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RESUMO 

PINTO, José de Oliveira, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, Abril, 2016. Cinética 
biomolecular de fatores de crescimento e colágeno envolvidos na cicatrização de 
pele tratada com plasma rico em plaquetas pobre em leucócitos: modelo 
experimental em equinos. Orientadora: Maria Verônica de Souza. Co-orientador: 
Leandro Licursi de Oliveira. 
 

A pele é um dos órgãos mais importantes do corpo. Embora haja controvérsias, o 

plasma rico em plaquetas e pobre em leucócitos (PRP-PL), fonte de fatores de 

crescimento, é considerado eficaz em acelerar o processo de cicatrização de diversos 

tecidos. O objetivo desse estudo foi avaliar o processo de cicatrização por segunda 

intenção de feridas cutâneas de equinos tratadas (T) ou não (NT) com dose única de 

PRP-PL, 12 horas após indução cirúrgica da lesão. Foram utilizados oito equinos com 

idade entre 16 a 17 anos. Três feridas com 6,25 cm2 foram produzidas na região glútea 

direita e esquerda de todos os animais, nomeadas A, B e C, respectivamente. Doze horas 

após indução das lesões, 0,5 mL de PRP-PL autólogo, foram administrados em cada 

extremidade das feridas. Cinco biópsias de pele foram obtidas com Punch de 6-mm. A 

primeira amostra foi obtida com bisturi, no momento de indução da lesão (T0). As 

amostras obtidas com um (T1) e dois dias (T2), assim como com uma (T3) e duas (T4) 

semanas foram realizadas a partir das feridas A e B. A ultima biópsia (T5), realizada 

aproximadamente aos 37 dias, foi realizada na lesão C, após completo fechamento 

macroscópico da pele. Exsudação, presença de crosta e de tecido de granulação, assim 

como a evolução do fechamento da ferida foram diariamente verificados. Os retalhos de 

tecido cutâneo foram obtidos para determinação da expressão dos colágenos tipo I e III 

por qRT-PCR e quantificação dos fatores de crescimento TGF-β1 e PDGF-BB na pele, 

PRP e plasma sanguíneo por ELISA. Também foram obtidas amostras para 

histomorfometria, coloração hematoxilina-eosina e Tricrômico de Masson. Várias 

análises estatísticas foram realizadas, sendo adotado um nível de significância de 5%. 

Não houve alterações entre grupos nas variáveis estudadas durante avaliação física e 

laboratorial. Não houve diferença entre grupos no tempo para fechamento das feridas, 

embora tenha sido discretamente mais rápido nas lesões não tratadas. Diferenças 

(p<0,05) entre grupos foram observadas para a expressão dos colágenos tipos I e III no 

T1 e T4, sendo maior nas feridas tratadas. O pico de expressão dos colágenos tipos I e 

III ocorreu aos 37 dias, para ambos os grupos, mas a maior expressão foi diferente 
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(p<0,05) da observada no T0, a partir de uma semana. Nas lesões tratadas a expressão 

dos colágenos começou a estabilizar na avaliação final, enquanto que nas NT os valores 

permaneceram elevados (p>0,05). Não houve diferença entre os grupos, nos valores dos 

dois fatores de crescimento mensurados na pele, nos diferentes tempos. Também não 

houve correlação entre a quantidade dos fatores de crescimento presentes na pele e no 

plasma. Por outro lado, correlação positiva foi observada entre PRP-PL e a pele na lesão 

tratada, para os fatores de crescimento TGF-β1 (r=0,31) e PDGF-BB (r=0,38), bem 

como entre ambos os fatores de crescimento presentes no PRP-PL (r=0,81). 

Considerando as concentrações dos fatores de crescimento no T0, maiores valores 

cutâneos (p<0,05) do TGF-β1, em ambos os grupos, ocorreram com uma semana e na 

avaliação final. Valores mais elevados (p<0,05) do PDGF-BB foram com duas semanas 

(T) e quando a ferida estava macroscopicamente fechada (NT). No plasma não houve 

alteração nas concentrações desses fatores em relação ao T0, o que sugere que o PRP-

PL não ocasiona efeito sistêmico, quando os procedimentos adotados no presente estudo 

são utilizados. Avaliação histológica revelou diferença entre grupos na contagem dos 

leucócitos totais (p=0,0179) e fibrócitos (p=0,023), que foi maior e menor no grupo 

tratado, nos tempos 14 e 7 dias depois de produzida a lesão cirúrgica, respectivamente. 

A morfofometria revelou que com duas semanas havia maior quantidade de vasos 

sanguíneos (p=0,034) nas feridas tratadas. Na sequência os valores se aproximaram dos 

observados nas feridas não tratadas. Administração local dose única de PRP-PL, 

aplicada 12 horas após indução cirúrgica de ferida realizada na região glútea de equinos, 

não altera o fechamento macroscópico da ferida; ocasiona importante aumento da 

expressão gênica dos colágenos tipos I e III; não aumenta a expressão local de TGF-β1 

e PDGF-BB durante diferentes fases do processo de cicatrização. Também não altera a 

concentração no plasma sanguíneo desses fatores de crescimento 1, 2, 7, 14 e 37 dias 

após administração. Além disso, durante as fases de migração e proliferação, assim 

como a de contração e remodelação se observa maiores concentrações desses fatores de 

crescimento, quando comparadas com as fases de hemostasia e inflamatória; aumenta a 

infiltração de neutrófilos na fase inflamatória; acarreta elevação da angiogênese duas 

semanas após tratamento, sem interferência microscópica na fase final do processo 

cicatricial e, finalmente, promove, percentualmente, cicatrização de melhor qualidade, 

no momento em que as feridas se encontram macroscopicamente fechadas. 
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ABSTRACT 

 

PINTO, José de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, April, 2016. 
Molecular kinetics of growth factors and collagen involved in the healing of skin 
treated with leukocyte-poor platelet-rich plasma: an experimental model in horses. 
Advisor: Maria Verônica de Souza. Co-advisor: Leandro Licursi de Oliveira. 
 

The skin is one of the most important organs of the body. Although there is controversy, 

leukocyte-poor platelet-rich plasma (LP-PRP), a source of growth factors, is considered 

effective in accelerating the healing process of various tissues. The aim of this study 

was to evaluate the process of healing by secondary intention of horse skin wounds 

treated (T) or untreated (UT) with a single dose of LP-PRP 12 hours after surgical 

induction of injury. Eight horses with ages between 16-17 years were used. Three 

wounds measuring 6.25 cm2 were produced in the right and left gluteal regions and 

craniocaudal direction of all animals, named A, B, and C, respectively. Twelve hours 

after injury induction, 0.5 mL of autologous LP-PRP was administered to each edge of 

wounds. Five skin biopsies were obtained with a 6-mm Punch. The first sample was 

obtained with a scalpel at injury induction (T0). Samples obtained at one (T1) and two 

days (T2) and at one (T3) and two (T4) weeks were taken from wounds A and B. The 

last biopsy (T5), performed approximately at 37 days, was done in wound C, after 

complete macroscopic skin closure. Secretion, clot formation, presence of crust, and 

granulation tissue, as well as the evolution of wound closure were checked daily. 

Cutaneous tissue fragments were obtained for determination of the expression of types I 

and III collagens by RT-qPCR and quantification of growth factors TGF-β1 and PDGF-

BB on skin, PRP, and blood plasma by ELISA. Samples were also taken for 

histomorphometry, processed as routine, and stained with hematoxylin-eosin and 

Masson's trichrome. Several tests were used to statistical analysis. The significance 

level adopted was 5%. The physical and laboratory evaluation did not indicate 

significant changes. There was no difference between groups for the time of wound 

closure development, although it was slightly faster in UT wounds. Differences 

(p<0.05) between groups were observed for the expression of types I and III collagen at 

T1 and T4, but higher in treated wounds. The peak expression of types I and III 

collagen occurred at 37 days for both groups, but the highest expression was 

significantly different (p<0.05) from that observed at T0, after one week. In treated 
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wounds, the expression of collagens began to stabilize in the final assessment, whereas 

in UT, values remained elevated (p>0.05). There was no difference between groups for 

the values of the two growth factors measured in the skin at different times. There was 

also no correlation between the amount of the growth factors present in skin and 

plasma. On the other hand, a positive correlation was observed between LP-PRP and 

skin in the treated wound for growth factors TGF-β1 (r=0.31) and PDGF-BB (r=0.38) 

and between both growth factors present in LP-PRP (r=0.81). Regarding the 

concentrations of growth factors at T0, greater skin values (p<0.05) of TGF-β1 in both 

groups occurred at one week in the final assessment. Higher (p<0.05) PDGF-BB values 

occurred at two weeks (T) and when the wound was macroscopically closed (UT). In 

the plasma, there was no change in concentrations of these factors in relation to T0, 

which suggests that LP-PRP does not cause any systemic effect when the procedures 

adopted in the present study are employed. Histological evaluation revealed differences 

between the groups for the count of total leukocytes (p=0.0179) and fibrocytes 

(p=0.023), which was higher and lower in the treated group at 14 and 7 days after the 

surgical injury was produced, respectively. Morphometric analysis revealed that at two 

weeks there was a greater amount of blood vessels (p=0.034) in treated wounds. 

Subsequently, the values approached those presented in UT wounds. Local 

administration single dose of PRP-PL, applied 12 hours after surgical induction of 

wound made in the gluteal region of horses, does not alter the macroscopic wound 

closure; it causes important increase in gene expression of collagen types I and III; it 

does not increase the local expression of TGF-β1 and PDGF-BB during different phases 

of the healing process. In addition, does not change in the blood and plasma 

concentration of these growth factors at 1, 2, 7, 14 and 37 (approximately) days after 

administration. Moreover, during the phases of migration and proliferation, as well as of 

contraction and remodeling cause greater concentrations of these growth factors TGF-

β1 and PDGF-BB when compared with the stages of hemostasis and inflammation; 

increased neutrophil infiltration in inflammatory phase; results in increase of 

angiogenesis two weeks after treatment, with no microscopic interference in the final 

phase of the healing process, and finally away promotes, in percentage, better quality of 

healing when the wounds are closed macroscopically. 
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1. CAPÍTULO - 1 

INFORMAÇÕES GERAIS 

PINTO, José de Oliveira, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, Abril, 2016. Cinética 
biomolecular de fatores de crescimento e colágeno envolvidos na cicatrização de 
pele tratada com plasma rico em plaquetas pobre em leucócitos: modelo 
experimental em equinos. Orientadora: Maria Verônica de Souza. Co-orientador: 
Leandro Licursi de Oliveira. 

 

2. INTRODUÇÃO 

 

Os equinos são frequentemente acometidos por lesões traumáticas. A reparação de 

feridas é geralmente lenta e complicada em comparação com o que ocorre em outras 

espécies, o que resulta em importantes perdas devido ao considerável número de 

animais, que ficam impossibilitados de continuarem suas funções atléticas, em 

decorrência de claudicações, aumentos de volume ou mesmo cicatrizes extensas. 

Embora a reparação por primeira intenção seja considerada ideal, é frequente a 

ocorrência de deiscência parcial ou total da sutura, sendo nesse caso necessária a 

cicatrização por segunda intenção. Além disso, quando a ferida encontra-se muito 

contaminada, com perda excessiva ou grave comprometimento tecidual e vascular, a 

reparação por segunda intenção é muitas vezes a única opção. Nesse processo, o 

ferimento é preenchido com tecido de granulação, e a pele lesionada restabelece a 

continuidade pela contração e reepitelização da lesão. Por outro lado, a cicatrização por 

segunda intenção é prolongada, e as complicações como infecção e formação de tecido 

de granulação exuberante ou cicatriz hipertrófica são frequentes. A cicatrização envolve 

intercâmbios intrínsecos entre múltiplos tipos celulares, citocinas e moléculas da matriz 

extracelular, agindo no local e em paralelo com numerosos fatores sistêmicos, como as 

plaquetas, a cascata de coagulação e componentes celulares e humorais do sistema 

imune. Nesse sentido, a cada dia surgem novos tratamentos com a finalidade de 

melhorar a qualidade do tecido e reduzir o período de reparação tecidual. Dentre eles, 

um dos mais recentemente estudados nos equinos é a utilização do plasma rico em 

plaqueta (PRP), uma terapia que fornece uma variedade de fatores de crescimento, com 

destaque para o transformante β1 (TGF-β1), derivado de plaquetas (PDGF), 

fibroblástico básico (bFGF) e o endotelial vascular (VEGF), considerados fundamentais 

ao processo de reparação tecidual.  
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Apesar da importância do PRP como uma opção terapêutica, ainda faltam 

pesquisas bem delineadas com número razoável de animais avaliando diferentes 

momentos do processo cicatricial que confirmem a sua eficácia no tratamento de feridas 

cutâneas. Experimentos realizados em tendão de equinos estão sinalizando que possa ser 

uma terapia promissora, mas a realização de estudos controlados em diferentes fases do 

processo de reparação de outros tecidos é escassa.  Mais raros ainda são as pesquisas 

avaliando a resposta terapêutica utilizando técnicas com alta especificidade e 

sensibilidade como ELISA e a qRT-PCR que permitem caracterizar genes específicos 

que regulam as diferentes fases do processo de reparação da pele, que seguramente 

podem fornecer valiosas informações a respeito do processo de cicatrização cutânea. 

Por outro lado, a avaliação macroscópica diária da evolução das feridas associada aos 

achados histomorfométricos nos permite caracterizar tipos celulares mais predominantes 

em cada etapa da cicatrização. Portanto, investigação como a proposta neste projeto é 

inédita e necessária para validação e maior conhecimento da eficácia do plasma rico em 

plaquetas.  

Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi avaliar macroscopicamente e 

histomorfometricamente o processo de cicatrização por segunda intenção de feridas 

cutâneas de equinos tratadas ou não com dose única de PRP pobre em leucócitos (PRP-

PL), aplicada doze horas após indução cirúrgica da lesão, assim como avaliar a 

expressão dos genes dos colágenos tipos I e III e quantificar e comparar a concentração 

dos fatores de crescimento TGF-β1 e PDGF-BB no PRP-PL, plasma sanguíneo e pele, 

durante diferentes fases do processo de cicatrização cutânea.  

