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RESUMO

NOVELLO, G. Abordagem analitica do plasma rico em plaquetas e do plasma
pobre em plaquetas para o tratamento da endometrite em éguas. Botucatu — SP.
2025. p. 60. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

A endometrite é a principal causa de subfertilidade em éguas, podendo ter ori-
gem infecciosa ou n&o infecciosa. O tratamento geralmente segue uma aborda-
gem multimodal, combinando lavagens uterinas, agentes ecbdlicos, anti-inflama-
térios antibidticos. No entanto, com a crescente demanda por melhores resulta-
dos, terapias alternativas vém ganhando espaco devido aos bons resultados ob-
tidos com seu uso. Este estudo teve como objetivos avaliar as diferengas no
proteoma do plasma rico em plaquetas (PRP) de éguas resistentes e suscepti-
veis a endometrite persistente pds-cobertura (EPPC) e analisar a estabilidade de
solugdes antibidticas para infusao uterina com a adigdo de PRP ou plasma pobre
em plaquetas (PPP). No Experimento 1, foram utilizadas 12 éguas: 7 suscepti-
veis e 5 resistentes a EPPC. O PRP foi obtido por dupla centrifugagéo apos co-
leta sanguinea em bolsas de transfus&o. As contagens plaquetarias foram com-
paradas entre os grupos 561 + 152 x 10%/pL (resistentes) vs. 768 £ 395 x 10°%/uL
(susceptiveis) (p < 0,05). As amostras foram criopreservadas a -196°C até a pro-
tebmica. Das 105 proteinas detectadas, quatro foram significativamente mais
abundantes nas éguas resistentes: apolipoprotein C-Il, serpin family G member
1, protection of telomeres protein 1, and non-specific serine/threonine protein ki-
nase — todas associadas a resposta imune. No Experimento 2, foram utilizadas
14 éguas. A produgdo de PRP e PPP seguiram o protocolo descrito anterior-
mente, com contagens manuais de plaquetas: PPP (59 + 3,92 x 10°%/uL) e PRP
(610 £ 31,82 x 10%uL). As solugdes antibidticas (amicacina, ampicilina e ceftio-
fur, 1 g cada) foram preparadas em 60 ml, usando solugdo ringer com lactato
como diluente. A amicacina foi tamponada 1:2 com bicarbonato de sodio 8,4%.
A cada 2,5 ml de PRP ou PPP, foram adicionados 2,5 ml da solu¢do com anti-
bidtico. As amostras foram avaliadas nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas quanto
a pH, turbidez, sedimentacéo e agregados plaquetarios, sendo armazenadas em
duplicata a 21°C e 5°C. A adigao de qualquer um dos antibiéticos ao PPP e PRP,
causou alteragdes substanciais no pH, acidificando com amicacina e ceftiofur e
alcalinizando com ampicilina. Em conclusao, o Experimento 1, demonstrou que
éguas resistentes a EPPC, possuem maior quantidade de proteinas ligadas ao
sistema imune, sugerindo que este plasma possa ser benéfico no tratamento da
EPPC de éguas susceptiveis. Ja no Experimento 2, embora o pH tenha sido
afetado, as solugdes mostraram-se estaveis, exceto as contendo ceftiofur.
Sendo assim, acreditamos que a associacado de PRP e PPP a antibiéticos comu-
mente utilizados na rotina possam ser utilizados para infus&o intrauterina, entre-
tanto estudos in vivo s&o necessarios para confirmagao da eficacia clinica.
Palavras chave: PRP, endometrite infecciosa, imunomodulagao, resisténcia
antimicrobiana



