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RESUMO

PINTO, José de Oliveira, D. Sc., Universidade Federal de Vicosd, 2Bt6 Cinética
biomolecular de fatores de crescimento e colageno envolvidoa cicatrizacdo de
pele tratada com plasma rico em plaquetas pobre em leucécitos: nedd
experimental em equinos.Orientadora: Maria Verdnica de Souza. Co-orientador:
Leandro Licursi de Oliveira.

A pele € um dos 6érgdos mais importantes do corpo. Embora haja contsjvérsia
plasma rico em plaguetas e pobre em leucécitos (PRP-PL), fonte de fdéores
crescimento, € considerado eficaz em acelerar o processo tlizagé@ de diversos
tecidos. O objetivo desse estudo foi avaliar o processo de cicatrizr segunda
intencdo de feridas cutaneas de equinos tratadas (T) ou ndo (NT) com dasdelni
PRP-PL, 12 horas ap0s inducao cirargica da lesdo. Foram utilizados oito exprmos
idade entre 16 a 17 anos. Trés feridas com 6,Z5anam produzidas na regido glutea
direita e esquerda de todos os animais, nomeadas A, B e C, respectivamente. Doze horas
apos indugéo das lesbes, 0,5 mL de PRP-PL autélogo, foram administradasiam
extremidade das feridas. Cinco biopsias de pele foram obtidas com dRuBainm. A
primeira amostra foi obtida com bisturi, no momento de inducdo da lesdoA&0).
amostras obtidas com um (T1) e dois dias (T2), assim como com @na dlas (T4)
semanas foram realizadas a partir das feridas A e B. A uliibpzid (T5), realizada
aproximadamente aos 37 dias, foi realizada na lesdo C, ap0s completoefgocham
macroscopico da pele. Exsudacéo, presenca de crosta e de tecido ded@paassim

como a evolugéo do fechamento da ferida foram diariamente verificaslostalhos de
tecido cutdneo foram obtidos para determinacéo da expressédo dosaoldye | e Il

por qRT-PCR e quantificagdo dos fatores de crescimentofIGRDGF-BB na pele,

PRP e plasma sanguineo por ELISA. Também foram obtidas amostras para
histomorfometria, coloracdo hematoxilina-eosina e Tricrdmico de Massarias
analises estatisticas foram realizadas, sendo adotado um enisigindicancia de 5%.

N&o houve alteracBes entre grupos nas variaveis estudadas duraafavidica e
laboratorial. Ndo houve diferenca entre grupos no tempo para fechamentdadies fe
embora tenha sido discretamente mais rapido nas lesGes nao tratadesc&sfe
(p<0,05) entre grupos foram observadas para a expressao dos colagenos tipos | e Il no
T1 e T4, sendo maior nas feridas tratadas. O pico de expressao dosatfyes | e

Il ocorreu aos 37 dias, para ambos 0s grupos, mas a maior expressao foiediferent
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(p<0,05) da observada no TO, a partir de uma semana. Nas lesfes gaageessao

dos colagenos comecou a estabilizar na avaliacdo final, enquanto dNiE omvalores
permaneceram elevados (p>0,05). Nao houve diferenca entre os grupos, nos valores dos
dois fatores de crescimento mensurados na pele, nos diferentes tempo&mTizéo

houve correlacdo entre a quantidade dos fatores de crescimento preagreése no
plasma. Por outro lado, correlac&o positiva foi observada entre PRP-PL e a pele na lesdo
tratada, para os fatores de crescimento BPGKr=0,31) e PDGHERB (r=0,38), bem

como entre ambos os fatores de crescimento presentes ndPLPRRO,81).
Considerando as concentracfes dos fatores de crescimento no TO, mdmess va
cutaneos (p<0,05) do TEH-, em ambos 0s grupos, ocorreram com uma semana e na
avaliacao final. Valores mais elevados (p<0,05) do PDGF-BB foram conseumanas

(T) e quando a ferida estava macroscopicamente fechada (NT). No plasiauné
alteracdo nas concentracdes desses fatores em relacéo ao TO, o qugusugeP&RP -

PL ndo ocasiona efeito sistémico, quando os procedimentos adotados no presente estudo
sdo utilizados. Avaliacdo histolégica revelou diferenca entre gruposnagem dos
leucécitos totais (p=0,0179) e fibrocitos (p=0,023), que foi maior e menor no grupo
tratado, nos tempos 14 e 7 dias depois de produzida a lesao cirdrgica, r@sEetdy

A morfofometria revelou que com duas semanas havia maior quantidadesale
sanguineos (p=0,034) nas feridas tratadas. Na sequéncia os valores se eprosoaa
observados nas feridas ndo tratadas. Administracdo local dose uUnica deL,PRP-
aplicada 12 horas apdés inducgdo cirargica de ferida realizada na regido glutea de equinos,
ndo altera o fechamento macroscopico da ferida; ocasiona impoatamiento da
expressado génica dos colagenos tipos | e Ill; ndo aumenta a expoeat@ie TGH1

e PDGFBB durante diferentes fases do processo de cicatrizagcdo. Também naa altera
concentracdo no plasma sanguineo desses fatores de crescimento 1, 237 diake

apo6s administracdo. Além disso, durante as fases de migracao ergm@tifeassim

como a de contracéo e remodelagao se observa maiores concentrasgEeftmes de
crescimento, quando comparadas com as fases de hemostasia ednflamanenta a
infiltracdo de neutréfilos na fase inflamatdria; acarreta elevagdangiogénese duas
semanas apos tratamento, sem interferéncia microscopica néinfdsdo processo
cicatricial e, finalmente, promove, percentualmente, cicafizalp melhor qualidade,

no momento em que as feridas se encontram macroscopicamente fechadas.



ABSTRACT

PINTO, José de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April, 2016.
Molecular kinetics of growth factors and collagen involved in thehealing of skin
treated with leukocyte-poor platelet-rich plasma: an experimental modei horses.
Advisor: Maria Veronica 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 factomsglered
effective in accelerating the healing process of various tissuesaiirhef this study

was to evaluate the process of healing by secondary intention of korseainds
treated (T) or untreated (UT) with a single dose of LP-PRP 12 hours aftecasurgi
induction of injury. Eight horses with ages between 16-17 years were Tisexk
wounds measuring 6.25 émvere produced in the right and left gluteal regions and
craniocaudal direction of all animals, named A, B, and C, respectivelglvé hours

after injury induction, 0.5 mL of autologous LP-PRP was administered toeegehof
wounds. Five skin biopsies were obtained with mr@-Punch. The first sample was
obtained with a scalpel at injury induction (T0). Samples obtainedea{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 ofacrdist
granulation tissue, as well as the evolution of wound closure were echefzly.
Cutaneous tissue fragments were obtained for determination of the expresgpmesdf

and Il collagens by RT-gPCR and quantification of growth factors FGand 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 statisticlhsianalrhe significance

level adopted was 5%. The physical and laboratory evaluation did not endicat
significant changes. There was no difference between groups for the timauod w
closure development, although it was slightly faster in UT wounds. Diffesenc
(p<0.05) between groups were observed for the expression of types | and llIrcallage
T1 and T4, but higher in treated wounds. The peak expression of types lll and
collagen occurred at 37 days for both groups, but the highest expression was

significantly different (p<0.05) from that observed at TO, after one week. Itedrea
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wounds, the expression of collagens began to stabilize in the finaberses#, whereas

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

the values of the two growth factors measured in the skin at differesd.tithere 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 betwdtRPLBRd

skin in the treated wound for growth factors T&EF{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 TO, greater skin values (p<0.05) oI @Fboth
groups occurred at one week in the final assessment. Higher (p<0.05) PDGHuB8 va
occurred at two weeks (T) and when the wound was macroscopically closedrn(UT).
the plasma, there was no change in concentrations of these factelation to TO,

which suggests that LP-PRP does not cause any systemic effecthehprocedures
adopted in the present study are employed. Histological evaluatealed 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 revd@e 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 iordudt
wound made in the gluteal region of horses, does not alter the macrosayrid w
closure; it causes important increase in gene expression of cotigggnl and III;

does not increase the local expression of P&nd PDGF-BB during different phases

of the healing process. In addition, does not change in the blood and plasma
concentration of these growth factasl, 2, 7, 14 and 37 (approximately) days after
administration. Moreover, during the phases of migration and proliferasovell asof
contraction and remodeling cause greater concentrations of these taototls TGF-

B1 and PDGHRB when compared with the stages of hemostasis and inflammation;
increased neutrophil infiltrationin inflammatory phase; results in increase of
angiogenesis two weeks after treatment, with no microscopidergacein the final

phase of the healing process, and finally away promotes, in percdgtige qualityof

healing when the wounds are closed macroscopically.
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1. CAPITULO - 1
INFORMACOES GERAIS

PINTO, José de Oliveira, D. Sc., Universidade Federal de Vigcosa, 2bii6.Cinética
biomolecular de fatores de crescimento e colageno envolvidoa cicatrizacdo de
pele tratada com plasma rico em plaquetas pobre em leucécitos: nedd
experimental em equinos.Orientadora: Maria Veronica de Souza. Co-orientador:
Leandro Licursi de Oliveira.

2. INTRODUCAO

Os equinos séo frequentemente acometidos por lesdes traumaticas. ¢arefdara
feridas é geralmente lenta e complicada em comparacdo comaraue em outras
espécies, 0 que resulta em importantes perdas devido ao consideraeed m@n
animais, que ficam impossibilitados de contirmarsuas fungdes atléticas, em
decorréncia de claudicacbes, aumentos de volume ou mesmo Gcaxismsas.
Embora a reparacdo por primeira intencdo seja considerada ideal, € #&equent
ocorréncia de deiscéncia parcial ou total da sutura, sendo nesseecassaria a
cicatrizacdo por segunda intencdo. Além disso, quando a ferida ersmmntto
contaminada, com perda excessiva ou grave comprometimento tecidasdutar, a
reparacdo por segunda intencdo é muitas vezes a Unica op¢ao.pNEEss0, 0
ferimento € preenchido com tecido de granulacdo, e a pele lesimsdbelece a
continuidade pela contracaoeepitelizacdo da lesdo. Por outro lado, a cicatrizacao por
segunda intencéo é prolongada, e as complicagdes como infeccéo e formacéinde
de granulacdo exuberante ou cicatriz hipertrofica sdo frequentes. Azeicabrienvolve
intercambios intrinsecos entre multiplos tipos celulares, citoeimasléculas da matriz
extracelular, agindo no local e em paralelo com numerosos fatores sit£otmo as
plaguetas, a cascata de coagulacdo e componentes celulares e shdma@igiema
imune. Nesse sentido, a cada dia surgem fioradamentos com a finalidade de
melhorar a qualidade do tecido e reduzir o periodo de reparacdo teDieliaé eles,
um dos mais recentemente estudados nos equinos € a utilizacdo da ptasem
plagueta (PRP), uma terapia que fornece uma variedade de fatores aeetriwsaom
destaque para o transformanfd (TGFf1), derivado de plaguetas (PDGF),
fibroblastico basico (bFGF) e o endotelial vascular (VE@b&isiderados fundamentais

ao processo de reparacao tecidual.



Apesar da importancia do PRP como uma opcdo terapéutica, ainda faltam
pesquisas bem delineadas com numero razoavel de animais avaliandotedifere
momentos do processo cicatricial que confirmem a sua eficaciaamergo de feridas
cutaneas. Experimentos realizados em tend&o de equinos estéo sinalizando e possa
uma terapia promissora, mas a realizacao de estudos controlados emtedifiases do
processo de reparacdo de outros tecidos é escassa. Mais rarosi@iaggpessquisas
avaliando a resposta terapéutica utilizando técnicas com ghtecifesdade e
sensibilidade como ELISA e &RG-PCR que permitem caracterizar genes especificos
gue regulam as diferentes fases do processo de reparacdo da pele, queestguram
podem fornecer valiosas informacfes a respeito do processo de ajéatrautanea.
Por outro lado, a avaliagdo macroscopica diaria da evolucdo das feisdamda aos
achados histomorfométricos nos permite caracterizar tipos celulares mais pretiEsnina
em cada etapa da cicatrizacdo. Portanto, investigacdo como a pragxsistarojeto €
inédita e necessaria para validagdo e maior conhecimento dasefioguasma rico em
plaguetas.

Diante do exposto, 0 objetivo desse estudo foi avaliar macroscopicaenente
histomorfometricamente o processo de cicatrizacdo por segunda intencadaage fe
cutaneas de equinos tratadas ou ndo com dose Unica de PRP pobre etod€Béte-

PL), aplicada doze horas apds inducdo cirargica da lesdo, assim cotliar ava
expresséo dos genes dos colagenos tipos | e lll e quantificar e compameetracao
dos fatores de crescimento T@F< PDGFBB no PRPPL, plasma sanguineo e pele,

durante diferentes fases do processo de cicatrizagéo cutanea.

3. REVISAO DE LITERATURA

Em um ser vivo saudavel, o organismo encontra-se capacitado em ggrmrote
contra agressfes mediante a utilizacdo de mecanismos fisioloDieose estes, o
processo inflamatério € o mecanismo de defesa mais importante #emgentes
patogénicos, bem como a traumas acidentais ou cirdrgicos.

Nos equinos sao frequentes as feridas cutaneas, cuja cicatrizagéprécesso
biolégico que ocorre mediante uma complexa interacdo entre numeros®d¢ipo
células, suas citocinas ou mediadores com a matriz extracelular. @sgwode
cicatrizacdo da pele é dividido em quatro fases bem definidas eqsebsepdem,
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incluindo hemostasia, inflamacao, proliferagédo e, por ultimo, remodelacéo (ENMOC
LEAPER, 2007; YOUNG & McNAUGHT, 2011). SCHULTZ et al. (2011) subdivide a

terceira fase em migracao e proliferacdo, e a quarta em contracao e remodelaca

3.1. Cicatrizacdo cutanea por segunda intencao

Considera-se como mais adequada a cicatrizacdo de uma ferida qubdnea
primeira intencdo (RUSZCZAK, 2003; THEORET et al., 2013), ou seja, mtedia
sutura cirdrgica, o que deve ser realizado o mais rapido possivel depmisrrida a
lesdo. Esse procedimento é limitado as feridas localizadasgdes anatdmicas que
permitam excisdo e adaptacdo das suas bordas (RUSZCZAK, 2003). kerpuas e
profundas normalmente ndo possibilitam o fechamento primario, devendo ocorrer a
cicatrizagdo por segunda intencédo, onde participam ativamente doisspsoges sao
independentes, a contracéa reepitelizacdo (ENOCH & LEAPER, 2007). Por outro
lado, a cicatrizacdo por segunda intencdo ocorre de forma lenta, secelptisak a
complicagdes como infeccéo e formacéao de tecido de granulacédo exelbBento a
frequéncia de lesdes cutaneas em equinos, a cada dia surgem noventostaom a
finalidade de reduzir o periodo maximo de cicatrizacdo de les6es @ tartpe resulte
na formacdo de um tecido que seja o mais semelhante possivei@ossado o PRP

uma dessas terapias.

3.2. PRP: plaquetas e fatores de crescimentos

O PRP é uma fonte autdgena e econdmica de fatores de crescimento obtida a partir
do proprio animal. E derivado do sangue total, contendo cinco vezes nupistpsa
(aproximadamente 1.000.0Q0) do que os niveis fisiologicos (MARX et al., 1998).
Entretanto, ANITUA et al. (2004) ressaltaram que concentracdes supexidf€s000
plaquetagiL sdo suficientes para o preparo do PRP. Ja outros autores, sugerem que o
PRP deve ser preparado com concentragdes de plaquetas de trés azeincoaiogs
do que os niveis fisiologicos (GONSHOR, 2002; KEVY & JACOBSON, 2004), que
podem variar entre 100.000 a 350.000 plaquetapara equinofSCHALM et al.,
1975). SCHANABEL et al. (2007), em estudo in vitro com fragmentos do tend&o do
musculo flexor digital superficial TFDS de equinos, demonstraram efici@ockRRP
utilizando concentracdo média de 395.000 plaqudtasegundo BARBOSA et al.
(2006) a quantidade de plaquetas no PRP depende da contagem inicial no salhgue tot
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ou seja, quanto maior o numero inicial de plaquetas, mais rico sera oNEBJe
sentido, a presenca de trombocitopenia € um fator limitante para a dalequa
concentracéo de plaquetas no PRP.

O PRP foi introduzido em 1980 para tratamento dmerék cutaneas em humanos
(MARGOLIS et al., 2001), visando promover uma rapiitzatrizacdo. Entretanto, resultados
obtidos a partir de estudos controlados séo catiirexs. Entre os fatores bioativos presentes
no PRP com importante potencial terapéutico destaseeo transformantel (TGFS1),
derivado de plaquetas (PDGF), fibroblastico basico (bFGF) e o endotad@milama
(VEGF), por serem considerados fundamentais no processo de reparagao tecidual
(TAKEHARA, 2000; ENGEBRETSEN et al., 2010; MEI-DAN al., 2010; BOSWELL et al.,

2012; FANTINI, 2014). Esses fatores de crescimentdoeselacionados com a angiogénese,
secrecdo da colagenase e estimulo a sintese dmgmos tipos | e Il (BAMES et al. 1999;
SCHWARTZ et al.,, 2002; MARSOLAIS & FRENETTE, 2005)ueay sdo os principais
componentes estruturais do tecido cicatricial madwendo sintetizados por fibroblastos
(SCHULTZ et al.,, 205. Em condi¢des fisiolégicas, o processo de re@araequer a
ativagao e/ou supressdo de muitos genes, de fareyaima alteragcdo na expressao génica pode
resultar em uma cicatriza¢do anormal da feridane#dWASTERLAIN et al., 2012).

As plaquetas sao corpusculos anucleados, com a forma de disco, medindo cerca de
2 a 4 um de diametro, derivados de células gigantes e poliploidesddiarissea, os
megacariocitos. Esses corpusculos apresentam importante funcdo no processo de
coagulacdo do sangue e persistem por aproximadamente 10 dias (JUNQEEIRA
CARNEIRO, 1999).

Estruturalmente, as plaquetas apresentam microtibulos contendo actosna,mi
glicogénio, lisossomos e os granulos alfa (a-granulos) e densos, localizados no
citoplasma. Os granulos densos contém adenosina difosfato (ADP), adenfosfadri
(ATP), serotonina ¢ calcio, enquanto que os a-granulos possuem fatores de coagulacgéo,
de cracimento ¢ outras proteinas (EVERTS et al., 2006). Os a-granulos sdo exemplos
de organela secretoras que apresentam compartimentalizacdo e conteudo protéico
adquirido por dois mecanismos distintos: biosintese a partir dos megidasirid e
endocitose e pinocitose (2) (HARRISON & CRAMER, 1993).

Os fatores de crescimento sdo polipeptideos sinalizadores que regulam o
metabolismo celular mediante interacdo com um complexo organizadoegeores de
superficie celular, vias de sinalizacdo intracelular e, finalmgrgéo aumento da
transcricdo de fatores e producgéo de proteinas (DAHLGREN et al., 2001) que resultam
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na proliferacéao e diferenciacao celular, assim como quimiotaxia, o que induz gmigrag
de diferentes células para o local da lesdo (DAHLGREN et al., 200IT;UNet al.,
2006), bem como aumento na producdo da matriz extracelular (DAHLGREN et al.,
2001). Esses peptideos liberados na matriz extracelular se ligameptordaosina-
guinase, presente nas células teciduais. A ativacdo desseorecepa com a
sinalizacao de informacfes para genes responsaveis pelo controlesé@a cielular. O
RNAm é transcrito, produzindo assim uma resposta biolégica que inicecataaue
induz a cicatrizacdo ou reparacdo tecidual (ANTONIADES & WILLIAN®D83;
SCHULTZ, 2005.

O TGF$ pode ser originado das plaquetas, matriz 0ssea e cartilaginosa, linfocitos
T helper (Thl) ativados, célula natural killer, macrofagos, mondcitosugofils
(MONTESANO & ORCI, 1988; ARRIETA, 2001). Estimula a proliferardo de célula
mesenquimais indiferenciadas; regula a mitogénese endotelial, dittiohdl e
osteoblastica; regula a sintese de colageno, secrecdo denasiggeegula o efeito
mitogénico de outros fatores de crescimento; estimula a quimiotagiatedial e
angiogénese e inibe a proliferacdo de macrofagos e linfocitos (BAMES, 1999;
MARSOLAIS & FRENETTE, 2005; MAIA & SOUZA, 2009). Adicionalmente, iniae
formacgéo de osteoclastos e a proliferacdo de células epiteligisesenca de outros
fatores (BECA et al., 2007). Este fator de crescimento apresentdeitn l@fasico
sobre a angiogénese. Estudo in vitro revelou que baixas concentracd&F&4
aumentam sinergicamente a invasao vascular em cultura de célulagiaisdotiuzidas
por fatores angiogénicos, como o VEGF ou bFGF. Ja altas concentragsesatier de
crescimento dimin@m esses efeitos (GAJDUSEK et al., 1993; PEPPER et al.,).1993
Embora o TGH1l pareca estimular a neovascularizacdo in vivo, a atividade
estimuladora pode ser causada por um efeito indireto sobre o recrutal@eaninlas
inflamatoérias (ROBERTS & SPORN, 1989).

O tecido de granulagdo exuberante, uma complicagdao frequente ens fdzida
membros de equinos, pode produzir mais TGFB1 e uma populacdo maior de fibroblastos
traduz em um ntimero aumentado de receptores para TGFB1 estimulando a formacao de
uma super matriz extracelular (MEC). Nos membros, a acumulacéssimecde MEC
pode ocorrer em consequéncia de uma oclusédo microvascular (bandagem, por exemplo)
associada a um apoptose deficiente. A hipdxia estimularia a produggssieacde
componentes da MEC por fibroblastos através de uma super-regulacdo angiegénica

5



fibrogénicade fatores como o TGFB1. A diminuicdo da apoptose e persisténcia de um
namero excessivo de fibroblastos compdem um desequilibrio entre ae sites
degradacéao do colageno levando a formacgéo do tecido de granulagédo. Hiesugpest

o tecido de granulacdo se torna exuberante por uma fibroplasia desregulada o que
consequentemente inibe a contragdo da ferida por interferir na habilidadsilcdos
miofibroblastos (WILMINK & van WEEREN, 2005).