 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

Em um ser vivo saudável, o organismo encontra-se capacitado em se proteger 

contra agressões mediante a utilização de mecanismos fisiológicos. Dentre estes, o 

processo inflamatório é o mecanismo de defesa mais importante frente a agentes 

patogênicos, bem como a traumas acidentais ou cirúrgicos.  

Nos equinos são frequentes as feridas cutâneas, cuja cicatrização é um processo 

biológico que ocorre mediante uma complexa interação entre numerosos tipos de 

células, suas citocinas ou mediadores com a matriz extracelular. O processo de 

cicatrização da pele é dividido em quatro fases bem definidas que se sobrepõem, 
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incluindo hemostasia, inflamação, proliferação e, por último, remodelação (ENOCH & 

LEAPER, 2007; YOUNG & McNAUGHT, 2011). SCHULTZ et al. (2011) subdivide a 

terceira fase em migração e proliferação, e a quarta em contração e remodelação. 

  

3.1. Cicatrização cutânea por segunda intenção 

Considera-se como mais adequada a cicatrização de uma ferida cutânea por 

primeira intenção (RUSZCZAK, 2003; THEORET et al., 2013), ou seja, mediante 

sutura cirúrgica, o que deve ser realizado o mais  rápido possível depois de ocorrida a 

lesão. Esse procedimento é limitado às feridas localizadas em regiões anatômicas que 

permitam excisão e adaptação das suas bordas (RUSZCZAK, 2003). Feridas amplas e 

profundas normalmente não possibilitam o fechamento primário, devendo ocorrer a 

cicatrização por segunda intenção, onde participam ativamente dois processos que são 

independentes, a contração e a reepitelização (ENOCH & LEAPER, 2007). Por outro 

lado, a cicatrização por segunda intenção ocorre de forma lenta, sendo susceptível a 

complicações como infecção e formação de tecido de granulação exuberante. Devido à 

frequência de lesões cutâneas em equinos, a cada dia surgem novos tratamentos com a 

finalidade de reduzir o período máximo de cicatrização de lesões cutâneas, e que resulte 

na formação de um tecido que seja o mais semelhante possível ao sadio, sendo o PRP 

uma dessas terapias. 

 

3.2. PRP: plaquetas e fatores de crescimentos 

 O PRP é uma fonte autógena e econômica de fatores de crescimento obtida a partir 

do próprio animal. É derivado do sangue total, contendo cinco vezes mais plaquetas 

(aproximadamente 1.000.000/μL) do que os níveis fisiológicos (MARX et al., 1998). 

Entretanto, ANITUA et al. (2004) ressaltaram que concentrações superiores a 300.000 

plaquetas/μL são suficientes para o preparo do PRP. Já outros autores, sugerem que o 

PRP deve ser preparado com concentrações de plaquetas de três a cinco vezes maiores 

do que os níveis fisiológicos (GONSHOR, 2002; KEVY & JACOBSON, 2004), que 

podem variar entre 100.000 a 350.000 plaquetas/μL para equinos (SCHALM et al., 

1975). SCHANABEL et al. (2007), em estudo in vitro com fragmentos do tendão do 

músculo flexor digital superficial TFDS de equinos, demonstraram eficiência do PRP 

utilizando concentração média de 395.000 plaquetas/μL. Segundo BARBOSA et al. 

(2006) a quantidade de plaquetas no PRP depende da contagem inicial no sangue total, 
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ou seja, quanto maior o número inicial de plaquetas, mais rico será o PRP. Nesse 

sentido, a presença de trombocitopenia é um fator limitante para a adequada 

concentração de plaquetas no PRP. 

O PRP foi introduzido em 1980 para tratamento de úlceras cutâneas em humanos 

(MARGOLIS et al., 2001), visando promover uma rápida cicatrização. Entretanto, resultados 

obtidos a partir de estudos controlados são contraditórios. Entre os fatores bioativos presentes 

no PRP com importante potencial terapêutico destacam-se o transformante β1 (TGF-β1), 

derivado de plaquetas (PDGF), fibroblástico básico (bFGF) e o endotelial vascular 

(VEGF), por serem considerados fundamentais no processo de reparação tecidual 

(TAKEHARA, 2000; ENGEBRETSEN et al., 2010; MEI-DAN et al., 2010; BOSWELL et al., 

2012; FANTINI, 2014). Esses fatores de crescimento estão relacionados com a angiogênese, 

secreção da colagenase e estímulo à síntese dos colágenos tipos I e III (BAMES et al. 1999; 

SCHWARTZ et al., 2002; MARSOLAIS & FRENETTE, 2005), que são os principais 

componentes estruturais do tecido cicatricial maduro, sendo sintetizados por fibroblastos 

(SCHULTZ et  al.,  2005).  Em condições fisiológicas, o processo de reparação requer a 

ativação e/ou supressão de muitos genes, de forma que, uma alteração na expressão gênica pode 

resultar em uma cicatrização anormal da ferida cutânea (WASTERLAIN et al., 2012). 

As plaquetas são corpúsculos anucleados, com a forma de disco, medindo cerca de 

2 a 4 µm de diâmetro, derivados de células gigantes e poliplóides da medula óssea, os 

megacariócitos. Esses corpúsculos apresentam importante função no processo de 

coagulação do sangue e persistem por aproximadamente 10 dias (JUNQUEIRA & 

CARNEIRO, 1999). 

Estruturalmente, as plaquetas apresentam microtúbulos contendo actina e miosina, 

glicogênio, lisossomos e os grânulos alfa (α-grânulos) e densos, localizados no 

citoplasma. Os grânulos densos contêm adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato 

(ATP), serotonina e cálcio, enquanto que os α-grânulos possuem fatores de coagulação, 

de crescimento e outras proteínas (EVERTS et al., 2006). Os α-grânulos são exemplos 

de organelas secretoras que apresentam compartimentalização e conteúdo protéico 

adquirido por dois mecanismos distintos: biosíntese a partir dos megacariócitos (1) e 

endocitose e pinocitose (2) (HARRISON & CRAMER, 1993).  

Os fatores de crescimento são polipeptídeos sinalizadores que regulam o 

metabolismo celular mediante interação com um complexo organizado de receptores de 

superfície celular, vias de sinalização intracelular e, finalmente, pelo aumento da 

transcrição de fatores e produção de proteínas (DAHLGREN et al., 2001) que resultam 
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na proliferação e diferenciação celular, assim como quimiotaxia, o que induz a migração 

de diferentes células para o local da lesão (DAHLGREN et al., 2001; ANITUA et al., 

2006), bem como aumento na produção da matriz extracelular (DAHLGREN et al., 

2001). Esses peptídeos liberados na matriz extracelular se ligam ao receptor tirosina-

quinase, presente nas células teciduais. A ativação desse receptor cursa com a 

sinalização de informações para genes responsáveis pelo controle da divisão celular. O 

RNAm é transcrito, produzindo assim uma resposta biológica que inicia a cascata que 

induz a cicatrização ou reparação tecidual (ANTONIADES & WILLIANS, 1983; 

SCHULTZ, 2005).  

O TGF-β pode ser originado das plaquetas, matriz óssea e cartilaginosa, linfócitos 

T helper (Th1) ativados, célula natural killer, macrófagos, monócitos e neutrófilos 

(MONTESANO & ORCI, 1988; ARRIETA, 2001). Estimula a proliferarão de células 

mesenquimais indiferenciadas; regula a mitogênese endotelial, fibroblástica e 

osteoblástica; regula a síntese de colágeno, secreção de colagenase, regula o efeito 

mitogênico de outros fatores de crescimento; estimula a quimiotaxia endotelial e 

angiogênese e inibe a proliferação de macrófagos e linfócitos (BAMES et al., 1999; 

MARSOLAIS & FRENETTE, 2005; MAIA & SOUZA, 2009). Adicionalmente, inibe a 

formação de osteoclastos e a proliferação de células epiteliais em presença de outros 

fatores (BECA et al., 2007). Este fator de crescimento apresenta um efeito bifásico 

sobre a angiogênese. Estudo in vitro revelou que baixas concentrações de TGF-ß1 

aumentam sinergicamente a invasão vascular em cultura de células endoteliais induzidas 

por fatores angiogênicos, como o VEGF ou bFGF. Já altas concentrações desse fator de 

crescimento diminuiem esses efeitos (GAJDUSEK et al., 1993; PEPPER et al., 1993). 

Embora o TGF-β1 pareça estimular a neovascularização in vivo, a atividade 

estimuladora pode ser causada por um efeito indireto sobre o recrutamento de células 

inflamatórias (ROBERTS & SPORN, 1989).  

O tecido de granulação exuberante, uma complicação frequente em feridas de 

membros de equinos, pode produzir mais TGFβ1 e uma população maior de fibroblastos 

traduz em um número aumentado de receptores para TGFβ1 estimulando a formação de 

uma super matriz extracelular (MEC). Nos membros, a acumulação excessiva de MEC 

pode ocorrer em consequência de uma oclusão microvascular (bandagem, por exemplo), 

associada a um apoptose deficiente. A hipóxia estimularia a produção excessiva de 

componentes da MEC por fibroblastos através de uma super-regulação angiogênica e 
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fibrogênica de fatores como o TGFβ1. A diminuição da apoptose e persistência de um 

número excessivo de fibroblastos compõem um desequilíbrio entre a síntese e 

degradação do colágeno levando a formação do tecido de granulação. Há sugestões que 

o tecido de granulação se torna exuberante por uma fibroplasia desregulada o que 

consequentemente inibe a contração da ferida por interferir na habilidade contrátil dos 

miofibroblastos (WILMINK & van WEEREN, 2005). 

Segundo van den BOOM et al. (2002), os níveis de TGF-ß1 são significativamente 

mais elevados no início do processo de granulação tecidual em feridas de pôneis em 

comparação com os equinos. De acordo com DESMOULIÈRE et al. (1993), o TGF-ß1 

estimula a diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos, o que segundo WILMINK 

& van WEEREN (2005) pode explicar a rápida organização dos miofibroblastos e, mais 

rápida contração de feridas extensas em pôneis. Ao estimular a diferenciação dos 

fibroblastos em miofibroblastos e induzir as α-actinas da musculatura lisa, α1β2 

integrinas, colágeno e fibronectina, o TGF-ß1 agrega fatores necessários à contração da 

ferida (IGNOTZ et al., 1989).  

O fator de crescimento PDGF é encontrado em elevadas concentrações nas 

plaquetas, nos macrófagos e nas células endoteliais vasculares (CARRASCO et al., 

2009), estando presente também nos osteoblastos, monócitos e células musculares lisas 

(PIERCE et al., 1991; FRIESEL & MACIAG, 1995; ARRIETA, 2001). 

O PDGF é um componente essencial do aspirado da medula óssea e do plasma 

rico em plaquetas (ANITUA et al., 2005). A principal função desse fator de crescimento 

é promover quimiotaxia de macrófagos, neutrófilos, células da glia e células da 

musculatura lisa (PIERCE et al., 1991; FRIESEL & MACIAG, 1995; ARRIETA, 2001; 

CARRASCO et al., 2009). Também promove a formação de tecido de granulação 

(PIERCE et al., 1991; FRIESEL & MACIAG, 1995; ARRIETA, 2001), assim como 

estimula a mitose de fibroblastos e aumenta a produção de matriz extracelular pelo 

fibroblasto. Essa proteína é mitogênica para células mesenquimais e osteoblastos e 

regula a síntese de colágeno do tipo I e secreção de colagenase (PIERCE et al., 1991; 

FRIESEL & MACIAG, 1995; BECA et al., 2007). A angiogênese é promovida 

indiretamente pelos macrófagos, pelo mecanismo de quimiotaxia (BECA et al., 2007). 

O PDGF é um polipeptídeo dimérico que existe em três isoformas. A isoforma 

PDGF-BB tem maior potencial para estimular a proliferação celular do que as isoformas 

AA e AB (LEPISTÖ et al., 1992; WROBLEWSKI & EDWALL, 1992; TAN et al., 
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1995). In vivo a proteína PDGF é estocada nos -grânulos das plaquetas e liberados 

após dano celular (CARMONA et al., 2011). Após lesão tecidual e degranulação das 

plaquetas, os -grânulos liberam seus conteúdos [incluindo proteínas adesivas, 

proteínas plasmáticas, mitógenos celulares, primariamente fatores de crescimento, 

fatores de coagulação e inibidores de proteases] dentro da ferida (HARRINSON & 

CRAMER, 1993). 

A síntese do PDGF é favorecida em resposta à estímulos externos, baixa tensão de 

oxigênio, trombina ou por estímulo relacionado com outros fatores de crescimento 

(CARRASCO et al., 2009). De acordo com McCARREL & FORTIER (2009), a 

redução da concentração do PDGF no PRP ocorre mais rapidamente do que a do TGF-

ß1. Na opinião dos autores, uma possível explicação para isso, é a diferença na meia-

vida entre os fatores de crescimento. O TGF-ß1 é liberado em um estado inativo ligado 

a proteína, com uma meia-vida de 90 minutos, sendo rapidamente eliminado após 

ativação, enquanto o PDGF é liberado das plaquetas na forma ativa, e tem uma meia-

vida biológica inferior a 2 minutos quando injetado intravenosamente, conforme 

mencionado por LEE (2000). Por outro lado, na opinião de McCARREL & FORTIER 

(2009), deve-se ter cautela quando se extrapola dados obtidos in vitro, para um estudo 

in vivo.  

