persistente pds-cobricdo/IA, ha casos em que isso ndo acontece (Scoggin, 2016). Nos ultimos anos,
varios estudos foram realizados para desenvolver terapias novas e eficazes para lidar com a inflamacao
uterina prolongada, o aumento do numero de bactérias produtoras de biofilme e a emergéncia de
resisténcias antimicrobianas (ANEXO). As terapias ndo tradicionais podem ter propriedades

imunomoduladoras, antimicrobianas, mucoliticas e quelantes (Mazzuchini et al., 2024).

3.2.1. Imunomoduladoras: corticosteroides, células estaminais, extratos de parede

bacteriana

O uso de corticosteroides como a prednisolona ou dexametasona no tratamento de endometrites
persistentes pds cobricdo/IA em éguas suscetiveis, diminui a acumulacdo de fluido IU e aumenta a taxa

de prenhez (Katila e Ferreira-Dias, 2022).

A terapia com dexametasona reduz a expressdao endometrial de (IL-1B e IL-8) e induz a supressdo de
mediadores inflamatérios como COX-2 e o NO (Christoffersen et al., 2012). A dexametasona modula a
resposta inflamatdria, mas diminui também as contragdes miometriais, através da diminuicdo de COX-
2 e consequentemente provoca uma diminuicdo da PGF2a, necessaria para contrair o miométrio. Por
este motivo, deve ser administrado um agente ecbdlico durante o uso de dexametasona. Apds a
terapia, a modulacdo da resposta inflamatdria aumenta através do aumento de (IL-6, IL-10, e IL-1RA).
Portanto, os corticosteroides permitem melhorar o equilibrio alterado, entre citoquinas pré e anti-

inflamatdrias em éguas suscetiveis (Christoffersen et al., 2012).

As células estaminais, por sua vez, tém propriedades de imunomodulagdo e atuam sobre a
degenerac¢do do endométrio, através da migragdo das células no endométrio alterado como no tecido
periglandular ou glandular. As células estaminais sdo células heterdlogas, obtidas de tecido adiposo,
medula éssea, tecido endometrial ou amnidtico, que tém a capacidade de se diferenciar em varios
tipos de células (Mazzuchiniet al., 2024). Quando ha danos, as células estaminais libertam um
conjunto de moléculas bioativas que regulam a resposta inflamatéria endometrial, através da
diminui¢cdo do nimero de PMNSs no Iiumen uterino e aumento da citoquina imunomoduladora IL-1 RA
(Ferris et al., 2014). Apesar desta técnica ser minimamente invasiva para a égua, a técnica é elaborada
e requer uma grande quantidade de cultura de células, técnicas de cultura especiais e experiéncia da

parte do operador (Ferris et al., 2014).
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O extrato de parede celular de Mycobacterium phlei € um imunomodulador que atua sobre a resposta
imunitaria humoral inata e é usado para o tratamento da endometrite equina causada por
Streptococcus zooepidemicus. O seu mecanismo de acdo é baseado na reducdo da expressdo
endometrial de IL-1B, IL-6 e TNFa pds cobricdo e aumento da expressdo da IL-10. A secre¢do de NO
também é reduzida (Canisso et al., 2020). Outro imunomodulador, composto por extrato de parede
bacteriana é o Propionibacterium acnes, que atua sobre a resposta imunitaria celular inespecifica,

através da ativacdo de macrdéfagos e libertacdo de citoquinas (Canisso et al., 2020).
3.2.2. Peroxido de hidrogénio

O perdéxido de hidrogénio (H,0,), foi usado no passado pelas suas propriedades antissépticas, mas
presentemente sabe-se que tem uma atividade antimicrobiana de largo espectro, tal como atividade
contra varios microrganismos como bactérias, fungos, virus, leveduras e esporos. O H,0, possui bons
resultados antimicrobianos in vitro contra bactérias planctdnicas e produtoras de biofilme exceto para
P. aeruginosa (Mazzuchini et al., 2024), devido a sua capacidade de inibir o processo enzimatico
essencial para a sobrevivéncia dos microrganismos e a libertacdo de radicais de oxigénio que penetram

e rompem a parede celular e o DNA intracelular dos agentes patogénicos (Scoggin, 2016).
3.2.3. Mucoliticos: dimetilsulféxido, querosene, N-acetilcisteina

Agentes mucoliticos como o dimetilsulféxido (DMSO), querosene ou N-acetilcisteina (NAC) podem ser
associados aos fluidos das lavagens uterinas para tentar eliminar o fluido, muco ou biofilme e assim

potenciar o efeito dos AB (Del Prete et al., 2024).

O DMSO é conhecido pelas suas propriedades anti-inflamatdrias, bacteriostaticas e anti-biofilme. A
inflamacdo é reduzida através da eliminacdo dos radicais livres. A combinacdo de fluidos salinos com
o DMSO traduz-se numa melhor taxa de prenhez, comparativamente a utilizacdo de solucdo salina
isolada. Sdo também observados resultados benéficos no score da bidpsia endometrial (Scoggin,

2016).

O querosene é utilizado como solvente para remover mucilagem persistente e, embora provoque uma
inflamacdo intensa e, por vezes, de tipo difteroide, ndo foram observados efeitos secundarios a longo
prazo no Utero. Em éguas suscetiveis, com acumulacdo grave de fluido IU ou insucessos terapéuticos,
a infusdao de querosene demonstrou aumentar a taxa de prenhez. A sua associacao com solugao salina

revelou-se também eficaz em casos de fibrose severa, atuando como uma curetagem quimica do
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epitélio e favorecendo um ambiente uterino propicio ao desenvolvimento embrionario (Scoggin,

2016).