Segundo van den BOOM et §002), os niveis de TGE1 sao significativamente
mais elevados no inicio do processo de granulacéo tecidual em ferigsaie em
comparagdo com os equinos. De acordo com DESMOULIERE et al. (1993), o TGF-R1
estimula a diferenciacéo de fibroblastos em miofibroblastos, o quade WILMINK
& van WEEREN (2005) pode explicar a rapida organizacdo dos miofibroblastos e, mais
rapida contracdo de feridas extensas em poéneis. Ao estimular a difefiendos
fibroblastos em miofibroblastos e induzis o-actinas da musculatura lisa, olfp2
integrinas, colageno e fibronectina, o TGF-R1 agrega fatores neceaséoiusacédo da
ferida (IGNOTZ et al., 1989).

O fator de crescimento PDGF é encontrado em elevadas concentracdes nas
plaguetas, nos macréfagos e nas células endoteliais vasculares (CBRRAAI.,

2009), estando presente também nos osteoblastos, mondcitos e células miisaslares
(PIERCE et al., 1991; FRIESEL & MACIAG, 1995; ARRIETA, 2001).

O PDGF é um componente essencial do aspirado da medula 6sseaasnum pl
rico em plaquetas (ANITUA et al., 2005). A principal fungéo desse fatorascimento
€ promover quimiotaxia de macrofagos, neutrofilos, células da glia e scélala
musculatura lisa (PIERCE et al., 1991; FRIESEL & MACIAG, 1995; ARRIEZ®0Z,
CARRASCO et al.,, 2009). Também promove a formacédo de tecido de granulacéo
(PIERCE et al., 1991; FRIESEL & MACIAG, 1995; ARRIETA, 2001), assim como
estimula a mitose de fibroblastos e aumenta a producdo de matrizelesanapelo
fibroblasto. Essa proteina € mitogénica para células mesenquimaisoblasbs e
regula a sintese de colageno do tipo | e secrecdo de colagezREKERIt al., 1991;
FRIESEL & MACIAG, 1995; BECA et al.,, 2007). A angiogénese € promovida
indiretamente pelos macrofagos, pelo mecanismo de quimiotaxia (BECA et al., 2007).

O PDGF é um polipeptideo dimérico que existe em trés isoformasoférma
PDGF-BB tem maior potencial para estimular a proliferacdo celular do que as isoformas
AA e AB (LEPISTO et al., 1992; WROBLEWSKI & EDWALL, 1992;AN et al.,
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1995). In vivo a proteina PDGF € estocada eaganulos das plaquetas e liberados
apos dano celular (CARMONA et al., 2011). Apos lesao tecidual erdégcao das
plaguetas, ® a-granulos liberam seus conteudos [incluindo proteinas adesivas,
proteinas plasmaticas, mitégenos celulares, primariamente fateresescimento,
fatores de coagulacdo e inibidores de proteases] dentro da feridRR(NBON &
CRAMER, 1993).

A sintese do PDGF é favorecida em resposta a estimulos exteiradehado de
oxigénio, trombina ou por estimulo relacionado com outros fatores de crescimento
(CARRASCO et al.,, 2009). De acordo com McCARREL & FORTIER09), a
reducdo da concentracdo do PDGF no PRP ocorre mais rapidamente do queFa do TG
31. Na opinido dos autores, uma possivel explicacdo para isso, éeacdifea meia-
vida entre os fatores de crescimento. O TGF-R1 é liberado em um iestidnligado
a proteina, com uma meia-vida de 90 minutos, sendo rapidamente @tinzipas
ativacao, enquanto o PDGF ¢ liberado das plaquetas na forma dtwa,uena meia-
vida biolégica inferior a 2 minutos quando injetado intravenosamente, conforme
mencionado por EE (2000). Por outro lado, na opinido de McCARREL & FORTIER
(2009),deve-se ter cautela quando se extrapola dados obtidos in vitro, partudm es

in vivo.

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

Em termos gerais o PRP pode ser definido como um volume de fracao
plasmatica tendo o sangue autélogo um concentrado de plaquetas adimizadle
base (ENGEBRETSEN et al.,, 2010Considerando a concentracdo de plaquetas,
leucécitos e hemacias em um determinado volume de plasma, epedtemenos trés
métodos para a preparacdo do PRP: aférese (automatico), que possitaiitura
dessas células pela utilizacdo de filtro descartavel; buffy{seati-automatico), que
permite a separacdo por centrifugacao utilizando kits come(sistsmas ACP, GPS
II, GPS Ill, SmartPReP2, etc), e a técnica manual, resultante ddugagio do sangue
total armazenado em tubos contendo anticoagulante. Os custos vastamte)aits
comerciais produzem concentrados de PRP a um valor elevado, e a téani@l com
dupla centrifugacdo, além de resultar em menor custo, € de fadkacéal
(MAFFULLI & del BUONO, 20132.



Embora se considere 8 horas como o tempo maximo para a aplicacdo do PRP
apos sua obtencédo, que é quando pode ocorrer perda da sua estabilidade (MARX 2001,
2004) e deficiéncia na expressao das proteinas secretoras (PIETRZARPREY
2005), segundo VAVKEN et al. (2006), o PRP nédo deve ser armazenado. Na realidade
ndo ha um consenso em relagdo ao momento trans ou poés-cirirgico de aplicacéo
PRP como sugestivo de maior ou menor eficiéncia. A logica parazachi do PRP
reside na inversdo da proporcdao de células vermelhas, as quais sao msnoe Ut
processo de reparacdo, e na elevacdo da quantidade de plaquetas, fursdamentai
estimulo da reparacéo tecidual (MARX 2004; SANCHEZ et al., 2009).

Considerando a quantidade de plaquetas e leucdcitos, os concentrados de
plaguetas podem ser classificados em diferentes categorias. Exiiepuf® (PRP-P),
onde as células brancas sao propositalmente removidas, e o0 PRP conoke (i8¢ -

L) (EHRENFEST et al., 20QANDIA et al., 2013. Também existem 0s componeste
ricos em fibrimas (PRF) (CARMONA et al.,, 2033LANA et al., 2014 que,
diferentemente dos outros concentrados, ndo necessitam do uso de anticaggalante
obtencdo (EHRENFEST et al., 2012). QRPL deve conter entre 5x8x 0 numero de
plaguetas no sangue (EHRENFEST et al., 2009; CARMONA et al., 2013), e 3x ou mais
a quantidade de leucécitos (CARMONA et al., 2013) do que no sangue total.

Quando o concentrado rico em plaquetas € ativado por agentes farmacolégicos
formam polimeros de fibrina, conhecido como gel de plaquetas (GP). Portasio, o
obtido a partir de um PRP-P é chamado de PRG-P, e quando originado a partir de
PRP-L, é chamado de PRG-L. Para finalizar, levando em consideracafngdee
basicas, existe também o PRP pobre em leucécitos (PRP-PL), que podmavcasi
menor resposta inflamatdria aguda, menor celularidade e neovascélarigagndo
comparado com o PRP com elevada quantidade de células brancas (PRP-RL)
(DRAGOO et al., 2012).

Conforme mencionado previamente, existe controvérsia sobre a quantetde id
de plaquetas no PRP. Alguns autores mencionam que deve ser de pelo minés 1 m
de plaquetas/pL 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
plaguetas/uL (FELDMAN et al., 2000; MARX, 2001). No presente estwdo,
concentracdo foi de 320.000 a 390.000 plaquetas/uL, sendo, portanto acima da
considerada como apropriada por ANITUA et al. (2004) de 300.000 plaquetas/uL,
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semelhante a obtida em estudos realizados em equinos higidoosn@digA et al.,
2009b; VENDRUSCOLO et al., 2012; ZANDIM et al., 2013). SUTTER e{(2004)
obtiveram valores médios mais elevados (855.000 plaquetas/pL) medtdize;ao
de metodologia automatica com equipamento que permite a separf@césejados
constituintes do sangue total, 0 que resulta em maiores contageplsgdetas.
Entretanto, na pratica clinica, esses aparelhos sao pouco utilizados devido ao custo e por
nao estarem disponiveis em algumas clinicas veterinarias sendmtqorteis
apropriado o uso de centrifugas convencionais quando se deseja reduzir gastos.

Edudo in vitro realizado por GRAZIANI et al. (2006) demonstrou que
preparacdes de PRP exercem um efeito dose-especifica na proliferéibéobtbestos e
osteoblastos. Efeitos 6timos foram observados quando a contagem pladoietatia
mais alta do que a presente no sangue total. Por outro lado, quantidadelevades
(5,5x) resultaram em efeitos indesejaveis, como a reducao da prolifetagidéfitica,

e da funcdo dos osteoblastos. De acordo com os autores, diferentes cdieeaieac
plaguetas no PRP podem ocasionar resultados distintos quando estudos im vivo sa
realizados. Aumento moderado da quantidade de plaquetas no PRP com aelacéo
contagem no sangue total possibilita um ambiente mais adequadoqeatrizacao de
feridas devido a um melhor equilibrio entre proliferacdo e difereriaetular.
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 qudetidadeter

sido suficiente para que a terapia resultasse em um fechamestoapido da ferida.
ROMAGNOLI etal. (2015) observaram correlagcdo negativa entre a concentragdao de
plaguetas e tempo para o retorno a atividade espativainte equinos apos leséo
espontanea unilateral do ligamento suspensorio tratado com PRP contendo ale se
vinte vezes mais plaquetas do que os valores fisiol6gicos da edgEAIE€HINS &
GRABSCH (2009) mencionaram que o PRP deve conter moderado numero de

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

3.4. Estudos enlesbes cutédneas de equinos, efeitos contraditorios e colatisra

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), ma%
resultados contraditérios. Enquanto algumas pesquisas relatam eficdmdanento
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em acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas nos EQARDER et al.,
2003; MACIEL et al., 2012), outros ndo demonstraram esse efeito (MONTEIRQ et a
2009; SOUZA et al., 2014a), embora se observe uma tendéncia a uma nsgbstare
em alguns constituintes da pele tratada com o componente rico em gsagoet
relacdo ao grupo controle (SOUZA et al., 2014b), assim como uma melhor d@alida
cicatricial (SOUZA et al., 2015). Portanto, apesar da importancia do ®R® apcao
terapéutica, ndo ha suficiente evidéncia que confirme a sua eficatiatamento de
feridas cutaneas.

MONTEIRO et al. (2009) constataram que a concentracado dofLGiRd PDGF-
BB séo significantemente maiores no PRP do que em outros componentésesasg
A quantidade de TGB4 foi em média 1,55 vezes maior no PRP comparado com a
medula éssea, e no minimo 2 vezes maior no PRP comparado com o plaso&, sang
total e plasma pobre em plaquetas. Entretanto, ndo houve difererca®memais
componentes sanguineos avaliados, ou seja, sangue total, plasma, plasn@&mpobre
plaguetas e medula 6ssea. Adicionalmente, as feridas nado trééatlasam mais
rapidamente do que as tratadas.

SOUZA et al. (2014b) estudaram os fatores de crescimento3T&EFDGFBB
em feridas cutaneas tratadas com PRP-PL, e ndo encontraramcdifergre feridas
tratadas 12 horas apoés inducéo da leséo e as nao tratadas. Ndo houvécemnsaa
guantidade desses fatores de crescimento na pele e no plasma. Por outro lado, os autores
relatam correlagdo positiva entre o PRP-PL e a presenca dos tanesscimento na
pele. Os valores mais altos do T@GF-com relacdo a pele sadia ocorreu com uma
semana e no momento em que a pele se encontrava macroscopicarheauz & para
o PDGF-BB essa maior quantidade ocorreu com duas semanas e também quando houve
fechamento da lesédo. Embora ndo houve diferenca entre grupos, da mesma forma que
relatado no trabalho de MONTEIRO et al. (2019), a pele ndo tratada fech®u ma
rapidamente do que a tratada, porém de acordo com SOUZA et al. (2015), o mais rapido
fechamento da pele ndo significa um melhor tecido cicatricial microscopiteame
Na realidade nao existem evidéncias suficientes que confirmeficéeia da
utilizacdo do PRP como opcéo terapéutica no tratamento de feridas culSseae
deve, em parte, a regido do corpo submetida ao tratamento, a foroidededo e
composicdo do PRP (considerando a quantidade de plaquetas e leucocitos), forma de
apresentacao (liquido; gel), via e frequéncia de aplicacao, volumoenento em que €
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administrado durante o processo de cicatrizacao da pele, entre outros aspectos (SOUZA
et al., 2015). Adicionalmente, sdo raras as pesquisas avaliando aarespesapia
utilizando estudos randomizados e controlados, e técnica com altafieisiaele e
sensibilidade como algumas utilizadas no presente estudo.

Até o ano de 2012 apenas BANFI et al. (2006) haviam relatado um glossiv
efeito sistémico decorrente da administracdo local do PRP.utoses mediram as
concentracOes séricas dos fatores de crescimento EGF e fR@katro pacientes
humanos portadores de tendinopatia patelar, e em um com tendinose proxima a
articulacdo umero-radio-ulnar. A quantificagéo foi realizada pefac®&ELISA ante®
30 min apés administracdo da terapia, assim como com 3 e 24 b depgoatamento.

O efeito foi atribuido pela diminuicdo significativa na concentracéioasdo EGF ja
apos 30 min da aplicacdo intratendinea do PRP obtido pelo sistemH, ®Beja,
método semiautomatico. Por outro lado, o efeito permaneceu apenas aliédgi@va
realizada 3 horas apés o tratamento. Entretanto, o0 mesmo nao foiadbspara o
VEGF, o que foi atribuido a alta variabilidade interindividual.

WASTERLAIN et al. (2013) pesquisaram o efeito sistémico de varias
proteinas, entre elas os fatores de crescimento semekaisulina (IGF-1),
bFGF, VEGF e PDGF-BB no soro de 25 pacientes humanos subméetial@srento
intratendineo com PRP obtido pelo método semi-automatico. Os fatores de
crescimentos foram quantificados pela técnica ELISA antes do tratamé min apos
realizacdo do mesmo, assim como com 3, 24, 48, 72 e 96h. Efeito sistémico (p<0,05) foi
observado para os fatores de crescimento IGF-1 (aumento com 24 e 48 R@&s), b
(elevagcédo com 72 e 96 horas), e VEGF (aumento ja na avaliagdadaalom 3 horas,
gue permaneceu até a avaliacdo realizada com 96 horas). Os autceesacomue
provavelmente existem efeitos sistémicos para alguns fatorggs@mento, mas nao
para outros, e 0 momento em que foram expeess alteracfes séricas variou com a
proteina estudada. Adicionalmente, o referido efeito foi antagdnico. Enge@antim
estudo ocorreu reducdo (BANFI et al.,, 2060 outro foi observado aumento
(WASTERLAIN et al., 2013) do fator de crescimento. Portanto, nesses oasfesto
sistémico pode ser considerado uma alteragcéo para mais ou para mesreenaagao
de fatores derescimento no soro/plasma/sangue em comparagcao com valores basais
previamente mensurados antes da aplicacéo local do PRP, de forma a coqyeava
tratamento agiu em todo 0 organismo e nao apenas no sitio de aplicacao.
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Apesar de SCHIPPINGER et al. (2011) considerarem uma possivata&bev
plasmatica de IGF-1 como efeito ergogénico, os autores ndo encontlaragia na
guantidade do fator de crescimento apds uma unica aplicacéo intramdscBRP em
humanos sadios, sendo, portanto, considerado pelos pesquisadores um tratamento
seguro, pelo menos no que refere a um possivel efeito ergogénico. A téenica
obtencdo do PRP também foi semi-automatica, sendo o fator de crescimento
guantificado no soro pela técnica ELISA antes da aplicacdo do P$R,@sno apds
0, 5 3 e 24 h. E importante ressaltar que tanto BANFI let(2006) como
WASTERLAIN et al. (2013) realizaram o estudo com pacientes apragentasao
tendinea de ocorréncia natural, presentes em diferentes locais, votumgde e
severidade nao padronizadas. Os astonencionam inclusive como limitacdo do
estudo a falta de grupo controle. Adicionalmente, a quantificagdo dos faleres
crescimento em ambos os casos foi realizada no soro, que dependendo da proteina &
encontrada em maior quantidade do que no plasma, como € o caso do VEGFSKRA
et al., 2004). Outro aspecto a ser considerado é a forma de obtencdo do PRP, que em
ambos os estudos foi pelo método semi-automatico que, em geral, origiPRRHn,
ou seja, rico em leucécitos (EHRENFEST et al., 2012).

Recentemente HESSEL et @014) divulgaram resultados de uma pesquisa onde
foram comparadas a concentracdo de plaquetas e dos leucocitos;aasi do TGF-
B1 e PDGF-BB em concentrados autologos de plaquetas obtidos pelo método manual e
por quatro diferentes sistemas (Angel, ACP, E-PET e GPS lll)addg como métodos
semi-automaticos. O estudo revelou importante variagdo na composic&PddP
métodos E-PET e GPS IIl apresentaram maiores (p<0,001) valores de plaguetas
relacdo aos niveis basais, porém também de leucdcitos (GPS I, p<0,00tegde
do sistema ACP (Arthrex®), ocorreu elevacédo (p<0,001) do PDGF-BB nos métodos
semiautomaticos E-PET e GPS lll, assim como no método manual. BBITG
aumentou em todos os produtos avaliados, a excecdo do sistema ACP. Malsres
elevados (p<0,001) foram observados com o kit comercial E-PET e pelaaté
manual. De acordo com o0s autores essas discrepancias de resultadosfloeeciar
a bioatividade dos componentes ricos em plaquetas e, consequentementesianfiue
gualidade da regeneracao tecidual.

Apesar dos resultados obtidos por WASTERLAéNal. (2013), os proprios
autores acreditam que o aumento obtido para o IGF-I ndo estejmnatic com a
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presenca desse fator de crescimento no PRP, ja que a quantidade séidis dteévada
do que no componente rico em plaquetas. Na opinido dos autores, a elevagan se d
provavelmente, a ativacdo do hGH-IGF-1, que € um dos principais hormoénios
relacionados com a producéo do IGF-1. No estudo desses pesquisadores ocorreu uma
importante elevacdo desse horménio nas primeiras 24 h, embora naositmha
significativa. Adicionalmente, os autores comentam que essa digsmgde ser
reforcada pela auséncia de elevacao (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
anicos responsaveis pelo aumento dos seus miireidantes, também seria esperado
alteracéo sistémica na quantidade do PBBF-

Finalmente, merece destaque o comentario dos autores de que o método
utilizado para a preparacdo do PRP e a técnica de ativacaofptateaanagnitude do
efeito sistémico. Na realidade, eles n&o utilizaram apenas um PR&ssimmum PRP-
RL, que pode provocar a liberacdo ndo apenas de fatores de crescimahtiEas,
mas tambéntaabdlicos, o que pode resultar em diferenciada elevacédo sistémica de
fatores de crescimentos anabdlicos. Estudo in vitro recentemente agabljpor
BOSWELL et al. (2014), com cultura de tendao de equinos tratada comoRERdD
diferentes propor¢des de leucocitos e plaquetas, revelou que o grupo que eecebeu
maior quantidade de plaguetas apresentou reducéo da expressao do colageRortipo I.
outro lado, o tenddo tratado com quantidades mais baixas de leucécit@ntapres
menor sinalizacdo catabdlica. Na opinido desses pesquisadores, aslosssiigerem
gue o menor efeito catabdlico ocasionado pela baixa concentrac&tuldes drancas
seja, provavelmente, mais importante do que a alta quantidadéaglestps, cuja
finalidade € maximizar o feito anabdlico nos tecidos.

SOUZA et al. (2014b) estudaram os fatores de crescimento3T&SFPGF-BB
em feridas cutaneas tratadas com HRRe controle nos tempos 24 e 48 horas, assim
como com uma e duas semanas. Finalmente, uma ultima avaliag&uoguando a
les@o estava macroscopicamente cicatrizada. Esses fatores fordificgdas na pele e
no plasma, exatamente nos mesmos tempos. Nao houve nem elevagcadugdm dos
fatores de crescimentos no plasma, o que sugere a auséncia de edtdi@lcein
feridas tratadas ou ndo com PRP-PL, 12 horas ap6s inducéo da leséo.

E conhecido o efeito positivo dos leucécitos na inflamacéo, imunidade e
sinalizacao celular (BOSWELL et al., 2012), assim como na {Berale fatores de
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crescimento. Entretanto, aos leucécitos também s&o atribuidos efeissjaveis, ja

gue ao atuar como sinalizadores de células pro-inflamatérias podem provocar
catabolismo tecidualJACOBSEN et al., 2008).Além disso, existe relato de que a
aplicacdo de concentrado de plaquetas com leucocitos, para ttata@eaciente com
tendinopatia pode aumentar a dor local (MISHRRAVELKO, 2006). Portanto, tanto
efeitos positivos como negativos sdo associados a presenca ddgkess o PRP.
Considerando a relacdo antagbnica entre plaguetas e leucécitos, eres ko
crescimento e citocinas que sédo gerados, WASTERLAIN et al. (2012)rangepie o

PRP ideal para preparacfes ortopédicas deve conter uma proporcdo elevada
plaguetas em relacdo aos leucocitos, de forma a promover uma acamahaisca do

gue catabolica. Por outro lado, BOSWELL et al. (2012) consideram que em feridas
infectadas pode ser necesséria e eficiente uma maior quantidade de leucdcitos.