 

3.3. Métodos de obtenção e tipos dos componentes ricos em plaquetas 

 Em termos gerais o PRP pode ser definido como um volume de fração 

plasmática tendo o sangue autólogo um concentrado de plaquetas acima da linha de 

base (ENGEBRETSEN et al., 2010). Considerando a concentração de plaquetas, 

leucócitos e hemácias em um determinado volume de plasma, existem pelo menos três 

métodos para a preparação do PRP: aférese (automático), que possibilita a captura 

dessas células pela utilização de filtro descartável; buffy-coat (semi-automático),  que  

permite  a  separação  por centrifugação utilizando kits comerciais (sistemas ACP, GPS 

II, GPS III, SmartPReP2, etc), e a técnica manual, resultante da centrifugação do sangue 

total armazenado em tubos contendo anticoagulante. Os custos variam bastante; kits 

comerciais produzem concentrados de PRP a um valor elevado, e a técnica manual com 

dupla centrifugação, além de resultar em menor custo, é de fácil realização 

(MAFFULLI & del BUONO, 2012). 
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Embora se considere 8 horas como o tempo máximo para a aplicação do PRP 

após sua obtenção, que é quando pode ocorrer perda da sua estabilidade (MARX 2001, 

2004) e deficiência na expressão das proteínas secretoras (PIETRZAK & EPPLEY 

2005), segundo VAVKEN et al. (2006), o PRP não deve ser armazenado. Na realidade, 

não há um consenso em relação ao momento trans ou pós-cirúrgico de aplicação do 

PRP como sugestivo de maior ou menor eficiência. A lógica para a utilização do PRP 

reside na inversão da proporção de células vermelhas, as quais são menos úteis no 

processo de reparação, e na elevação da quantidade de plaquetas, fundamentais no 

estímulo da reparação tecidual (MARX 2004; SÁNCHEZ et al., 2009).  

Considerando a quantidade de plaquetas e leucócitos, os concentrados de 

plaquetas podem ser classificados em diferentes categorias. Existe o PRP puro (PRP-P), 

onde as células brancas são propositalmente removidas, e o PRP com leucócitos (PRP-

L) (EHRENFEST et al., 2009; ANDIA et al., 2012). Também existem os componentes 

ricos em fibrinas (PRF) (CARMONA et al., 2013; LANA et al., 2014) que, 

diferentemente dos outros concentrados, não necessitam do uso de anticoagulantes para 

obtenção (EHRENFEST et al., 2012). O PRP-L deve conter entre 5x e 8x o número de 

plaquetas no sangue (EHRENFEST et al., 2009; CARMONA et al., 2013), e 3x ou mais 

a quantidade de leucócitos (CARMONA et al., 2013) do que no sangue total.  

Quando o concentrado rico em plaquetas é ativado por agentes farmacológicos 

formam polímeros de fibrina, conhecido como gel de plaquetas (GP). Portanto, o GP 

obtido a partir de um PRP-P é chamado de PRG-P, e quando originado a partir de um 

PRP-L, é chamado de PRG-L. Para finalizar, levando em consideração as definições 

básicas, existe também o PRP pobre em leucócitos (PRP-PL), que pode ocasionar 

menor resposta inflamatória aguda, menor celularidade e neovascularização, quando 

comparado com o PRP com elevada quantidade de células brancas (PRP-RL) 

(DRAGOO et al., 2012).  

Conforme mencionado previamente, existe controvérsia sobre a quantidade ideal 

de plaquetas no PRP. Alguns autores mencionam que deve ser de pelo menos 1 milhão 

de plaquetas/µL ou 3 a 6 vezes mais do que a encontrada no sangue total (MARX, 2001; 

WEIBRICH et al., 2002; ALSOUSOU et al., 2009), que varia de 100.000 a 350.000 

plaquetas/µL (FELDMAN et al., 2000; MARX, 2001). No presente estudo, a 

concentração foi de 320.000 a 390.000 plaquetas/µL, sendo, portanto acima da 

considerada como apropriada por ANITUA et al. (2004) de 300.000 plaquetas/µL, e 



 

9 

 

semelhante à obtida em estudos realizados em equinos hígidos mestiços (MAIA et al., 

2009b; VENDRUSCOLO et al., 2012; ZANDIM et al., 2013). SUTTER et al. (2004) 

obtiveram valores médios mais elevados (855.000  plaquetas/µL)  mediante  utilização  

de  metodologia automática com equipamento que permite a separação (aférese) dos 

constituintes do sangue total, o que resulta em maiores contagens de plaquetas. 

Entretanto, na prática clínica, esses aparelhos são pouco utilizados devido ao custo e por 

não estarem disponíveis em algumas clínicas veterinárias sendo, portanto, mais 

apropriado o uso de centrífugas convencionais quando se deseja reduzir gastos.  

Estudo in vitro realizado por GRAZIANI et al. (2006) demonstrou que 

preparações de PRP exercem um efeito dose-específica na proliferação de fibroblastos e 

osteoblastos. Efeitos ótimos foram observados quando a contagem plaquetária foi 2,5x 

mais alta do que a presente no sangue total. Por outro lado, quantidades mais elevadas 

(5,5x) resultaram em efeitos indesejáveis, como a redução da proliferação fibroblástica, 

e da função dos osteoblastos. De acordo com os autores, diferentes concentrações de 

plaquetas no PRP podem ocasionar resultados distintos quando estudos in vivo são 

realizados. Aumento moderado da quantidade de plaquetas no PRP com relação à 

contagem no sangue total possibilita um ambiente mais adequado para a cicatrização de 

feridas devido a um melhor equilíbrio entre proliferação e diferenciação celular. 

Portanto, como a quantidade de plaquetas no PRP preparado no presente estudo foi em 

média de 2,8x a presente no sangue total, acredita-se que essa quantidade deveria ter 

sido suficiente para que a terapia resultasse em um fechamento mais rápido da ferida. 

ROMAGNOLI et al. (2015), observaram correlação negativa entre a concentração de 

plaquetas e tempo para o retorno à atividade esportiva em vinte equinos após lesão 

espontânea unilateral do ligamento suspensório tratado com PRP contendo de seis a 

vinte vezes mais plaquetas do que os valores fisiológicos da espécie. HUTCHINS & 

GRABSCH (2009) mencionaram que o PRP deve conter moderado número de 

plaquetas, as quais devem possuir de 1,5x a 2,5x a encontrada no sangue total. 

 

 

3.4. Estudos em lesões cutâneas de equinos, efeitos contraditórios e colaterais 

Existem alguns estudos com PRP na pele de equinos (CARTER et al., 2003; De 

ROSSI et al., 2009; MONTEIRO et al., 2009; MACIEL et al., 2012), mas com 

resultados contraditórios. Enquanto algumas pesquisas relatam eficácia do tratamento 
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em acelerar o processo de cicatrização de feridas cutâneas nos equinos (CARTER et al., 

2003; MACIEL et al., 2012), outros não demonstraram esse efeito (MONTEIRO et al., 

2009; SOUZA et al., 2014a), embora se observe uma tendência a uma melhor resposta 

em alguns constituintes da pele tratada com o componente rico em plaquetas com 

relação ao grupo controle (SOUZA et al., 2014b), assim como uma melhor qualidade 

cicatricial  (SOUZA et al., 2015). Portanto, apesar da importância do PRP como opção 

terapêutica, não há suficiente evidência que confirme a sua eficácia no tratamento de 

feridas cutâneas.  

MONTEIRO et al. (2009) constataram que a concentração do TGF-1 and PDGF-

BB são significantemente maiores no PRP do que em outros componentes sanguíneos. 

A quantidade de TGF-1 foi em média 1,55 vezes maior no PRP comparado com a 

medula óssea, e no mínimo 2 vezes maior no PRP comparado com o plasma, sangue 

total e plasma pobre em plaquetas. Entretanto, não houve diferença entre os demais 

componentes sanguíneos avaliados, ou seja, sangue total, plasma, plasma pobre em 

plaquetas e medula óssea. Adicionalmente, as feridas não tratadas fecharam mais 

rapidamente do que as tratadas. 

SOUZA et al. (2014b) estudaram os fatores de crescimento TGF-β1e PDGF-BB 

em feridas cutâneas tratadas com PRP-PL, e não encontraram diferença entre feridas 

tratadas 12 horas após indução da lesão e as não tratadas. Não houve correlação entre a 

quantidade desses fatores de crescimento na pele e no plasma. Por outro lado, os autores 

relatam correlação positiva entre o PRP-PL e a presença dos fatores de crescimento na 

pele. Os valores mais altos do TGF-β1 com relação a pele sadia ocorreu com uma 

semana e no momento em que a pele se encontrava macroscopicamente fechada. Já para 

o PDGF-BB essa maior quantidade ocorreu com duas semanas e também quando houve 

fechamento da lesão. Embora não houve diferença entre grupos, da mesma forma que 

relatado no trabalho de MONTEIRO et al. (2019), a pele não tratada fechou mais 

rapidamente do que a tratada, porém de acordo com SOUZA et al. (2015), o mais rápido 

fechamento da pele não significa um melhor tecido cicatricial microscopicamente.  

Na realidade não existem evidências suficientes que confirmem a eficácia da 

utilização do PRP como opção terapêutica no tratamento de feridas cutâneas. Isso se 

deve, em parte, a região do corpo submetida ao tratamento, a forma de obtenção e 

composição do PRP (considerando a quantidade de plaquetas e leucócitos), forma de 

apresentação (líquido; gel), via e frequência de aplicação, volume e momento em que é 
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administrado durante o processo de cicatrização da pele, entre outros aspectos  (SOUZA 

et al., 2015). Adicionalmente, são raras as pesquisas avaliando a resposta à terapia 

utilizando estudos randomizados e controlados, e técnica com alta especificidade e 

sensibilidade como algumas utilizadas no presente estudo. 

Até o ano de 2012 apenas BANFI et al. (2006) haviam relatado um possível 

efeito sistêmico decorrente da administração local do PRP. Os autores mediram as 

concentrações séricas dos fatores de crescimento EGF e VEGF em quatro pacientes 

humanos portadores de tendinopatia patelar, e em um com tendinose próxima à 

articulação úmero-rádio-ulnar. A quantificação foi realizada pela técnica ELISA antes e 

30 min após administração da terapia, assim como com 3 e 24 h depois do tratamento. 

O efeito foi atribuído pela diminuição significativa na concentração sérica do EGF já 

após 30 min da aplicação intratendínea do PRP obtido pelo sistema GPS II, ou seja, 

método semiautomático. Por outro lado, o efeito permaneceu apenas até a avaliação 

realizada 3 horas após o tratamento. Entretanto, o mesmo não foi observado para o 

VEGF, o que foi atribuído à alta variabilidade interindividual.  

WASTERLAIN  et  al.  (2013) pesquisaram o efeito sistêmico de várias  

proteínas,  entre  elas  os  fatores  de  crescimento semelhante  à  insulina  (IGF-1),  

bFGF,  VEGF  e  PDGF-BB  no soro de 25 pacientes humanos submetidos a tratamento 

intratendíneo com PRP obtido pelo método semi-automático. Os fatores de 

crescimentos foram quantificados pela técnica ELISA antes do tratamento, 15 min após 

realização do mesmo, assim como com 3, 24, 48, 72 e 96h. Efeito sistêmico (p<0,05) foi 

observado para os fatores de crescimento IGF-1 (aumento com 24 e 48 horas), bFGF 

(elevação com 72 e 96 horas), e VEGF (aumento já na avaliação realizada com 3 horas, 

que permaneceu até a avaliação realizada com 96 horas). Os autores comentam que 

provavelmente existem efeitos sistêmicos para alguns fatores de crescimento, mas não 

para outros, e o momento em que foram expressas as alterações séricas variou com a 

proteína estudada. Adicionalmente, o referido efeito foi antagônico. Enquanto em um 

estudo ocorreu redução (BANFI et al., 2006), no outro foi observado aumento 

(WASTERLAIN et al., 2013) do fator de crescimento. Portanto, nesses casos, o efeito 

sistêmico pode ser considerado uma alteração para mais ou para menos na concentração 

de fatores de crescimento no soro/plasma/sangue em comparação com valores basais 

previamente mensurados antes da aplicação local do PRP, de forma a comprovar que o 

tratamento agiu em todo o organismo e não apenas no sítio de aplicação.  



 

12 

 

Apesar de SCHIPPINGER et al. (2011) considerarem uma possível elevação 

plasmática de IGF-1 como efeito ergogênico, os autores não encontraram alteração na 

quantidade do fator de crescimento após uma única aplicação intramuscular de PRP em 

humanos sadios, sendo, portanto, considerado pelos pesquisadores um tratamento 

seguro, pelo menos no que refere a um possível efeito ergogênico. A técnica de 

obtenção do PRP também foi semi-automática, sendo o fator de crescimento 

quantificado no soro pela técnica ELISA antes da aplicação do PRP, assim como após 

0, 5, 3 e 24 h. É importante ressaltar que tanto BANFI et al. (2006) como 

WASTERLAIN et al. (2013) realizaram o estudo com pacientes apresentando lesão 

tendínea de ocorrência natural, presentes em diferentes locais, com evolução e 

severidade não padronizadas. Os autores mencionam inclusive como limitação do 

estudo a falta de grupo controle. Adicionalmente, a quantificação dos fatores de 

crescimento em ambos os casos foi realizada no soro, que dependendo da proteína é 

encontrada em maior quantidade do que no plasma, como é o caso do VEGF (KRAUS 

et al., 2004). Outro aspecto a ser considerado é a forma de obtenção do PRP, que em 

ambos os estudos foi pelo método semi-automático que, em geral, origina um PRP-L, 

ou seja, rico em leucócitos (EHRENFEST et al., 2012). 

      Recentemente HESSEL et al. (2014) divulgaram resultados de uma pesquisa onde 

foram comparadas a concentração de plaquetas e dos leucócitos, assim como do TGF-

β1 e PDGF-BB em concentrados autólogos de plaquetas obtidos pelo método manual e 

por quatro diferentes sistemas (Angel, ACP, E-PET e GPS III) utilizados como métodos 

semi-automáticos. O estudo revelou importante variação na composição do PRP. Os 

métodos E-PET e GPS III apresentaram maiores (p<0,001) valores de plaquetas com 

relação aos níveis basais, porém também de leucócitos (GPS III, p<0,001). A exceção 

do sistema ACP (Arthrex®), ocorreu elevação (p<0,001) do PDGF-BB nos métodos 

semiautomáticos E-PET e GPS III, assim como no método manual. O TGF-β1 

aumentou em todos os produtos avaliados, a exceção do sistema ACP. Valores mais 

elevados (p<0,001) foram observados com o kit comercial E-PET e pela técnica 

manual. De acordo com os autores essas discrepâncias de resultados podem influenciar 

a bioatividade dos componentes ricos em plaquetas e, consequentemente, influenciar na 

qualidade da regeneração tecidual. 