ABSTRACT

NOVELLO, G. Analytical approach to platelet-rich plasma and platelet-poor
plasma for the treatment of endometritis in mares. Botucatu — SP. 2025. p. 60.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Endometritis is the leading cause of subfertility in mares and may result from ei-
ther infectious or non-infectious sources. Treatment is commonly carried out us-
ing a multimodal approach, combining uterine lavage, ecbolic agents, anti-inflam-
matories, and antimicrobials. However, in response to the increasing demand for
improved fertility outcomes, alternative therapies have gained prominence due to
the promising results demonstrated in their application. Thus, this study aimed to
evaluate the proteomic differences in platelet-rich plasma (PRP) from resistant
and susceptible mares to persistent breeding-induced endometritis (PBIE), as
well as to assess the stability of antibiotic solutions for intrauterine infusion fol-
lowing the addition of platelet-poor plasma (PPP) and PRP. In experiment, 12
mares were used: 7 susceptible and 5 resistants to PBIE. Blood was collected
using transfusion bags and subjected to double centrifugation to produce PRP.
After preparation, PRP samples were cryopreserved in liquid nitrogen until prote-
omic analysis. Platelet counts in PRP from resistant (561 + 152 x 10°%pL) and
susceptible (768 £ 395 x 10%puL) mares were statistically different (p < 0.05). A
total of 105 proteins were detected in all mares; however, four proteins were sig-
nificantly more abundant in resistant mares (p < 0.05): apolipoprotein C-Il, serpin
family G member 1, protection of telomeres protein 1, and non-specific
serine/threonine protein kinase, all of them are associated to the immune re-
sponse. For the second study, fourteen mares were used. PRP and PPP were
prepared as described in experiment 1, and platelet counts were manually per-
formed for PPP (59 £ 3.92 x 10%uL) and PRP (610 £ 31.82 x 103/uL). Antibiotic
solutions were prepared in a final volume of 60 mL. The antibiotics concentration
were 1 g for each. Amikacin was buffered in a 1:1 dilution with 8.4% sodium bi-
carbonate (NaHCO3;). Ringer’'s Lactate solution was used as a diluent to reach
the final volume. Once prepared, 2.5 mL of PRP or PPP was added to 2.5 mL of
the antibiotic solution. Samples were evaluated at 7 time points (0, 1, 2, 3, 4, 5,
and 6 hours). Assessments included pH, turbidity, sedimentation, and platelet
aggregation. Each sample was stored in duplicate: 21°C and 5°C. The addition
of any of the antibiotics to PPP and PRP caused substantial changes in pH: ami-
kacin and ceftiofur led to acidification, while ampicillin caused alkalinization. In
conclusion, Experiment 1 demonstrated that mares resistant to EPPC have a
higher amount of immune system-related proteins, suggesting that their plasma
could be beneficial in treating EPPC in susceptible mares. These results suggest
that PRP prepared from mares resistant to PBIE may be more beneficial in
mitigating PBIE in mares and that homologous PRP could be superior to
autologous; however, this remains to be determined with in vivo studies. In Ex-
periment 2, although pH alterations occurred, the solutions remained stable, ex-
cept for those containing ceftiofur. The authors believe that the combination of
either PRP or PPP to commonly used antibiotics may be suitable to treat EPPC
in mares. However, in vivo studies are necessary to confirm these hypothesys.
Keywords: PRP, infectious endometritis, immunomudalation, antimacrobial
resistance
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CAPITULO 1



1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A endometrite, inflamagéo e/ou infecgdo endometrial, € considerada a
principal causa de subfertilidade e a terceira doenga mais recorrente em equinos
(Traub-Dargatz; Salman; Voss, 1991; Troedsson, 1999). Clinicamente, as fé-
meas equinas sao classificadas como susceptiveis ou resistentes a endometrite
persistente pos-cobertura (EPPC), conforme sua capacidade de eliminar a infla-
macao/infeccdo em 48 horas ap6s a cobertura (LeBlanc et al., 1994). Eguas sus-
ceptiveis, apresentam dificuldade em modular a inflamagao, podendo apresentar
alteragdes na conformacgéao vulvar e utero penduloso (Scoggin, 2015), sendo que
esta condicdo esta comumente associada a fémeas idosas (Allen; Pycock,
1988). Além disso, estima-se que 10-15% das éguas em programas reprodutivos
s&o consideradas susceptiveis ao desenvolvimento da EPPC (Zent; Troedsson;
Xue, 1998).

Os tratamentos para endometrite variam conforme a etiologia, entre-
tanto, consistem inicialmente na lavagem uterina, possibilitando a remogéo do
muco desenvolvido pela inflamagao exacerbada (Scott, 2020), além da remogéo
de debris inflamatdérios e minimizagao da carga de microrganismos, podendo ser
associada a outros agentes sanitizantes (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020;
Ferris, 2017; Scoggin, 2016). No entanto, quando de origem infecciosa, a lava-
gem uterina deve ser associada a agentes antibioticos e antifungicos capazes
de impedir o desenvolvimento das bactérias patogénicas causadoras dessa con-
digdo (LeBlanc, 2009).

Os antibidticos sdo farmacos necessarios para o tratamento de endome-
trite infecciosa em éguas (Zent; Troedsson; Xue, 1998). As classes de antibi6ti-
cos comumente utilizadas em infusdes uterinas incluem os aminoglicosideos
(amicacina e gentamicina), cefalosporinas (ceftiofur) e beta-lactadmicos (ticarci-
lina, penicilina e ampicilina) (Dascanio, 2009). Os antibidticos devem ser esco-
Ihidos com base no cultivo bacteriano, identificacdo dos microrganismos e testes
de sensibilidade, a fim, de prevenir o desenvolvimento de resisténcia antimicro-
biana, sendo necessario para a eficacia da infusdo uterina garantir que a solugéo
se distribua por todo o utero (Ferrer, 2012; Ferris, 2016a).

Contudo, tratamentos tradicionais, como o uso de antibiéticos, anti-infla-

matérios e farmacos ecbdlicos, estdo sendo associados com terapias



alternativas, para aumentar as chances de sucesso nos programas de transfe-
réncia de embrides (TE) especialmente. Uma dessas terapias alternativas € o
plasma rico em plaquetas (PRP), do qual ha inumeros estudos nos ultimos anos,
com resultados promissores (Anitua et al., 2012; Pasch; Schmidt; King, 2021;
Segabinazzi et al., 2021) e o plasma pobre em plaquetas (PPP) (Segabinazzi et
al., 2021).

Este capitulo tem como objetivo apresentar os principais aspectos da
endometrite em éguas, abrangendo desde a patogénese até o tratamento. Tam-
bém inclui uma revisao das terapias alternativas para o tratamento da EPPC e
aborda temas dos capitulos 2 e 3, como testes de estabilidade para antibiéticos

e o0 conceito de protedmica.
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