A NAC é um mucolitico cujo mecanismo de agdo se baseia na rutura das ligagGes dissulfureto entre
polimeros, reduzindo assim a viscosidade do muco no endométrio. Para além disso, possui
propriedades anti-inflamatadrias. A sua utilizacdo contribui para evitar o uso indiscriminado de AB e

pode melhorar a taxa de prenhez (Canisso et al., 2016).
3.2.4. Quelantes: EDTA-Tris

Os agentes quelantes oferecem uma opg¢ao terapéutica em casos de endometrite bacteriana refrataria,
potenciado os efeitos de alguns AB e reduzindo as suas concentragdes inibitérias médias. O seu
mecanismo de a¢do ndo é completamente entendido, mas é especulado que o quelante agrega os
catides divalentes da membrana externa da bactéria, levando a alteracdo da permeabilidade e
integridade da parede celular bacteriana (LeBlanc, 2010). Estudos in vitro demonstram que o EDTA-
Tris é altamente eficaz sobre E. coli em estado planctdnico, mas inconsistente na redu¢do do nimero
de unidades formadoras de coldnias e na interrupcdo da producdo de biofilme para P. aeruginosa ou
K. pneumoniae. Perante isto, os quelantes sdo atualmente reservados ao uso em caso de endometrites

refratdrias causadas por E. coli (Ferris et al., 2016).

4. PLASMA RICO EM PLAQUETAS — PRINCiPIOS E MECANISMOS
4.1. COMPOSIGAO E CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O Plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto autdlogo, obtido diretamente a partir do sangue do
proprio animal e neste caso da égua, eliminando o risco de contaminacdes cruzadas, reacgdes
autoimunes e doencas transmissiveis. O PRP é uma suspensdo de plasma que contém todos os
componentes do sangue total em quantidade variavel (Brossi et al., 2015), de acordo com o termo, o
PRP para ser rico em plaquetas deve ter pelo menos 300 000 plaquetas/pl e ser concentrado com trés

a cinco vezes mais plaquetas (Segabinazzi et al., 2017; Lee et al., 2018).

4.1.1. Componentes do plasma rico em plaquetas: plaquetas, fatores de crescimento,

proteinas bioativas

O PRP é constituido por um concentrado de plaquetas, contendo varias moléculas bioativas tais como
fatores de crescimento (FC) e citoquinas bem como neutrdfilos, células estaminais e numerosas

proteinas com propriedades antibacterianas e antifungicas (Kortam et al., 2022).
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As plaquetas sdo pequenos fragmentos de células anucleadas (2 a 3 um de didmetro), de forma
discoide, geradas a partir do citoplasma dos megacaridcitos da medula dssea, com uma vida util de
cerca de 7 a 10 dias (Hartwig e Italiano, 2003). As plaquetas sdo conhecidas pelas suas funcées
hemostaticas e coagulantes (Georg et al., 2010), e estudos recentes revelaram que elas contém uma
grande variedade de proteinas bioativas com func¢des diversas como os FC, citoquinas e quimiocinas

(Pasch et al., 2021).

As plaquetas contém trés tipos de granulos (alfa (a), delta (8) e lambda (1)), que sdo responsaveis pela
libertagdo de vérias proteinas e outras substdncias essenciais para os processos de reparacdo e
cicatrizacdo dos tecidos. Os FC sdo as principais proteinas Uteis no PRP, sdo armazenados nos granulos
plaguetarios a e desempenham um papel essencial na angiogénese e na regulacdo de processos

celulares, incluindo a quimiotaxia, mitogénese e diferenciacdo (Fraile et al., 2023).

Ap0s a ativacdo plaquetaria, as plaquetas sintetizam e secretam multiplos FC, através da reorganizagdo
do citoesqueleto plaquetario, que permite o deslocamento dos granulos plaguetarios para o centro da
célula, fundindo-se com o sistema canalicular aberto para libertar os FC e citoquinas no ambiente

extracelular (Soares et al., 2020).

Os FC segregados estimulam diretamente as células mesenquimatosas e epiteliais locais a migrar,
dividir-se e aumentar a sintese de colagénio e matriz, para a formacdo de tecido conjuntivo fibroso e
formacdo de cicatrizes. Além disso, muitos dos FC libertados nos tecidos danificados podem interagir
entre si, proporcionando a ativacao de diferentes vias de sinalizacdo intracelular, para uma melhor

reparacdo dos tecidos (Pavlovic et al., 2016).

Os granulos a sdo responsaveis pela libertacdo dos seguintes fatores de crescimento: o FC derivado
das plaquetas, o FC transformador-B1, o FC epidérmico, o FC endotelial vascular e o FC dos fibroblastos,
gue desempenham uma variedade de func¢Ges bioldgicas (Tabela 1) (Pavlovic et al., 2016). O FC
semelhante a insulina-1, é armazenado no plasma e ndo nas plaguetas, mas pode ser transportado

para as plaguetas pelas proteinas de ligacdo do FC semelhante a insulina-1.

Os granulos & contém principalmente substancias que promovem a coagulagdo, como o calcio,
magnésio, adenosina, serotonina e histamina (Pavlovic et al., 2016). Os granulos A sdo organelos do
tipo lisossomico e tal como os lisossomas de outros tipos de células, contém as enzimas necessarias
ao processo de degradacdo de proteinas, lipidos e hidratos de carbono. Estdo ainda envolvidos na

remocdo de residuos de tecidos danificados e de agentes infeciosos (McCarrel, 2023).
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Concentracgdes elevadas de plaquetas no PRP resultam numa maior libertacdao de FC, citoquinas e
péptidos antimicrobianos naturais que modulam a resposta imunitdria uterina e as infe¢Oes

bacterianas (Segabinazzi e Canisso, 2021).