Apesar dos resultados obtidos por WASTERLAIN et al. (2013), os próprios 

autores acreditam que o aumento obtido para o IGF-I não esteja relacionado com a 
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presença desse fator de crescimento no PRP, já que a quantidade sérica foi mais elevada 

do que no componente rico em plaquetas. Na opinião dos autores, a elevação se deve, 

provavelmente, à ativação do hGH-IGF-1, que é um dos principais hormônios 

relacionados com a produção do IGF-1. No estudo desses pesquisadores ocorreu uma 

importante elevação desse hormônio nas primeiras 24 h, embora não tenha sido 

significativa. Adicionalmente, os autores comentam que essa dissociação pode ser 

reforçada pela ausência de elevação (p>0,05) do PDGF-BB no seu estudo, apesar do seu 

aumento no PRP. Portanto, se os fatores de crescimentos contidos no PRP fossem os 

únicos responsáveis pelo aumento dos seus níveis circulantes, também seria esperado 

alteração sistêmica na quantidade do PDGF-BB.  

Finalmente, merece destaque o comentário dos autores de que o método 

utilizado para a preparação do PRP e a técnica de ativação pode afetar a magnitude do 

efeito sistêmico. Na realidade, eles não utilizaram apenas um PRP-L, mas sim, um PRP-

RL, que pode provocar a liberação não apenas de fatores de crescimentos anabólicos, 

mas também catabólicos, o que pode resultar em diferenciada elevação sistêmica de 

fatores de crescimentos anabólicos. Estudo in vitro recentemente publicado por 

BOSWELL et al. (2014), com cultura de tendão de equinos tratada com PRP contendo 

diferentes proporções de leucócitos e plaquetas, revelou que o grupo que recebeu a 

maior quantidade de plaquetas apresentou redução da expressão do colágeno tipo I. Por 

outro lado, o tendão tratado com quantidades mais baixas de leucócitos apresentou 

menor sinalização catabólica. Na opinião desses pesquisadores, os resultados sugerem 

que o menor efeito catabólico ocasionado pela baixa concentração de células brancas 

seja, provavelmente, mais importante do que a alta quantidade de plaquetas, cuja 

finalidade é maximizar o feito anabólico nos tecidos.  

SOUZA et al. (2014b) estudaram os fatores de crescimento TGF-β1e PDGF-BB 

em feridas cutâneas tratadas com PRP-PL e controle nos tempos 24 e 48 horas, assim 

como com uma e duas semanas. Finalmente, uma última avaliação ocorreu quando a 

lesão estava macroscopicamente cicatrizada. Esses fatores foram quantificados na pele e 

no plasma, exatamente nos mesmos tempos. Não houve nem elevação nem redução dos 

fatores de crescimentos no plasma, o que sugere a ausência de efeito colateral em 

feridas tratadas ou não com PRP-PL, 12 horas após indução da lesão.  

É conhecido o efeito positivo dos leucócitos na inflamação, imunidade e 

sinalização celular (BOSWELL et al., 2012), assim como na liberação de fatores de 
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crescimento. Entretanto, aos leucócitos também são atribuídos efeitos indesejáveis, já 

que ao atuar como sinalizadores de células pró-inflamatórias podem provocar 

catabolismo tecidual (JACOBSEN et al., 2008).  Além disso, existe relato de que a 

aplicação de concentrado de plaquetas com leucócitos, para tratamento de paciente com 

tendinopatia pode aumentar a dor local (MISHRA & PAVELKO, 2006). Portanto, tanto 

efeitos positivos como negativos são associados à presença dessas células no PRP. 

Considerando a relação antagônica entre plaquetas e leucócitos, e os fatores de 

crescimento e citocinas que são gerados, WASTERLAIN et al. (2012) sugeriram que o 

PRP ideal para preparações ortopédicas deve conter uma proporção elevada de 

plaquetas em relação aos leucócitos, de forma a promover uma ação mais anabólica do 

que catabólica. Por outro lado, BOSWELL et al. (2012) consideram que em feridas 

infectadas pode ser necessária e eficiente uma maior quantidade de leucócitos. 

Esta linha de pesquisa com PRP com a equipe que colaborou para a realização 

da presente tese iniciou em 2007 com o tratamento do tendão flexor digital superficial 

(TFDS) de equinos após lesão por colagenase (MAIA et al., 2009b; ZANDIM et al., 

2012, 2013). Na continuidade como forma de terapia para lesões cutâneas induzidas 

cirurgicamente (Souza et al., 2014a,b; Souza et al., 2015). 
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7. CAPÍTULO - 4 

 

Avaliação macroscópica e histomorfométrica de diferentes etapas do 

processo de cicatrização de ferida cutânea de equinos tratada com 

plasma rico em plaquetas e pobre em leucócitos 

 

PINTO, José de Oliveira, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, Abril, 2016. Cinética 
biomolecular de fatores de crescimento e colágeno envolvidos na cicatrização de 
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Leandro Licursi de Oliveira. 

 

 

 

Avaliação macroscópica e histomorfométrica de diferentes etapas do processo de 

cicatrização de ferida cutânea de equinos tratada com plasma rico em plaquetas 

pobre em leucócitos 

 

(Conforme normas do periódico Veterinary Dermatology) 

 

 

RESUMO 

A pele possui diversas funções, sendo fundamental para o corpo de todo ser vivo. Nos 

equinos as lesões cutâneas são frequentes, e um dos tratamentos que vem sendo 

utilizado há alguns anos em equinos, é o plasma rico em plaquetas (PRP), fonte de 

fatores de crescimento. O objetivo desse estudo foi avaliar macro e microscopicamente 

o processo de cicatrização por segunda intenção de feridas de pele de equinos tratadas 

ou não com dose única de PRP pobre em leucócitos (PRP-PL) aplicado 12 horas após 

indução cirúrgica da lesão. Foram utilizados oito equinos machos castrados, mestiços, 

hígidos, com idade entre 16 e 17 anos. Três feridas em formato quadrangular foram 

realizadas nas regiões glúteas direita e esquerda de todos os animais. Doze horas após 

indução das lesões, 0,5 mL de PRP-PL foi administrado em cada uma das quatro ex-

tremidades das feridas (grupo tratado=T), de uma das regiões glúteas, escolhida 

aleatoriamente. A região contralateral foi utilizada como controle (grupo não 
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tratado=NT). Seis biópsias de pele foram obtidas com Punch de 6 mm. A primeira foi 

realizada no dia da lesão (T0), e as demais após 1 (T1) 2 (T2) 7 (T3) e 14 (T4) dias. A 

sexta biópsia (T5) foi feita após completo fechamento macroscópico da lesão. Foram 

realizadas medições diárias de uma ferida não submetida previamente à biopsia, para 

avaliação da contração da lesão, que foi determinada utilizando o programa QUANT v 

1.0.0.28. Foram avaliadas diariamente, características macroscópicas (exsudação, 

formação de coágulo, presença de crosta, de tecido de granulação e fechamento da 

ferida) de uma das feridas não biopsiada (tratada e não tratada). As amostras foram 

processadas como de rotina para avaliação histomorfométrica. As características 

histológicas analisadas foram inflamação, angiogênese, espessura do novo epitélio e 

reepitelização (escores de 0 a 3). A morfometria foi realizada mediante utilização do 

programa QCAPTURE PRO 6.00:6.05 a partir de 10 imagens de cada lâmina escolhidas 

aleatoriamente. A normalidade e homogeneidade das variáveis paramétricas foram 

verificadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Na sequência 

foram avaliados por ANOVA. As características histológicas foram analisadas pelo 

teste não paramétrico de Friedman. Não houve diferença entre grupos no que se refere 

ao tempo necessário para o fechamento da ferida. Análise histomorfométrica realizada 

14 dias após indução da lesão revelou maior angiogênese (P=0,034) e quantidade de 

leucócitos totais (P=0,0179) na ferida tratada, com posterior redução dessas 

características. Tanto fibroblastos como vasos sanguíneos tiveram quantidade máxima 

no sétimo dia de observação para ambos os grupos com posterior redução para valores 

mais próximos do fisiológico observado no tempo zero. Os fibrócitos apresentaram 

valores significativos (P=0,023) no sétimo após a lesão no grupo não tratado. Esses 

achados, no entanto, não interferiram no processo cicatricial das lesões nos dois grupos 

avaliados. Avaliação microscópica geral, realizada independentemente dos escores e 

análise morformétrica revelou que a maioria das feridas tratadas demonstraram 

melhores características cicatriciais nos fragmentos examinados na última biopsia (T5).  

 

Palavras-chave: cavalos, dermatopatia, fatores de crescimento, macroscopia e 

microscopia cutânea. 
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Macroscopic and histomorphometric analysis of different stages of cutaneous 

wound healing process in horses treated with leukocyte-poor platelet-rich plasma 

 

(According to the norms of the journal Veterinary Dermatology) 

 

The skin has several functions. It is fundamental to the body of every living being. In 

horses, skin lesions are common, and one of the treatments that have been used for 

some years in horses, is the platelet-rich plasma (PRP), a source of growth factors. The 

aim of this study was to evaluate macro and microscopically the process of healing by 

secondary intention of horse skin wounds treated or untreated with a single dose of 

leukocyte-poor PRP (LP-PRP) applied 12 h after surgical induction of injury. Eight 

healthy crossbred geldings aged between 16 and 17 years were used. Three square-

shaped injuries were produced in the right and left gluteal regions of all animals. 

Twelve hours after injury induction, 0.5 mL LP-PRP was administered to each of the 

four edges of the wounds (treated group = T) from one of the gluteal regions, chosen at 

random. The contralateral region was used as control (untreated group = UT). Five skin 

biopsies were obtained with a 6-mm Punch. The first sample (T0) was obtained at injury 

induction, and the others after 1 (T1), 2 (T2), 7 (T3) and 14 (T4) days. The sixth biopsy 

(T5) was performed after complete macroscopic closure of the wound. Daily 

measurements of one wound were performed, which was not previously submitted to 

biopsy, to compose the evaluation of wound contraction, using QUANT software v. 

1.0.0.28. Macroscopic characteristics (secretions, clot formation, presence of crust and 

granulation tissue, as well as the evolution of wound closure) of one of the non-biopsied 

wounds (treated and untreated) were evaluated daily. Samples were processed as routine 

for histomorphometric evaluation. Histological features (inflammation, angiogenesis, 

thickness of new epithelium, and reepithelialization) were evaluated using scores of 0 to 

3. Morphometric analysis was performed on QCAPTURE PRO software 6:00:6:05, 

from 10 images of each seccion (chosen at random). Normality and homogeneity of the 

parametric variables were checked by the Shapiro-Wilk and Bartlett tests, respectively. 

In sequence, ANOVA was applied. The histological features were analyzed by 

Friedman's non-parametric test. There was no difference between groups with respect to 

the time required for the wound closure. Histomorphometric analysis performed 14 days 

after injury induction revealed higher angiogenesis (P=0.034) and number of total 
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leukocytes (P=0.0179) in treated wounds, with subsequent reduction of these variables. 

Both fibroblasts and blood vessels had their peak of expression on the seventh day of 

observation in both groups, with a subsequent decline to values close to those observed 

at zero time. Fibrocytes were observed in larger amounts (P=0.023) at day seven for the 

group non-treated. However, these findings did not interfere with the wound healing 

process in either group. General microscopic evaluation performed independently of 

scores and morphometry revealed that the majority of treated wounds showed better 

healing characteristics in the seccions analysed in the last biopsy (T5). 

 

Key words: horses, dermatopathy, growth factors, macroscopic and microscopic of 

skin. 

 

 

INTRODUÇÃO 

A pele é um órgão essencial para a proteção corporal. A sua espessura nos 

equinos varia de 1 a 6,3 mm dependendo da localização1, sendo mais espessa sobre a 

região lombossacra e área glútea.2 É um obstáculo contra microrganismos, além de 

representar uma barreira passiva contra perdas de fluidos, o que favorece a manutenção 

da homeostase. Portanto, trata-se de um tecido complexo com interações celulares e 

moleculares.3-5  

Feridas cutâneas são frequentes na espécie equina. Em estudo anterior6 foi 

observado que correspondem a aproximadamente 37% da casuística no Hospital de 

Clínica Veterinária da Universidade Federal de Pelotas/RS/Brasil. Dependendo da 

localização e extensão da lesão, pode comprometer parcial ou totalmente a utilização 

dos equinos em atividades esportivas ou práticas laborais. Portanto, promover uma 

cicatrização cutânea rápida e de qualidade é um desafio na Clínica Médica e Cirúrgica 

de equídeos. 

O processo de cicatrização cutânea pode ser dividido em quatro fases que se 

sobrepõem: hemostasia, inflamação, proliferação e, por último, remodelação.7-8 Outros 

autores subdividem a terceira fase em migração e proliferação, e a quarta em contração 

e remodelação.9-10 As alterações inflamatórias locais observadas no presente estudo 

fazem parte do processo fisiológico após uma lesão cutânea10 que, se deve a liberação 

de mediadores celulares, que estimulam a produção de substâncias como histamina, 
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bradicinina, prostaglandinas e, consequentemente, ocasionam aumento de volume local 

e congestão.   