Esta linha de pesquisa com PRP com a equipe que colaborou para aaealiza
da presente tese iniciou em 2007 com o tratamento do tendao flexak sligerficial
(TFDS) de equinos apés lesédo por colagenase (MAIA et al., 200MDIM et al.,

2012, 2013). Na continuidade como forma de terapia para lesdes cutaneaamdu
cirurgicamente (Souza et al., 2014a,b; Souza et al., 2015).
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Platelet-rich plasma (PRP) is a product derived from total blood centrifugation, whose
use is focused on improving the healing of different tissues, as a result of the growth factors
it contains. However, the clinical benefits of this therapy have not been fully established.
The objective of this study was to evaluate type I and III collagen gene expression during
different phases of the healing process of PRP-treated skin. Eight healthy crossbred gel-
dings, aged 16 and 17 years (16.37+0.52) were used. Three quadrangular-shaped lesions
(6.25cm?) were surgically induced in the right and left gluteal regions of all the animals.
Twelve hours after induction of the lesions, 0.5mL of PRP was administered in each of the
four edges of the wounds (T=treated group) in one of the gluteal regions, randomly chosen.
The contralateral region was used as control (NT=non-treated group). The wounds were
submitted to daily cleaning with Milli-Q water, and the samples were obtained with a 6mm
diameter biopsy Punch. Six skin biopsies were obtained, with the first being performed on
the day the lesions were induced (T0), and the others 1 (T1), 2 (T2), 7 (T3), and 14 (T4)
days, after the wound was induced. The sixth biopsy (T5) was performed after fully healed
of the skin. Evaluation of type I and III collagen gene expression was carried out by the
qRT-PCR technique. The data were analyzed by the Bonferroni test, Student t-test, paired t-
-test, and regression analysis (p<0,05). Difference (p<0.05) between groups were observed
for both collagen gene expressions from T1 to T4, being higher in the animals of group T.
The peak for type I and Il collagen gene expressions occurred in T5 for both groups, but
the highest expression was different (p<0.05) from zero time, starting in T3. In the ani-
mals of treated group, collagen expression started to establish at T5, while in the horses
of NT group, the values remained increased. Local administration of a single PRP dose in
cutaneous wound of the gluteal region of horses results in a higher local gene expression
of type I and III collagens. However, this expression does not alter the maximum time of
macroscopic healing of the wound.

INDEX TERMS: Horses, platelet-rich concentrate, dermatopathy, collagen synthesis, qRT-PCR.
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RESUMO.- O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto
derivado da centrifugagao do sangue total, cuja utilizagao
concentra-se em melhorar a reparagao de diferentes teci-
dos, tendo em vista os fatores de crescimento nele contido.
Entretanto, os beneficios da terapia no contexto clinico ain-
da ndo estdo totalmente esclarecidos. Objetivou-se avaliar
a expressao dos genes dos colagenos tipos I e Il durante
diferentes fases do processo de cicatrizagdo da pele tratada
com PRP. Foram utilizados oito equinos machos castrados,
mestigos, higidos, com idade entre 16 e 17 (16,37+0,52)
anos. Trés feridas em formato quadrangular (6,25cm?) fo-
ram confeccionadas nas regides gliteas direita e esquerda
de todos os animais. Doze horas apés indugdo das lesoes,
0,5mL do PRP foi administrado em cada uma das quatro ex-
tremidades das feridas (T=grupo tratado), de uma das regi-
oes gluteas, escolhida aleatoriamente. A regido contralate-
ral foi utilizada como controle (NT=grupo nao tratado). As
feridas foram submetidas a limpeza diaria com agua Milli Q,
e amostras foram obtidas com biépsias utilizando-se Punch
de 6mm de didmetro. Seis biépsias de pele foram obtidas a
primeira no dia de indugdo das lesoes (T0), e as demais com
1 (T1) 2 (T2) 7 (T3) e 14 (T4) dias apds a realizagao das
feridas. A sexta bidpsia (T5) foi realizada ap6s o completo
fechamento da pele. A avaliagdo da expressao dos genes dos
colagenos tipos | e 111 foi realizada pela técnica qRT-PCR e os
dados analisados pelo teste de Bonferroni, t de Student, t pa-
reado e andlise de regressdo (p<0,05). Diferengas (p<0,05),
entre grupos, foram observadas para a expressao de ambos
os colagenos nos T1 a T4, sendo maior nos animais do gru-
po T. O pico de expressao dos colagenos tipos I e IIl ocorreu
no TS para ambos os grupos, mas a maior expressao foi di-
ferente (p<0,05) do tempo zero a partir do T3. Nos animais
do grupo tratado a expressio dos coldgenos comegou a es-
tabilizar no TS, enquanto que nos equinos do NT os valores
permaneceram elevados. A administragao local de uma tni-
ca dose do PRP em ferida cutanea na regido glitea de equi-
nos, resulta em maior expressao génica local dos colagenos
tipos 1 e I1I. Entretanto, essa expressao nao altera o tempo
maximo de fechamento macroscépico da ferida.

TERMOS DE INDEXAGAO: Cavalos, concentrado rico em plaque-
tas, dermatopatia, sintese de coldgeno, qRT-PCR.

INTRODUGCAO

Feridas cutaneas acarretam importante impacto financei-
ro na industria equina (Theoret et al. 2013). O processo de
cicatrizagao de feridas envolve uma complexa interagao
entre diferentes tipos celulares, citocinas, e moléculas da
matriz extracelular, que atuam no local, e em conjunto com
numerosos fatores sistémicos como as plaquetas, a cascata
de coagulacao e componentes celulares e humorais do sis-
tema imune (Soo et al. 2002).

A melhor forma de cicatrizagdo de uma ferida cutdnea é
por primeira inten¢ao (Ruszczak 2003, Theoret et al. 2013)
mediante sutura cirargica, o que deve ser realizado o mais
rapido possivel depois de ocorrida a lesao. Esse procedi-
mento é limitado as feridas localizadas em regioes anatd-
micas que permitam excisao e adaptagao das suas bordas
(Ruszczak 2003). Feridas amplas e profundas normalmen-
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te ndo possibilitam o fechamento primario, devendo ocor-
rer a cicatrizagao por segunda inteng¢do, onde participam
ativamente dois processos que sao independentes, a con-
tragao e a reepitelizagao (Enoch & Leaper 2007). Por outro
lado, a cicatrizagao por segunda intengdo ocorre de forma
lenta, sendo susceptivel a complicagdes como infecgdo e
formagao de tecido de granulagdo exuberante. Nesse con-
texto, a cada dia surgem novas terapias com a finalidade
de reduzir o periodo maximo de cicatrizagao das feridas
cutdneas, e que resulte na formacdo de um tecido que seja
o mais semelhante possivel ao sadio.

0 plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto deri-
vado da centrifuga¢do do sangue total, rico em uma varie-
dade de fatores de crescimento, que participam ativamen-
te no processo de cicatrizagao de feridas cutaneas, como
o transformante beta (TGF-B) e o derivado das plaquetas
(PDGF), ja que estao relacionados com a secregao da cola-
genase e estimulo a sintese do colageno (Bames et al. 1999,
Schwartz et al. 2002, Marsolais & Frenette 2005), tanto do
tipo I como do tipo IlI, que sdo os principais componentes
estruturais do tecido cicatricial maduro, sendo sintetiza-
do por fibroblastos (Czubryt 2012, Yang et al. 2013). Em
condigoes fisiologicas, o processo de reparagao requer a
ativagdo e/ou supressdo de muitos genes, de forma que,
uma alteragdo na expressao génica pode resultar em uma
cicatrizagao anormal da ferida cutdnea.

Apesar da importancia do PRP como opgao terapéuti-
ca, nao ha suficiente evidéncia que confirme a sua eficacia
no tratamento de feridas cutaneas. 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 contraditérios. Sao poucas as pesquisas avalian-
do aresposta terapéutica utilizando técnicas com alta espe-
cificidade e sensibilidade como a qRT-PCR, e que avaliaram
o perfil de expressdo génica do colageno. Adicionalmente, a
maioria dos resultados utilizando técnicas altamente sensi-
veis foi obtida a partir de estudos realizados com culturas
de células, e pesquisas in vivo sobre o monitoramento da
sintese do colageno sao limitadas. O estudo da expressao
de genes especificos in vivo, em diferentes fases da cicatri-
zagao da pele tratada com PRP, pode fornecer informagoes
valiosas sobre parte desse complexo processo. Além disso,
os resultados obtidos serdo utilizados para validar ounado a
eficacia do PRP na cicatrizagao de feridas cutaneas, testan-
do a hipdtese de que o PRP possui efeito anabdlico sobre a
expressao génica da matriz. Nesse sentido, o objetivo desse
estudo foi avaliar a expressao dos genes dos colagenos ti-
pos | e Il durante diferentes fases do processo de cicatriza-
¢do da pele tratada com PRP.

MATERIAL E METODOS

Essa pesquisa foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso Animal
(CEUA) da Universidade Federal de Vigosa (UFV) sob o niimero de
protocolo 96/2011. Os procedimentos foram realizados de acor-
do com as Normas de Conduta para o Uso de Animais no Ensino,
Pesquisa e Extensdo do Departamento de Veterinaria (DVT/UFV),
o0 Codigo de Etica Profissional do Médico Veterinério, os principios
éticos para pesquisa animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagao Animal e a Legislagdo Brasileira vigente.
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Foram utilizados oito equinos mestigos higidos, machos cas-
trados, com idade entre 16 e 17 (16,37+0,52) anos. Apenas ani-
mais aparentemente sadios e sem afecgdo dermatoldgica foram
incluidos no estudo. Uma vez selecionados, os equinos foram co-
locados em baias individuais de 20m?, quinze dias antes do inicio
do experimento, onde foram alimentados com feno de tifton 85
e capim elefante picado (Pennisetum purpureum), além de ragdo
farelada prépria para equinos. Sal mineral e d4gua foram deixados
ad libitum. Esse manejo foi mantido durante todo o ensaio. No pe-
riodo de adaptacdo os animais foram pesados, pulverizados com
solugdo carrapaticida contendo deltametrina, e vermifugados por
via oral com moxidectina (0,2mg/kg/oral).

Trés lesdes de pele em formato quadrangular foram confec-
cionadas na regido glitea direita e esquerda de todos os animais,
conforme descrito por Ferreira et al. (2007). Para isso, o local foi
submetido a tricotomia e preparado assepticamente com digluco-
nato clorexidine degermante a 2% e alcodlico a 0,5%. Os animais
foram sedados com xilazina a 2% (0,8mg/kg/IV), e em seguida foi
realizado bloqueio anestésico subcutdneo com cloridrato de lido-
caina a 2%, sem vasoconstritor, ao redor do local a ser incidido.

Bisturi com ldmina n°23, e um molde de pléstico em formato
quadrangular com 2,5cm de lado (6,25cm?) foram utilizados para
a confecgdo da lesdo cutdnea (epiderme, derme e tecido subcu-
taneo). As feridas foram identificadas em A, B e C, craniocaudal-
mente em ambas as garupas. Amostras de pele foram congeladas
a -80°C para posterior avaliagao da expressao génica do coldgeno
(T0). As feridas foram deixadas para cicatrizarem por segunda in-
tengdo, e monitoradas até completo fechamento (ferida C). Todos
0s animais receberam soro antitetinico no dia de confecgdo da
lesdo de pele. A dor foi reduzida utilizando dose tnica de tartara-
to de butorfanol (0,08mg/kg/IV). Nao foram utilizadas farmacos
anti-inflamatérios e antibidticos.

A obtengao do PRP foi baseada no protocolo descrito por Ar-
guelles et al. (2006). Apds antissepsia local com alcool-iodado,
144mL de sangue foram obtidos com agulhas vacutainer por ve-
nipungdo jugular, e acondicionados em 36 tubos com capacidade
para 4,5mL, contendo citrato de sédio a 3,2%. Também foram ob-
tidas amostras de sangue com EDTA para quantificagdo das pla-
quetas e leucdcitos totais.

As amostras de sangue para a obtengdo do PRP foram homoge-
neizadas e centrifugadas a 120xg por 10 min. Apés centrifugagao,
foi descartado de cada tubo, 50% do plasma sanguineo presente
na superficie e o restante foi transferido para quatro tubos de po-
lipropileno sem anticoagulante com capacidade para 10mL, sendo
o botido leucocitario e as heméacias sedimentadas descartados. Em
seguida, o plasma foi novamente centrifugado a 240xg por 10 min.
Apbs essa segunda centrifugacdo o plasma foi dividido em duas
frages: o sobrenadante (plasma pobre em plaquetas) e a fragdo
remanescente denominada plasma rico em plaquetas. Um volume
de 75% do plasma obtido, presente na superficie de cada tubo foi
descartado e o PRP contendo o botdo de plaquetas, reservado.

A concentragdo das plaquetas e dos leucécitos foi determina-
da manualmente (método Rees & Ecker 1923) no PRP e no san-
gue obtido com EDTA. A quantificagao foi realizada em cimara de
Neubauer utilizando liquido de Tiirk para contagem dos leucdci-
tos e de Brecher para contagem das plaquetas (Thrall 2007).

Todos os animais foram submetidos a tratamento local com
PRP 12h apés realizagdo das lesdes. Apés tricotomia e sedagido
com xilazina (0,8mg/kg/IV), uma das regides gliteas, escolhidas
ao acaso, foi assepticamente preparada para a administragiao do
PRP (grupo T). As feridas da regido glitea contralateral (grupo
NT) ndo receberam qualquer infiltragdo, mas apenas limpeza local
com dgua Milli-Q, sendo o mesmo realizado nas feridas tratadas.

O PRP foi preparado imediatamente antes da sua aplicacdo,
que foi realizada utilizando-se agulha de 24G. Cada extremidade
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das trés feridas recebeu 0,5mL do componente rico em plaquetas,
totalizando 2mL por lesdo e 6mL por regido ghitea (esquerda ou
direita). Ap6s tratamento, os animais foram mantidos em baias,
sendo soltos por um perfodo didrio de 2h, e monitorados durante
todo o experimento.

Amostras de pele, em toda a sua superficie lesionada, foram
obtidas para a expressao génica do colageno, conforme metodolo-
gia descrita por Monteiro et al. (2009) e Deschene et al. (2011). A
obtengdo foi realizada com Punch de 6mm de didmetro um (T1) e
dois (T2) dias apds realizagdo da lesdo, assim como sete (T3) e 14
(T4) dias do procedimento cirtirgico. Adicionalmente, uma nova
coleta foi realizada ao término do fechamento da ferida “C” (T5).

Para as bidpsias, os animais foram submetidos a protocolo
anestésico similar ao utilizado para a confecgdo das lesdes, des-
crito anteriormente. A excegao da tltima coleta que foi realizada
no centro da drea cicatrizada (que ainda se mostrava despigmen-
tada), as amostras foram retiradas da periferia das lesdes. Foram
obtidas duas amostras de pele em cada tempo. Ap6s obtengdo dos
fragmentos cutineos, o excesso de sangue foi retirado de forma
asséptica com NaCl a 0,9%. Ato continuo, foram colocados em
criotubos e imersos em nitrogénio liquido a -196°C por alguns se-
gundos e estocados em freezer a -80°C. Préximo a realizacao das
analises, os fragmentos foram liofilizados e pesados em balanga
de precisdo. As feridas ndo tratadas foram submetidas ao mesmo
protocolo de avaliagao.

Para a determinagdo do modelo da expressdo génica dos co-
lagenos tipos I e IlI, as amostras liofilizadas foram descongeladas
em temperatura ambiente, e 10mg foram utilizadas para extragao
do RNA total usando o reagente Trizol (Life Technologies, Itapevi,
Sao Paulo, Brasil).

Para a sintese dos cDNAs, 4ug de RNA total foram tratados
com DNAse (RQ1 DNAse - 1uL/2pug de RNA) (Invitrogen, Life
Technologies) e utilizados para a sintese de cDNA com a enzima
transcriptase reversa MMLV (Invitrogen, Life Technologies).

Apbs a obtengdo dos cDNAs, quantidades equivalentes foram
reunidas em quatro amostras contendo cada uma cDNAs prove-
nientes de duas repetigdes bioldgicas, totalizando quatro amos-
tras representativas dos oito animais incluidos no experimento.

As andlises de PCR quantitativo em tempo real (qQRT-PCR) fo-
ram realizadas utilizando o aparelho ABI Prism 7500 Sequence De-
tection System (Applied Biosystems, Life Technologies) de acordo
com as recomendagdes descritas no manual da Applied Biosyste-
ms. As reagoes foram realizadas em placas dpticas de 96 pogos.
Cada reagdo continha um volume final de 10pL, sendo SpL de Go-
Taq qRT-PCR Master Mix (Promega, Lab-Research do Brasil, Sao
Paulo, Brasil), 4uL dos oligonucleotideos correspondentes na con-
centragdo de 2,5uM e 1uL do cDNA. As condigdes de amplificagdo
foram: 95°C por 10 min e 40 ciclos de 94°C por 15 s, e a 60°C por 1
min. Apés 40 ciclos de amplificagdo, todas as amostras foram sub-
metidas a desnaturacdo gradual para elaboragdo da curva de dis-
sociagdo (melting) para atestar a especificidade das amplificagdes.

A quantificagdo da expressao dos genes alvo para o colageno
do tipo I - COL1A2 (AB070840.1) e o colageno do tipo Il - COL3A1
(XM_001917620.2) foram baseadas nos valores de Ct (Clycle
threshold). Inicialmente foi realizado um ensaio para a determi-
nagdo da eficiéncia da reagdo para cada gene. Para tanto foram
realizadas diluigdes seriadas de 10°, 107, 10 e 10 do cDNA ex-
traido da ultima coleta, ou seja, quando ocorreu o fechamento da
ferida. As dilui¢des foram utilizadas em reacoes de qRT-PCR como
descrito anteriormente. Para o célculo da eficiéncia foi utilizado o
coeficiente de correlagdo obtido pela regressao linear dos valores
de Ct das dilui¢des seriadas. Todos os primers utilizados apresen-
taram eficiéncia préxima a 100%.

Para a quantificagdo relativa foi utilizado o método compa-
rativo de 2 "4, Como controle endégeno para normalizacdo dos
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dados foi utilizado a expressao do gene que codifica a enzima
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH-AF157626.1). Os
oligonucleotideos especificos utilizados nos experimento foram:
GAPDH-equusF1: GGC AAG TTC CAT GGC ACA GT; GAPDH-equus
R1: CAC AAC ATA TTC AGC ACC AGC AT; COL1A2-equus F2: TAT
ACT GTG ATT TCT CTA CTG GCG; COL1A2-equus R2: TTG ACC TTG
GAG TTT CTG TAC C; COL3A1-equus F1: CTA TGG CAA TCC TGA
CCT TCC; COL3A1-equus R1: GCT TGA TCC ATG TAC GCA ATG.

Os dados foram analisados através do software Stata, versao
9.1 Stata Corp., College Station, USA. A analise descritiva das va-
ridveis foi apresentada por meio da média/mediana e desvios
padrdo. Para avaliacdo da normalidade da distribuigao das vari-
aveis foi utilizado o teste de Shapiro-wilk. As variaveis que nao
apresentaram distribui¢ao normal foram transformadas em log. O
teste t de Student para amostras independentes foi utilizado para
comparar os grupos tratado e ndo tratado em cada tempo (T1, T2,
T3, T4 e TS) para cada tipo de coldgeno, assim como para compa-
rar os valores médios de contagem de plaquetas e de leucdcitos
no sangue e PRP, e a média do tempo de cicatrizagdo da ferida
nos grupos. Para a comparagao dos diferentes tempos em ambos
os grupos foi utilizado analise de variancia (ANOVA) de medidas
repetidas. A comparagao entre os valores médios de expressao de
cada tipo de colageno em cada grupo foi realizada pelo teste de
Bonferroni. Analise de regressao foi realizada para verificar a as-
sociagao dos tipos de coldgeno com o decorrer do tempo (0,1, 2,7,
14 e 37 dias). A comparagdo entre os tipos de coldgenos em cada
tempo no mesmo grupo foi realizada através do teste t pareado. O
nivel de significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

0 periodo de tempo para fechamento de uma ferida depen-
de de varios fatores, dentre eles a extensao e localizagao
anatémica da lesdo, e a presenga de infecgao local. O pro-
cesso de cicatrizagdo das feridas nos equinos é muito se-
melhante ao dos humanos (Theoret et al. 2013), o que se da
por reepiteliza¢ao da superficie cutanea, com a derme cica-
trizando por granulag¢ao do estroma, migra¢ao de miofibro-
blastos e contragdo da ferida (Greenwood 2010). De forma
classica, o processo de cicatrizagao da pele é dividido em
quatro fases bem definidas que se sobrepdem, incluindo
hemostasia, inflamagao, proliferagao e, por dltimo, remo-
delagdo (Enoch & Leaper 2007, Young & McNaught 2011).
Schultz et al. (2011) subdivide a terceira fase em migragao
e proliferagdo, e a quarta em contragao e remodelagao.

No presente estudo o tempo maximo necessario para
cicatrizagao das lesoes foi de 47 dias em ambos os grupos
de animais, sendo os valores médios de 36,87+7,45 dias
nas feridas nao tratadas com PRP, e de 38,75+6,47 dias nas
tratadas, entretanto nao houve diferenga (p=0,59) entre
grupos. Esse tempo médio de cicatrizagdo esta préximo
ao encontrado em feridas ndo contaminadas, localizadas
na regiao tordcica, que é de aproximadamente quatro se-
manas (Schwartz et al. 2007), assim como de feridas rea-
lizadas da mesma forma e na mesma regiao que a descrita
no presente estudo (38,5+3,9 dias; Ferreira et al. 2007). Os
resultados obtidos se assemelham aos descritos por Mon-
teiro et al. (2009), que também observaram que o perio-
do méximo de fechamento de feridas tratadas com PRP foi
maior do que nas ndo tratadas, o que sugere que a terapia
nao tem efeito positivo no tempo maximo de cicatrizagao
macroscopica da lesdo de pele.
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No sangue total e PRP os valores de plaquetas variaram
de 100.000 a 150.000 plaquetas/uL,e de 320.000 a 390.000
plaquetas/pL, respectivamente. Ja os valores de leucécitos
variaram respectivamente de 5.600 a 10.900 células/pL e
de 50 a 900 células/pL no sangue total e PRP. O valor médio
da contagem de plaquetas encontradas no sangue foi me-
nor (p=0,000) do que no PRP. O oposto (p=0,000) ocorreu
com o valor médio de contagem dos leucécitos.