No entanto, o PRP é mais do que apenas plaquetas, contém diversos fatores bioativos que atuam nas

vias anabodlicas, catabdlicas, pré-inflamatadrias e anti-inflamatérias (Boswell et al., 2012).

Tabela 1: Fatores de crescimento presentes nos granulos plaquetérios a e suas respetivas fungdes

bioldgicas (adaptado de Pavlovic et al., 2016)

Nome Fungao
Aumenta a sintese de colagénio, a proliferagdo de células dsseas, a quimiotaxia e a
FC derivado das plaquetas atividade proliferativa dos fibroblastos, a ativagdo dos macréfagos

Aumenta a sintese de colagénio de tipo I, promove a angiogénese, estimula a quimiotaxia
FC transformador-f1 das células imunitarias, inibe a formagdo de osteoclastos e a reabsorgdo éssea

Estimula a angiogénese, a migragdo e a mitose das células endoteliais, aumenta a
FC endotelial vascular permeabilidade dos vasos, estimula a quimiotaxia dos macréfagos e dos PMNs

Estimula a proliferagdo celular, a diferenciagdo das células epiteliais, promove a secregdo
FC epidérmico de citoquinas pelas células mesenquimatosas e epiteliais

Promove a proliferagdo de células mesenquimatosas, condrdcitos e osteoblastos,
FC dos fibroblastos estimula o crescimento e a diferenciagdo de condrdcitos e osteoblastos

Promove o crescimento, a diferenciagdo e o recrutamento de células nos 0ssos, vasos
sanguineos, pele e outros tecidos, estimula a sintese de colagénio juntamente com o FC

FC semelhante a insulina-1 .
derivado das plaquetas
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4.1.2. Variabilidade nas técnicas de preparagdo e concentragao

Atualmente, existem muitos sistemas de preparacdo de PRP disponiveis no mercado, com um tempo

e uma velocidade de centrifugacao definidos.

Os processos de preparacdo tém em conta os diferentes gradientes de densidade dos componentes
sanguineos, de modo a concentrar as plaquetas. Geralmente, os protocolos incluem um ou dois passos
de centrifugacdo (Soares et al., 2020). Primeiramente, o sangue ¢é colhido diretamente para tubos de
colheita ou sacos de transfusdo de sangue, que contém anticoagulantes como o citrato de sddio ou o
acido de citrato de dextrose A (ACD-A) (Giraldo et al., 2015). O uso de anticoagulantes impede a
ativacdo das plaquetas e a formacdo de codgulos. De seguida, o sangue é colocado em tubos cdnicos

e é centrifugado para preparar o PRP (Garbin et al., 2021).
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A centrifugacdo de sangue total com um anticoagulante resulta num sobrenadante de plasma com um
gradiente de concentragdo celular. Os eritrécitos, sendo mais densos, permanecerdo como a camada
de células compactadas no fundo do tubo, apds a primeira centrifugacdo. O “buffy coat” de glébulos
brancos (GB) encontra-se no topo da camada de gldbulos vermelhos (GV). As plaquetas estdo na
camada acima da camada leucocitéria, e diminuem de concentragdo em direcdo ao topo da camada
de plasma. A camada leucocitaria e o plasma podem ser recolhidos e retirados para proceder a uma

segunda centrifugacdo para aumentar a concentrac¢do de plaquetas (Boswell et al., 2012).

Os varios sistemas de preparac¢do de PRP disponiveis, mostram resultados diferentes na eficiéncia e
repetibilidade da recolha de plaquetas, na contagem final de leucdcitos, na ativacdo plaquetaria e na
facilidade de uso. As diferencas entre as preparacdes de PRP podem dever-se ao protocolo selecionado
ou a muitos outros fatores intrinsecos ou extrinsecos que também afetam o produto final, como as
carateristicas individuais de cada cavalo, como a idade e as patologias. O armazenamento do sangue
total antes do processamento induz uma variabilidade suplementar nas carateristicas finais do PRP e

das plaquetas (McCarrel, 2023).

Estdo disponiveis varios sistemas de produc¢do, mas ainda ndo existe um protocolo Unico para a
producdo de PRP (Lee et al., 2018). Ndo ha ainda um consenso na comunidade cientifica quanto a
guantidade total de plaquetas necessarias para que o PRP seja considerado como eficaz (O’Shea et al,,
2014). Embora o PRP contenha principalmente plaquetas, também inclui outros componentes do
sangue em quantidades variaveis, conforme o protocolo utilizado. Com base no teor de plaquetas,
leucdcitos e fibrina, o PRP pode ser classificado em diferentes tipos, como plasma pobre em plaquetas,

PRP rico ou reduzido em leucécitos, e PRP com fibrina (Brossi et al., 2015).

O principio da preparagdo do PRP para fins terapéuticos consiste em reduzir os GV a 5%, que tém
pouca utilidade no processo de cicatrizagdo, e aumentar para 94% as plaquetas, que tém efetivamente

propriedades regenerativas (Vandeweerd, 2022).