O plasma rico em plaquetas (PRP), utilizado desde 1990 para tratamento de 

úlceras crônicas em humanos,11-12 é uma fonte autógena de fatores de crescimento, que 

vem sendo amplamente utilizado visando promover mais rápida cicatrização de feridas 

cutâneas, embora resultados obtidos a partir de estudos controlados sejam 

contraditórios. Entre os fatores bioativos presentes no PRP com importante potencial 

terapêutico, se destacam o transformante β1 (TGF-β1), derivado de plaquetas (PDGF), 

fibroblástico básico (bFGF) e o vascular endotelial (VEGF).13-16 Enquanto pesquisas 

demonstram a eficácia dos fatores de crescimento em acelerar o processo de 

cicatrização de lesões cutâneas nos equinos,17-18 outros não revelam esse efeito.19-10 Por 

outro lado, há relato de uma tendência a uma melhor resposta em alguns constituintes da 

pele tratada com plasma rico em plaquetas e pobre em leucócitos (PRP-PL) com relação 

ao grupo controle,21  assim como uma melhor qualidade cicatricial.22  O presente estudo 

é parte de uma linha de pesquisa onde foram quantificados os fatores de crescimento 

TGF-β1 e PDGF-BB pela técnica imunoenzimática ELISA21 e avaliadas a expressão 

gênica dos colágenos tipo I e III pelos métodos qRT-PCR e imunoistoquímica.20,22 Não 

ocorreu diferença estatística entre os grupos. Por outro lado, análise de regressão no 

grupo que recebeu o plasma rico em plaquetas revelou que a produção dos colágenos 

começa a estabilizar no final do processo de cicatrização macroscópica da ferida.  

O presente estudo parte do príncipio que feridas cutâneas tratadas com PRP-PL 

apresentam cicatrização de melhor qualidade. O objetivo desse estudo foi avaliar macro 

e microscopicamente o processo de cicatrização por segunda intenção de feridas de pele 

localizadas na região glútea de equinos, tratadas ou não com dose única de PRP-PL, 

aplicado doze horas após indução cirúrgica da lesão.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

A pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso Animal (CEUA) da 

Universidade Federal de Viçosa (DVT/UFV) sob o número de protocolo 96/2011. Os 

procedimentos foram realizados de acordo com as Normas de Conduta para o Uso de 

Animais no Ensino, Pesquisa e Extensão do DVT/UFV, o Código de Ética Profissional 

do Médico Veterinário, os princípios éticos para pesquisa animal, estabelecidos pelo 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e a Legislação Brasileira vigente. 
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Foram utilizados oito equinos mestiços hígidos, machos castrados, com idade 

entre 16 e 17 (16,37±0,52) anos. Somente animais aparentemente sadios verificados 

durante exame físico geral e sem afecção dermatológica foram incluídos na pesquisa. 

Os animais foram alojados em baias individuais de alvenaria com de 20 m2, 21 dias 

antes do início do experimento, onde foram alimentados com feno de tifton 85 e capim 

elefante picado (Pennisetum purpureum), além de ração farelada própria para equinos. 

Sal mineral e água foram deixados ad libitum. Os equinos foram diariamente deixados 

livres em piquete de Brachiária decumbens durante 2 horas no período da manhã. O 

apetite, coloração das mucosas, a temperatura corporal e os movimentos intestinais 

foram avaliados diariamente. Esse manejo foi mantido durante todo o ensaio. No pe-

ríodo de adaptação, que foi de três semanas, os animais foram pesados, pulverizados 

com solução carrapaticida contendo deltametrina, e vermifugados por via oral com 

moxidectina (0,2 mg/kg).  

Três lesões de pele em formato quadrangular foram produzidas na região glútea 

direita e esquerda de todos os animais, conforme já descrito20-23 anteriormente. Para 

isso, o local foi submetido a tricotomia e preparado assepticamente com digluconato de 

clorexidine degermante a 2% e alcoólico a 0,5%. Os animais foram sedados com 

xilazina a 2% (0,8 mg/kg/IV), e em seguida foi realizado bloqueio anestésico 

subcutâneo com cloridrato de lidocaína a 2%, sem vasoconstritor, ao redor do local a ser 

incidido. A lesão foi realizada com molde de plástico em formato quadrangular (6,25 

cm2), sendo removidos epiderme, derme e tecido subcutâneo. As feridas foram 

identificadas em ambas as garupas, em A, B e C em sentido craniocaudal, sendo 

deixadas cicatrizar por segunda intenção. O completo fechamento da lesão foi avaliado 

na ferida C. As lesões A e B foram biopsiadas para avaliação histomorfométrica. Soro 

antitetânico foi aplicado no dia da indução da ferida cutânea. A dor foi reduzida 

utilizando dose única de tartarato de butorfanol (0,08 mg/kg/IV). Não foram utilizados 

fármacos anti-inflamatórios e antibióticos.  

A obtenção do PRP-PL foi baseada no protocolo já descrito.24 Após antissepsia 

local com álcool-iodado, 144 mL de sangue foram obtidos com agulhas e tubos a vácuo, 

por venipunção da jugular, e acondicionados em 36 tubos com capacidade para 4,5 mL, 

contendo citrato de sódio a 3,2%. Também foram obtidas amostras de sangue com 

EDTA para quantificação das plaquetas e leucócitos totais. Uma vez obtidas, as 

amostras de sangue com citrato de sódio foram homogeneizadas e centrifugadas a 120 x 
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g por 10 min. Após centrifugação, foi descartado de cada tubo, 50% do plasma 

sanguíneo presente na superfície e o restante transferido para tubos de polipropileno 

sem anticoagulante com capacidade para 10 mL, sendo o botão leucocitário e as 

hemácias sedimentadas descartadas. Em seguida, o plasma foi novamente centrifugado 

a 240 x g por 10 min, e na sequência foi descartado um volume de 75% do sobrenadante 

(maior parte sendo plasma pobre em plaquetas), e o PRP-PL contendo o botão de 

plaquetas, reservado. A concentração das plaquetas e dos leucócitos foi determinada 

manualmente25 no PRP-PL e no sangue obtido com EDTA. A quantificação foi 

realizada em câmara de Neubauer utilizando líquido de Türk para contagem dos 

leucócitos e de Brecher para contagem das plaquetas.26  

Doze horas após indução das lesões cirúrgicas, 0,5 mL do PRP-PL foi 

administrado em cada uma das quatro extremidades das feridas (T = tratadas), de uma 

das regiões glúteas, esquerda ou direita (escolha aleatória), totalizando 2 mL por ferida. 

A lesão contralateral foi utilizada como controle (NT = não tratadas). Todas as feridas 

(T e NT) foram submetidas à limpeza diária com água Milli Q. 

Para análise histomorfométria foram obtidos seis fragmentos, sendo o primeiro 

de pele íntegra (T0) aproveitando parte do fragmento removido com lâmina de bisturi 

número 23 durante a produção da ferida cirúrgica. As demais amostras foram obtidas 

por biópsias utilizando Punch de 6 mm de diâmetro com 24 horas (T1), assim como 

com dois (T2) sete (T3) e 14 (T4) dias. A sexta biópsia (T5) foi obtida após completo 

fechamento da pele. Os fragmentos foram colocados em formalina tamponada por no 

máximo 48 horas e na sequência em álcool a 70%. Posteriormente foram processados 

como de rotina, realizados cortes com 5 μm de espessura, que foram corados pela 

técnica da Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricrômico de Masson (TM), conforme descrito 

por Bancroft et al.27 

As características histológicas relacionadas inflamação, angiogênese, espessura 

do novo epitélio e reepitelização foram avaliadas utilizando-se escores de 0 a 3, 

conforme escala semiquantitativa de Lepault et al.28 adicionada pela característica 

espessura do novo epitélio, estudada por Monteiro et al.19 (Tabela 1). Três 

pesquisadores sem conhecimento se os fragmentos histológicos pertenciam a animais 

tratados ou não tratados fizeram essa avaliação. Adicionalmente, foi realizada análise 

morfométrica. Para isso foram obtidas aleatoriamente 10 imagens fotográficas mediante 

utilização de microscópio de luz (Olympus BX50, BR Ltda Produtos e Equipamentos 
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para Laboratório, São Paulo, SP, Brasil), acoplado a câmera fotográfica (Olympus 

QColor 3, Brazeiss Representações Ltda, São Paulo, SP, Brasil), conectada a um 

computador para captação de imagens pelo programa QCAPTURE PRO 6.00:6.05. As 

imagens foram colocadas sob uma grade com 400 interseções confeccionada no 

programa Power Point,24 utilizando 48 interseções. Os tipos celulares e estruturas 

quantificadas na morfometria foram leucócitos totais, neutrófilos, eosinófilos, 

macrófagos, vasos sanguíneos, colágenos, fibroblastos, fibrócitos e miofibroblastos. 

Foram avaliadas diariamente as características macroscópicas (ferida C - tratada 

e não tratada) exsudação, presença de crosta e de tecido de granulação, assim como 

evolução do fechamento da ferida até a aparente cicatrização. Também foram realizadas 

mensurações diárias da retração na borda da ferida C, que posteriormente foram 

escaneadas e a área transversal (cm2) determinada utilizando software QUANT v 

1.0.0.28,27 conforme descrito previamente.23 Finalmente, antes e semanalmente após 

indução da lesão, foram avaliadas variáveis hematológicas (hematócrito, hemoglobina, 

eritrócitos, leucócitos totais e plaquetas) e bioquímicas (proteínas plasmáticas totais e 

fibrinogênio) mediante obtenção do sangue total também por venipunção da jugular em 

tubos a vácuo contendo o anticoagulante EDTA. 
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Tabela 1 - Classificação das características histológicas inflamação, angiogênese, 

espessura do novo epitélio e reepitelização conforme os critérios mencionados. 

VARIÁVEIS ESCORE CRITÉRIOS AVALIADOS 
Inflamação 0 

1 

 

2 

3 

- Ausente 

- Ø foco inflamatório < 2x a espessura epiderme intacta 

adjacente;  

- Ø entre 2 e 5x a espessura da epiderme intacta; 

- Ø + 5x a espessura da epiderme intacta. 

Angiogênese 0 

1 

2 

3 

- Ausência de novo capilar dentro do leito da ferida; 

- Entre 1 e 5 novos capilares presentes; 

- Entre 6 e 15 novos capilares presentes; 

- + de 15 novos capilares presentes. 

Espessura do 

novo epitélio* 

0 

1  

2 

- Inferior; 

- Igual; 

- Superior ao da epiderme adjacente intacta. 

Reepitelização 0 
 
1 
 
2 
 
3 

- Ausência de novo epitélio na margem da ferida; 
 
- Novo epitélio cobrindo 1/3 do tecido de granulação.   
 
- Novo epitélio cobrindo 2/3 do tecido de granulação.  
 
- Epitelização aparentemente completa. 

Baseado na classificação descrita por Lepault et al.28 e Monteiro et al.19* 

 

 

Análise estatística 

As variáveis macroscópicas (exsudação, presença de crosta, presença de tecido 

de granulação e fechamento de ferida) foram submetidas ao teste t de student para duas 

médias dependentes ou pareadas. As características histológicas (reação inflamatória, 

angiogênese, espessura do novo epitélio e reepitelização) foram avaliadas pelo teste não 

paramétrico de Friedman. A normalidade e homogeneidade das variáveis paramétricas 

foram analisadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. A 

comparação entre feridas T e NT em cada tempo, considerando o efeito animal foi 

realizada utilizando ANOVA. A mesma análise foi usada para avaliar o resultado dentro 

de cada grupo, assim como para verificar a relação entre o tempo final de cicatrização 

das feridas, e a quantidade mais alta ou mais baixa de leucócitos no PRP-PL. A 
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comparação das médias foi realizada pelo teste de Tukey. O nível de significância 

adotado foi de 5%. 

 

 

RESULTADOS 

O PRP-PL foi administrado imediatamente após processamento laboratorial e 

confirmação do número de plaquetas e leucócitos, cujos valores no sangue total e no 

componente rico em plaquetas e pobre em leucócitos estão demonstrados na Tabela 2. 

Os valores médios de plaquetas/L no sangue total foram de 116,25±7,50, 212,13±7,77, 

210,88±52,49, 180,75±22,36 e 204,88±58,97, nos tempos T1, T2, T3, T4 e T5, 

respectivamente. 

Não houve diferença (P>0,05) entre o tempo máximo necessário para 

fechamento da ferida cirúrgica e a quantidade mais alta (900, 800, 450 e 350) ou mais 

baixa (100, 150, 150, 50) de leucócitos/L no PRP-PL considerando os oito animais. 

Também não foi encontrada correlação significativa (r = -0,08; P > 0,05) entre o tempo 

de cicatrização da ferida e a concentração de leucócitos no PRP-PL proveniente de cada 

equino, no dia do tratamento (Fig. 1). 

Nenhum dos oito equinos apresentou variações extremas de temperatura retal, 

hiporexia, ou outras alterações físicas que comprometessem a coleta de dados. As 

variáveis referentes às características hematológicas estão apresentadas na Tabela 3. Os 

valores se mantiveram dentro dos limites de normalidade para a espécie ou 

discretamente elevados. 
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Tabela 2 - Contagem de plaquetas e leucócitos no sangue total e plasma rico em 

plaquetas pobre em leucócitos 

 Sangue Total  PRP-PL 

 Plaquetas 

(plaquetas/L) 

Leucócitos 

(células/L) 

Plaquetas 

(plaquetas/L) 

Leucócitos 

(células/L) 

1 140.000 10.900 350.000 450 

2 110.000 10.600 320.000 100 

3 120.000 8.500 350.000 900 

4 130.000 5.700 390.000 800 

5 130.000 7.900 330.000 50 

6 100.000 9.400 320.000 150 

7 150.000 5.600 380.000 350 

8 140.000 7.600 360.000 150 

PRP-PL: plasma rico em plaquetas e pobres em leucócitos. 
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Figura 1- Relação entre a concentração de leucócitos no PRP-PL de cada equino no dia 

de realização do tratamento, e o tempo necessário para fechamento macroscópico das 

feridas.  
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Tabela 3 - Valores médios e desvios-padrão das variáveis hematológicas e bioquímicas 

avaliadas durante o período experimental 

Tempo 0 1 2 3 4 5 
Hematócrito 
(%) 30,40±3,93 28,68±3,39 30,33±3,07 28,38±4,70 28,88±3,1 28,55±3,58 

Hemoglobina 

(g/dL) 
10,07±1,15 9,77±1,10 9,83±0,82 9,55±1,43 9,73±1,01 9,68±1,00 

Eritrócitos  

(células/L) 
6,39±0,94 6,08±1,02 5,77±0,68 5,89 ±1,11 5,85±0,74 5,79±0,85 

Leucócitos 

(células/L) 
7,93±1,81 7,88±1,48 8,05±2,27 7,93±1,96 7,71±1,29 6,61±1,08 

PPT  

(g/dL) 
7,82±0,57 7,75±0,47 7,62±0,51 7,77±0,45 7,57±0,43 7,62±0,44 

Fibrinogênio 

(g/dL) 
0,38±0,07 0,39±0,17 0,37±0,16 0,37±0,19 0,32±0,14 0,35±0,17 

Tempos: 0 = antes; 1 = 24 horas; 2 = 48 horas; 3 = 1 semana; 4 = 2 semanas e 5 = final. 
PPT: proteína plasmática total.  
 