A concentragdo de plaquetas no PRP foi considerada
como adequada, ja que foi acima da referida como apro-
priada por Anitua et al. (2004), e semelhante a obtida em
pesquisas realizadas em equinos higidos mesticos (Maia
et al. 2009, Vendruscolo et al. 2012, Zandim et al. 2013).
Adicionalmente, estudo in vitro realizado por Graziani et
al. (2006) demonstrou que preparagoes de PRP exercem
um efeito dose-especifico na proliferagao de fibroblastos
e osteoblastos. Efeitos 6timos foram observados quando a
contagem plaquetdria foi 2,5x mais alta do que a presente
no sangue total. Por outro lado, quantidades mais elevadas
(5,5x) resultaram em efeitos indesejaveis, como a redugao
da proliferacao fibroblastica, e da fungao dos osteoblas-
tos. Na opinido dos autores, diferentes concentragoes de
plaquetas no PRP também podem ocasionar resultados
distintos quando estudos in vivo sdo realizados. Aumento
em quantidade moderada da concentracgdo de plaquetas no
PRP com relagao a contagem no sangue total pode possi-
bilitar um ambiente mais adequado para a cicatrizagao de
feridas devido a um melhor equilibrio entre proliferacdo e
diferenciagdo celular. Nesse sentido, como a quantidade de
plaquetas no PRP preparado foi em média de 2,8x a presen-
te no sangue total, acredita-se que essa quantidade deveria
ter sido suficiente para que a terapia resultasse em efeito
positivo na cicatrizagao da ferida, no que se refere a um fe-
chamento mais rapido. Entretanto, o fechamento macros-
copico da lesdao nao necessariamente reflete a qualidade do
tecido cicatricial. Dados preliminares obtidos em pesquisa
em andamento tém revelado que fragmentos obtidos na
fase final do processo de cicatrizagao de feridas tratadas
com PRP, apresentam-se microscopicamente com melhor
organizagao dos feixes de fibras coldgenas em comparagao
com as lesoes nao tratadas. Adicionalmente, avaliagdo des-
critiva sobre a organizagao e densidade das fibras de cola-
geno realizada por Maciel et al. (2012), mediante microsco-
pia eletronica de varredura, revelou que feridas de equinos
tratadas com uma ou duas aplicagdes topicas de PRP em
gel apresentaram melhor caracteristica ultraestrutural do
que as do grupo controle (tratadas com solugdo salina) na
bidpsia realizada 25 dias apés tratamento. Por outro lado,
na avaliagao realizada aos 40 dias, as feridas que recebe-
ram particularmente duas aplicagoes do componente rico
em plaquetas demonstraram maior densidade tecidual da
matriz extracelular, o que de acordo com os autores é in-
dicativo de fibrose. Apesar desse achado, clinicamente a
reparagao da ferida ocorreu com pouco tecido cicatricial.

Considerando os resultados obtidos no estudo de Ma-
ciel et al. (2012), pode-se inferir que uma unica aplica-
¢dao do PRP, conforme ocorreu no presente estudo é uma
pratica adequada, ja que reduz a possibilidade de se apli-
car e estimular no local grandes quantidades de fatores
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de crescimento que sdo conhecidamente associados a ci-
catriz hipertroéfica. Adicionalmente, a concentragdo mé-
dia de plaquetas utilizadas por esses autores que foi de
723.000+50.000 plaquetas/uL, ou seja, de trés a cinco ve-
zes a quantidade presente no sangue total, pode ter atu-
ado estimulado a maior densidade tecidual observada. E
importante ressaltar que, apesar de varios pesquisadores
considerarem que elevada concentracao de plaquetas seja
fundamental para a eficacia da terapia, conforme previa-
mente mencionado, pesquisa in vitro sinalizou que quan-
tidades mais baixas como, por exemplo, 2,5x a presente no
sangue total, pode resultar em melhores resultados. Essa
afirmativa é reforcada com estudo in vitro realizado por
Boswell et al. (2014), onde cultura de tendao de equinos
que recebeu PRP contendo diferentes proporgdes de leuco-
citos e plaquetas, revelou que o grupo que recebeu maior
quantidade de plaquetas apresentou redugio na expressao
do colageno tipo I. Por outro lado, o tendao tratado com
quantidades mais baixas de leucécitos apresentou menor
sinalizagao catabdlica. Na opinido dos autores, os resulta-
dos sugerem que o menor efeito catabélico ocasionado pela
baixa concentracdo de células brancas seja, provavelmen-
te, mais importante do que a alta quantidade de plaquetas,
cuja finalidade é maximizar o feito anabdlico nos tecidos.

A quantidade de leucécitos (50-900 células/uL) presen-
te no PRP também foi considerada como adequada, pois foi
mais baixa do que a obtida por Vendruscolo et al. (2012)
(2.460+763 células/pL), quando utilizaram forga de cen-
trifugacdo relativa (g) e tempo igual ao usado no presen-
te estudo. E indiscutivel o efeito positivo dos leucécitos na
inflamagdo, imunidade e sinalizagao celular (Boswell et al.
2012), assim como na liberagao de fatores de crescimento.
Por outro lado, aos leucécitos também sao atribuidos efei-
tos indesejaveis, ja que ao atuar como sinalizadores de célu-
las pré-inflamatérias podem provocar catabolismo tecidual
(Jacobsen et al. 2008). Adicionalmente, ha relato de que a
aplicagao de concentrado de plaquetas com leucdcitos, para
tratamento de paciente com tendinopatia pode aumentar a
dor local (Mishra & Pavelko 2006). Portanto, tanto efeitos
positivos como negativos sdo associados a presen¢a dessas
células no PRP. A utilizagdo de um PRP com pequena quan-
tidade de leucécitos, conforme ocorreu no presente estu-
do, é considerada adequada quando se pretende promover
uma agao mais anabdlica do que catabédlica (Wasterlain et
al. 2012), ja que as feridas nao estavam contaminadas.

A matriz extracelular é uma complexa rede de liga¢oes
cruzadas de proteinas e outras macromoléculas, das quais
o colageno é o principal componente estrutural, sendo
fundamental para a resisténcia e integridade de todos os
tecidos, possuindo fungdo vital na cicatrizagdo das feridas
(Enoch & Leaper 2007). Considera-se que a sintese de cola-
geno inicia-se pelo menos a partir do terceiro dia apds uma
lesdo cutdnea. Os valores médios e desvios padrao da ex-
pressao dos genes dos coldgenos tipos I e Ill na pele tratada
e nao tratada com PRP sdo apresentados na Fig.1. A exce¢ao
do tempo referente a avaliagao final (T5), houve diferenga
(p<0,05) entre grupos tanto para o coldgeno tipo I como
para o colageno tipo IlI, sendo os valores médios mais ele-
vados nos grupos tratados. Esses resultados demonstram a

eficicia do PRP em induzir a expressao dos colagenos du-
rante a fase inflamatéria e proliferativa do processo de ci-
catrizacdo cutanea. Sabe-se que as feridas adquirem apro-
ximadamente 20% da sua resisténcia mecanica a tragao ao
final das trés primeiras semanas do inicio do processo de
cicatrizagdo, que é durante o periodo em que os colagenos
fibrilares se acumulam de forma relativamente rapida. De-
pois desse periodo a melhora na resisténcia se torna lenta,
particularmente devido ao inicio da remodelacdo dos co-
lagenos, que comegam a formar grandes feixes de fibras,
assim como pelo aumento no nimero de ligagoes cruzadas
intermoleculares (Bailey et al. 1975), que comegam a ocor-
rer durante a fase de remodelacao.

Tanto nas feridas tratadas como nao tratadas, a expres-
sao do gene do colageno tipo I foi mais elevada (p<0,05)
com relagdo ao tempo zero, a partir da primeira semana
(T3), com valores maximos no tempo final (p=0,000). Le-
febvre-Lavoie et al. (2005) utilizaram supressdo subtrativa
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Fig.1. Médias e desvios padrao para a expressao dos genes cola-
genos tipos | (COL I) e tipo III (COL III), em diferentes tempos
do processo de cicatrizagdo, tanto no grupo ndo tratado (NT)
como no grupo tratado (T) com PRP. Médias seguidas por le-
tras maitsculas e minisculas diferentes diferem entre si nos
grupos e nos tempos pelos testes t de Student e de Bonferroni,
respectivamente.
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por hibridizagdo e RT-PCR semi-quantitativa para identi-
ficar a expressdo génica do colageno tipo I tanto na pele
sadia como na margem de feridas cutaneas induzidas no
hemitorax de equinos. A avaliagdo foi efetuada apés uma
semana de realizagdo da lesdo, com aumento significativo
da expressdo do colageno tipo I nas amostras obtidas a par-
tir das feridas, em comparagdo com a pele integra, em am-
bas as técnicas utilizadas. Deste modo, tanto em condigbes
fisiologicas, como em feridas tratadas com PRP, existe au-
mento da expressdo do colageno tipo I ja apés uma semana
que, de acordo com Schultz et al. (2005), corresponde 80 a
85% da matriz extracelular cutdnea.

Da mesma forma que ocorreu com o colageno tipo I,
a expressdo do gene do coldgeno tipo Il foi significativa
(p<0,05) a partir da primeira semana de indugdo das lesdes
nos animais de ambos os grupos. Esse colageno correspon-
de de 8 a 11% da matriz extracelular cutdnea (Schultz et
al. 2005), devendo ser produzido em maior quantidade
durante a fase final da formagdo da matriz extracelular. Na
sequéncia deve ser gradualmente degradado e substituido
pelo colageno tipo I, que é fundamental para aumentar a
for¢a do tecido em cicatrizagdo (Mutsaers et al. 1997, Liu
et al. 2005, Czubryt 2012), que é refor¢ada pelas ligagdes
cruzadas dos coldgenos (Czubryt 2012).

De acordo com Schwartz et al. (2002) a elevagdo do co-
lageno tipo | é progressiva, permanecendo por pelo menos
quatro semanas, que foi o periodo maximo de tempo em
que os autores avaliaram esse coldgeno utilizando a técni-
ca histoquimica do Picrosirius Red, em feridas de equinos
localizadas no térax e regido distal dos membros torécicos,
cicatrizadas por segunda inten¢do. Na realidade, Mignatti
et al. (1996) mencionam que a elevada taxa de sintese do
coldgeno dentro da ferida pode demorar de 6 a 12 meses
para retornar aos niveis fisiologicos, o que significa que in-
dependentemente se a ferida cutinea é tratada ou ndo com
PRP, a quantidade de colageno tipo I ainda pode estar ele-
vada no momento do fechamento da lesdo.

A andlise de regressao revelou que, com o decorrer dos
dias, hd um aumento de 0,99x e 1,04x na expressdo génica
dos colégenos tipos I (IC,,,;0,88-1,1) e I1I (IC,,,;0,91-1,15)
respectivamente, no grupo nao tratado. No grupo tratado
esse aumento é de respectivamente 1,34x (IC,,,; 0,96-1,73)
e 1,29x (IC,,,; 1,01-1,56) (Fig.2). A andlise revela que no
grupo que recebeu o PRP ha uma estabilizagdo da expres-
sdo dos colagenos tipos I e Il com aproximadamente 31 e
32 dias, respectivamente. De acordo com Czubryt (2012),
durante as fases de proliferagdo e remodelagdo da cicatri-
zagao, a sintese da matriz extracelular inicialmente supera
a degradagdo. No entanto, eventualmente um estado esta-
ciondrio ocorre entre esses processos, o que coincide com
a maturagdo da cicatriz. Por outro lado a cicatrizagao exces-
siva ocorre quando a sintese da matriz permanece eleva-
da por mais tempo que o considerado como normal o que
resulta em excesso na produgdo de coldgenos e de outros
componentes. Portanto, embora os colagenos sejam essen-
ciais para a integridade estrutural e resisténcia mecinica
dos tecidos, o seu acimulo anormal pode ocasionar fibro-
se (Lefebvre-Lavoie et al. 2005, Young & McNaught 2011).
A maior expressdo dos genes desses colagenos no grupo
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Fig.2. Estimativa da expressao génica dos colagenos tipos I (COL
1) e 111 (COL 111) nos grupos ndo tratado (NT) e tratado (T), em
fungdo do tempo.

tratado pode estar relacionada a presenga dos fatores de
crescimentos TGF-f3 e PDGF, que sdo alguns dos conside-
rados como mais importantes no PRP, e que estdo associa-
dos a produg@o dos colagenos (Schwartz et al. 2002). Nesse
contexto, a tendéncia de estabilizagdo na expressao dos co-
lagenos no grupo tratado é um aspecto positivo do PRP. E
importante ressaltar que esses fatores de crescimentos sdo
encontrados em condigdes naturais no processo de cicatri-
zagdo, sendo possivelmente responsaveis pela importante
expressdo dos coldgenos no grupo controle.

A comparagao da expressdo dos colagenos (I ou III) por
grupo revelou que tanto no tratado como no controle, o
tipo I11 foi mais expresso (p<0,05) em relagio ao tipo 148 h
apos indugdo da lesdo. Nos demais tempos a expressdo nao
diferenciou. Essa comparagdo foi possivel porque os oligos
utilizados para o gene COLIII (COL3 1) apresentaram efici-
éncia de reagdo (R*=0,9912) similar aos oligos utilizados
para o gene COLI (COL1 2; R?=0,9635). Esse resultado era
esperado, pois no estagio inicial do processo de cicatriza-
¢do ocorre excessiva deposi¢cdo do colageno do tipo IlI, e
posteriormente predomina o do tipo I.

A permanéncia elevada, particularmente do colage-
no tipo III na avaliagdo final, sugere que a ferida ainda se
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encontrava na fase caracterizada por Schultz et al. (2011)
como de contragao e remodelagao, apesar de se mostrarem
macroscopicamente cicatrizadas. Essa fase é caracterizada
pela diminui¢do no numero de fibroblastos e equilibrio en-
tre a produgio e lise do colageno. A produgao do colageno
deve se manter elevada, mas com predominio das fibras co-
lagenas funcionalmente orientadas sobre as nao funcionais
e sem que ocorra aumento no tamanho da cicatriz (Theoret
2008). Por outro lado, de acordo com Schultz et al. (2005),
40 dias ap6s lesdo ainda ndo existe organizagao suficiente
das fibras colagenas. Nesse contexto, a macroscopia ndo ne-
cessariamente corresponde a microscopia nem a expressao
de genes de colagenos, pois a natureza dos componentes
da matriz da ferida altera ao longo do tempo. Na realidade,
durante um periodo de varios meses ocorrem mudangas na
organizacao do colageno no tecido em processo de repara-
¢a0, 0 que ird aumentar lentamente a resisténcia do tecido
atragdo, e que chegara a aproximadamente 80% da corres-
pondente ao tecido normal (Schultz et al. 2005, Enoch &
Leaper 2007, Young & McNaught 2011).

Yamauchi & Mechanic (1988) definem esse estagio do
processo de cicatriza¢do ap6s fechamento clinico como in-
termediario. De acordo com estes autores, embora a ferida
se mostre aparentemente cicatrizada, existem alteragdes
quimicas e estruturais ainda em andamento. Nessa etapa,
as fibrilas de colageno se mostram agrupadas e estabiliza-
das pela formagao de ligagGes cruzadas inter e intra-mole-
culares. Portanto, essa elevada expressado do gene do cola-
geno ainda nessa etapa intermedidria pode ser devido ao
fato de que a sintese do coldgeno ainda exceda a sua degra-
dacdo extracelular, de modo que continua aumentando du-
rante a fase de formagao da cicatriz (Mutsaers et al. 1997).
Mais especificamente, Young & McNaught (2011) mencio-
nam até dois anos para a maturagio do tecido cicatricial,
de forma que uma ferida possa adquirir um epitélio o mais
proximo possivel ao sadio. Nessa fase deve haver equilibrio
entre a sintese e a degradagao do coldgeno por colagena-
ses oriundas dos fibroblastos, neutrdfilos e macréfagos,
que quebram a molécula em pequenos fragmentos, que por
sua vez se desnaturam e sdo digeridos por outras protea-
ses. Conforme mencionado anteriormente, nos resultados
apresentados nota-se que existe uma tendéncia a estabili-
zar a expressao dos colagenos no grupo tratado com PRP,
o que é adequado. Para comprovagdo ou nio desse achado
serd necessaria, em pesquisa futura, avaliar a expressao
génica do coldgeno em momentos (tempos) posteriores a
cicatrizagao clinica.

A comparacdo dos resultados obtidos na presente
pesquisa com outras relizadas em pele de equino é prati-
camente impossivel, pois sdo raros os estudos que avalia-
ram a expressao génica dos colagenos na pele tratada com
PRP utilizando a técnica de qRT-PCR. A comparagao com
estudos que utilizaram outras metodologias para avaliar o
comportamento dos coldgenos durante o processo de cica-
trizagdo também é dificil, pois os estudos controlados e in
vivo sdo escassos e, em geral, objetivam avaliar de forma
muito pontual um tempo especifico nas diferentes fases do
processo de cicatrizagdo cutdnea. Adicionalmente, a maio-
ria dos experimentos foi realizada com culturas de células

de tendao ou ligamento. Até a presente data, apenas Mon-
teiro et al. (2009) estudaram a expressao génica dos cola-
genos tipos I e Il por PCR em feridas de equinos tratadas
com PRP, entretanto essa avaliagdo ocorreu apenas apos
completa cicatrizagdo das lesdes. Os autores compararam a
proporgdo média para a expressao do mRNA para o colage-
no tipo I em relagao ao III, mas ndo encontraram diferenca
(p>0,05) entre grupos tratados e nao tratados nos valores
médios, que foram de 0,502+0,155 e 0,542+0,118, respec-
tivamente. Carvalho et al. (2013) avaliaram a expressao gé-
nica dos colagenos tipos I e Il em tendinopatia tratada com
células tronco mesenquimais associada a concentrado de
plaquetas. Os autores também nao encontraram diferengas
entre os grupos tratado e controle (que recebeu tampao
fosfato salino) na avaliagdo realizada 16 semanas ap6s o
tratamento, ou seja, na fase de remodelagao do processo de
reparagdo tendinea.

Apesar dos resultados obtidos ndo poderem ser com-
parados com os de outros estudos, os dados apresentados
sao inéditos e valiosos para a medicina veterindria. Avaliar
alteragdes em componentes da matriz extracelular é uma
forma adequada de monitorar a reparagao de tecidos. O
colageno, por ser o componente mais abundante do teci-
do conjuntivo, é fundamental durante a restauragao da
funcionalidade da pele, e reflete a qualidade da matriz. O
presente estudo demonstrou a importancia do PRP na ex-
pressdo de colagenos em diferentes fases do processo de
cicatrizagao cutdnea em equinos, o que confirma o seu
efeito anabdlico. O ensaio experimental executado em di-
ferentes momentos possibilitou acompanhar a dindmica
do processo cicatricial. A técnica utilizada, a qRT-PCR, é al-
tamente sensivel, confiavel e facilmente executada, sendo
de escolha para pesquisa sobre a expressao génica em di-
ferentes componentes biolégicos. Por outro lado, ainda que
os raros estudos possuam dados valiosos sobre densidade,
quantificagdo e/ou expressao génica dos coldgenos na pele
de equinos, o perfil dessa expressao na ferida tratada com
PRP ainda deve ser mais bem caracterizado. Obtengao de
amostras de pele para avaliacdo de componentes da matriz
extracelular, a partir de diferentes periodos apds cicatriza-
¢do0 macroscopica da lesdo, podera fornecer informagoes
inéditas, e comprovar ou ndo uma tendéncia ja sinalizada
no presente estudo, que é a estabilizagdo mais precoce dos
colagenos em feridas tratadas com uma tnica aplicagao do
componente rico em plaquetas.

