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Resumo

A endometrite ¢ uma afec¢do muito presente na pecudria, sobretudo leiteira, acarretando impactos
econdmicos para o sistema e para a satde publica devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos no
tratamento, principalmente as bases comuns a medicina humana. Nesse relato foi proposto um tratamento
alternativo com plasma rico em plaquetas (PRP) em dois animais (01 e 02) da raga Girolando, com 22 e 28
dias em lactagdo (DEL) e administrado plasma pobre em plaquetas (PPP) em um animal da mesma raca
(03) com DEL 25, a fim de se compararem os resultados e a eficacia do PRP. O diagndstico positivo para
endometrite foi obtido através de citologia endometrial, ultrassonografia e cultura bacteriana. Apoés
realizagdo do método de dupla centrifugacdo do sangue total de um bovino doador, foi obtido um PRP com
concentragao final de 698 x 10° plaquetas/ ml que foi ativado por meio de congelamento e descongelamento,
em nitrogénio liquido. Cada animal recebeu 10 mL de infusao intrauterina do PRP ativo ou PPP; repetindo-
se as avaliagdes clinicas apos 14 dias da infusdo. Observou-se diminui¢do da secrecdo intrauterina e do
percentual de neutr6filos na citologia endometrial, variagdo na espessura endometrial e menor crescimento
bacteriano. Nesse trabalho, o PRP mostrou-se potencialmente eficaz para controlar inflamagdes e infecgdes
intrauterinas em vacas com endometrite.
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Abstract

Endometritis is a prevalent condition in livestock, especially dairy cattle, causing economic
impacts on the system and public health due to the indiscriminate use of antimicrobials in treatment, mainly
those common to human medicine. In this report, an alternative treatment with platelet-rich plasma (PRP)
was proposed in two animals (01 and 02) of the Girolando breed, with 22 and 28 days in lactation (DEL),
and platelet-poor plasma (PPP) was administered in one animal of the same breed (03) with DEL 25, in
order to compare the results and efficacy of PRP. Positive diagnosis for endometritis was obtained through
endometrial cytology, ultrasonography, and bacterial culture. After performing the double centrifugation
method of total blood from a donor bovine, a PRP with a final concentration of 698 x 107 platelets/ml was
obtained, which was activated by freezing and thawing in liquid nitrogen. Each animal received 10 mL of
intrauterine infusion of active PRP or PPP, with clinical evaluations repeated after 14 days of infusion. A
decrease in intrauterine secretion and percentage of neutrophils in endometrial cytology was observed, as
well as variation in endometrial thickness and reduced bacterial growth. In this study, PRP proved to be
potentially effective in controlling intrauterine inflammation and infections in cows with endometritis.

Keywords: dairy cows, uterine disorders, PRP, endometrial cytology.
Introducao

A endometrite ¢ caracterizada como uma inflamagéo das camadas superficiais do endométrio, que
causa o aumento percentual persistente de células polimorfonucleares (PMN) no limen uterino, sendo
classificada como clinica quando da presenga de secre¢do mucopurulenta no ttero (Sheldon et al., 2006).
Essa enfermidade ¢ frequentemente diagnosticada no periodo que se segue ao parto, sendo especialmente
relevante em rebanhos de bovinos leiteiros. Ela acarreta complicagdes reprodutivas, como queda da
natalidade, aumento do intervalo entre partos e aumento do nimero de servigos, impactando nos indices
zootécnicos das propriedades rurais e levando a prejuizos economicos (Sheldon et al., 2006; Paiano et al.,
2022). O tratamento dessa afeccdo ainda apresenta divergéncias na literatura, mas envolve o uso de
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antibioticos intrauterinos e/ou aplicacdes de prostaglandina (Sheldon et al., 2006). Contudo, o uso constante
e indiscriminado de antibidticos para tratamento de enfermidades em rebanhos possui impactos potenciais
sobre a saude publica, podendo levar a resisténcia bacteriana. Por essas razdes ¢ importante buscar
alternativas de menor impacto econdmico/social para o tratamento de endometrite em bovinos, com eficacia
comparavel (Paiano e Baruselli, 2022).