 

Avaliação Macroscópica                     

Durante a visualização do fechamento da ferida, realizada durante a limpeza foi 

observado um discreto sangramento inicial e leito totalmente preenchido por uma crosta 

de coágulo que, ao ser removido, revelou região hiperêmica, pequenas sinuosidades e 

exsudação serosa. As bordas começavam a demonstrar contornos irregulares por volta 

do sétimo dia depois de produzidas as feridas.  

Os dados referentes às características macroscópicas avaliadas (exsudação, 

presença de crosta, tecido de granulação, assim como a evolução da cicatrização) estão 

apresentados na Tabela 4. O tempo máximo de cicatrização, monitorado pela medida da 

área, é demonstrado na Fig. 2. Após duas semanas havia presença de crosta de aspecto 

pardo-avermelhada revestindo todo leito das feridas, independente do tratamento. O 

aspecto foi de tecido em cicatrização, com a área lesionada iniciando um processo de 

arredondamento das bordas.  

Independente do grupo de feridas (T, NT), a partir do quarto dia, todo o leito foi 

preenchido por tecido de granulação, sendo facilmente visível macroscopicamente em 

média do quarto ao décimo sexto dia tanto na lesão tratada como não tratada com PRP-

PL. O tempo máximo necessário para cicatrização das lesões foi de 47 dias em ambos 
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os grupos, sendo os valores médios de 36,87±7,45 e de 38,75±6,47 dias nas feridas não 

tratadas e tratadas, respectivamente. Não houve diferença (P=0,59) entre grupos. A 

evolução do fechamento macroscópico da ferida pode ser observada na Fig. 3, em 

fotografias esporadicamente obtidas. 

 

 

Tabela 4 - Valores médios e desvios padrão de tempo de permanência máximo (dias), 

referentes às características macroscópicas avaliadas nas feridas de ambos os grupos. 

 
Tratado (dias) Não tratado (dias) 

Exsudação 3,17±0,25 3,13±0,30 

Crosta 13,75±1,39 15,63±1,15 

Granulação 15,75±0,59 16,13±0,61 

Cicatrização 38,75±6,47 36,87±7,45 

 

 

 

 

 
Figura 2 – Monitoramento da redução da área da lesão em feridas tratadas como não 

tratadas com PRP-PL. Nota-se comportamento semelhante entre os grupos, o que foi 

confirmado pela análise de regressão linear (P>0,05).  

Tratada 

 Não tratada 

 Tratada 

      Não Tratada 
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Figura 3 – Evolução do fechamento da ferida independente do grupo após 10 (a,b), 15 

(c,d), 25 (e) e 34 (f) dias de indução da lesão cutânea.  

 

 

Avaliação Histopatológica 

 Os fragmentos de pele íntegra (T0) demonstraram epiderme com camada córnea 

em toda a sua extensão, e na derme folículos pilosos, glândulas sebáceas, vasos 

sanguíneos e raras células inflamatórias linfoplasmocitárias. Após 24 horas da indução 

da lesão (T1) havia infiltrado inflamatório predominantemente neutrofílico na derme 

(Fig. 4a), necrose acentuada e extensa da epiderme com infiltrado inflamatório 

neutrofílico (Fig. 4b), onde esta apresentou diâmetro entre duas e cinco vezes a 

espessura da epiderme intacta, sendo classificada como escore 2 para reação 

inflamatória, tanto na ferida tratada como no controle. Nesta fase da lesão não foi 

possível emitir um escore para reepitelização da epiderme e nem para angiogênese e 

fibroplasia da derme. 

 Nos fragmentos obtidos com 48 horas (T2; Fig. 4c,d) havia exsudato  

fibrinopurulento  acentuado com predominância de neutrófilos e eosinófilos, que 

abrangiam a epiderme e derme superficial e na derme angiogênese ao longo do leito da 
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ferida. Ambas as características receberam escore 2, com diâmetro variando entre duas e 

cinco vezes a espessura da epiderme intacta para o infiltrado inflamatório, e entre 6 e 15 

novos capilares para a angiogênese. Adicionalmente, houve redução (P>0.05) do 

número de neutrófilos em relação ao tempo de 24 horas em ambos os grupos.  

Nas amostras obtidas após uma semana (T3) a reepitelização da epiderme 

encontrava-se com focos de hiperplasia (Fig. 4e,f). Na derme o tecido de granulação foi 

bastante expressivo, caracterizando-se por pequenos vasos revestidos por células 

endoteliais tumefeitas, edema ou substância fundamental amorfa, intensa proliferação 

fibroblástica e discreta organização das fibras colágenas. Os fibroblastos desorganizados 

foram mais bem visualizados na coloração de Tricrômico de Masson (Fig. 5). A 

população dos leucócitos totais (P=0,8835) associados à lesão foi mista, com 

predominância aleatória de neutrófilos (P=0,8358) e eosinófilos (P=0,8619), não 

havendo diferença entre os grupos. Linfócitos também foram observados em menor 

quantidade.  

As feridas biopsiadas com 14 dias demonstraram similaridade nos achados 

histológicos entre os grupos. Foi observado hiperplasia acentuda da epiderme (Fig. 

4g,h), não houve diferença entre a quantidade de neutrófilos (P=0,2088), eosinófilos 

(P=0,3506), número de vasos sanguíneos (P=0,9728), colágenos (P=0,4836), 

fibroblastos (P=0,8182), fibrócitos (p=0,8853) e miofibroblastos (P=0,6234) associados 

a reparação da ferida. Houve diferença entre grupos para os leucócitos totais (P=0,0179) 

e macrófagos (P=0,0596), com maior quantidade na lesão tratada, assim como ocorreu 

uma maior angiogênese no grupo tratado (Fig. 6). 

Os cortes histológicos realizados após o fechamento da pele (Fig. 4i,j) em ambos 

os grupos, revelaram escore 2 para reepitelização, onde o novo epitélio cobria 2/3 da 

epiderme  e 3 para fibroplasia (paralelismo entre fibroblastos) . Em uma visão geral, a 

configuração mais regular dos fibroblastos e fibrócitos e o paralelismo de fibras 

colágenas foram observados em 75% dos fragmentos histológicos das feridas tratadas, 

sugerindo uma melhor cicatrização neste grupo (Fig. 4i) do que nas feridas controles 

(Fig. 4j), porém não houve diferença estatística, a exceção da característica número de 

fibrócitos que foi maior no grupo não tratado, sete dias depois de induzida a ferida.   

A coloração Tricrômico de Masson (TM) (Fig. 5), utilizada para adicionar 

informação sobre as fibras colágenas, possibilitou a observação de outras caracterísicas 

da ferida. Nas amostras coradas com TM foi observada no tempo de 48 horas de 
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induzida a lesão, necrose acentuada da epiderme nos bordos da ferida, e presença de 

crosta desidratada recobrindo a lesão (Fig. 5a,b).  

A partir de uma semana os fibroblastos são destacados no meio do azul 

tricrômico (Methyl blue)27 e começam a adquirir aparência de miofibroblastos, célula 

com características morfológicas intermediárias entre o fibroblasto e célula muscular 

lisa (possui agregado de actina e miosina no citoplasma). Os novos capilares começam a 

ser observados como pequenos brotos. Os escores para angiogênese variaram entre 2 e 3 

em ambos os grupos. Foi possível observar menor quantidade de substância 

fundamental amorfa, com matriz extracelular constituída predominantemente por 

espessas fibras colágenas em fase inicial de organização (Fig. 5c,d).  

 Com duas semanas foi possível observar grande número de vasos, culminando 

com a máxima expressão da angiogênese, ou seja, mais de quinze novos capilares 

presentes e melhor alinhamento de fibras colágenas (Fig. 5e,f). Neste tempo houve 

maior (P=0,0034) (Fig. 6) quantidade de vasos sanguíneos na ferida tratada. Também 

foi possível destacar a transição entre fibras colágenas organizadas e alinhadas.  

Na fase final (T5) observou-se organização acentuada das fibras colágenas (Fig. 

3g,h) que se encontravam dispostas em feixes alinhados paralelamente, sendo que este 

alinhamento foi melhor visualizado no grupo tratado (Fig. 5g).   

 

Avaliação Morfométrica 

Das variáveis morfométricas analisadas, a contagem de leucócitos totais e de 

fibrócitos, apresentaram diferença entre grupos, sendo superior, respectivamente, na 

amostra obtida duas (P=0,017) e uma (P=0,023) semana após a lesão nas feridas 

tratadas (leucócitos totais) e não tratadas (fibrócitos) com PRP-PL. Os resultados 

referentes à análise morfométrica estão apresentados nas Tabelas 5, 6 e 7. 

Aumento considerável de neutrófilos (P=0,0012) coincidiu com o tempo 

observado para os leucócitos totais, ou seja, na amostra obtida nas primeiras 24 horas, 

quando comparado com o tempo zero. Da mesma forma, o aumento foi maior (P<0,05) 

na ferida tratada. Os eosinófilos apresentaram um pico de expressão máxima após 48 

horas no grupo não tratado com redução a partir de uma semana depois de realizada a 

lesão, quando já se observavam valores próximos aos basais para ambos os grupos 

(Tabela 5).  
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Figura 4 – Fotomicrografia do processo de cicatrização de pele de equinos. Imagem 

apresentando fragmentos obtidos após 24 horas de induzida a lesão em ferida tratada (a) 

e não tratada (b). Na imagem (a) nota-se inflitrado inflamatório predominante 

neutrofilico na derme (setas) e na (b), também é possível observar área de necrose da 

epiderme na borda superior esquerda (setas), associada a infiltrado inflamatório 

polimorfonuclear, compatível com o tempo de indução da lesão. As imagens c (tratada) 

e d (não tratada) representam 48 horas após indução da lesão (Tempo 2), com infiltrado 

inflamatório mais acentuado na ferida tratadas (setas). Uma semana depois de produzida 

a lesão (Tempo 3), nota-se a epiderme com contornos irregulares  em ambos os grupos 

(d, e), e início da organização do colágeno (setas).  Na segunda semana (Tempo 4), o 

infiltrado leucocitário se encontra quase imperceptível, mas é possível observar 

organização moderada de fibroblastos e epiderme hiperplásica (g, tratada; h, não 

tratada) (setas). No tempo 5, condizente com o fechamento macroscópico da lesão foi 

observada uma epiderme mais fina na ferida não tratada (i), mas a ferida tratada (j) 

apresentou um processo cicatricial, aparentemente mais organizado do que na pele não 

tratada (setas). Hematoxilina-Eosina. Aumento: 40 x (c,d); 100 x (g,h); 200 x (a,b,e,f,i e 

j). 
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Figura 5 – Fotomicrografia do processo de cicatrização cutânea em equinos. Nota-se no 

grupo tratado (a) e controle (b), no tempo de 48 horas (T2), área de hemorragia e 

necrose na epiderme e derme superficial destacada em coloração avermelhada (setas), 

contrastando na derme com fibras colágenas compactas, em arranjo paralelo de 

b 
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coloração azul escura.  Nos achados de uma semana (T3) notam-se fibras colágenas 

esparsas, com espaços vazios, alinhamento moderado de fibroblastos (setas) e poucos 

vasos em destaque em ambos os grupos (c, tratado) e (d, controle). Nas lesões após duas 

semanas (T5), as fibras colágenas se encontram em arranjo compacto; existiam poucos 

espaços vazios, preenchido por colágeno (setas), com maior número de vasos 

sanguíneos na ferida tratada (cabeça de setas) (e), em comparação com a ferida não 

tratada (f), com maior quantidade de angiogênese aos 14 dias após a lesão. Nas imagens 

g (ferida tratada) e h (não tratada), obtidas quando a lesão se encontrava 

macroscopicamente cicatrizada observa-se fibras colágenas arranjadas de forma menos 

compactadas na ferida controle (setas). O alinhamento de fibroblastos e fibrócitos  é 

mais bem evidenciado nas feridas tratadas (setas). Tricrômico de Masson. Aumento: 

200x. 
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Figura 6 – Avaliação histológica da angiogênese (escores de 0 a 3) nas feridas não 

tratadas (NT) e tratadas (T) com PRP-PL. A quantidade máxima de cinco capilares 

(escore 1) foi mais frequente nas feridas tratadas (75%). Por outro lado, o escore 2 que 

corresponde ao máximo de 15 novos capilares foi menos frequente nas lesões que 

receberam o PRP-PL (25%). Finalmente, o escore 3, que representa uma quantidade 

acima de 15 novos capilares, foi observado em apenas 25% das feridas não tratadas. 

Entretanto, somente aos 14 dias houve diferença (*: P<0,05) entre grupos, onde valores 

mais elevados foram observados nas feridas tratadas.   

 

A contagem de macrófagos teve um aumento de mais de cinco células de T0 até 

T3, tendo um ápice no sétimo dia pós-produzida a lesão, tanto no grupo tratado como no 

controle. A partir de uma semana, o número de macrófagos reduziu no grupo de feridas 

controle, mas no grupo tratado ainda permaneceu elevado até duas semanas (Tabela 6), 

revelando diferença estatística em relação ao grupo controle aos 14 dias 

(P=0,059). Após duas semanas houve um discreto declínio dessas células, de forma a 

aproximar dos valores basais no T5, em ambos os grupos.  