CONCLUSAO

A administragao local de PRP 12h apds indugdo cirtrgica
de lesdo cutinea na regido glitea de equinos resulta em im-
portante aumento da expressao génica dos colagenos tipos
[ e III. Entretanto, essa maior expressao nao resulta em fe-
chamento mais rapido da ferida cirdrgica.
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Quantificacdo de fatores de crescimento na pele de equinos
tratada com plasma rico em plaquetas?
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ABSTRACT.- Souza M.V, Pinto ].0., Costa M.M,, Santos E.C., Garcia S.L.R. & Oliveira L.L. 2014.
[Quantification of growth factors in horse skin treated with platelet-rich plasma.]
Quantificagdo de fatores de crescimento na pele de equinos tratada com plasma rico em
plaquetas. Pesquisa Veterindria Brasileira 34(6):599-612. Departamento de Veterinaria,
Universidade Federal de Vigosa, Campus Universitario s/n, Vigosa, MG 36570-000, Brazil.
E-mail: msouza@ufv.br

Platelet-rich plasma (PRP) is a product derived from total blood centrifugation, rich in
bioactive factors, such as growth factors. Despite largely used in healing processes, there
is a controversy whether the therapy is effective in promoting skin healing. The objective
of this study was to quantify and compare the concentrations of the factors TGF-$1 and
PDGF-BB in PRP, blood plasma and skin, at different phases of the healing process of skin
treated or not with PRP. Seven healthy crossbred 16 to 17-year-old geldings (16.14+0.63)
were used. Three quadrangular-shaped lesions (6.25c¢cm?) were surgically induced into the
right and left gluteal regions of all animals. Twelve hours after induction of the wounds,
0.5mL of the PRP was administered in each of the four edges of the wound in one of the glu-
teal regions (Treated group = TG) randomly chosen. The contralateral region was used as
control (CG). The wounds were submitted to daily cleaning with Milli-Q water, and samples
were obtained with a 6mm diameter biopsy Punch. Six skin biopsies were obtained, the
first carried out immediately after the production of the wound (T0), and the others 1 (T1),
2(T2),7(T3), and 14 (T4) days after the lesion was induced. The sixth biopsy (T5) was ob-
tained after complete healing of the skin, which occurred at about day 37 (36.85+7.45, CG;
38.85+6.46, TG). EDTA blood samples were also obtained, at all the times mentioned. Quan-
tification of TGF-B1 and PDGF-BB growth factors on the skin, PRP, and blood plasma was
carried out by the ELISA technique. Data were statistically analyzed by the t test, Pearson
correlation and regression, at a significance level of 5%. No difference was found between
the groups in the values of the two growth factors measured on the skin, at the different
times. Also, no correlation was found between the amount of growth factors present in the
skin and plasma. On the other hand, a positive correlation was observed between PRP and
skin in the treated group, for the growth factors TGF-B1 (r=0.31) and PDGF-BB (r=0.38),
as well as between both growth factors present in PRP (r=0.81). Considering the growth
factor concentrations at TO0, the highest skin values (p<0.05) of TGF-1, in both groups, oc-
curred at T3 and T5. Higher values (p<0.05) of PDGF-BB occurred at T4 (TG) and T5 (CG).
No plasma changes occurred at the concentration of these factors in relation to T0, suggest-
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ing that PRP does not cause a systemic effect when the procedures adopted in this research
are used. Local administration of PRP in the volume studied, 12 h after surgical induction
of cutaneous wound gluteal equine does not cause higher concentrations of the growth fac-
tors TGF-B1 and PDGF-BB in the plasma and skin during the healing process.

INDEX TERMS: Horses, platelet-rich concentrate, dermatopathy, systemic effect, ELISA.

RESUMO.- O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto
derivado da centrifugagdo do sangue total, sendo rico em
fatores bioativos, como os de crescimento. Apesar da am-
pla utilizagdo em processos cicatriciais, ha controvérsia so-
bre a eficicia da terapia na cicatrizagdo cutanea. O objetivo
desse estudo foi quantificar e comparar a concentragao dos
fatores TGF-B1 e PDGF-BB no PRP, plasma sanguineo e pele,
durante diferentes fases do processo de cicatrizagdo da
pele tratada ou ndao com PRP. Foram utilizados sete equinos
machos castrados, mestigos, higidos, com idade entre 16 e
17 (16,14+0,63) anos. Trés lesdes em formato quadrangu-
lar (6,25cm?) foram produzidas cirurgicamente nas regioes
gluteas direita e esquerda de todos os animais. Doze horas
apos indugdo das feridas, 0,5mL do PRP foi administrado
em cada uma das quatro extremidades das feridas de uma
das regioes gliteas (Grupo tratado = GT), escolhida aleato-
riamente. A regido contralateral foi utilizada como contro-
le (GC). As feridas foram submetidas a limpeza diaria com
agua Milli Q, e amostras foram obtidas mediante biopsias
realizadas com Punch de 6mm. Foram obtidas seis bidpsias
de pele, sendo a primeira realizada logo ap6s a produgao da
ferida (T0), e as demais com 1 (T1) 2 (T2) 7 (T3) e 14 (T4)
dias ap6s a indugdo da lesdo. A sexta bidpsia (T5) foi obti-
da ap6s completo fechamento da pele, que ocorreu aproxi-
madamente aos 37 dias (36,85+7,45, GC; 38,85+6,46, GT).
Também foram obtidas amostras de sangue com EDTA em
todos os tempos mencionados. A quantificagdo dos fatores
de crescimento TGF-B1 e PDGF-BB na pele, PRP e plasma
sanguineo foi realizada pela técnica ELISA. Os dados foram
analisados estatisticamente pelo teste t, correlagao de Pe-
arson e regressao, utilizando nivel de significancia de 5%.
Nao houve diferenga entre os grupos, nos valores dos dois
fatores de crescimento mensurados na pele, nos diferen-
tes tempos. Também nao houve correlagdo entre a quan-
tidade dos fatores de crescimento presentes na pele e no
plasma. Por outro lado, correlagdo positiva foi observada
entre PRP e pele no grupo tratado, para os fatores de cres-
cimento TGF-B1 (r=0,31) e PDGF-BB (r=0,38), bem como
entre ambos os fatores de crescimento presentes no PRP
(r=0,81). Considerando as concentragdes dos fatores de
crescimento no TO, os maiores valores cutdneos (p<0,05)
do TGF-B1, em ambos os grupos, ocorreram nos tempos T3
e TS5. Valores mais elevados (p<0,05) do PDGF-BB ocorre-
ram no T4 (GT) e TS (GC). No plasma nao houve alteragao
nas concentragdes desses fatores em relagao ao TO0, o que
sugere que o PRP ndo acarreta efeito sistémico, quando os
procedimentos adotados na presente pesquisa sao utiliza-
dos. A administracdo local de PRP no volume estudado, 12
h ap6s indugao cirdrgica de ferida cutdnea na regido glitea
de equinos nao ocasiona maiores concentragdes dos fato-
res de crescimento TGF-$1 e PDGF-BB no plasma sangui-
neo e pele, durante o processo de cicatrizagao.

Pesq. Vet. Bras. 34(6):599-612, julho 2014

TERMOS DE INDEXAGAO: Cavalos, concentrado rico em plaque-
tas, dermatopatia, efeito sistémico, ELISA.

INTRODUCAO

0 plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto derivado
da centrifugag¢do do sangue total, sendo rico em fatores de
crescimento e proteinas estruturais. A concentragdo das
plaquetas depende do sistema utilizado para processamen-
to e dos valores apresentados pelo paciente no momento
da coleta do sangue (Boswell et al. 2012). Apesar do seu
uso ser considerado uma terapia relativamente antiga, a
sua utilizagdo na espécie equina é mais recente, com rela-
tos para tratamento de feridas cutaneas (Carter et al. 2003,
De Rossi et al. 2009, Monteiro et al. 2009), tendinopatias
(Argtielles et al. 2008, Maia et al. 2009a,b, Bosch et al. 2011,
Zandim et al. 2013), desmopatias (Waselau et al. 2008), le-
soes articulares (Carmona et al. 2007, Yamada et al. 2012),
fraturas (Carmona & Lépez 2011) e, inclusive, laminite
(Carmona et al. 2013a). Também ja foi utilizado associado
a células mesenquimatosas do estroma da medula éssea
para tratamento de tendinopatias e desmopatias (Renzi et
al. 2013).

Existem varios fatores de crescimento que sao libera-
dos a partir dos a-granulos presentes nas plaquetas, sendo
alguns dos principais disponiveis no PRP o transformante
beta 1 (TGF-f1), derivado das plaquetas (PDGF), fibroblas-
tico basico (bFGF), epitelial (EGF) e o endotelial vascular
(VEGF) (Anitua et al. 2012, Boswell et al. 2012, Renzi et al.
2013). Considera-se que a liberagdo dos fatores de cresci-
mento pelas plaquetas contidas no PRP pode favorecer a
reparagao das lesdes, e possibilitar o mais rapido retorno a
funcionalidade, possivelmente por estimular a neovascula-
riza¢do, que melhora o suprimento sanguineo e disponibili-
za nutrientes necessarios a regeneragao tecidual.

Considerando a concentragao de plaquetas, leucécitos
e hemacias em um determinado volume de plasma, exis-
tem pelo menos trés métodos para a preparagao do PRP:
aférese (automatico), que possibilita a captura de plaque-
tas pela utilizagao de filtro descartéavel; buffy-coat (semi-
-automatico), que permite a separagao das plaquetas por
centrifugacao utilizando kits comerciais (sistemas ACP, GPS
II, GPS 111, SmartPReP2, etc), e 0 manual, resultante da cen-
trifugacao do sangue total armazenado em tubos contendo
anticoagulante. Os custos variam bastante; kits comerciais
produzem concentrados de PRP a um valor elevado, e a téc-
nica manual com dupla centrifugagdo, além de ter menor
custo, é de facil feitura (Maffulli & del Buono 2012).

O TGF-$ é considerado um dos mais importantes fatores
de crescimento para o processo de cicatrizagdo cutdnea por
auxiliar na angiogénese, quimiotaxia e proliferagao celular.
Adicionalmente, tanto essa proteina como o PDGF estimu-
lam a produgao de coldgenos, que sao os principais compo-
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nentes estruturais do tecido cicatricial maduro, sendo sin-
tetizados por fibroblastos (Czubryt 2012, Yang et al. 2013).
As isoformas TGF-B1 e PDGF-BB sao as mais frequente-
mente utilizadas para avaliar a qualidade dos componentes
ricos em plaquetas pela técnica imunoenzimatica ELISA, e
os kits humanos disponiveis possuem comprovada reacgdo
cruzada com os anticorpos da espécie equina.

Apesar da utilizagdo do PRP como op¢do terapéutica em
diversas enfermidades, ndo hé evidéncias suficientes que
confirmem a sua eficicia no tratamento de feridas cuta-
neas. Isso se deve, em parte, a regido do corpo submetida
ao tratamento, a forma de obtengdo e composicdo do PRP
(considerando a quantidade de plaquetas e leucécitos), for-
ma de apresentagao (liquido; gel), via e frequéncia de apli-
ca¢do, volume e momento em que é administrado durante
o processo de cicatrizagdo da pele, entre outros aspectos.
Adicionalmente, sdo raras as pesquisas avaliando a res-
posta a terapia utilizando técnica com alta especificidade
e sensibilidade como a ELISA. Portanto, investigagdo como
essa contribui para validagdo e maior conhecimento da efi-
cacia do plasma rico em plaquetas. Nesse sentido, o objeti-
vo desse estudo foi quantificar e comparar a concentragio
dos fatores de crescimento TGF-$1 e PDGF-BB no PRP, plas-
ma sanguineo e pele, durante diferentes fases do processo
de cicatrizagdo cutanea.

MATERIAL E METODOS

Essa pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso Animal
(CEUA) da Universidade Federal de Vigosa (DVT/UFV) sob o ni-
mero de protocolo 96/2011. Os procedimentos foram realizados
de acordo com as Normas de Conduta para o Uso de Animais no
Ensino, Pesquisa e Extensdo do DVT/UFV, o Cédigo de Etica Pro-
fissional do Médico Veterinario, os principios éticos para pesquisa
animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal e a Legislagdo Brasileira vigente,

Foram selecionados sete equinos mesticos higidos, machos
castrados, com idade entre 16 e 17 (16,14+0,63) anos. Apenas
animais aparentemente sadios durante exame fisico geral e sem
afecgdo dermatolégica foram incluidos no experimento.

Os equinos foram colocados em baias individuais de 20m?,
quinze dias antes do infcio do experimento, onde foram alimen-
tados com feno de tifton 85 e capim elefante picado (Pennisetum
purpureum), além de ragao farelada propria para equinos. Sal mi-
neral e dgua foram deixados ad libitum. Esse manejo foi mantido
durante toda etapa experimental.

Os animais foram pesados, pulverizados com solugdo carra-
paticida contendo deltametrina e vermifugados com moxidectina
(0,2mg/kg/oral), para a eliminagio de endo e ectoparasitas. As
baias foram limpas duas vezes ao dia para retirada de excretas e
reposi¢ao da cama.

Trés lesoes de pele em formato quadrangular foram produ-
zidas nas regides gliteas direita e esquerda de todos os animais,
conforme descrito por Ferreira et al. (2007). Para isso, os locais
foram tricotomizados e submetidos a antissepsia local com di-
gluconato clorexidine degermante a 2% e alco6lico a 0,5%. Os
animais foram sedados com xilazina a 2% (0,8mg/kg/1V), e em
seguida foi realizado blogqueio anestésico subcutianeo com clori-
drato de lidocaina a 2%, sem vasoconstritor, ao redor do local a
ser incisado, utilizando agulha de 21 G.

Para produgdo das feridas cirirgicas foi utilizado bisturi com
ldmina n°23, e um molde de plastico em formato quadrangular
com 2,5cm de lado (6,25cm? de area), para a remogdo dos frag-

mentos de pele (epiderme, derme e tecido subcutineo). As feridas
foram identificadas em A, B e C, de cranial para caudal em am-
bas as garupas. Amostras de pele foram congeladas a -B0°C para
posterior quantificagao de fatores de crescimento. Essa primeira
coleta foi considerada como tempo zero (T0). As feridas cicatriza-
ram por segunda intengio, e durante todo este periodo foram mo-
nitoradas, e ap6s plena cicatrizagao foi realizada a Gltima biépsia
(ferida C). A ferida cirtirgica foi submetida a limpeza diéria, com
gaze embebida em dgua Milli Q. Todos os animais receberam soro
antitetdnico no dia de confecgio da lesdo de pele. A dor foi reduzi-
da utilizando dose tinica de tartarato de butorfanol (0,08mg/kg/
IV). Ndo foi utilizado anti-inflamatério nem antibidtico, pois estes
poderiam dificultar ou impossibilitar a avaliagao do tratamento
com PRP.

A obtengdo do PRP foi baseada no protocolo descrito por Ar-
giielles et al. (2006). Para isso, ap6s antissepsia local com alcool-
-iodado, amostras de 144mL de sangue foram obtidas com agu-
Ihas vacutainer por venopungdo da veia jugular externa, em 36
tubos com capacidade para 4,5mL, contendo o anticoagulante
citrato de sadio a 3,2%. Também foram obtidas amostras de san-
gue com o anticoagulante EDTA para quantificagao de plaquetas
e leucdcitos totais.

As amostras de sangue foram homogeneizadas e centrifuga-
das a 120xg por 10 min. Apds essa primeira centrifugacio, foi
descartado de cada tubo 50% do plasma sanguineo presente na
superficie, e o restante foi transferido para quatro tubos de poli-
propileno de 10mL sem anticoagulante. O botdo leucocitario e as
hemacias sedimentadas foram descartados. Em seguida, o plas-
ma foi novamente centrifugado a 240xg por 10 min. Apés essa
segunda centrifugagio o plasma foi dividido em duas fragoes: o
sobrenadante (plasma pobre em plaquetas) e a fragdo remanes-
cente denominada plasma rico em plaquetas. Um volume de 75%
do plasma obtido de cada tubo foi descartado e o PRP contendo o
botdo de plaquetas, reservado.

A concentragdo das plaquetas e leuctcitos foi determinada
manualmente (método Rees & Ecker 1923) no PRP e no sangue
obtido com EDTA. A quantificagdo foi realizada em cimara de
Neubauer utilizando liquido de Tiirk para contagem de leucé-
citos e liquido de Brecher para contagem de plaquetas (Thrall
2007). Imediatamente ap6s obtengdo, 2mL do PRP foram con-
gelados a -B0°C em criotubos até o momento de quantificagio
dos fatores de crescimento (TGF-B1 e PDGF-BB) pela técnica
ELISA.

Todos os animais foram submetidos a tratamento local com
PRP 12h depois de realizada a lesdo. Apds tricotomia e sedagdo
com xilazina (0,8mg/kg/1V), uma das regides gliteas, escolhidas
ao acaso, foi assepticamente preparada para a administragio do
PRP (grupo tratado=GT). As feridas da regido glitea contralate-
ral (grupo controle=GC) nio receberam qualquer infiltragao, mas
apenas limpeza local com dgua Milli-Q, conforme realizada tam-
bém nas feridas tratadas.

O PRP foi preparado imediatamente antes da sua aplicagio,
que foi realizada utilizando-se agulha 24G. Cada extremidade das
trés feridas (A, B e C) recebeu 0,5mL do PRP, totalizando 2mL por
ferida e 6mL para cada lado (esquerdo ou direito) da regido gli-
tea. Ap6s tratamento, os animais foram mantidos em baias, sendo
soltos e monitorados durante todo o experimento.

Amostras de pele foram obtidas para a quantificagao dos fato-
res de crescimento, conforme metodologia descrita por Monteiro
etal. (2009) e Deschene et al. (2011). A pele, em toda a sua espes-
sura, foi obtida com a utilizagdo de Punch de 6mm de didmetro,
auxiliada com bisturi, um (T1) e dois (T2) dias apds realizacao da
lesdo, assim como sete (T3) e 14 (T4) dias do procedimento cirtir-
gico. Adicionalmente, uma nova coleta foi realizada ao término do
fechamento da ferida C (T5).

Pesq. Vet. Bras. 34(6):599-612, julho 2014

37



602 Maria V. de Souza et al.

Para a realizagdo das bi6psias, os animais foram sedados com
xilazina a 2% (0,8mg/kg/IV) e, em seguida, foi realizado blo-
queio anestésico subcutdneo com cloridrato de lidocaina a 2%
sem vasoconstritor, ao redor do local a ser biopsiado, utilizando
agulha de 21G. Os dois primeiros tempos de bi6psia realizadas
nas feridas A e B corresponderam a primeira e segunda fases de
cicatrizagdo da ferida, onde predomina a hemostasia e a resposta
inflamatéria, enquanto as (ltimas trés coletas se referem as fases
de migragdo e proliferacdo, assim como de contragdo e remode-
lagdo (dltima coleta), quando ocorre a angiogénese, fibroplasia e
epitelizagdo. A definigdo dessas fases foi baseada na descrigdo de
Schultz et al. (2011).

Com excegdo da tltima coleta que foi realizada no centro da
area cicatrizada, as amostras foram retiradas da periferia da le-
sdo, abrangendo tanto pele integra como lesionada, incluindo mi-
gragdo ou reepitelizagao, e tecido de granulagdo, de acordo com
o tempo de coleta. Foram obtidas duas amostras de pele em cada
tempo (T1, T2, T3, T4 e T5), sendo uma para o TGF-B1, e outra
para o PDGF-BB. Ap6s obtengdo dos fragmentos, o excesso de san-
gue foi retirado de forma asséptica com NaCl a 0,9%. Na sequéncia
as amostras foram colocadas em criotubos e, em seguida, imersas
em nitrogénio liquido a -196°C por alguns segundos, e imediata-
mente estocadas em freezer a -80°C. Posteriormente, os fragmen-
tos de pele foram liofilizados, pesados e voltaram a ser armaze-
nadas a -80°C até realizagdo da andlise. Conforme mencionado
anteriormente, as feridas ndo tratadas também foram submetidas
a bi6psia exatamente no mesmo dia das infiltradas com PRP.

No plasma sanguineo, obtido mediante centrifugagdo do san-
gue total com EDTA antes do inicio do experimento, assim como
nos mesmos dias em que as bidpsias foram realizadas, também
foram quantificados os fatores de crescimentos. Ap6s obtengao, o
plasma foi transferido para eppendorfs e armazenado a -80°C até
analise. Para a quantificagao dos fatores de crescimento no PRP
e plasma sanguineo, as amostras foram descongeladas em tem-
peratura ambiente, e na sequéncia o TGF-B1 (Quantikine TGF-f1
Imunoassay, DB100B, R&D Systems, LGC Scientific Suplly, Miami,
FL, USA) e PDGF-BB (Quantikine PDGF-BB Imunoassay, DBB0O,
R&D Systems, LGC Scientific Suplly, Miami, FL, USA) foram quanti-
ficados utilizando kits humanos que comprovadamente possuem
reagdo cruzada com anticorpos equinos (Theoret et al. 2001,
Sutter et al. 2004, McCarrel & Fortier 2009, Monteiro et al. 2009,
Textor et al. 2011). As concentragdes foram determinadas em du-
plicata, seguindo as instru¢des do fabricante,

Para a quantificagao dos fatores de crescimento, as amostras
de PRP foram diluidas na propor¢do 1:24 e 1:48 para PDGF-BB
e TGF-B1, respectivamente. No plasma sanguineo essa diluigao
foi respectivamente de 1:20 e 1:40. Conforme recomendagédo do
fabricante, todas as amostras utilizadas para quantificagdo do
TGF-B1 foram ativadas no dia do procedimento de analise, utili-
zando HCI 12 N, NaOH 10 N e HEPES, na quantidade recomendada
pelo fabricante do kit.

Para extragdo da proteina as amostras de pele foram descon-
geladas a temperatura ambiente e colocadas a -4°C durante 12h
em eppendorfs contendo 1mL do reagente (M-Per Mammalian
Protein Extration Reagent, CMS Intrumentos Analiticos Ltda, Cos-
mopolis, SP). Apds esse periodo, as amostras foram transferidas
para eppendorfs e, na sequéncia, centrifugadas a 7.000xg por 10
min. O sobrenadante foi coletado e transferido para eppendorfs,
para posterior quantificagdo da proteina total e dos fatores de
crescimento.

A dosagem da proteina total foi determinada utilizando o
método de BCA, sendo utilizada uma curva padrao com albumi-
na (2mg/mL). As amostras foram diluidas com dgua destilada na
proporgédo 1:50. Em seguida 10uL das amostras e da curva padrdo
foram colocadas em microplaca, e na sequéncia foi adicionado
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190uL do BCA misturado com CuSO,. A placa foi incubada em es-
tufa a 37°C durante 30 min, sendo a quantificagdo realizada em
espectrofotémetro, com comprimento de onda de absorbéncia
fixado em 562nm. O resultado foi obtido por meio de curva de
regressdo linear, sendo normalizados para o peso seco do tecido
original. A quantificagdo dos fatores de crescimento na pele se-
guiram os procedimentos indicados nos kits de ELISA, sendo as
amostras diluidas em 1:4 e 1:2 para TGF-$1 e PDGF-BB, respec-
tivamente. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro de mi-
croplacas, com comprimento de onda de absorbancia fixado em
450nm. A leitura foi realizada em duplicata.