Os esforcos para reduzir o nimero de GV, por meio de centrifugacGes com diferentes forgas
gravitacionais e tempos, permitem uma diminuicdo consideravel da sua concentra¢do, embora alguns
ainda permanegam no produto final. Os GV e os GB tém um papel relevante na resposta imunitaria.
Como os GV estimulam a producdo de mediadores pré-inflamatoérios, como a IL-1 e o TGF-q, é essencial

reduzir a sua presenca na preparacao do PRP (Lee et al., 2018).
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A presenca dos GB no PRP é ainda controversa, pois foram registados efeitos adversos. Os fatores pro-
inflamatérios, como a IL-1 e o TGF-a, podem aumentar devido a concentracdo de PMNs. Uma
concentracdo elevada de GB pode diminuir a sintese da matriz extracelular. O possivel efeito benéfico
pode estar associado a sua atividade anti-infeciosa, tal como o relatado no estudo de 2021 de
Segabinazzi, em que a infusdo intrauterina de leucdcitos acelerou a eliminacdo de bactérias contidas

no Utero de éguas suscetiveis a endometrite persistente pos cobricdo/IA (Segabinazzi et al., 2021a).

A ativacdo das plaguetas pode ocorrer de forma enddgena, no local da lesdo, ou exdgena, antes da
aplicacdo do PRP. No PRP, com plaquetas ainda inativas, o contacto com o colagénio fibrilar, a trombina
ou a membrana basal das células leva a ativacdo dos trombdcitos, com a libertacdo de grandes
guantidades de moléculas bioativas dos granulos a das plaquetas (Soares et al., 2020). No entanto, em
alguns protocolos, essa ativacdo ocorre previamente, tornando os FC imediatamente disponiveis para

o tecido danificado (Soares et al., 2020).

De forma geral, a quantidade total de FC é libertada cerca de uma hora apds a ativacdo das plaquetas,
enquanto 70% desses fatores sao libertados nos primeiros 10 minutos. Isto sugere que a ativagao
exogena das plaguetas pode conduzir a uma secregdo rapida de FC, mas também a uma diminuicdo do

tempo de exposicdo dos tecidos danificados a esses fatores (Pavlovic et al., 2016).

O PRP pode ser congelado e descongelado para obter o efeito de lise das células e das plaquetas e
promover assim a libertacdo massiva dos FC, das citoquinas e outras proteinas (Colombo et al., 2021).
Estas preparacdes denominam-se lisados plaquetarios e tém a vantagem de poderem ser congelados,

armazenados e de permitirem uma utilizagao flexivel e alogénica (Colombo et al., 2021).

As preparacoes de PRP sdo heterogéneas, uma vez que dependem da quantidade inicial de plaquetas,
de anticoagulantes, da quantidade de leucdcitos e da adicdo de fatores de ativacdo (Vandeweerd,

2022).

4.2. MECANISMO ANTI-INFLAMATORIO E ANTIMICROBIANO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS
NO ENDOMETRIO

4.2.1. Propriedades anti-inflamatorias e regenerativas dos fatores de crescimento

Os mecanismos anti-inflamatdrios do PRP ndo estdo bem clarificados (Colombo et al., 2021). No
entanto, observou-se que o plasma autdlogo aumenta a fagocitose e a quimiotaxia dos PMNs no Utero

até 24h apds a IA, sugerindo uma acdo como opsonina e agente quimiotatico (Pascoe, 1995).
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Adicionalmente, o tratamento com PRP aumentou os niveis de quimiocinas segregadas pelos
macroéfagos e células endoteliais. As quimiocinas alteram o gradiente quimiotatico, inibindo a migracédo
de leucdcitos da circulacdo para o tecido endometrial, reduzindo significativamente a percentagem de

PMNs 24h apés a IA (Reghini et al., 2016).

Diferentes estudos mostram que os FC tém uma atividade anti-inflamatdria e que estdo envolvidos
nos mecanismos de regulagdo das citoquinas pré-inflamatdrias, estas propriedades foram também
observadas no endométrio de éguas suscetiveis quando o PRP foi administrado em infusdo

intrauterina (Dzyekanski et al., 2012).

O PRP reduz a quimiotaxia dos PMNs, devido ao aumento da lipoxina A4 e a inibicdo do fator nuclear
kappa beta (um complexo proteico que ativa os genes que codificam as citoquinas pré-inflamatérias),
levando a regulacdo de mediadores pro-inflamatdrios como o TNF-q, a IL-1 e a COX-2, observados em

varios processos inflamatdrios (Colombo et al., 2021; Pasch et al., 2021; McCarrel, 2023).

Apds um tratamento uterino por PRP, a secrecdo de IL-10 aumenta, enquanto as secre¢des de IL-1B,
IL-6, IL-8, iINOS e COX-2 diminuem (Metcalf et al.,2012; Metcalf, 2014; Segabinazzi et al., 2017,
Segabinazzi et al., 2021a).

As concentracdes de FC libertados pelas plaquetas podem ser determinantes na eficacia da
regeneracdo dos tecidos. Um maior niumero de plaguetas no PRP corresponde a niveis mais elevados
de FC disponiveis e desta forma uma regeneracdo tecidular aumentada (McCarrel, 2023). O PRP
acelera a neovascularizagdo e, por conseguinte, aumenta o fornecimento de sangue e nutrientes
necessarios para a regeneracdo celular nos tecidos danificados. Além disso, ao aumentar o
fornecimento de sangue, o PRP estimula a proliferacdo e a diferenciacdo das células, que estdo

envolvidas no processo de cicatrizacdo (Pavlovic et al., 2016).