Uma tecnologia que vem sendo adotada em diferentes areas ¢ a infusdo do PRP, devido as suas
propriedades terapéuticas (Puttman, 2019). Obtido por meio da centrifugacdo do sangue total, o PRP
apresenta altas concentragdes de plaquetas e fatores de crescimento, com propriedades regenerativas,
antimicrobianas, anti e pro-inflamatorias (Gongalves et al., 2019). Apesar das suas comprovadas agdes em
terapéuticas de processos inflamatdrios em diversas espécies, sua aplicagdo para as afecgdes reprodutivas
em bovinos ainda apresenta poucos estudos, com variagdes nos protocolos e nas concentragdes a serem
utilizadas (Marques et al., 2014; Marini et al., 2016; Puttman, 2019). O uso de PRP para tratamento de
bovinos com endometrite pode ser uma alternativa eficaz para aumentar a eficiéncia reprodutiva, sem o uso
de antibidticos. Nesse contexto, objetivou-se com esse trabalho relatar os procedimentos diagnosticos e
terapéuticos, com uso de PRP intrauterino, em duas vacas da raga Girolando, ¢ com uso de PPP intrauterino
em uma vaca da mesma raca, todas apresentando endometrite pds-parto, ¢ com isso estimular o
desenvolvimento de mais pesquisas nessa area.

Material e Métodos
Caracterizagdo dos animais

Foram avaliados trés animais da espécie bovina, fémeas, da raga Girolando, com escore de
condicdo corporal (ECC) 2,75 (escala de 1-5), criadas em regime semi-intensivo no municipio de Rio
Manso/MG (Latitude: 20° 15' 44" Sul, Longitude: 44° 18' 29" Oeste, Altitude: 890m) apresentando média
de produgao de 15 litros. O Animal 01 tratava-se de uma primipara, com idade de 03 anos e dias em lactagdo
(DEL) 28, o Animal 02 era uma multipara de 06 anos, com DEL 22 ¢ o animal 03 uma primipara de 03
anos com DEL 25. Durante a anamnese e exame clinico apresentavam-se higidos e com historico de
retengdo de placenta sem tratamento prévio, além disso o animal 01 vinha de um parto prematuro.

Diagnostico inicial

Para realizagdo do diagnostico de endometrite procedeu-se a palpagao e ultrassonografia transretal
para avaliagdo dos cornos uterinos, espessura do endométrio e presenga ou nao de secregdes intrauterinas.
Em sequéncia realizou-se a citologia endometrial utilizando a técnica de cytobrush modificado
(Kasimanickam et al., 2004). De forma suscinta, para a técnica foi utilizada uma escova citoldgica estéril
acoplada a um aplicador universal de inseminagdo artificial, protegido com bainha de inseminagdo
descartavel e camisinha sanitaria. O aplicador ja preparado foi conduzido até o 6stio externo do utero, por
manipulagdo transretal da cérvix, quando a camisinha sanitaria foi rompida; uma vez no corpo do ttero a
escova foi exposta e rotacionada contra a parede uterina, sendo entdo novamente protegida e
cuidadosamente retirada do aparelho reprodutor. O esfregago celular foi preparado rotacionando a escova
em lamina de microscopia, deixada secar ao ar e corada no método de Panoético Répido. Amostras foram
analisada em microscopia (1000x) e julgadas positivas para endometrite se contendo >18% de células
polimorfonucleares, considerando o DEL entre 21 e 33 (Sheldon et al., 2006).

Também foi realizada a cultura microbiolégica, com obten¢ao da amostra semelhante a da técnica
de citologia, porém, ao retirar do trato reprodutivo a escova foi removida de maneira asséptica e introduzida
rapidamente em meio de cultura Stuart. A amostra foi transportada refrigerada em uma caixa isotérmica,
por 04 horas até a chegada no laboratério, onde foi realizada a semeadura em meio Agar Sangue e cultivado
por 48 horas, a 37°C, para verificar caracteristicas do crescimento bacteriano e posterior colorago.