Maiores quantidades de vasos sanguíneos foram observados nas amostras de 

pele avaliadas com uma semana, particularmente no grupo tratado (Tabela 6), sendo a 

redução dos vasos maior nesse grupo (P=0,0672), quando comparado com o não tratado 

* 
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no momento de fechamento da ferida. Na realidade, em ambos os grupos houve 

aumento considerável, mas não estatisticamente significativo (P=0,120) no número de 

vasos. Por outro lado, partir do sétimo dia ocorreu diminuição gradativa até o 

fechamento da ferida, quando a contagem retornou a valores próximos aos limites 

fisiológicos encontrados no tempo zero. Com relação às fibras colágenas, foi observada 

diminuição (P=0,0115) no T1 quando comparado com a pele sadia (T0). A partir desse 

momento ocorreu aumento gradativo até atingir um valor de quase cinco vezes a mais 

do que o encontrado na pele sadia (T0), o que ocorreu em T5, e em ambos os grupos.  

A máxima elevação no número de fibroblastos (Tabela 7) foi observada no T3, 

mantendo semelhança de valores entre os grupos. O aumento em relação ao tempo T0 

foi de 2,4 vezes para ambos os grupos. A partir de uma semana até a avaliação final 

houve redução progressiva, mas mantendo similaridade entre grupos (P=0,5623). Os 

fibrócitos apresentaram importante redução no T1 com relação ao T0, com aumento 

progressivo em ambos os grupos até a avaliação final (Tabela 7), revelando diferença no 

tempo T3 (uma semana), com superioridade do grupo controle (P=0,0230), conforme 

mencionado previamente. Finalmente, os miofibroblastos tiveram um aumento 

progressivo, semelhante entre os grupos, de mais de dezoito vezes do tempo T0 até o 

tempo final, sem diferença estatística. A quantidade máxima dessas células foi no T5 

para ambos os grupos, com números superiores (P=0,389) no grupo não tratado.  
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Tabela 5 – Avaliação morfométrica (média±desvios padrão) das variáveis leucócitos 

totais, neutrófilos e eosinófilos, obtida por sistema de escore para verificação do 

processo de cicatrização de pele de equinos tratados ou não com PRP-PL 

Tempo (dias) Tratado Não tratado 

 Leucócitos Totais 

0 0,88±2,36 Ad 1,88±2,30 Ab 

1 33,00±20,00 Aa 26,88±13,18 Aa 

2 28,50±20,72 Aab 22,63±8,23 Aa 

7 21,00±6,48 Aabc 20,38±9,86 Aa 

14 11,50±4,41 Abcd 6,50±1,41 Bb 

37 3,38±4,27 Acd 2,13±1,25 Ab 

Média ± DP 16,71±16,62A 13,40±12,74 A 

 Neutrófilos 

0 0,12±0,35 Ab 0,12±0,35 Ab 

1 25,75±20,18 Aa 18,87±14,69 Aa 

2 18,37±18,31 Aab 10,87±7,14 Aab 

7 10,00±6,30 Aabc 9,12±11,75 Aab 

14 2,12±3,36 Abc 0,37±0,52 Aab 

37 2,25±3,58 Abc 0,37±0,74 Ab 

Média ± DP 9,76±14,55 A 6,62±10,52 A 

 

 
 Eosinófilos 

0 0,00±0,00 Ab 0,00±0,00 Aa 

1 0,75±0,71 Aab 1,50±2,00 Aa 

2 0,25±0,71 Aab 16,62±0,35 Aa 

7 1,00±0,93 Aa 1,12±1,46 Aa 

14 0,25±0,71 Aab 0,00±0,00 Aa 

37 0,00±0,00 Ab 0,12±0,35 Aa 

Média ± DP 0,37±0,70 A 3,22±1,15 A 

Letras maiúsculas e minúsculas diferentes na mesma linha e coluna, respectivamente, 
diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey. 
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Tabela 6 - Avaliação morfométrica (média ± desvios padrão) das variáveis macrófagos, 

vasos sanguíneos e colágenos, obtida por sistema de escore, para verificação do 

processo de cicatrização de pele de equinos tratados ou não com PRP-PL 

Tempo (dias)                                                           Tratado                               Não tratado 

 Macrófagos 

0 1,75±2,05 Ac 1,75±1,98 Ac 

1 6,50±2,51 Aab 6,50±1,85 Aab 

2 9,88±3,64 Aa 11,63±4,75 Aa 

7 10,00±3,12 Aa 10,13±6,03 Aab 

14 9,13±3,94 Aa 6,13±1,55 Abc 

37 2,13±2,30 Abc 1,63±1,30 Ac 

Média ± DP 6,56±4,51 A 6,29±5,01 A 

   Vasos sanguíneos 

0 7,37±6,50 Ab 7,25±6,11 Ab 

1 16,00±11,14 Aab 14,12±8,31 Aab 

2 15,00±6,45 Aab 13,62±6,78 Aab 

7 27,25±13,26 Aa 19,00±8,11Aa 

14 10,62±6,65 Ab 10,50±5,15 Aab 

37 7,62±4,21 Ab 10,62±6,32 Aab 

Média ± DP 13,97±10,65 A 12,51±7,50 A 

 Colágeno 

0  1631,38±304,39 Abc 1631,38±304,39 Abc 

1 498,00±237,00 Ac 432,00±223,70 Ad 

2 1223,50±377,43 Ab 1190,38±502,08 Ac 

7 1644,63±433,45 Aab 1661,25±226,75 Abc 

14 1850,75±552,39 Aa 2018,38±308,99 Aab 

37 2192,75±258,72 Aa 2260,75±332,59 Aa 

Média ± DP 1506,83±647,89 A 1532,35±684,16 A 

Letras maiúsculas e minúsculas diferentes na mesma linha e coluna, respectivamente, 
diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey. 
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Tabela 7 - Avaliação morfométrica (média ± desvios padrão) das variáveis fibroblastos, 

fibrócitos e miofibroblastos, obtidas por sistema de escore, para verificação do processo 

de cicatrização de pele de equinos tratados ou não com PRP-PL 

Tempo (dias) Tratado Não tratado 

 Fibroblastos 

0 36,12±12,33 Ac 36,12±12,33 Ac 

1 38,25±16,54 Ac 37,62±17,74 Ac 

2 51,37±25,09 Abc 46,25±25,71 Ac 

7 87,87±17,29 Aa 89,50±14,53 Aa 

14 76,37±21,65 Aab 74,62±12,15 Aab 

37 52,75±12,19 Abc 53,37±11,13 Abc 

Média ± DP 57,12±25,73 A 56,24±25,14 A 

 
 

Fibrócitos 

0 22,62±6,82 Abcd 20,87±6,49 Ac 

1 12,37±5,32 Ad 12,12±4,49 Ac 

2 17,75±6,96 Acd 14,12±8,36 Ac 

7 27,87±7,94 Bbc 38,50±9,44 Aab 

14 34,25±16,79 Ab 35,12±9,25 Ab 

37 51,25±6,71 Aa 48,42±5,50 Aa 

Média ± DP 27,68±15,47 A 28,19±15,28 A 

 Miofibroblastos 

0 4,87±2,53 Ac 5,37±3,89 Ac 

1 11,75±5,82 Ac 12,50±4,00 Ac 

2 17,12±5,08 Ac 16,62±9,29 Ac 

7 40,00±8,37 Ab 43,20±19,48 Ab 

14 68,75±16,23 Aa 74,12±17,93 Aa 

37 80,37±17,39 Aa 86,37±13,38 Aa 

Média ± DP 37,14±30,81 A 39,69±33,75 A 

Letras maiúsculas e minúsculas diferentes na mesma linha e coluna, respectivamente, 
diferem (p<0,05) pelo teste de Tukey. 
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DISCUSSÃO 

Conforme mencionado previamente, o tempo máximo para fechamento 

macroscópico das lesões foi de 47 dias, sendo os valores médios menores nas feridas 

não tratadas com PRP-PL. Esse período de tempo médio de cicatrização se assemelha 

ao mencionado para feridas não contaminadas, localizadas na região torácica, que foi de 

aproximadamente quatro semanas,30 bem como em lesões realizadas da mesma forma e 

na mesma região que a descrita no presente estudo.23 O menor tempo de fechamento da 

ferida não tratada com PRP também foram relatados,19 em lesões produzidas na 

superfície dorsolateral do metacarpo. Por outro lado, uma cicatrização macroscópica 

mais rápida pode não refletir em um tecido de melhor qualidade.22 O mesmo foi 

observado no presente estudo, onde as feridas tratadas com PRP-PL apresentaram um 

tecido cicatricial de melhor qualidade no último tempo de avaliação, principalmente em 

relação ao alinhamento de fibras colágenas e fibroblastos, concluída após avaliação dos 

três avaliadores. 

Os achados macroscópicos observados durante o exame diário corroboram com 

Ferreira et al.23, que observaram formação de crosta escura a partir do coágulo no local, 

seguida por formação de tecido de granulação, contração e reepitelização. O período de 

observação de secreção serosa nas feridas foi bastante curto, sendo ao redor de três dias 

após indução das lesões. As feridas permaneceram com aparência avermelhadas e 

brilhantes, principalmente após a limpeza diária, mas com pouquíssima secreção.  

A crosta de aspecto pardo-avermelhado, observada no leito da ferida em duas 

semanas de induzida a lesão cirúrgica, é condizente com a fase proliferativa da 

cicatrização, conforme observado31 em feridas cutâneas na região dorsal de coelhos, 

produzidas mediante queimadura com bisturi elétrico. Duas semanas após remoção 

cirúrgica da pele dos coelhos, os autores observaram feridas ressecadas, revelando a 

presença de crostas finas e de coloração amareladas, um pouco mais rugosas e mais 

difíceis de serem removidas. Crostas finas semelhantes foram observadas também no 

leito das feridas do presente estudo até próximo do 14o dia após indução das lesões tanto 

no grupo tratado como não tratado. O ressecamento da crosta observada na superfície 

após duas semanas de indução da lesão foi previamente mencionado.32 De acordo com 

os autores, que avaliaram o efeito da fenilbutazona na cicatrização de feridas cutâneas 

em 10 equinos que foram biopsiados com punch de 2 milímetro no hemitórax direito e 

esquerdo e na região lombar direita e esquerda. Na pesquisa desses autores, crostas 
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espessas e de coloração vermelho escuras ainda estavam facilmente removíveis até 12o 

dia depois de produzidas as lesões. 

A quantidade de leucócitos encontrada no PRP-PL foi de 50 a 900 células/µL. 

Apesar deste tema já ter sido discutido previamente,21 é interessante ressaltar estudo33 

que compararam o estímulo a liberação de citocininas (marcador de inflamação) em 

tecidos tratados com sangue total, PRP-RL e plasma pobre em plaquetas (PPP). A 

exposição ao PRP com leucócitos, segundo os autores, foi associada com uma 

diminuição na liberação de citocinas pró-inflamatórias. Recentemente foram 

investigados34 produtos resultantes de cultura por 96 horas de fragmentos do tendão do 

músculo flexor digital superficial no PRP-PL gerado a partir de sangue venoso de oito 

equinos. Os autores concluíram que a menor quantidade de leucócitos no PRP pode ser 

mais importante do que uma elevada quantidade de plaquetas, para que ocorra 

diminuição da expressão de moléculas pró-inflamatórias e aumento da expressão de 

moléculas da matriz extracelular. Portanto, a utilização do PRP-PL no presente estudo, 

cujas feridas não estavam contaminadas, foi uma decisão adequada.  

Está bastante documentado na literatura científica a atividade quimiotáxica 

exercida pelas plaquetas.12,15,35-36 Portanto, esperava-se exatamente o que ocorreu neste 

estudo, ou seja, que a ferida com maior quantidade de plaquetas apresentasse maior 

fluxo de leucócitos. Situação compatível também com o aumento considerável de 

neutrófilos nas primeiras 24 horas de realização das lesões em ambos (P>0,05) os 

grupos com maior quantidade nas feridas tratadas. Conforme previamente mencionado 

essa observação permaneceu até o fechamento macroscópico da ferida. De acordo com 

Schultz et al.,9 os neutrófilos são as primeiras células inflamatórias a responderem aos 

mediadores solúveis liberados pelas plaquetas e a cascata de coagulação. Esse aumento 

de células foi seguido por uma discreta redução até uma semana, sofrendo a partir desse 

período, mais brusca diminuição até o fechamento macroscópico da ferida cirúrgica. 

Essa margem de aumento que permaneceu no grupo tratado, sem, no entanto, revelar 

diferença estatística, pode estar relacionado ao efeito quimiotático das plaquetas, 

determinante no acréscimo dos neutrófilos no grupo tratado. Entretanto, é importante 

que a quantidade não permaneça elevada por muito tempo, pois pode prejudicar o 

fechamento da ferida que, coincidentemente, foi mais lenta nas lesões tratadas. 

Adicionalmente, em condições fisiológicas, isso também ocorre, tendo como evidência 

os valores altos no grupo controle (Tabela 5). 
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Os macrófagos liberam várias substâncias biologicamente ativas, consideradas 

fundamentais no recrutamento de mais células inflamatórias para o local da lesão.9,30 

Schwartz et al.30 estudaram a cicatrização de feridas em seis equinos induzidas nas 

regiões metacárpicas e peitoral. De acordo com os autores, os neutrófilos que indicam 

inflamação aguda, foram encontrados em todas as amostras de pele uma semana depois 

de produzida a lesão. Por outro lado, nas amostras avaliadas com duas semanas os 

macrófagos estavam presentes, indicando inflamação crônica. Essas células foram o tipo 

celular predominante nas amostras de tecido avaliadas a partir de duas semanas até a 

cicatrização macroscópica da ferida no estudo desses autores. No presente estudo, 

valores máximos de macrófagos foram encontrados sete dias depois de induzida a lesão 

(P>0.05), tanto no grupo tratado como não tratado. Esse momento coincidiu com o 

máximo de desarranjo tecidual na ferida. A presença de macrófagos indica a transição 

da fase inflamatória para a fase proliferativa durante o processo de cicatrização cutânea, 

e essas células exercem sua máxima atividade, que é de fagocitar a área da ferida, 

ingerindo bactérias, tecido desvitalizados e neutrófilos.9 Possuem a capacidade de 

secretar e sintetizar fatores de crescimento que, como consequência, estimulam a 

migração de fibroblastos nas feridas.10,37 A sua presença indica a transição da fase 

inflamatória para a fase proliferativa durante o processo de cicatrização cutânea.9 

Portanto, a resposta parece variar conforme o local da lesão cutânea em equinos. 