4.2.2. Propriedades antimicrobianas das moléculas bioativas

O mecanismo antibacteriano do PRP ndo é totalmente compreendido, embora algumas evidéncias
sugiram que as plaquetas poderiam desempenhar um papel fundamental na defesa antimicrobiana do
hospedeiro e parecerem ter propriedades antimicrobianas dependentes da dose (Segabinazzi et al.,

2021a).
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As plagquetas, uma vez ativadas, sdo capazes de detetar sinais provenientes do local da lesdo e de
ameacas microbianas, desencadeando a libertacdo de uma ampla variedade de proteinas com
atividade antibacteriana. Através de diferentes vias de sinalizacdo, elas tém a capacidade de alterar o
mecanismo de defesa da égua e desencadear o recrutamento de leucdcitos, que auxiliam na

identificacdo, sequestro e eliminacdo de microrganismos invasores (Magalhdes et al., 2024).

As plaguetas contém moléculas bioativas com efeito microbicida, tal como a timosina-B4 e a proteina
microbicida plaquetaria induzida pela trombina-1 (tPMP-1), que é uma proteina semelhante ao fator
plaguetario 4. A tPMP-1 tem um efeito antibacteriano importante contra Staphylococcus aureus

(Alvarez et al., 2011).

A atividade antimicrobiana do PRP foi descrita contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae, que sdo agentes frequentemente associados a endometrite infeciosa em éguas
(Segabinazzi e Canisso, 2021). Num estudo in vitro, o PRP demonstrou capacidade em inibir toda a
atividade celular de E. coli. Os lipopolissacaridos presentes em certas estirpes desta bactéria parecem
ser capazes de ativar as plaquetas e induzir a libertacdo de moléculas antimicrobianas (Mazzuchini et

al,, 2024).

O PRP, como agente bacteriostatico, tem um efeito inibitdrio maximo nas primeiras 2 horas, sugerindo
gue a sua utilizacdo repetida pode melhorar os efeitos inibitérios desta terapia (Mazzuchini et al.,

2024).

Magalhdes et al. (2024) sugere que as plaguetas geram espécies reativas de oxigénio, que podem ligar-
se e internalizar microrganismos, participando nos mecanismos de citotoxicidade celular

(Magalh3es et al., 2024).

5. USO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS PARA TRATAMENTO DE ENDOMETRITE PERSISTENTE POS-
COBRIGAO/INSEMINACAO ARTIFICIAL EM EGUAS

5.1. ESTUDOS EXPERIMENTAIS SOBRE O PLASMA RICO EM PLAQUETAS NA REPRODUGAO
EQUINA

Desde 2012, varios estudos, investigam como o PRP pode ser usado como op¢do terapéutica no
tratamento de endometrites persistente através as suas capacidades anti-inflamatérias, regenerativas

e antimicrobianas (Del Prete et al., 2024).
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5.1.1. Administracdo intrauterina do plasma rico em plaquetas em éguas

O lumen uterino da égua é grande e, portanto, requer um volume grande de PRP em comparagdo com

o utilizado em articulacGes, tenddes e ligamentos. As éguas suscetiveis, que beneficiam mais da terapia

com PRP, sdo geralmente mais velhas, multiparas e tém um Utero grande e pendular. Considera-se

entdo que a infusdo intrauterina de PRP deve ter um volume minimo de 10 a 60 ml para permitir que

haja contacto com todo o limen uterino (Segabinazzi et al., 2021b).

Atualmente, varios estudos sobre a administracdo intrauterina de PRP estdo disponiveis, com

protocolos de preparagées e administracdes diferentes (Tabela 2).

Tabela 2: Sintese de estudos sobre os métodos de preparagdo, caracteristicas bioldgicas e protocolos
de administragdo intrauterina de PRP em éguas reprodutoras

Tipo de , " Concentragao de Protocolo de
Estudo P Métodos de preparagao ¢ . . N
tratamento plaquetas administragao
Centrifuga¢des duplas (1920 rpm durante =
Inf IU de 15ml
(Carluccio et , 10 min a 22°C; 3960 rpm durante 6 min) de 1-1,2 x 10° ntusao e. mb
al., 2020) PRP autdlogo 450ml de sangue condicionado em bolsas 24h depois a
., o sangue plaguetas/ul ovulacio
Centrifuga¢des duplas (535xg durante 20 Infusdo IU de
Lisado min a 20°C; 2275xg durante 15 min a 20°C) 10ml de PRP + PPP
(Colombo et plaquetario | de 100 ml de sangue condicionado em 239000 (55000-576000) hm e PRt ducs ’
al., 2021) . bolsa de sangue com ACD-A; ativac3o por plaquetas/ulL 12h apos ainducao
autélogo congelacio a -80°C da ovulagdo e 24h
antes IA
Centrifugagdes duplas (120xg durante 10
min; 240xg durante 10 min) de 100ml de 2 x 106 Infusdo IU de 20mL,
PRP autélogo | sangue condicionado em tubos com citrato 2 dias apds a fim do
de sddio a 3,2%; ativacdo por solucdo de plaquetas/pL estro

(Dawod et al.,
2021)

cloreto de calcio (0,068 mEg/mL de PRP)

PRP liofilizado
(L_GFequina)

Produto comercial (Cairo Medical Centre
Blood Bank) reconstituido em 20ml de
NaCl 0,9 %

Cada frasco contém
PDGF equivalentes aos
encontrados nas
plaquetas de 20 ml de
sangue total

Infusdo IU de 20ml,
2 dias apds a fim do
estro

(Ghallab et al.,
2023)

PRP autélogo

Centrifugagdes duplas (120xg durante 10
min; 240xg durante 10 min) de 100ml de
sangue condicionado em tubos com citrato
de sddio a 3,2%; ativagdo por solugdo de
cloreto de calcio (0,068 mEg/mL de PRP)