A andlise estatistica foi realizada no software StatSoft 12.0,
2013 (www.statsoft.com). O teste t para amostras independentes
foi utilizado para comparar os grupos controle e tratado em cada
tempo (TO, T1, T2, T3, T4 e TS5), bem como em cada fase de cicatri-
zagao (hemostasia e inflamatdria, versus migragao e proliferagao,
juntamente com contragdo e remodela¢do). Além disso, foram
comparados os diferentes tempos com a situagdo inicial (T0) em
ambos os grupos utilizando o teste t para dados pareados. Analise
de regressao foi realizada para todos os fatores de crescimento,
com a finalidade de verificar o efeito do tempo (T0, T1, T2, T3, T4
e TS, que correspondeu a 1, 2, 7, 14 e 37 dias, respectivamente)
na concentragao dos mesmos. Correlagao de Pearson, testada pelo
teste t, foi realizada para avaliar a associagao entre a quantidade
dos fatores de crescimento nas plaquetas e nos leucécitos com a
do PRP, assim como entre PRP, pele e plasma. Também foi avaliada
a correlagdo entre os dois fatores de crescimento no PRP. Todas as
analises foram realizadas a 5% de significancia.

RESULTADOS

0 tempo maximo necessario para cicatrizagdo das lesoes foi
de 47 dias em ambos os grupos, sendo os valores médios de
36,85+7,45 dias nas feridas controles, e de 38,85+6,46 dias
nas tratadas.

No sangue total e PRP os valores de plaquetas varia-
ram de 100.000 a 150.000 plaquetas/uL, e de 320.000 a
390.000 plaquetas/pL, respectivamente. Ja os valores mé-
dios de leucdcitos variaram respectivamente de 5.600 a
10.900 células/uL e de 50 a 900 células/puL no sangue total
e PRP. O PRP utilizado possufa aproximadamente 2,8x mais
plaquetas e 17x menos leucdcitos do que o sangue total.

Nao houve diferenga (p>0,05) entre grupos tratado e
controle com respeito a concentragio dos fatores de cresci-
mento na pele, em cada tempo (T1, T2, T3, T4 e T5) avaliado.
Analise de regressao revelou que a concentragdo do PDGF-
-BB foi influenciada pelo tempo, tanto na pele como no plas-
ma, apenas no grupo controle (Fig.1). Na pele sadia (T0), a
concentragao de TGF-B1 e PDGF-BB foi de 0,94+0,69pg/g e
0,11+0,19pg/g, respectivamente. A exceg¢do da concentra-
¢do TGF-B1 obtida no primeiro tempo avaliado (T1) no gru-
po controle apds indugao da lesao, todas as demais amos-
tragens apresentaram valores desse fator de crescimento
significativamente maiores (Quadro 1) do que a obtida na
pele integra. No segundo dia apés lesdo, a concentragdo do
TGF-B1 na pele elevou em ambos os grupos (GC: p=0,0009;
GT: p=0,002). Esse aumento foi importante (p=0,0004) uma
semana ap6s indugdo da ferida (GC: 32,11+11,80pg/g; GT:
31,66+14,64pg/g). Na determinagdo realizada apés duas
semanas, os valores de TGF-f1 foram abaixo dos obtidos
na primeira semana, mas significativamente maiores (GC:
p=0,004; GT: p=0,0009) do que a quantidade presente na
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Fig.1. Estimativa do PDGF-BB, em fun¢do do tempo, na pele (a)
e no plasma sanguineo (b) dos animais do grupo controle. *
p<0,05; ** p<0,01.

Quadro 1. Valores médios e desvios padrio do TGF-B1 na
pele e plasma sanguineo dos sete equinos em cada tempo

Tempo (dias) TGF- 81 na pele (pg/g) TGF- 81 no plasma
Controle Tratado (pg/mL)
0 0,94+0,69 0,94+0,69 2.527,61+1.229,93
1 19,1542442 A 14,994535A*  2.440,34+736,46
2 11,65+4,86 A*  14,24+6,84 A*  2.889,31+779,88
7 32,11+11,80 A* 31,66+14,64 A* 2.875,01£867,77
14 18,23+10,54 A* 19,1748,02 A*  3.068,74+794,10
37 36,31+16,59 A* 24,29+12,67 A*  2.505,27+995,54
Fases de hemostasia 15,40+17,35Ab  14,61£591 Ab
e inflamatéria**
Demais fases*** 28,88+ 14,85Aa 25,04+ 12,62 Aa

Valores médios seguidos por letras maitsculas diferentes entre colunas,
e letras mintsculas entre linhas diferem entre si (p<0,05) pelo teste t.
* Estatisticamente diferente do tempo 0, a 5% de probabilidade, pelo
teste t, ** Representadas nos dias 1 e 2, *** Representadas nos dias 7,
14 e37.

pele integra. Na ultima avaliagdo realizada, o que ocorreu
em média aos 37 dias, foi observado um novo pico de ele-
vagdo do fator de crescimento (GC: p=0,001; GT: p=0,003).
Os valores do PDGF-BB durante todo o periodo de cica-
trizagdo, incluindo o fechamento da ferida estao apresenta-
dos no Quadro 2. Esses valores ndo foram estatisticamente
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Quadro 2. Valores médios e desvios padriao do PDGF-BB na
pele e plasma sanguineo nos sete equinos em cada tempo

Tempo (dias) PDGF-BB na pele (pg/g) PDGF-BB no plasma
Controle Tratado (pg/mL)
0 0,11+0,19 0,11%0,19 573,41+374,52
1 0,31+0,48A  0,21+0,34A 389,461376,10
2 0,16£0,26A  0,46x0,57A 544,17+187,92
7 0,44£0,43A  0,5310,52A 544,344292,17
14 0,50+0,43A  0,35+0,32A* 704,26£193,10
37 0,69£0,57A*  0,27+0,42A 412,32£157,92
Fases de hemostasia 0,24+ 0,38Ab 0,34+ 0,47Aa
e inflamatéria**
Demais fases*** 0,54+ 0,47 Aa 0,38+ 0,42 Aa

Valores médios seguidos por letras maitisculas diferentes entre colunas,
e letras mintsculas entre linhas diferem entre si (p<0,05) pelo teste t.
* Estatisticamente diferente do tempo 0, a 5% de probabilidade, pelo
teste t, ** Representadas nos dias 1 e 2, *** Representadas nos dias 7,
14 e37.

diferentes da pele integra até a primeira semana depois
de realizada a lesdo. No grupo tratado ocorreu elevagao
(0,35+0,32pg/g, p=0,01) da concentragao do PDGF-BB com
relagdo ao tempo zero (0,11+0,19pg/g) na amostragem re-
alizada com duas semanas. O mesmo foi observado no gru-
po controle (0,69+0,57pg/g, p=0,04) na avaliagio efetuada
na amostra obtida ap6s fechamento da ferida.

Conforme demonstrado nos Quadros 1 e 2 ndo houve
diferenga entre grupos, na quantificagdo dos fatores de
crescimento TGF-B1 e PDGF-BB, quando as fases de he-
mostasia e inflamatéria foram comparadas com as demais.
Entretanto, a comparagdo entre fases tanto no grupo tra-
tado como no controle revelou diferenga (p<0,05) para o
TGF-B1, com menores valores dos fatores de crescimento
nas fases de hemostasia e inflamatéria. 0 mesmo ocorreu
para o PDGF-BB no grupo controle.

Os valores médios de TGF-B1 e PDGF-BB no plasma,
no momento imediatamente antes do inicio da indu-
¢do da lesdo (TO) foram de 2.527,61+1.229,93pg/mL e
573,41+374,52pg/mL, respectivamente (Quadros 1 e 2). J&
no PRP os valores médios foram de 8.693,8+3.362,58pg/
mL e 3.964,25+2.224,19pg/mL, respectivamente. Os valo-
res minimos e maximos foram de 4.764,00 e 13.529,76pg/
mL e de 1.069,2 e 7.470,48pg/mL para o TGF-B1 e PDGF-
-BB, respectivamente. Portanto, o PRP apresentou respecti-
vamente, 3x e 7x mais TGF-B1 e PDGF-BB do que o plasma
sanguineo.

Nao houve diferenga, ao longo do tempo, na concentra-
¢do dos dois fatores de crescimento avaliados no plasma
sanguineo. Nao foi constatada correlagdo entre a concen-
tragdo dos fatores de crescimento no PRP e a contagem
de plaquetas ou leucdcitos, nem entre as quantidades dos
fatores de crescimento na pele e no plasma. Correlagao
positiva foi observada entre PRP e pele do grupo tratado
para os fatores de crescimento TGF-B1 (r=0,31) e PDGF-BB
(r=0,38). Também existiu correlagao positiva (r=0,81) en-
tre as quantidades de PDGF-BB e TGB-B1 no PRP.

DISCUSSAO

Aproximadamente 37 dias apds indugdo cirtrgica, as fe-
ridas estavam macroscopicamente fechadas. Esse tempo
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médio de cicatrizagdo esta proximo (38,5+3,9 dias) ao en-
contrado por Ferreira et al. (2007) em feridas nao tratadas,
produzidas da mesma forma e na mesma regiao. Feridas
realizadas na regido lateral do pescogo (8cm?, De Rossi et
al. 2009), dorsolateral do metacarpo (6,25cm?, Monteiro et
al. 2009) e superficies lateral e medial do metacarpo/meta-
tarso (2,5cm?, Carter et al. 2003), tratadas com PRP em gel,
apresentaram periodos maximos de cicatrizacdo entre 72 e
79 dias. Essa variagdo entre perfodos maximos de cicatri-
zagao dependem do diametro das feridas, mas também da
localizagdo, pois lesoes cutdneas localizadas no tronco cica-
trizam mais rapidamente do que as dos membros (Wilmink
& van Weeren 2005).

Monteiro et al. (2009) constataram que feridas trata-
das com PRP, localizadas nos membros, podem apresentar
periodo maximo para fechamento superior (72 dias) ao de
feridas ndo tratadas (62 dias), o que revela que o PRP nao
tem efeito positivo no tempo méximo para fechamento da
ferida; resultados similares aos observados no presente es-
tudo.

Diferentes metodologias podem ser empregadas para a
obtengao do PRP. O citrato de sddio, anticoagulante utiliza-
do no presente estudo, é considerado como adequado para
a preparagdo desse componente rico em plaquetas, pois
se liga aos fons de calcio formando quelatos, o que impede
que ocorra coagulagdo do plasma (Anitua et al. 2004). Adi-
cionalmente, possui a capacidade de preservar a integrida-
de da membrana das plaquetas (Landesberg et al. 2000),
o que é desejavel, pois pode evitar a liberagao precoce dos
a-granulos plaquetarios, que possuem os fatores de cres-
cimento.

A légica para a utilizagdo do PRP reside na inversao da
proporg¢ao de células vermelhas, as quais sio menos tteis
no processo de reparagao, e na elevagao da quantidade de
plaquetas, fundamentais no estimulo da reparagao tecidual
(Marx 2004, Sanchez et al. 2009). O método escolhido para
quantificar as plaquetas foi o de contagem manual, ja que
determina de forma individual, e que segundo Vendruscolo
etal. (2012) reduz a possibilidade de se subestimar os valo-
res plaquetarios. Por outro lado, existe controvérsia sobre a
quantidade ideal de plaquetas no PRP. Alguns autores men-
cionam que deve ser de pelo menos 1 milhao de plaquetas/
uL ou 3 a 6 vezes mais do que a encontrada no sangue total
(Marx 2001, Weibrich etal. 2002, Alsousou et al. 2009), que
varia de 100.000 a 350.000 plaquetas/pL (Feldman et al.
2000, Marx 2001). Por outro lado, Anitua et al. (2004) reco-
mendam quantidade minima de 300.000 plaquetas/uL. No
presente estudo essa quantidade foi de 320.000 a 390.000
plaquetas/uL, sendo portanto acima da considerada como
apropriada por Anitua et al. (2004), e semelhante a obtida
em estudos realizados em equinos higidos mestigos (Maia
et al. 2009b, Vendruscolo et al. 2012, Zandim et al. 2013).
Sutter et al. (2004) obtiveram valores médios mais eleva-
dos (855.000 plaquetas/pL) mediante utilizagao de me-
todologia automdtica com equipamento que permite a se-
paragdo (aférese) dos constituintes do sangue total, o que
resulta em maiores contagens de plaquetas. Entretanto, na
pratica clinica, esses aparelhos sao pouco utilizados devido
ao custo e por ndo estarem disponiveis em algumas clini-
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cas veterinarias, sendo, portanto, mais apropriado o uso de
centrifugas convencionais quando se deseja reduzir gastos.

Estudo in vitro realizado por Graziani et al. (2006) de-
monstrou que preparagoes de PRP exercem um efeito dose-
-especifico na proliferagdo de fibroblastos e osteoblastos.
Efeitos 6timos foram observados quando a contagem pla-
quetdria foi 2,5x mais alta do que a presente no sangue total.
Por outro lado, quantidades mais elevadas (5,5x) resulta-
ram em efeitos indesejaveis, como a redugao da prolifera-
¢ao fibroblastica, e da fun¢ao dos osteoblastos. De acordo
com os autores, diferentes concentracoes de plaquetas no
PRP podem ocasionar resultados distintos quando estudos
in vivo sdo realizados. Aumento moderado da quantidade
de plaquetas no PRP com relagao a contagem no sangue to-
tal possibilita um ambiente mais adequado para a cicatriza-
¢ao de feridas devido a um melhor equilibrio entre prolife-
ragao e diferenciagao 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 te-
rapia resultasse em um fechamento mais rapido da ferida.

A concentragdo de leucécitos foi mais baixa (50 a 900
células/pL) do que a obtida por Vendruscolo et al. (2012)
(2.460+763 células/pL), quando utilizaram for¢a de cen-
trifugacdo relativa (g) e tempo igual ao usado no presen-
te estudo. E conhecido o efeito positivo dos leucécitos na
inflamagao, imunidade e sinalizagdo celular (Boswell et al.
2012), assim como na liberagao de fatores de crescimento.
Entretanto, aos leucdcitos também sdo atribuidos efeitos
indesejaveis, ja que ao atuar como sinalizadores de células
pré-inflamatérias podem provocar catabolismo tecidual
(Jacobsen et al. 2008). Além disso, existe relato de que a
aplicagdo de concentrado de plaquetas com leucécitos, para
tratamento de paciente com tendinopatia pode aumentar a
dor local (Mishra & Pavelko 2006). Portanto, tanto efeitos
positivos como negativos sdo associados a presenca dessas
células no PRP. Considerando a relagdo antagonica entre
plaquetas e leucocitos, e os fatores de crescimento e citoci-
nas que sao gerados, Wasterlain et al. (2012) sugerem que
o PRP ideal para preparagoes ortopédicas deve conter uma
proporgao elevada de plaquetas em relagdo aos leucdcitos,
de forma a promover uma a¢ao mais anabdlica do que cata-
bélica. Por outro lado Boswell et al. (2012) consideram que
em feridas infectadas pode ser necessaria e eficiente uma
maior quantidade de leucdcitos.

Tendo em vista a quantidade de plaquetas e leucéci-
tos, os concentrados de plaquetas foram classificados em
diferentes categorias. Existe o PRP puro (PRP-P), onde as
células brancas sao intencionalmente eliminadas, e o PRP
com leucécitos (PRP-L) (Ehrenfest et al. 2009). Também
existem as plaquetas ricas em fibrina (PRF) (Carmona et
al. 2013b) que, diferentemente dos demais concentrados,
ndo necessitam da utilizagdo de anticoagulantes para se-
rem obtidas (Ehresfest et al. 2012). O PRP-L deve possuir
entre 5 a 8x mais plaquetas (Ehrenfest et al. 2009, Carmo-
na et al, 2013b) e 3 ou mais vezes maior quantidade de
leucécitos (Carmona et al,, 2013b) do que o sangue total.
Entretanto, ndo existe consenso de quanto de plaquetas
deve existir no PRP para que esse seja considerado como
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puro. Hutchins & Grabsch (2009) mencionam que deve
conter moderada quantidade de plaquetas, que deve ser de
1,5 a 2,5x a existente no sangue total, enquanto Carmona
et al. (2013b) consideram que deve possuir de 1,3 a 4x a
sanguinea. Adicionalmente, esses autores mencionam que
esse concentrado pode conter de 0,5 a 2x mais leucécitos
do que o sangue. Quando o concentrado rico em plaquetas
é ativado por agentes farmacolégicos, formando um poli-
mero de fibrina, é conhecido como gel de plaquetas (GP).
Portanto, um GP obtido a partir de um PRP-P é denominado
de PRG-P, e quando originado de um PRP-L, de PRG-L.

Por conseguinte, ainda existe controvérsia na defini¢ao
desses concentrados de plaquetas. O que se sabe até o mo-
mento é que cada metodologia pode produzir um produto
diferente, possivelmente com distintos potenciais terapéu-
ticos (Ehrenfest et al. 2009), e com variada quantidade e
cinética de liberagdo dos fatores de crescimentos (Ehren-
fest et al. 2009, Mazzucco et al. 2009, Sanchez et al. 2009).
Levando em consideragao as defini¢oes basicas para esses
componentes ricos em plaquetas, pode-se dizer que no
presente estudo foi utilizado um PRP pobre em leucécitos
(PRP-PL), o qual pode resultar, quando comparado com o
PRP rico em leucdcitos (PRP-RL), em menor resposta in-
flamatéria aguda, menor celularidade e vascularizagao,
conforme relatado por Dragoo et al. (2012) cinco dias ap6s
tratamento de tenddes de ratos com PRP-PL ou PRP-RL. De
acordo com Wasterlain et al. (2012), devido a dificuldade
em separar os leucécitos das plaquetas durante a maioria
dos protocolos adotados, ndo é raro se utilizar um PRP-RL,
que nao é adequado quando se deseja uma menor reagao
inflamatéria.

Sao conhecidas trés isoformas de TGF-3, potencialmen-
te produzidas pela maioria das células ativadas na repara-
¢do de feridas, principalmente pelas plaquetas (Chang et al.
1997). Existem evidéncias de regulacdo diferenciada pelas
isoformas de TGF-f3 (Falanga etal. 1991, Villiger et al. 1993),
sugerindo que os mecanismos de estresse, injtria do tecido
ou exposi¢ao a citocinas podem induzir a um diferente es-
pectro de expressao dessas isoformas. A isoforma TGF-1 é
secretada na forma peptidica latente, e ativada por condi-
¢oes acidas ou por clivagem proteolitica (Chang et al. 1997;
Werner & Grose 2003), sendo responsavel por acelerar o
processo de reparagdo. Com relagdo ao PDGF, sio descritas
cinco isoformas (Vercoutte-Edouart et al. 2008), sendo a
BB considerada a mais potente (Goodkin & Pierce 1993). A
sintese é favorecida como resposta a baixa tensdo de oxigé-
nio, trombina e por estimulos resultantes de outros fatores
de crescimento (Carrasco et al. 2009). Tanto a quantidade
de plaquetas como de leucdcitos influencia na quantidade
desses fatores de crescimentos. O protocolo utilizado para
obtengdo do PRP foi eficiente em concentrar os fatores de
crescimento estudados. Essa eficiéncia foi maior para o
PDGF-BB, do que para o TGF-f31, ja que o aumento desses
fatores de crescimento foi de 7x e 3x, respectivamente. De
acordo com Anitua et al. (2005), concentrados de plaque-
tas nao possuem uma grande quantidade de TGF-$1, mas
apresentam importantes quantidades de outros fatores de
crescimento angiogénicos e proliferativos como PDGF e
FGF que também sdo fundamentais no processo de repa-

ragao da pele. Os resultados obtidos na presente pesquisa
corroboram a afirmativa desses autores.

Os valores do TGF-B1 no PRP variaram menos
(4.764,00-13.529,76pg/mL) do que os obtidos por Textor
et al. (2011) em seis equinos sadios, que foram de 1.153 a
22.677pg/mL. Os valores médios desse fator de crescimen-
to (8.693,8+3.362,58pg/mL) foram relativamente altos,
sendo semelhantes aos obtidos por Pereira et al. (2013)
(7.634+1,218pg/mL) quando o mesmo protocolo de ob-
tengdo foi utilizado, ou seja, duas centrifugacoes, sendo a
primeira com 120xg/10 min, e a segunda com 240xg/10
min. Adicionalmente, foram bem mais elevados tanto no
PRP como no plasma (2.717,71+900,61pg/mL) do que
os obtidos por Giraldo et al. (2013) que utilizaram a mes-
ma técnica (ELISA) e os mesmos kits (R&D Systems) para
quantificar esse fator de crescimento no PRP em gel (PRG-
-P) ativado farmacologicamente com gluconato de célcio a
10%, em equinos das ragas crioula argentina e colombia-
na (2.264,0+1.196,0 pg/mL no PRP; 1.012,0+426,0 pg/
mL no plasma), com idade acima de 10.1 anos. 0 mesmo
ocorreu com o fator de crescimento PDGF-BB quantifi-
cado no presente estudo, cujos valores médios foram de
3.964,25+2.224,19pg/mL e de 527,99+263,62pg/mL, para
o PRP e plasma, respectivamente. Ja os valores médios ob-
tidos por Giraldo et al. (2013) foram de 1.208,0+624,3pg/
mL e 59,3+131,7pg/mL, para o PDGF-BB no PRG-P e plas-
ma, respectivamente. Esses autores também realizaram
dupla centrifugagao, mas por um menor periodo de tempo
(120xg/5 min e 240xg/5 min).