Obtencdo e infusdo do PRP e PPP

Para a obtengdo do PRP foi utilizado um animal doador da raga Girolando, com vacinagdes e
vermifugagdes em dia, ECC 4 (escala 1-5), 9 anos de idade, apresentando hemograma dentro dos
parametros normais, com plaquetas no valor de 221 x 103/ml (valor mensurado por meio de hemocitométro
e confirmado por método de Fonio).

O protocolo de extracdo seguiu aquele descrito por Marques et al. (2014), com algumas
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modificacdes. O sangue foi coletado através da puncdo da Veia Epigastrica Cranial Superficial, apos
realizagdo de antissepsia local, em bolsa CPDA-1 simples de 500 ml, mantida em homogeneizagado
constante. Uma vez finalizada a coleta, o sangue foi transferido para tubos conicos de centrifuga estéreis
contendo 14 ml de sangue total, destinados a primeira etapa de centrifugacao, realizada em centrifuga Kasvi
Digital K14-0815C. A primeira centrifugagdo foi realizada na velocidade de 640g por 5 minutos com
objetivo de separagdo do plasma, capa leucocitaria e eritrocitos. Apds a 1* centrifugagio foi descartado
50% do plasma superior (5 ml), sendo os 50% do plasma inferior e a capa leucocitéria transferidos para
outro tubo de centrifuga. Para a obtengao da capa leucocitaria utilizou-se uma micropipeta automatica, com
0 objetivo de evitar a aspiragdo excessiva de eritrocitos. A segunda centrifugagcdo foi realizada na
velocidade de 120g por 10 minutos, sendo entdo os 75% da fracdo superior do plasma, ora denominado
PPP, e os 25% restantes foram homogeneizados para obtengdo do PRP. Em média, o rendimento para
producido de PRP foi de 8,33%. A ativagdo dos fatores plaquetarios foi realizada por meio de congelamento
em nitrogénio liquido (Muir et al., 2022) e descongelamento imediato a 37°C, por 3 vezes consecutivas
(Marini et al., 2016). Em seguida o PRP e o PPP foram armazenados separadamente em tubos estéreis e
congelados a—20°C até sua utilizagdo. A seguranga microbiologica do PRP e do PPP obtidos foi assegurada
pela realizagdo de cultura em Agar Sangue, por 48h a 37°C, quando nio foi observado crescimento
bacteriano.

Para utilizagdo nos animais o PRP (animal 01 ¢ 02) e o PPP (animal 03) foram descongelados a
37°C e transferidos para uma seringa de 10 ml. A infusdo intrauterina foi realizada com uma pipeta de
infusdo revestida por uma camisinha sanitaria, que foi rompida ap6s a entrada no dstio uterino externo, e
direcionada ao corpo do utero por meio de manipulacao cervical através de palpagao retal.

Diagndstico pos-tratamento

Assim como Puttman (2019) a verificagdo do resultado foi realizada ap6s 14 dias da infus@o do
PRP, repetindo-se todas as técnicas utilizadas anteriormente para diagnostico.

Resultados e Discussio

Segundo Marini et al. (2016) é considerado como PRP o plasma que ao final do processo de
centrifugagdo apresente concentragdo de plaquetas/ml de 3 a 5 vezes maior, quando comparado ao sangue
total. O PRP obtido através do processo descrito nesse relato teve uma concentracao final de 698 x 10°
plaquetas/ ml, ou seja, 3,16 vezes maior em relagdo a concentracdo inicial do sangue total. Além disso, de
acordo com Marques et al., (2014) o método de obtencdo utilizado foi um dos que apresentou maior
concentragdo de TGF-8, um dos fatores de crescimento que devem estar presentes apos a ativagdo do PRP,
que tem como principal fungdo quimiotaxia, diferenciag@o celular e angiogénese (Gongalves et al., 2019).
Por essa razdo era esperado que o animal tratado com PPP, que apresentou baixa de plaquetas mensuradas
através de hemocitométro eletronico e confirmado por método de Fonio, ndo apresentasse melhora, pois
nao ha fatores de crescimento neste plasma, sendo possivel assim, comparar as diferengas observadas entre
os animais apds os diferentes tratamentos e comprovar a eficicia do PRP.