2 x10°

plaguetas/pL

Infusdo IU de 20ml,
6h depois a cobri¢do
natural

(Metcalf et al.,
2012; Metcalf,
2014)

PRP e PPP
autélogo

Sistema especializado de centrifugagdo
para separagdo de fragOes de sangue
(Angel™ Cytomedix, Inc. Gaithersburg,

Nao disponivel

Infusdo IU de 10ml
(2-3 ml de PRP + 7-8
ml de PPP),
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MD) de 180ml de sangue condicionado em
tubos com citrato de sddio

no momento da
inducdo da ovulagdo

Dispositivo comercial de isolamento de
plaquetas (Owl Manor), 60ml de sangue

9 vezes a concentragdo

Infusdo IU de 15ml

al., 2017)

tubos com citrato de sédio a 3,2%; sem
ativagao

(Pasch et al., PRP e PPP numa seringa com 55ml de sangue total e de plaguetas (6ml de PRP + 9ml
2021) autélogo 5ml de ACD-A, colocados no dispositivo | recuperadas num volume de PPP),
gestigen-ll_SPRP e centrifugados a 3200 rpm de 6ml 12-48h antes IA
urante 15min
(Reghini et al Centrifugagdes duplas (120xg durante 10
5014: N min; 240xg durante 10 min) de 100ml de Infusio 1U de 20ml
Reghini e't al PRP autdlogo | sangue condicionado em tubos com citrato >250.000 4h depois IA ’
g2016 Y de sddio a 3,2%; ativagdo por solugdo de | tas/uL epois
) cloreto de calcio (0,068 mEg/mL de PRP) plaquetas/u
(Segabinazzi et Ce.n‘)cr(ljfuaz;ga(l)dmmples (120x§'c.lurar;te 10 354,236+17,540 Infusio IU de 20ml,
g PRP autdlogo min) de 45ml de sangue condicionado em plaquetas/pL 24h antes IA ou

20ml 4h depois 1A

(Segabinazzi et
al., 2021a)

PRP ou PPP

autélogo

Centrifuga¢cdes duplas (400xg durante
15min; 1000xg durante 10 min) de 450ml
de sangue condicionado em bolsa de
sangue com 63ml de ACD-A; sem ativa¢do

PRP: 622.9 + 14 x103
plaguetas/pL
PPP: 36.0 + 25 x10°

plaguetas/pL

Infusdo IU de 40ml
de PRP ou PPP antes
(48 e 24h) e depois
da lA (6 e 24h)

5.1.2. Efeitos observados: reducdo da inflamag¢do, melhoria da satide do endométrio e

impacto na fertilidade
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Todos os estudos reportaram um efeito positivo do PRP no endométrio, com melhoria do estado
inflamatério, através a reducdo da concentracdo de PMNs, do edema e do fluido intrauterino
independentemente da altura em que os tratamentos foram administrados. Permitindo assim de
reduzir a duragdo e a intensidade da resposta inflamatdria uterina e, na maioria dos casos, aumentar
as taxas de concec¢do (Metcalf et al., 2012; Metcalf, 2014; Reghini et al., 2014; Reghini et al., 2016;
Segabinazzi et al., 2017; Carluccio et al., 2020; Colombo et al., 2021; Dawod et al., 2021; Pasch et al.,
2021; Segabinazzi et al., 2021a; Ghallab et al., 2023).

Embora varios estudos demonstrem através de bidpsias uterinas, um ndmero menor de PMNs no
Iimen uterino 24 horas apds a IA em éguas suscetiveis tratadas com PRP, os efeitos mais significativos
na modulac¢do da inflamacgao uterina foram observados quando o PRP foi administrado previamente a
IA. Tais resultados devem-se ao facto de a resposta inflamatdria ainda ndo ter sido iniciada

(Segabinazzi et al., 2017; Colombo et al., 2021; Pasch et al., 2021).
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A melhoria da saude uterina contribui para uma maior sobrevivéncia embrionaria e apesar de algumas
variagOes entre os diferentes estudos, o efeito anti-inflamatdrio do PRP permanece evidente (Pasch et

al,, 2021).

5.2. UTILIZACAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS INTRAUTERINO COMO TERAPIA
COMPLEMENTAR AOS TRATAMENTOS CONVENCIONAIS

No estudo de Kortam et al. (2022), a associacdo de PRP e amicacina (AB testado e sensivel no
antibiograma) revelou uma reducdo significativa de bactérias isoladas de S. aureus, bem como a
eliminacdo total de infe¢des unicas provocadas por E.coli, K.pneumoniae e S. zooepidemicus.
Observou-se também um resultado positivo em infe¢Ges mistas. Estes resultados devem-se,
provavelmente, a acdo combinada do AB, responsavel pela reducdo e eliminacdo das bactérias
uterinas, e a atividade bactericida do PRP contra E. coli, K. pneumoniae e S. aureus (Kortam et al.,
2022). Simultaneamente, o estudo evidenciou uma diminuicdo significativa na concentracdo de NO,
lisozima e PMNs, comparativamente com os outros grupos. Tal efeito foi atribuido a acdo anti-
inflamatdria do PRP, aliada a atividade antibacteriana do AB, contribuindo para a eliminagdo do agente
infecioso e para a melhoria do estado inflamatdrio do Utero, bem como taxas de concecdo mais
elevadas (Kortam et al., 2022). Este estudo corrobora as observagdes de Pascoe (1995), que refere a
eficacia do plasma autélogo como agente antimicrobiano, com potencial para melhorar as taxas de

concecdo em éguas, quando comparado com a utilizacdo isolada de antibidtico.