Os maiores valores desses fatores de crescimento obti-
dos no presente estudo, sem que o PRP fosse ativado por
agentes farmacol6gicos, corrobora os achados de Zandim
et al. (2012), que demonstraram em estudo ultraestrutu-
ral do PRP de equinos que embora a ativagao de plaque-
tas por agentes farmacolégicos seja importante, o PRP nao
ativado por essas substancias também apresenta adequada
porcentagem de plaquetas em estado ativado. Além disso,
sabe-se que o estresse mecéanico causado pela centrifuga-
¢ao durante o preparo do PRP também pode ativar algumas
plaquetas (Gonshor 2002, Landi & Marques Janior 2003).
Nesse sentido, varias pesquisas realizadas em equinos
(Smith et al. 2006, Schnabel et al. 2007, McCarrel & Fortier
2009, Bosch et al. 2011, Zandim et al. 2013) vem utilizando
o PRP sem prévia adi¢ao desses agentes ativadores. Portan-
to, os resultados obtidos no presente estudo corroboram a
afirmativa de McCarrel & Fortier (2009), de que ndo é ne-
cessario o uso de ativadores para liberagdo dos fatores de
crescimento no PRP, o que é reforgado pela correlagio posi-
tiva observada entre a concentragiao do TGF-1 e PDGF-BB
no PRP e na pele. Essa correlagdo era esperada, particu-
larmente porque o fator de crescimento derivado das pla-
quetas induz os macroéfagos a produzirem o transformante
beta, conforme mencionado por Barrientos et al. (2008).

A metodologia adotada para a preparagao do PRP foi
baseada na descrita por Argiielles et al. (2006), sendo as
concentragoes de plaquetas e leucdcitos maiores e meno-
res, respectivamente, do que as obtidas por esses autores
em concentrado de plaquetas. Por outro lado, esses pesqui-
sadores obtiveram valores médios de TGF-B1 superiores
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(10.500pg/mL), embora os valores minimos e maximos
tenham sido bem mais variados (1.900 a 17.100pg/mL) do
que os do presente estudo (4.764,00 a 13.529,76pg/mL).
Esses autores incluiram na pesquisa 26 equinos (machos
e fémeas) clinicamente sadios, com idades muito variadas
(3 a12 anos; 6.9£2.3). Embora Textor et al. (2011) nio ob-
servaram diferen¢a na quantidade de TGF-B1 (p=0,391) e
PDGF-BB (p=0,169) no PRP de machos e fémeas, recente-
mente Giraldo et al. (2013) relataram que existe diferenca
(p<0,001) na concentragio do PDGF-BB no PRG-P prove-
niente de fémeas da raca crioulo colombiana ou equinos
jovens (até 5 anos de idade), quando comparados com ma-
chos da raga crioulo argentina ou equinos mais velhos (aci-
ma de 10,1 anos). Portanto, esses resultados contraditérios
entre estudos refor¢a a necessidade de mais pesquisas in
vivo utilizando amostras homogéneas em termos de idade
e sexo, conforme realizado no presente estudo.

A variagdo entre estudos na quantidade de fatores de
crescimento presentes no PRP utilizando mesma meto-
dologia de obtencdo e técnica para quantifica¢do, tam-
bém pode estar relacionada com os varios constituintes
do PRP, pois além das plaquetas, outras células possuem
a capacidade de liberar fatores de crescimento (Weibrich
et al. 2003). Adicionalmente, embora a presente pesqui-
sa nao tenha revelado correlacdo, ha relato de associagao
entre a presenc¢a de leucécitos e de TGF-1 no PRP, onde
valores mais elevados das células brancas resultariam em
maiores concentragoes do fator de crescimento (Pereira et
al. 2013). Conforme mencionado previamente, esse estudo
utilizou um PRP-PL, o que pode, portanto, ter resultado em
menor concentragao do TGF-1.

A pele integra da regido da garupa dos equinos mestigos
do presente estudo apresentou valores médios muito mais
baixos de TGF-B1 (0,94+0,69pg/g) do que os relatados por
Theoret et al. (2001) na pele sadia dos membros toracicos
(MTs) e regiao toracica (RT) de quatro equinos mesticos
com idade entre 2 e 4 anos, que foram respectivamente de
980+396pg/g (MTs) e 1.430£336,0pg/g (RT). Esses valores
tao diferentes podem estar relacionados com a idade dos
animais. Giraldo et al. (2013) compararam a concentragao
do TGF-B1 no PRG-P de equinos com idade até 5 anos, com
animais com mais de 10,1 anos, e observaram valores mais
altos nos equinos mais jovens (3.284,0+2.176,0pg/mL),
comparado com os mais velhos (2.264.0+1.196.0pg/mL).
Adicionalmente, animais comidade entre 5,1 e 10 anos apre-
sentaram valores bem mais proximos (2.366,0+1.044,0pg/
mL) aos dos equinos mais velhos. Os animais do estudo de
Theoret et al. (2001) foram bem mais jovens do que os uti-
lizados no presente estudo. Adicionalmente, a regiao cor-
poral onde foi quantificado o fator de crescimento também
pode ter influenciado, pois ja foi comprovado que existe
diferenga no tempo maximo de cicatrizagao entre lesdes
cutaneas localizadas nos membros e no tronco, sendo mais
lento nas primeiras (Wilmink & van Weeren 2005).

De acordo com Theoret et al. (2002a,b), seus estudos
foram os primeiros a determinar, de forma temporal, a ex-
pressdo dos fatores de crescimento TFG-B1 e bFGF durante
o processo de cicatrizagao da pele sadia e com tecido de
granulagdo exuberante, na regido dos membros tordcicos/
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térax e membros tordcicos, respectivamente. Diferente-
mente dos resultados de Theoret et al. (2001), em que o
pico de TGF-f1 foi observado 24h apos indugao cirurgica
de feridas em quatro equinos mesticos, as concentragoes
de TGF-f1 nos animais do presente estudo foram maiores
(p<0,05) apés uma semana e na avalia¢do final, quando as
feridas nos equinos de ambos os grupos estavam macros-
copicamente cicatrizadas. Entretanto, o intervalo de tempo
entre as avaliagoes realizadas por esses autores foi mais
proximo (12 e 24h, assim como com 2, 5, 10 e 15 dias), ndo
sendo realizada nenhuma analise apos 30 dias de realiza-
da a lesdo. Por outro lado, apesar dos valores maximos do
fator de crescimento no estudo de Theoret et al. (2001) te-
rem ocorrido com 24h, permaneceram elevados até o 14°
dia nas feridas localizadas no térax, e até a cicatrizagio nas
feridas localizadas nos membros. Portanto, existe uma va-
riagdo muito grande na concentracdo desse fator de cresci-
mento, de acordo com a localizagdo da lesao cutanea.

Monteiro et al. (2009) avaliaram o efeito do PRP com
2,8x mais plaquetas do que no soro, em feridas localizadas
no aspecto distal dos membros toracicos de seis equinos
mesticos, com idade entre 10 e 15 anos, mediante quan-
tificacdo do TGFB-1 pelo método ELISA. Os autores ob-
servaram que a ferida tratada com PRP apresentou 1,6x
mais TGF-B1 do que a controle apés uma semana de rea-
lizada a lesdo, porém sem diferenca estatistica entre gru-
pos. No presente estudo, embora tenha ocorrido aumen-
to (p<0,005) do TGF-B1 uma semana apés tratamento, o
mesmo ocorreu nas feridas ndo tratadas. Diferentemente
do estudo desses autores, a quantidade média desse fator
de crescimento nesse tempo de uma semana na ferida nao
tratada com PRP (32,11+11,8pg/g) foi semelhante ao das
feridas tratadas (31,66+14,64pg/g). Esse resultado contra-
ditério se deve, novamente, a localizagdo das feridas. Por
outro lado, conforme ocorreu no estudo desses autores, a
aplicagao topica do PRP nao acelerou macroscopicamente
o processo de reparagao das feridas.

Da mesma forma que ocorreu para o TGF-f31, os valores
minimos e maximos do PDGF-BB no PRP variaram menos
(1.069,2-7.470,48pg/mL) do que os obtidos por Textor
et al. (2011) em seis equinos sadios, que foram de 134 a
7.157pg/mL. Os valores médios foram mais altos (p<0,05)
do que o do tempo zero, duas semanas depois de realizada
a lesdo, e na avaliacgao final, nos grupos tratado e controle,
respectivamente. Adicionalmente, em algumas avaliacbes
realizadas, os valores do PDGF-BB foram mais elevados
(T1 e T2, GT) do que o obtido em outra amostragem (T3),
porém ndo foram significativamente diferentes da concen-
tracdo obtida na pele integra. 0 mesmo ocorreu no TGF-§1
quantificado em T1 na pele do grupo controle. Essas varia-
¢oes de resultados ocorreram provavelmente em funcio do
desvio padrao que foi elevado nessas amostragens, impe-
dindo que a diferenca fosse estatisticamente importante.
Por outro lado, esse desvio padrio elevado se deve a varia-
¢ao individual, o que certamente também esta relacionado
com a contagem de plaquetas e leucécitos totais no PRP.

0 PDGF-BB, que pode ser derivado de plaquetas, leuc6-
citos e células endoteliais, participa na quimiotaxia de neu-
trofilos e macréfagos, e induz os macréfagos (Pierce et al.
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1991) a produzir inclusive TGF-B1 (Pierce et al. 1991, Bar-
rientos et al. 2008), conforme mencionado previamente.
Também é mitogénico para fibroblastos e miécitos, e tem
a capacidade de induzir o fen6tipo dos miofibroblastos nos
fibroblastos (Clark 1993, Heldin & Westermark 1999, Bar-
rientos et al. 2008), o que é fundamental para a contragao
da ferida. Feridas em membros de poneis cicatrizam mais
rapidamente do que em equinos (Wilmink & van Weeren
2004), o que pode estar relacionado com a maior quanti-
dade desse fator de crescimento. Com base no seu padrao
de expressao in vitro Clark (1993) sugere que o PDGF pos-
sui dois papeis distintos na cicatrizagdo da pele, sendo um
efeito precoce, ao estimular a proliferagao dos fibroblastos,
e um efeito tardio pela indugdo dos miofibroblastos. Nesse
contexto, a sua elevagao em uma fase mais tardia era es-
perada, e foi considerado como fisioldgico, pois no grupo
controle ocorreu aumento cutaneo, ao longo do tempo, da
concentragao desse fator de crescimento.

A auséncia de diferenga entre grupos tratados e con-
troles pode estar relacionada com o processo de reparagao
fisiologica das feridas de pele, que se d3, de forma classi-
ca, em quatro fases bem definidas que se sobrepoem, in-
cluindo hemostasia, inflamagao, proliferacao e, por tltimo,
remodelacdo (Enoch & Leaper 2007, Young & McNaught
2011). Schultz et al. (2011) subdivide a terceira fase em
migracdo e proliferagao, e a quarta em contragio e remode-
lagao. Embora a quantidade de plaquetas presentes no he-
matoma formado ap6s uma lesdo seja de apenas 6%, sendo
o restante hemacias (94%) e leucocitos (1%) (Marx 2004,
Mei-Dan et al. 2010), tanto o TGF-8 como o PDGF sao libe-
rados pelos a-granulos das plaquetas no local onde existe
lesdo tecidual (Assoian et al. 1983). Theoret et al. (2002a)
demonstraram por imunoistoquimica que o TGF-81 é ex-
presso no epitélio da pele sadia de equinos, e que essa ex-
pressdo é aumentada na pele lesionada, estando associada
as células envolvidas no reparo tecidual. Adicionalmente,
varios outros fatores podem influenciar na resposta natu-
ral do organismo. Além disso, apesar da baixa quantida-
de de plaquetas no hematoma (condigoes fisiologicas), o
TGF-B1 é imediatamente liberado, realizando quimiotaxia
para neutrdfilos, macréfagos e fibroblastos, que promovem
aumento dos niveis desse fator de crescimento em varios
tipos celulares, que por sua vez estimulam a migracao de
células inflamatorias, fibroplasia, sintese de colagenos,
angiogénese e a deposicao de matriz (Assoian et al. 1983,
Pierce etal. 1991). Ja o PDGF é encontrado em quantidades
elevadas nao apenas nas plaquetas conforme mencionado
anteriormente, mas também nos leucécitos, células endote-
liais vasculares, assim como em outros tipos de células. Na
realidade, em condigdes naturais, as plaquetas sintetizam e
secretam fatores de crescimento durante sua vida util, que
de acordo com Nurden et al. (2008) é de 7 a 10 dias.

Durante a ultima fase do processo de cicatrizacao da
pele ocorre a agao de miofibroblastos, que sao células con-
trateis originadas da diferenciagao de fibroblastos, e que se
encontram posicionadas paralelamente no tecido de gra-
nulagao recém-formado, que parte da periferia da ferida
em diregdo central. Foi demonstrado que a concentragao de
TGF-B € mais alta (p<0,05) em lesoes cutidneas de poneis
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do que de equinos (Wilmink & van Weeren, 2004), o que
acarreta maior resposta inflamatéria, e maior contragao
da ferida (van den Boom et al. 2002), ja que esse fator de
crescimento estimula a diferenciagdo dos fibroblastos em
miofibroblastos (Desmouliére et al. 1993), que se ligam ao
colageno fazendo com que haja maior contracdo, e estimu-
lo a ativagao dos fatores de crescimento, tanto do préprio
TGF-B, como do PDGF (Chamberlain et al. 2011).

Apesar da importancia do TFG-B1 em diferentes fases
do processo de cicatrizagdo da pele, esse fator de cresci-
mento também estd associado com o desenvolvimento de
tecido de granulagao exuberante devido a sua fun¢do pro-
-fibrética (Theoret et al. 2001, van den Boom et al. 2002,
Theoret & Wilmink 2013), portanto a sua permanéncia
elevada no final do processo de cicatriza¢ao cutanea pode
nao ser benéfica. Entretanto, ao que parece essa redugao
na pele é lenta, ja que no presente estudo os valores do
TGF-B1 permaneceram significativamente altos em rela-
¢ao ao tempo zero (0,94+0,69pg/g), tanto no grupo trata-
do (24,29+12,67pg/g) como controle (36,31+16,59pg/g),
porém nao houve a formagao de tecido de granulagdo exu-
berante. Essa formacdo de tecido estd intimamente rela-
cionada com a inflamagao crénica da pele, o que perpetua
a liberacao de mediadores como o TGF-B, que por sua vez
estimula de forma excessiva a fibroplasia, ocasionando a
formacao do tecido (Theoret & Wilmink 2013), o que con-
traditoriamente inibe a contragao (Wilmink & van Weeren
2005). Na realidade, estudos in vitro demonstraram que
baseado no modelo de expressao dos genes do TGF-8, o
efeito desse fator de crescimento no processo de cicatri-
zagao cutanea é paradoxo. Enquanto o exdgeno estimula a
reepitelizagdo, migragao de queratindcitos e formagao de
tecido de granulagao (Coffey et al. 1988, Hebda 1988), o en-
dogeno tem demonstrado inibir a reepitelizagao (Werner
& Grose 2003). Esse fato foi relatado em camundongos por
Eskild-Jensen et al. (1997), apds tratamento de feridas em
orelhas desprovidas de pelo, com anticorpos neutralizan-
tes para TGF-B1 e TGF-B2. De acordo com os autores, os fa-
tores de crescimento endégenos ndo foram essenciais para
areepitelizagado e neovascularizagdo cutdnea.

Baseado nos resultados dos diversos estudos mencio-
nados e nos dados obtidos na presente pesquisa, pode-se
afirmar que a utilizagao do PRP como forma de tratamento
ainda necessita ser melhor estudada. De acordo com Andia
et al. (2012), a origem da eficacia do PRP parece ser mais
complexa do que se pensa, sendo importante considerar
que as plaquetas possuem centenas de proteinas, de forma
que, podem existir outras classes de moléculas (como as
citocinas e quimiocinas presentes nos a-granulos) envolvi-
das na reparagao dos tecidos que inclusive podem ser mais
importantes do que os fatores de crescimento. Por outro
lado, é fundamental ressaltar que mais de 95% dos fatores
de crescimento pré-sintetizados sao secretados dentro de
1h da ativagdo dos a-granulos (Marx 2004). No presente
estudo a demora em aplicar o PRP nao pode ser incrimina-
da como a causa da auséncia de diferenga entre os grupos,
ja que uma vez obtido e confirmada a quantidade de pla-
quetas, o PRP foi imediatamente aplicado, conforme reco-
mendado pela literatura cientifica (Marx 2004, Vavken et
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al. 2006). Embora se considere 8h como o tempo maximo
para a utilizagdo do PRP apos sua obtengao, que é quando
pode ocorrer perda da sua estabilidade (Marx 2001, 2004)
e deficiéncia na expressao das proteinas secretoras (Pietr-
zak & Eppley 2005), segundo Vavken et al. (2006), o PRP
nao deve ser armazenado.

Diferentemente do que ocorreu na pele, no plasma nao
houve alteragdo nas concentragdes dos fatores de cresci-
mento com relagdo ao tempo zero. De acordo com Marx
(2001), os fatores de crescimento atuam nos receptores lo-
calizados nas membranas das células, ativando a expressao
génica fisioldgica, sem qualquer efeito mutagénico direto.
Um possivel efeito sistémico/ergogénico da circulagdo dos
fatores de crescimento é uma discussdo que vem sendo
realizada, mas os resultados sdo contraditorios. A possibi-
lidade de efeito sistémico é considerado um aspecto polé-
mico na utilizagdo dos concentrados em plaquetas, pois a
aplicagdo local poderia resultar em um melhor desempe-
nho de um atleta ap6s administragao do PRP em uma es-
trutura mole, o que poderia configurar como doping. Esse
fato foi bastante discutido em 2010, quando ficou proibida
a aplicacdo intramuscular do PRP em humanos, pela Agén-
cia Mundial de Anti-Doping nos Estados Unidos das Amé-
ricas. De acordo com Wasterlain et al. (2012), embora essa
proibicdo tenha sido posteriormente cancelada devido a
falta de provas de que o PRP seria ergogénico, muitos dos
fatores de crescimento contidos nos componentes ricos em
plaquetas permaneceram proibidos nas listas de substan-
cias consideradas como doping tanto no ano de 2011 como
de 2012.

Até o ano de 2012 apenas Banfi et al. (2006) haviam
efetivamente encontrado um possivel efeito sistémico de-
corrente da administragdo local do PRP. Os autores medi-
ram as concentragoes séricas dos fatores de crescimento
EGF e VEGF em quatro pacientes humanos portadores de
tendinopatia patelar, e em um com tendinose préxima a ar-
ticulagao umero-radio-ulnar. A quantificagao foi realizada
pela técnica ELISA antes e 30 min apo6s administragdo da
terapia, assim como com 3 e 24h depois do tratamento. O
efeito sistémico foi atribuido pela diminuigao significativa
na concentragdo sérica do EGF ja apés 30 min da aplicagdo
intratendinea do PRP obtido pelo sistema GPS II, ou seja,
método semi-automatico. Por outro lado, o efeito permane-
ceu apenas até a avaliagao realizada 3h ap6s o tratamento.
Por outro lado, o mesmo nao foi observado para o VEGE,
o que foi atribuido a alta variabilidade interindividual. Re-
centemente Wasterlain et al. (2013) divulgaram resulta-
dos de um estudo onde foi pesquisado o efeito sistémico
de varias proteinas, entre elas os fatores de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), bFGF, VEGF e PDGF-BB no
soro de 25 pacientes humanos submetidos a tratamento in-
tratendineo com PRP obtido pelo sistema GPS III (método
semi-automatico). Os fatores de crescimentos foram quan-
tificados pela técnica ELISA antes do tratamento, 15 min
apos realizagdo do mesmo, assim como com 3, 24, 48, 72
e 96h. Efeito sistémico (p<0,05) foi observado para os fa-
tores de crescimento IGF-1 (aumento com 24 e 48h), bFGF
(elevagdo com 72 e 96h), e VEGF (aumento ja na avaliacdao
realizada com 3h, que permaneceu até a avaliagdo realiza-
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da com 96h), mas ndo para o PDGF-BB, fator pesquisado no
presente estudo.

Conforme mencionado, ambos estudos encontraram
efeitos sistémicos para alguns fatores de crescimento, mas
nao para outros, e 0 momento em que foram expressadas
as alteragoes séricas variou com a proteina estudada. Adi-
cionalmente, o referido efeito foi antagonico, enquanto em
um estudo ocorreu redugdo (Banfi et al. 2006), no outro
foi observado aumento (Wasterlain et al. 2013) do fator de
crescimento. Portanto, nesses casos, o efeito sistémico pode
ser considerado uma alteragao para mais ou para menos na
concentragao de fatores de crescimento no soro/plasma/
sangue em comparagdo com valores basais previamente
mensurados antes da aplicacdo local do PRP, de forma a
comprovar que o tratamento agiu em todo o organismo e
nao apenas no sitio de aplicagdo. Por outro lado, apesar de
Schippinger et al. (2011) considerarem uma possivel eleva-
¢do plasmatica de IGF-1 como efeito ergogénico, os autores
nao encontraram alteragao na quantidade do fator de cres-
cimento ap6s uma tnica aplicagdo intramuscular de PRP
em humanos sadios, sendo portanto considerado pelos pes-
quisadores um tratamento seguro, pelo menos no que refe-
re a um possivel efeito ergogénico. A técnica de obtengao do
PRP também foi semi-automatica (ACP Arthrex®), sendo o
fator de crescimento quantificado no soro pela técnica ELI-
SA antes da aplicagdo do PRP, assim como ap6s 0,5, 3 e 24h.