A pele23 da região glútea dos equinos apresenta infiltrado inflamatório focal na 

superfície da ferida, com predomínio de pleomorfismo, e moderada quantidade de 

eosinófilos, acompanhado de reações vasculares, 10 dias após indução da lesão 

cirúrgica conforme observado no presente estudo.  A avaliação por imunoistoquímica, 

do fator VIII em tendões de equinos tratados com PRP-PL e observação de infiltrado 

eosinofílico nos tendões tratados com PRP,24 se deve, possivelmente, ao efeito 

quimiotático da histamina liberada pelas plaquetas, está em conformidade com Chandra 

et al.,38 ao estudarem pele de coelho tratada com gel de plaquetas.  

Embora a análise morfométrica não tenha demonstrado diferença (P>0,05) para 

contagem de vasos sanguíneos (Tabela 6), houve maior angiogênese (P=0,03) na ferida 

tratada com PRP-PL, duas semanas após indução da lesão (Fig. 4). Os resultados 

histológicos foram obtidos utilizando a classificação de Lepault et al.28 mediante 

avaliação de certa forma subjetiva, baseado em escore histológico de 0 a 3. Esses 

resultados demonstram o risco em se comparar diferentes técnicas para avaliar uma 
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característica histológica. Algumas podem ser consideradas mais fidedignas, sendo 

assim, a escolha primária durante a realização de um estudo controlado e padronizado. 

Independentemente, a redução observada posteriormente, com valores próximos ao do 

grupo controle é um fator positivo, pois a persistência da angiogênese é um aspecto 

indesejável, já que pode alterar as propriedades mecânicas da matriz extracelular 

mediante atividade proteolítica, retardando assim todo mecanismo fisiológico envolvido 

na regeneração tecidual.39  Portanto, é preciso que fatores anti-angiogênicos tais como 

angiostatina, endostatina, trombospondina e fator derivado do epitélio pigmentar,9 

estejam em quantidade suficiente para permitir a regulação e controle da angiogênese.  

 A angiogênese pode ser estimulada por fatores que atuam no microambiente da 

ferida, incluindo baixa tensão de oxigênio, baixo pH e elevadas quantidade de lactato.40 

Uma das principais proteínas modeladoras da angiogênese é a trombospondina.41 Por 

outro lado, a angiogenina atua mediante ativação de vasos endoteliais e células da 

musculatura lisa, acarretando processos biológicos, tais como a migração celular, 

invasão, proliferação e formação de estruturas tubulares.42 Adicionalmente, os fatores 

de crescimento TGF-β, VEGF, bFGF, e o do tecido conjuntivo (CTGF) são potentes 

sinalizadores angiogênicos para células endoteliais.9,43-44 O aumento no número de 

vasos observado no grupo tratado não pode estar associado a processos isquêmicos, pois 

as feridas foram cicatrizadas por segunda intenção, sendo diariamente avaliadas e 

limpas, apresentando macroscopicamente excelente aspecto clínico. 

Os retalhos corados com HE, obtidos na pele íntegra (T0) apresentaram 

características de uma pele sadia, conforme previamente descrito.30 A discreta 

organização das fibras colágenas foi mencionada por esses autores, que descreveram 

abundante presença de colágenos (tipo I e III) ao realizar a coloração Picrosirius Red, já 

na primeira semana do processo de cicatrização em amostras de pele de equinos sadios. 

A elevação no número dessas células ocorre de forma progressiva até a 4a semana, que é 

quando os pesquisadores concluíram o estudo.   

O período de início do preenchimento do leito das feridas por tecido de 

granulação que foi independente do grupo, foi observado já com apenas quatro dias de 

induzida a lesão, sendo semelhante ao mencionado,45 que foi de cinco dias após indução 

de feridas com 1 cm2 na pele correspondente a superfície lateral do terceiro 

metacarpiano. A partir de uma semana o tecido de granulação aparece com grande 
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número de vasos, e a cicatrização de feridas cutâneas por segunda intenção ocorre mais 

rapidamente em pôneis do que em equinos.46   

O aumento diferencial dos leucócitos e da angiogênese aos 14 dias de realizada a 

lesão no grupo tratado é um resultado relevante, pois os leucócitos estimulam a ação de 

fatores de crescimento. Adicionalmente, houve marcada diminuição no tempo final 

(T5), o que é um achado muito importante. Sabe-se que permanência do processo 

inflamatório estimula a formação de tecido de granulação exuberante.45,47 

Durante a fase de migração e proliferação existe grande quantidade de 

fibroblastos, mas os mesmos podem ser encontrados em elevada proporção durante todo 

o processo cicatricial.10 No presente estudo essas células tiveram um pico de expressão  

na semana de induzida a lesão em ambos os grupos, com subsequente decréscimo. 

Fibras colágenas, fibroblastos e miofibroblastos foram às características histológicas 

mais numerosas durante todos os tempos da análise microscópica (Tabela 6 e 7). 

Entretanto, isso ocorreu em ambos os grupos. Na realidade, uma vez ocorrido um 

ferimento, os fibroblastos são atraídos para o local do processo inflamatório e iniciam a 

produção de componentes da matriz extracelular,48. Possivelmente, a esse fato se deve a 

considerável quantidade destas células na análise morfométrica realizada nos retalhos de 

pele obtidos 48 horas de produzidas as feridas.  

Para que haja a contração da ferida é fundamental a diferenciação de fibroblastos 

em miofibroblastos no tecido de granulação neoformado. Quando os fibroblastos 

adquirem aspecto bioquímico e morfológico semelhante a fibras musculares lisas são 

denominados de miofibroblastos.49 Essas células podem também podem originar dos 

fibrócitos, por ação de TGF-β e outras quimiocinas.50 O seu efeito na contração da 

ferida, ocorre por movimento centrípeto da margem da lesão,47,51-52 decorrente da força 

de tensão gerada.53 Embora a importância dos miofibroblastos, no presente estudo o 

aumento (16 vezes) progressivo ocorreu ambos os grupos.  

Existe uma relação mútua entre as fibras colágenas e os fibroblastos. Estas 

últimas células se ligam à fibronectina e estimulam a produção de colágeno durante a 

fase de proliferação do processo de cicatrização das feridas.10,20,34,54 Maiores 

quantidades de colágenos foram observadas nos dois últimos tempos de avaliações, ou 

seja, com 14 dias e quando a ferida estava macroscopicamente cicatrizada (Tabela 6), 

independentemente do grupo. Souza et al.20 também não observaram diferença entre 

feridas tratadas e controle no que se refere a expressão dos colágenos tipo I e III por 
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qRT-PCR, embora tenham observado que existe estabilização mais precoce dos 

colágenos nas lesões que receberam uma única aplicação de PRP. 

Quando a ferida estava macroscopicamente fechada foi observado paralelismo 

dos fibroblastos e uma reepitelização praticamente completa, onde o novo epitélio 

cobria quase toda a epiderme intacta adjacente. Esse achado foi observado em ambos os 

grupos. Segundo Balbino et al.,55 o processo de remodelação de uma cicatriz ocorre com 

sucessivas etapas, que vai desde a produção, processamento, até orientação das fibras 

colágenas. Inicialmente o colágeno é depositado de forma aleatória, seguindo a 

organização da fibronectina como forma de orientação. Esse processo depende da 

natureza e direção das tensões a que os tecidos são submetidos.  

Apenas os fibrócitos mostraram diferença (P=0.0014) entre grupos favorecendo 

as feridas não tratadas, mas somente na avaliação realizada uma semana após indução 

da lesão. A menor quantidade de fibrócitos após uma semana de induzida a lesão no 

grupo de feridas tratadas sugere que os fibroblastos permaneceram por mais tempo após 

sete dias de efetuado o tratamento com PRP-PL. Como mencionado previamente essas 

células podem gerar os miofibroblastos, mas posssuem como uma das principais 

funções o estímulo à formação de colágenos. Na realidade, segundo Pagnano et al.,56 

também participam na formação da atividade antigênica. Na avaliação aos 14 dias essas 

células já estavam bastante aumentadas, conforme no grupo controle (P>0,05).  

A análise histomorfométrica revelou que algumas células, tais como macrófagos, 

eosinófilos e fibroblastos, assim como vasos sanguíneos apresentaram quantidade 

máxima no sétimo dia após a produção da ferida cirúrgica, com discreto declínio para 

níveis basais aos 37 dias. Enquanto a quantidade de fibras colágenas, fibrócitos e 

miofibroblastos aumentaram linearmente a partir de T3 (7dias) até T5 (37 dias). A 

forma de evolução dessas características ao longo do tempo, determinada por 

histomorfometria são compatíveis com um processo de cicatrização fisiológico.  

Na atualidade a utilização e as perspectivas de uso terapêutico do PRP ou suas 

variáveis são desafiadoras. Recentemente Hessel et al.57 divulgaram dados de uma 

pesquisa onde foram comparadas a concentração de plaquetas e dos leucócitos, assim 

como do TGF-β1 e PDGF-BB em concentrados autólogos de plaquetas obtidos pelo 

método manual e por quatro diferentes sistemas (Angel, ACP, E-PET e GPS III) 

utilizados como métodos semi-automáticos. Os resultados foram bastante discrepantes, 

sendo mais desfavoráveis para os métodos manuais. De acordo com os autores essas 
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diferenças entre procedimentos de obtenção do PRP podem influenciar a bioatividade 

dos componentes ricos em plaquetas e, consequentemente, influenciar na qualidade da 

regeneração tecidual. Os autores também comentam na maior possibilidade de infecção 

no método manual, que foi o utilizado no presente estudo. Entretanto, nenhum dos sete 

animais da pesquisa apresentou reação inflamatória fora do esperado após a 

administração do PRP-PL. Comenta-se que seja possível que uma menor quantidade de 

leucócitos possa ser mais importante para o efeito do componente rico em plaquetas, do 

que a própria quantidade das mesmas. Também é conhecido que o excesso de plaqueta 

no PRP pode apresentar resposta inferior do que quando esse possui apenas 2,5 vezes a 

quantidade de plaquetas presentes no sangue total. Finalmente, é importante destacar 

que os métodos quantitativos e semi-quantitativo são de custo mais elevado, e na 

maioria das vezes se busca é um produto de fácil obtenção e baixo custo.  

Os resultados obtidos no presente estudo foram decorrentes de uma pesquisa 

controlada e randomizada, e contribui para a permanência da incerteza com relação à 

eficácia do PRP-PL. Esse aspecto duvidoso sobre o efeito positivo na cicatrização de 

tecidos foi mencionado no ano de 2013 e 2015 por Baksh et al.58 e Brossi et al.59, 

respectivamente. Talvez resultados diferentes possam ser encontrados caso outras 

avaliações histomorfométricas houvessem sido realizadas após cicatrização 

macroscópica da feruda, pois de acordo com Bosch et al.60, o efeito do PRP é a longo 

prazo. Adicionalmente, Yamauchi & Mechanic61 afirmaram que a pele continua 

remodelando após aparente fechamento da lesão. Nesse contexto, na opinião dos autores 

de este estudo, futuras pesquisas devem ser delineadas com um maior período de 

avaliação do processo de cicatrização cutânea, independentemente do aspecto cicatricial 

apresentado pela lesão. 

 

CONCLUSÃO 

O plasma rico em plaquetas e pobre em leucócitos, aplicado 12 horas após 

indução de ferida cutânea, não acelera o processo de cicatrização em equinos, porém 

avaliação histológica sugere que o tecido cicatricial tratado possui, aparentemente, 

melhor qualidade microscópica durante a fase final do processo de cicatrização clínica. 

Adicionalmente, vascularização é mais intensa após duas semanas de administrada a 

terapia, porém ocorre redução posteriormente. Por outro lado, célula inflamatória como 

o neutrófilo aumenta no local da ferida com 48 horas, de forma a intensificar a fase 
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inflamatória do processo de cicatrização cutânea, sem porém interferir no tempo final de 

cicatrização da lesão.  
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8. CONCLUSÃO GERAL 

 

 Mediante todas as observações anotadas e testadas neste estudo, pode-se concluir 

que a administração local de plasmar rico em plaquetas e pobre em leucócitos no 

volume administrado neste estudo, sem utilização de agentes ativadores farmacológicos, 

injetado 12 horas após indução cirúrgica de ferida cutânea na região glútea de equinos: 

 

1- Não altera o tempo de fechamento macroscópico da ferida.  

2- Ocasiona importante aumento da expressão gênica dos colágenos tipos I e III. 

3- Não aumenta a concentração local de TGF-β1 e PDGF-BB, durante diferentes 

fases do processo de cicatrização. 

4- Não altera a concentração no plasma sanguíneo dos fatores de crescimento TGF-

β1 e PDGF-BB, 1, 2, 7, 14 e 37 dias após administração.  

5- Resulta, durante as fases de migração e proliferação, assim como a de contração 

e remodelação, em maiores quantidades dos fatores de crescimento TGF-β1 e 

PDGF-BB, quando comparadas com as fases de hemostasia e inflamatória. 

6- Aumenta a infiltração de neutrófilos na fase inflamatória.  

7- Acarreta elevação da angiogênese duas semanas após tratamento, sem 

interferência microscópica na fase final do processo cicatricial. 

8- Promove, percentualmente, cicatrização de melhor qualidade, no momento em 

que as feridas se encontram macroscopicamente fechadas. 