Os mecanismos propostos de acordo com Pascoe (1995) para justificar estes efeitos incluem: 1) o
fornecimento, por parte do plasma, de um bolus de opsoninas frescas, que potencia a quimiotaxia e a
fagocitose pelos PMNs; 2) a introdugdo de um volume adicional de fluido, que contribui para a dilui¢do
das secrecdes uterinas contendo subprodutos toéxicos; e 3) a adicdo de AB, que mata as bactérias

remanescentes.

5.3. FATORES QUE INFLUENCIAM A EFICACIA DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS
5.3.1. Fatores relacionados com o protocolo usado: método de preparagdo, momento de

administragdo, frequéncia

O PRP pode ser preparado por diferentes metodologias, incluindo diversos sistemas comerciais, bem

como por centrifugacdo manual simples ou dupla, com ou sem ativacdo. Esta variabilidade nos
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métodos de preparagdo conduz a inconsisténcias na concentracdo e no volume do PRP, assim como

na libertagdo de FC durante as infusGes intrauterinas (Pasch et al., 2021).

Antes de iniciar a terapia intrauterina com PRP, o conteudo uterino pode ser eliminado para potenciar
a eficacia do tratamento, através de infusdes de solu¢do de LR associada a um agente ecbdlico, como
a ocitocina, durante o estro ou a partir de 4 a 8h apds a IA, enquanto o cérvix ainda se encontra
relaxado. Em diferentes estudos, a lavagem uterina é realizada em momentos distintos, podendo ser
repetida ou ndo (Ghallab et al., 2023). Por vezes, o conteldo é apenas eliminado com a administracédo
de um agente ecbdlico, sem recurso a lavagens, o que pode influenciar a eficacia do PRP (Colombo et

al., 2021).

O PRP pode ser administrado como tratamento antes e/ou depois da cobricdo/IA, revelando
resultados benéficos na reducdo da inflamagao uterina em ambas as possibilidades. No entanto, ainda
n3o foi determinado se o tratamento de éguas com PRP antes e depois da cobri¢cdo/IA tem beneficios
imunomoduladores adicionais relativamente ao tratamento de éguas apenas antes ou depois da

cobri¢do/IA (Segabinazzi et al., 2021a).

Os diferentes protocolos utilizam PRP ou PPP isoladamente ou combinados e embora ambos reduzam
a resposta inflamatéria endometrial pds-cobricdo/IA em éguas, o nimero minimo de plaquetas por
infusdo, assim como o numero ideal de infusdes, ainda ndo foi determinado. No entanto, é possivel
qgue, apos infusdes repetidas de PPP, o nimero acumulado de plaquetas tenha sido suficiente para
proporcionar propriedades imunoldgicas equivalentes as do PRP, nos Uteros de éguas suscetiveis

(Segabinazzi et al., 2021a).

5.3.2. Resposta das éguas de acordo com idade, histérico reprodutivo e gravidade da

endometrite persistente pds-cobricdo/inseminagao artificial

A terapia por PRP autdlogo é considerada eficaz, embora apresente limitagdes associadas a fatores
intrinsecos e extrinsecos da dadora, que influenciam o produto final. O conteddo celular e a libertagédo
de FC pelo PRP podem variar consoante a raca e a idade da dadora (Magalhdes et al., 2024). Alguns
estudos com PRP demonstram resultados inconsistentes, em que os marcadores inflamatérios foram
modulados sem reducdo significativa do fluido IU possivelmente devido a falhas na contratilidade
miometrial ou no relaxamento cervical devido a idade avancada de algumas éguas (Segabinazzi et al.,
2017). Além disso, o estado uterino, saudavel ou com inflamag¢do aguda ou crénica, pode influenciar

de forma diferente a resposta ao mesmo tratamento (Del Prete et al., 2024).
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6. VANTAGENS, LIMITAGOES E PERSPETIVAS FUTURAS DO USO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

6.1. VANTAGENS DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS COMO TRATAMENTO COMPLEMENTAR

O uso do PRP intrauterino apresenta varias vantagens, sendo um tratamento de elevada seguranca,
com efeito anti-inflamatdrio natural, sem necessidade de recorrer a anti-inflamatérios convencionais
(Soares et al., 2020). Possui também um efeito regenerativo que contribui para a melhoria da
fertilidade e para a regeneracdo do endométrio. Além disso, o PRP intrauterino permite reduzir a
utilizacdo de antibidticos, podendo ser uma alternativa ou um complemento aos tratamentos
convencionais, ajudando a minimizar o risco de resisténcias bacterianas (Alvarez et al., 2011). A sua
aplicagdo intrauterina é simples, semelhante aos procedimentos de rotina utilizados na reproducao
equina, e pode ser realizada nas instalacdes habituais com recurso a um tronco de contengdo

(Magalh3es et al., 2024).

Além disso, os tratamentos convencionais da endometrite persistente pds-cobricdo/IA, apresentam
alguns riscos, como choque anafilatico, edema local e disbiose da flora uterina ou intestinal,
enquanto o tratamento com PRP é seguro e isento de efeitos secundarios (Segabinazziet al., 2017;

Ghallab et al., 2023).
6.2. LIMITAGOES ATUAIS

O numero de estudos clinicos sobre a administracdo de PRP no tratamento da endometrite pds
cobricdo/IA é limitado. A maioria dos dados publicados regista relatos de casos isolados, ou estudos
de casos clinicos com um numero baixo de éguas, ensaios clinicos ndo controlados com dados
insuficientes relativamente a monitorizacdo pds-tratamento, e frequentemente com critérios de
precisdo discutiveis segundo os autores durante a investigacdo clinica, resultando em elevado viés de

resultados (Soares et al., 2020).