A partir da ultrassonografia e palpagdo retal no exame clinico inicial dos animais foi possivel
observar involucdo uterina completa, apesar de presenga de secregdes hiperecdicas no limen uterino, com
pouca descarga mucopurulenta encontrada na vagina & manipulacao (Fig. 01A). O animal 01 apresentou
espessura endometrial do corno direito de 0,45 cm e esquerdo de 0,38 cm. O animal 02 apresentou corno
direito com espessura de 0,58 cm e esquerdo de 0,70 cm (Fig. 01A). J& o animal 03 apresentou corno direito
com espessura de 0,57 cm e esquerdo de 0,55 cm. Segundo Kasimanickam et al. (2004) trata-se de um meio
de diagnostico util e rapido, sendo que quanto maior a quantidade de secregoes e sua ecogenicidade, maior
o indice de contaminagdo e gravidade da infecg¢@o, porém quando ¢ utilizado de forma isolada apresenta
baixo indice de confiabilidade. Considerando a variabilidade de tamanhos e espessuras do utero nas
diferentes espécies/racas foi realizado o acompanhamento pré e pds infusdo para avaliacdo do grau de
edema resultante do processo inflamatdrio.
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Figura 01. A- Ultrassonografia de segmentos dos cornos uterinos do animal 02 antes do tratamento.

B- Campo da lamina do animal 01 durante o diagnostico citologico de endometrite.

Decorridos 14 dias apds a infusdo intrauterina de PRP observou-se por ultrassonografia uma
diminui¢do consideravel de secre¢do no limen uterino, ndo se observando mais secre¢des hiperecoicas.
Notou-se uma diminuicdo da espessura endometrial no animal 02 de aproximadamente 30% em
comparag¢ao a primeira ultrassonografia (0,40 cm no corno direito e 0,49 cm no corno esquerdo) (Fig. 2A).
O animal 01, porém, apresentou endométrio com 0,52 cm no corno direito e 0,39 cm no corno esquerdo,
ou seja, 13% e 3% de aumento na espessura endometrial, respectivamente. E esperado que apos a resolugio
de uma inflamagao a espessura da parede endometrial reduza, porém nem sempre esse fendmeno ¢ visto.
Farimani et al. (2016) observaram um aumento da espessura do endométrio em mulheres apds a infusdo de
PRP, sendo esse fator associado a uma potencial reducdo na taxa de aborto. Ja em um estudo com vacas de
corte com endometrite subclinica, ndo foi observado variagdo do didmetro do corno uterino antes e apds o
tratamento com PRP, apenas houve diferenga no didmetro cervical (Puttman, 2019). Para o animal 3, apds
a administragdo do PPP foi observado aumento da espessura endometrial para 0,70 cm em ambos os cornos
uterinos, além de se observar significativa quantidade de secrec@o hipereicoicas em seu lamen.

Figura 02. A- Ultrassonografia do animal 02 ap6s o tratamento. B- Campo da 1amina do animal 01 durante o diagnéstico
citologico de endometrite, destacando a diminuigdo da concentragdo de PMN.

Para o diagnéstico da endometrite por meio de citologia endometrial € necessario se atentar ao
DEL do animal e a porcentagem de PMN observadas a partir da leitura da 1dmina por microscopia. Sheldon
et al. (2006) definem que animais sdo considerados positivos entre 21 e 33 DEL quando apresentam mais
de 18% de PMN, quando comparadas as células endometriais ou, quando apresentam mais de 11% de PMN
entre 34 ¢ 47 DEL. O animal 01, que se apresentava com 28 DEL, teve resultado citologico de 75,5% de
PMN (Fig. 01B), o animal 02 com 22 DEL possuia 29% de PMN e o animal 03 com 42% de PMN, todos
com resultado positivo para endometrite. O processo inflamatdrio observado pode ser relacionado com o
histérico dos animais, uma vez que partos prematuros e retencao de placenta aumentam a chance de
infecgdes e inflamagdes uterinas no pds-parto (Sheldon et al., 2006).