6.2.1. Problemas de padronizacdo na preparacdo e administragdo do plasma rico em

plaquetas no Utero de éguas

A falta de padronizac¢do dos protocolos de preparagdo do PRP é prejudicial, uma vez que a quantidade
de sangue total recolhido é variavel, tal como o anticoagulante escolhido e o recipiente de recolha,
bem como o tempo e a velocidade de centrifugagdo (Brossi et al., 2015). Existem vdérios protocolos,
com diferentes momentos de administracdo, volumes de administracdo, tempo e frequéncia de

administracdo, concentracbes de plaquetas e leucécitos diferentes no PRP para o tratamento da

SIARIL
® ! it
< ‘V ts, NIy,
SH
H AN Z
e =
% x
c N

%, 5

30

%,
y &
“UNDos NOY



euvg

endometrite persistente pds cobricdo/IA, reduzindo a repetibilidade e comprometendo a eficacia

terapéutica (Del Prete et al., 2024).

Os Médicos Veterinarios que pretendem comecar a utilizar o PRP ou que ja o utilizam na sua pratica
reprodutiva, podem ficar confusos com as inimeras opc¢Ges disponiveis e podem ndo ser capazes de

compreender todos os protocolos disponiveis de forma consistente (Segabinazzi et al., 2021b).

6.2.2. Custos e acessibilidade

A preparacao do PRP requer uma assepsia rigorosa durante todo o processo e as principais fontes de
contaminacgdes bacterianas durante o processo sao: a pele do local da punc¢do venosa, a flora das maos
do médico veterinario e as bactérias ambientais (Giraldo et al., 2015). A manipulacdo do sangue num
ambiente sem pd e com correntes de ar minimas sdo praticas importantes para aumentar a seguranga

da aplicacdo do PRP (Garbin et al., 2021).

O PRP é uma terapia alternativa que pode ser dispendiosa e requer a disponibilidade de equipamento
(Garbin et al., 2021). Muitos sistemas requerem centrifugas e kits especializados para preparar o PRP.

Estas centrifugas podem ser incémodas e caras para os profissionais de campo (McCarrel, 2023).

6.3. PERSPETIVAS PARA PESQUISAS FUTURAS

Para otimizar os protocolos de uso de PRP no tratamento da endometrite, é essencial dispor de uma
amostra representativa de éguas, que integre varidveis como idade, raca, grau de endometrite,
conformacgdo vulvar, presenca de infecdes uterinas e a utilizagdo de avaliadores neutros (Del Prete et
al., 2024). Além disso, sdo necessarios novos estudos que caracterizem as preparacdes de PRP,
incluindo o perfil de plaquetas e leucécitos, métodos de ativacdo e volume final (De Oliveira et al.,
2023), bem como a concentracdo ideal de plaquetas para a sua aplicagdo intrauterina como modulador

da inflamacgdo (Pasch et al., 2021).

Ainda ha muito por saber sobre a acdo antimicrobiana do PRP, é preciso entender como funciona, que
moléculas estdo envolvidas e qual a dose minima necessaria para atuar contra cada microrganismo
(Alvarez et al., 2011). Estudos in vitro sdo importantes para avaliar se concentracdes elevadas de PRP
tém efeito antimicrobiano sobre os agentes mais comuns da endometrite. Adicionalmente, estudos in
vivo sdo essenciais para confirmar a seguranca da aplicacao intrauterina e verificar se os efeitos

observados in vitro se traduzem em eficacia clinica (Mazzuchini et al., 2024).
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Acompanhamentos a longo prazo sdo igualmente relevantes para avaliar a durabilidade do efeito
terapéutico e aprofundar o conhecimento sobre os beneficios dos derivados plaquetarios (Carmona et

al,, 2024).

Num estudo recente, Novello et al. (2024) observaram que o PRP de éguas resistentes e suscetiveis
tinha proteinas semelhantes, mas quatro proteinas ligadas a imunidade estavam em maior quantidade
nas éguas resistentes. Isto sugere que o PRP destas éguas pode ajudar a tratar as mais sensiveis, e
levanta a hipdtese de que o PRP homdlogo pode ser mais eficaz do que o autdlogo. Contudo, esta

hipdtese ainda precisa de ser confirmada (Novello et al., 2024).

7. CONCLUSAO

Em conclusdo, a persisténcia da resposta inflamatdria uterina para além das 48 horas deve-se a fatores
multifatoriais, isolados ou combinados. Assim, a abordagem clinica do tratamento da endometrite
persistente pds-cobricdo ou inseminacdo artificial deve basear-se nas caracteristicas reprodutivas de
cada égua e ser adaptada de forma a contornar ou corrigir essas falhas, com o objetivo de maximizar

as taxas de prenhez.

O PRP, pelas suas propriedades multifuncionais, apresenta-se como uma op¢ao terapéutica alternativa
promissora, com resultados significativos em termos de eficicia e segurangca no contexto da
endometrite, gracgas as suas a¢des anti-inflamatdrias, regenerativas e antimicrobianas, contribuindo
para combater a crescente infertilidade e resisténcia das éguas reprodutoras as terapias
convencionais. No entanto, devido ao numero limitado de ensaios clinicos aleatdrios e a elevada
variabilidade dos protocolos, sdo necessarios mais estudos in vitro e in vivo para padronizar e otimizar

o produto, o método de preparacdo e para obter a dosagem adequada para aplicacdo intrauterina.
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ANEXO - A patogénese da endometrite equina (adaptado de Morris et al., 2020)
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