Na citologia uterina realizada 14 dias apds a infusdo intrauterina do PRP, foi identificada
significativa reducao da concentragdo de PMN em ambos os animais (01 e 02), no qual o animal 01, com
42 DEL, apresentou 8% de PMN e o animal 02, com 36 DEL, apresentou 2% de PMN (Fig. 02B); ja o
animal 03, tratado com PPP, a citologia ndo foi realizada pois o litero se apresentava espesso € o animal
demonstrava grande desconforto com sua manipulagdo. Em consonancia com os parametros estabelecidos
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por Sheldon et al. (2006), ambos os animais foram diagnosticados como negativos apds o tratamento com
PRP. Essa diminuigdo pode ser justificada pela grande quantidade de fatores de crescimento presentes no
PRP associado ao grande niimero de receptores para esses fatores no endométrio (Marini et al., 2016;
Gongalves et al., 2019). O PRP apresenta fatores de crescimento capazes de atuar em diferentes tipos
celulares como em midcitos, condrocitos, fibroblastos e células endometriais, também aumentam a
infiltracdo de leucocitos no local de administracdo e promovem angiogénese, fibroplastia e ag@o
antimicrobiana, além de induzir a uma regeneragdo tecidual, com posterior diminui¢do das células
inflamatorias culminando na restauracdo do ambiente uterino (Anitua et al, 2004). Especificamente em
células endometriais de bovinos tratados com PRP, Marini et al. (2016) comprovaram o aumento da
expressdo de receptores de progesterona além de genes envolvidos na regulacdo do ciclo estral e da
interagdo materno-fetal, repercutindo em um ambiente uterino mais propicio para o desenvolvimento
embrionario inicial.

Outra alternativa utilizada para o diagnostico da endometrite foi a cultura bacteriana quando, se
observou crescimento significativo em meio de Agar Sangue nas amostras coletadas antes do tratamento
intrauterino, em todos os animais. O animal 01 apresentou crescimento de bactérias gram-positivas e gram-
negativas, com predominio das gram-negativas, e os animais 02 e 03 apresentaram apenas crescimento de
bactérias gram-negativas. Sabe-se que a endometrite nem sempre esta associada ao isolamento de bactérias,
porém esse pode ser um agravante para a persisténcia do processo inflamatorio, atrasando a recuperagio
do ambiente uterino para a préxima concepcao (Sheldon et al., 2006; Madoz et al., 2013).

Na cultura apds a infusdo de PRP observou-se menor crescimento bacteriano baseado em nimero
de coldnias, porém apos a técnica de Gram foi observado crescimento do mesmo tipo de bactéria, j4 no
animal 03 a cultura ndo foi realizada pelo mesmo motivo relatado anteriormente. Entre as agdes dos fatores
de crescimentos liberados apds a ativacdo do PRP estdo a liberagdo de citocinas que apresentam agao
antibacteriana, além de quimiotaxia de células inflamatorias e liberacdo de citocinas anti e pro-
inflamatorias, dessa maneira, levando a um estimulo do sistema imune auxiliando no controle de infecgdes
(Anitua et al, 2004), o que justificaria a diminui¢do do crescimento bacteriano no ambiente uterino. No
experimento de Marini et al. (2016) o PRP também mostrou-se eficaz contra infecgdes, pois foi capaz de
neutralizar a agdo de lipopolissacarideos (LPS) e diminuir a produgdo de citocinas pro-inflamatérias.

Consideracdes finais

Nesse relato o PRP mostrou-se eficaz em controlar a inflamacéo e contaminacao no ttero de vacas
leiteiras pds-parto, ao reestabelecer o ambiente uterino com redugdo significativa do nimero de células
inflamatorias e colonias bacterianas. Em contrapartida o animal tratado com PPP ndo apresentou melhora
clinica da inflamagdo. Esse tratamento é promissor para potencializar os indices reprodutivos em vacas
poOs-parto e reduzir o uso de antimicrobianos no tratamento das endometrites. Contudo, reforga-se a
necessidade de desenvolver estudos com maior controle dos eventos e em maior escala, para determinar
protocolos e dosagens ideias.
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