E importante ressaltar que tanto Banfi et al. (2006)
como Wasterlain et al. (2013) realizaram o estudo com pa-
cientes apresentando lesdo tendinea de ocorréncia natural,
presentes em diferentes locais, com evolugao e severidade
nao padronizadas. Os autores mencionam inclusive como
limitagdo do estudo a falta de grupo controle. Adicional-
mente, a quantificagdo dos fatores de crescimento em am-
bos os casos foi realizada no soro, que dependendo da pro-
teina é encontrada em maior quantidade do que no plasma,
como é o caso do VEGF (Kraus et al. 2004). Um outro as-
pecto a ser considerado é a forma de obtengao do PRP, que
em ambos os estudos foi pelo método semi-automatico
que, em geral, origina um PRP-L, ou seja, rico em leucé-
citos (Ehrenfest et al. 2012). Recentemente Hessel et al.
(2014) divulgaram resultados de uma pesquisa onde foram
comparadas a concentragao de plaquetas e dos leucécitos,
assim como do TGF-B1 e PDGF-BB em concentrados auto6-
logos de plaquetas obtidos pelo método manual e por qua-
tro diferentes sistemas (Angel, ACP, E-PET e GPS III) utili-
zados como métodos semi-automaticos. O estudo revelou
importante variagdo na composi¢do do PRP; os sistemas
E-PET e GPS III apresentaram maiores (p<0,001) valores
de plaquetas com relagao aos niveis basais, porém também
de leucdcitos (GPS III, p<0,001). A exce¢do do sistema ACP
(Arhrex®), ocorreu elevagao (p<0,001) do PDGF-BB nos
métodos semi-automaticos E-PET e GPS IlI, assim como no
método manual. O TGF-B1 aumentou em todos os produtos
avaliados, a excec¢do 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 dis-
crepancias de resultados podem influenciar a bioatividade
dos componentes ricos em plaquetas e, consequentemente,
influenciar na qualidade da regeneragao tecidual.
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Apesar dos resultados obtidos por Wasterlain et al.
(2013), os proprios autores acreditam que o aumento obti-
do para o IGF-I ndo esteja relacionado com a presenca des-
se fator de crescimento no PRP, ja que a quantidade sérica
foi mais elevada do que no componente rico em plaquetas.
Na opinido dos autores, a elevagio se deve, provavelmente,
a ativagao do hGH-1GF-1, que é um dos principais hormo-
nios relacionados com a produgio do IGF-1. No estudo des-
ses pesquisadores ocorreu uma importante elevagao desse
horménio nas primeiras 24h, embora ndo tenha sido sig-
nificativa. Adicionalmente, os autores comentam que essa
dissociagdo pode ser reforgada pela auséncia de elevagio
(p>0,05) do PDGF-BB no seu estudo, apesar do seu aumen-
to no PRP. Portanto, se os fatores de crescimentos contidos
no PRP fossem os tnicos responsaveis pelo aumento dos
seus niveis circulantes, também seria esperado alteragio
sistémica na quantidade do PDGF-BB. Finalmente, merece
destaque o comentério dos autores de que o método utili-
zado para a preparagao do PRP e a técnica de ativagao po-
dem afetar a magnitude do efeito sistémico. Na realidade,
eles nao utilizaram apenas um PRP-L, mas sim um PRP-
-RL, que pode provocar a liberagdo nao apenas de fatores
de crescimentos anabdlicos, mas também catabdlicos, o
que pode resultar em diferenciada elevacio sistémica de
fatores de crescimentos anabélicos. Estudo in vitro recen-
temente publicado por Boswell et al. (2014), com cultura
de tenddo de equinos tratada com PRP contendo diferentes
proporgdes de leucdcitos e plaquetas, revelou que o grupo
que recebeu a maior quantidade de plaquetas apresentou
redugdo na expressao do colageno tipo l. Por outro lado,
o tenddo tratado com quantidades mais baixas de leucéci-
tos apresentou menor sinalizacdo catabdlica. Na opinido
desses pesquisadores, os resultados sugerem que o menor
efeito catabdlico ocasionado pela baixa concentracio de cé-
lulas brancas seja, provavelmente, mais importante do que
a alta quantidade de plaquetas, cuja finalidade é maximizar
o feito anabdlico nos tecidos.

0 presente estudo quantificou fatores de crescimento
fundamentais para as diferentes fases do processo de cica-
trizacdo cutdnea, e utilizou kits humanos com comprovada
reacdo cruzada para equinos. Embora as proteinas TGF-1
e PDGF-BB nao tenham sido mensuradas nas primeiras trés
horas apés tratamento das feridas, foram quantificadas em
momentos (12 e 36h, por exemplo) que poderiam sinali-
zar um possivel efeito sistémico. Portanto, os resultados
obtidos sugerem que o PRP-PL da forma como foi obtido
nesse estudo ndo possui potencial ergogénico quando inje-
tado por via intradérmica, tendo em vista que ndo ocorreu
reducdo ou aumento significativos nas quantidades desses
fatores de crescimento nos tempos 12 e 36h ap6s adminis-
tragdo local, assim como com 1, 2 e 5 semanas. Como futura
investigagdo sugere-se a quantificacdo desses e de outros
fatores de crescimentos em diferentes tempos, durante as
primeiras 10h ap6s aplicagdo do PRP, com a finalidade de
se verificar se resultados semelhantes sao obtidos.

Diferentemente do estudo in vitro de McCarrel & For-
tier (2009) nao foi observada correlagao entre o TGF-p1 e
a concentragao de plaquetas. O estudo desses autores foi
realizado em culturas de tenddo do misculo flexor digital

superficial e ligamento suspensério de equinos. Embora a
pesquisa tenha demonstrado correlagdo positiva entre esse
fator de crescimento e a concentragao de plaquetas nos di-
ferentes concentrados plaquetarios avaliados, ndo ocorreu
0 mesmo para o PDGF-BB, o que foi atribuido a forma e ao
tempo de liberagdo desse fator de crescimento, baseado em
informagoes descritas por Lee (2000). Segundo esses auto-
res, o TGF-B1 é uma proteina liberada na forma inativa com
meia-vida biolégica de 90 min, sendo rapidamente ativa-
do apés liberagao, enquanto o PDGF-BB é liberado a partir
das plaquetas na forma ativa, e possuem uma meia-vida
inferior a 2 min. Independentemente dos resultados, deve-
-se ter muito cuidado em se extrapolar e comparar dados
obtidos in vitro com os in vivo, conforme comentado pelos
proprios autores.

O periodo de avaliagdo adotado foi satisfatério, pois
abrangeu diferentes fases do processo de cicatrizacao da
pele. Portanto, corroborando o mencionado por Baksh et
al. (2013), os beneficios do uso de PRP no contexto clinico
ainda permanecem obscuros.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem
concluir que o método manual para obtencao do PRP, uti-
lizando duas centrifugacdes, é eficiente em concentrar o
TGF-f1 e o PDGF-BB.

Uma tinica aplicagdo local de PRP-PL 12h apés indugao
cirtirgica de lesao cutdnea na regido glitea nao aumenta a
expressdo local de TGF-B1 e PDGF-BB, durante diferentes
fases do processo de cicatrizagdo. Adicionalmente, nao al-
tera a concentragdo no plasma sanguineo desses fatores de
crescimento 1, 2, 7, 14 e 37 (aproximadamente) dias apos
administragdo.

As fases de migracdo e proliferagio, assim como a de
contracdo e remodelagdo possuem maiores concentrages
dos fatores de crescimento TGF-B1 e PDGF-BB, quando
comparadas com as fases de hemostasia e inflamatéria.
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7. CAPITULO - 4

Avaliacdo macroscopica e histomorfométrica de diferentes etapas do
processo de cicatrizacéo de ferida cutdnea de equinos tratada com

plasma rico em plaquetase pobre em leucocitos

PINTO, José de Oliveira, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, 201i6.Cinética
biomolecular de fatores de crescimento e colageno envolvidoea cicatrizacdo de
pele tratada com plasma rico em plaquetas pobre em leucécitos: nedd
experimental em equinos.Orientadora: Maria Verdnica de Souza. Co-orientador:
Leandro Licursi de Oliveira.

Avaliacdo macroscopica e histomorfométrica de diferentes etapas do procesie
cicatrizacao de ferida cutéanea de equinos tratada com plasma rico em plagas

pobre em leucécitos

(Conforme normas do periddico Veterinary Dermatology)

RESUMO

A pele possui diversas fungdes, sendo fundamental para o corpo de todo sepsivo. N
equinos as lesdes cutaneas sdo frequentes, e um dos tratament@ngeendo
utilizado ha alguns anos em equinos, é o plasma rico em plaquetas (PRP)efont
fatores de crescimento. O objetivo desse estudo foi avaliar macascopicamente

0 processo de cicatrizagao por segunda intencdo de feridas de peglends gatadas

ou ndo com dose Unica de PRP pobre em leucdcitos PRR&plicado 12 horas apds
inducao cirdrgica da lesdo. Foram utilizados oito equinos machos castradtisps)
higidos, com idade entre 16 e 17 anos. Trés feridas em formato quadrangular foram
realizadas nas regides gluteas direita e esquerda de todos os.aDwaai horas apés
inducéo das lesbes, 0,5 mL de PRP-PL foi administrado em cada angjaiadeo ex-
tremidades das feridas (grupo tratado=T), de uma das regides gluteakjdascol
aleatoriamente. A regido contralateral foi utilizada como controlepgdg nao
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tratado=NT). Seis bidpsias de pele foram obtidas com Punch de 6 mm. Aafione
realizada no dia da lesdo (TO0), e as demais apos 1 (T1) 2 (T2) 7 (T3]4) Has. A
sexta biopsia (T5) foi feita apdés completo fechamento macroscopico da Fesam
realizadas medicfes dias de uma ferida ndo submetida previamente a biopsia, para
avaliacdo da contracdo da lesdo, que foi determinada utilizando o progtshhd @
1.0.0.28. Foram avaliadas diariamente, caracteristicas macroscopicasia¢éxs
formacdo de coagulo, presenca de crosta, de tecido de granulacdo e riezhdane
ferida) de uma das feridas n&o biopsiada (tratada e n&o tratada). Asaarfmsm
processadas como de rotina para avaliagdo histomorfométrica. Asedatiaels
histol6gicas analisadas foram inflamacdo, angiogénese, espessura depitém e
reepitelizacdo (escores de 0 a 3). A morfometria foi realizada meditilitacdo do
programa QCAPTURE PRO 6.00:6.05 a partir de 10 imagens de cada lamina escolhidas
aleatoriamente. A normalidade e homogeneidade das variaveis {raoasnéoram
verificadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respeativien Na sequéncia
foram avaliados por ANOVA. As caracteristicas histologicas forartisadas pelo
teste ndo paramétrico de Friedman. Nao houve diferenca entre grupos naefeesse

ao tempo necessério para o fechamento da ferida. Analise histomorfamgdtizada

14 dias apos inducéo da leséo revelou maior angiogénese (P=0,034) e quantidade de
leucdcitos totais (P=0,0179) na ferida tratada, com posterior reducdo dessas
caracteristicas. Tanto fibroblastos como vasos sanguineos tiverandapgemaxima

no sétimo dia de observacdo para ambos 0s grupos com posterior redugaopasa
mais proximos do fisiologico observado no tempo zero. Os fibrocitos apresentara
valores significativos (P=0,023) no sétimo apés a lesdo no grupo nao tratsel®. Es
achados, no entanto, ndo interferiram no processo cicatricial dasresd#sis grupos
avaliados. Avaliacdo microscopica geral, realizada independentea@ntescores e
analise morformétrica revelou que a maioria das feridas tratadas demwamst

melhores caracteristicas cicatriciais nos fragmentos examinados na Ubosia HT5).
Palavras-chave: cavalos, dermatopatia, fatores de crescimento, macroscopia e

microscopia cutanea.

ABSTRACT
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Macroscopic and histomorphometric analysis of different stages of cutaneous

wound healing process in horses treated with leukocyte-pooraiklet-rich plasma

(According to the norms of the journal Veterinary Dermatology)

The skin has several functions.idtfundamentato the body of every living beindn
horses, skin lesions are common, and one of the treatments Weabéwen usedor

some year#n horsesjs the platelet-rich plasma (PRP), a source of growth factors. The
aim of this study was to evaluate macro and microscopically the protéesling by
secondary intention of horse skin wounds treated or untreated with a singlefdose
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. Thnee squa
shaped injuries were produced in the right and left gluteal regionsl ahiahals.
Twelve hours after injury induction, 0.5 mL LP-PRP was administereddb ef 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 svdTkiR
biopsies were obtained with a 6-mm Punch. The first sample (TO) 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 sdbmitte
biopsy, to compose the evaluation of wound contraction, using QUANT software v.
1.0.0.28. Macroscopic characteristics (secretions, clot formation, presence afnctust
granulation tissue, as well as the evolution of wound closure) of one dthkiopsied
wounds (treated and untreated) were evaluated daily. Samples were processed as routine
for histomorphometric evaluation. Histological features (inflammation, angssig
thickness of new epithelium, and reepithelialization) were evaluaieg sisores of O 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 homogénieédy
parametric variables were checked by the Shapiro-Wilk and Bae$tst respectively.

In sequence, ANOVA was applied. The histological features were zadhalpy
Friedman's non-parametric test. There was no difference between giittupssyect 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 seveath day
observation in both groups, with a subsequent decline to values closect@bisesved

at zero time. Fibrocytes were observed in larger amounts (P=0.023) avdayaethe

group non-treated. However, these findings did not interfere with the wounddeali
process in either group. General microscopic evaluation performed indeperafently
scores and morphometry revealed that the majority of treated wounds shoveed bet

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

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

skin.

INTRODUCAO

A pele € um 0Orgdo essencial para a protecdo corporal. A sua espessura
equinos varia de 1 a 6/f8Bm dependendo da localiza¢ddsendo mais espessa sobre a
regido lombossacra e area glite& um obstaculo contra microrganismos, além de
representar uma barreira passiva contra perdas de fluidos, o que favorece agianute
da homeostase. Portanto, trata-se de um tecido complexo com interelpiees e
moleculares:?

Feridas cutaneas sdo frequentes na espécie equina. Em estudo® daterior
observado que correspondem a aproximadamente 37% da casuistica no Hospital de
Clinica Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas/RS/Biaspendendo da
localizacédo e extensédo da lesdo, pode comprometer parcial ou tdéabnetilizacao
dos equinos em atividades esportivas ou praticas laborais. Portanto, pramaver
cicatrizacdo cutanea rapida e de qualidade € um desafio na ®Mitdea e Cirdrgica
de equideos.

O processo de cicatrizacdo cutanea pode ser dividido em quatro fases que s
sobrepdem: hemostasia, inflamacao, proliferacdo e, por ultimo, remodefa@atos
autoessubdividem a terceira fase em migragao e proliferacdo, e a quatantracao
e remodelacdd™® As alteracées inflamatérias locais observadas no presente estudo
fazem parte do processo fisiolégico apés uma lesdo ctitames, se deve a liberagéo
de mediadores celulares, que estimulam a producdo de substanc@ahistamina,
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bradicinina, prostaglandinas e, consequentemente, ocasionam aumeoltontke local
e congestao.

O plasma rico em plaquetas (PRP), utilizado desde 1990 para tratamento de
tlceras crénicas em humarfdg? é uma fonte autbgena de fatores de crescimento, que
vem sendo amplamente utilizado visando promover mais rapida cicatride feridas
cutaneas, embora resultados obtidos a partir de estudos controlados sejam
contraditorios. Entre os fatores bioativos presentes no PRP com importanteigdot
terapéutico, se destacantransformante B1 (TGF-B1), derivado de plaquetas (PDGF),
fibroblastico basico (bFGF) e o vascular endotelial (VEGE)Enquanto pesquisas
demonstram a efichcia dos fatores de crescimento em acelerar os@rates
cicatrizacdo de lesdes cutaneas nos eqalffsutros nao revelam esse eféitd’ Por
outro lado, ha relato de uma tendéncia a uma melhor resposta em alguns constituintes da
pele tratada com plasma rico em plaguetasbre em leucocitos (PRP-PL) com relacéo
ao grupo control&* assim como uma melhor qualidade cicatri¢faD presente estudo
€ parte de uma linha de pesquisa onde foram quantificados os fatorescaeecrtes
TGF1 ¢ PDGF-BB pela técnica imunoenzimatica ELISAe avaliadas a expresséo
génica dos colagenos tipo | e Il pelos métodos qRT-PCR e imunoistogaiffiblao
ocorreu diferenca estatistica entre os grupos. Por outro lado, andlisgresde no
grupo que recebeu o plasma rico em plaquetas revelou que a producacdgesosol
comeca a estabilizar no final do processo de cicatrizagdo macroscopica da ferida.

O presente estudo parte do principio que feridas cutaneas tratadas céth PRP
apresentam cicatrizacdo de melhor qualidade. O objetivo desse estadalifoi macro
e microscopicamente o processo de cicatrizacao por segunda intengédadede pele
localizadas na regido glutea de equinos, tratadas ou ndo com dose URRR-&¢,

aplicado doze horas ap0s inducdo cirtrgica da leséo.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Vigcosa (DVT/UFV) sob o numero de protocolo 96/2011. Os
procedimentos foram realizados de acordo com as Normas de Conduta para o Uso de
Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo do DVT/UFV, o Cdédigo de Eticaskrudis
do Médico Veterinario, os principios éticos para pesquisa animal, lesidbe pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e a Legislacao Brasilegateig
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Foram utilizados oito equinos mesticos higidos, machos castrados, com idade
entre 16 e 17 (16,37+0,52) anos. Somente animais aparentemente sadios verificados
durante exame fisico geral e sem afeccdo dermatoldgica foram inchaiqussquisa.

Os animais foram alojados em baias individuais de alvenaria ca?0 dé, 21 dias
antes do inicio do experimento, onde foram alimentados com feno de tifton @fne ca
elefante picado (Pennisetum purpureum), além de racao farelada perpriegpinos.
Sal mineral e agua foram deixados ad libitum. Os equinos foram diariadesxaelos
livres em piquete de Brachiaria decumbens durante 2 horas no periodmia @
apetite, coloragdo das mucosastemperatura corporal e 0s movimentos intestinais
foram avaliados diariamentEsse manejo foi mantido durante todo o ensaio. No pe-
riodo de adaptacdo, que foi de trés semanas, 0os animais foram pesadosagodveriz
com solugao carrapaticida contendo deltametrina, e vermifugados poravi@om
moxidectina (0,2 mg/kg).

Trés lesbGes de pele em formato quadrangular foram produzidas na regido glutea
direita e esquerda de todos os animais, confdémaescrité®?® anteriormentePara
isso, o local foi submetido a tricotomia e preparado assepticamenteglaooodato de
clorexidine degermante a 2% e alcoodlico a 0,5%. Os animais foram sextados
xilazina a 2% (0,8 mg/kg/lV), e em seguida foi realizado bloqueio ar@stési
subcutaneo com cloridrato de lidocaina a 2%, sem vasoconstritor, ao redor do local a ser
incidido. A leséo foi realizada com molde de plastico em formato quguea (6,25
cn?), sendo removidos epiderme, derme e tecido subcutaneo. As feridas foram
identificadas em ambas as garupas, em A, B e C em sentido cuaailpcsendo
deixadas cicatrizar por segunda intengdo. O completo fechamento a&lieméliado
na ferida C. As lesdes A e B foram biopsiadas para avaliacdo histomeidam®oro
antitetanico foi aplicado no dia da inducdo da ferida cutanea. A dor foiidaduz
utilizando dose Unica de tartarato de butorfanol (0,08 mg/kg/IV). Nao foranadtiz
farmacos anti-inflamatorios e antibiéticos.

A obtencdo do PRP-PL foi baseada no protog@ldescritc®® Apds antissepsia
local com alcociodado, 144 mL de sangue foram obtidos com agudhalsos a vacuo,
por venipuncdo da jugular, e acondicionados em 36 tubos com capacidade para 4,5 mL
contendo citrato de sodio a 3,2%. Também foram obtidas amostras de sangue com
EDTA para quantificacdo das plaquetas e leucécitos totais. Wrmaobtidas, as
amostras de sangue com citrato de sodio foram homogeneizadas e eafasifad 20 x
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g por 10 min. Apd6s centrifugacdo, foi descartado de cada tubo, 50% do plasma
sanguineo presente na superficie e o restante transferido para tubos de Ipalipropi
sem anticoagulante com capacidade para 10 mL, sendo o botdo leucaxit@si
hemécias sedimentadas descartadas. Em seguida, o plasma foimewsné&ifugado
a 240 x g por 10 min, e na sequéncia foi descartado um volume de 75% do sobrenadante
(maior parte sendo plasma pobre em plaguetas), e o PRP-PL contendo aébotéo
plaguetas, reservado. A concentracdo das plaquetas e dos leucdcitos moinddter
manualment® no PRPPL e no sangue obtido com EDTA. A quantificacédo foi
realizada em camara de Neubauer utilizando liquido de Tirk parageontdos
leucécitos e de Brecher para contagem das plagtfetas.

Doze horas apoOs inducdo das lesdes cirurgicas, 0,5 mL do PRP-PL foi
administrado em cada uma das quatro extremidades das feridas (adasyade uma
das regibes gluteas, esquerda ou direita (escolha aleatéria), nokalZzanL por ferida.
A lesdo contralateral foi utilizada como controle (NT = nao tratadaslasTas feridas
(T e NT) foram submetidas a limpeza diaria com agua Rilli

Para analise histomorfométria foram obtidos seis fragmentos, sendo o primeiro
de pele integra (T0) aproveitando parte do fragmento removido com lambistude
namero 23 durante a producdo da ferida cirdrgica. As demais amostras fordas obti
por biépsias utilizando Punch de 6 mm de didmetro com 24 horas (T1), cassion
com dois (T2) sete (T3) e 14 (T4) dias. A sexta biopsia (T5) foi obtida eompleto
fechamento da pele. Os fragmentos foram colocados em formalina tamponada por no
méximo 48 horas e na sequéncia em &lcool a 70%. Posteriormente forarsguoses
como de rotina, reaados cortes com 5 um de espessura, que foram corados pela
técnica da Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricromico de Masson (TM), confdeserito
por Bancroft et af’

As caracteristicas histolégicas relaciorsitdlamacédo, angiogénese, espessura
do novo epitélio e reepitelizacdo foram avaliadas utilizando-seress de 0 a 3,
conforme escala semiquantitativa de Lepault & adicionada pela caracteristica
espessura do novo epitélio, estudada por Monteiro & @abela 1). Trés
pesquisadores sem conhecimento se os fragmentos histologicos perterciemnaia
tratados ou nédo tratados fizeram essa avaliagdo. Adicionalmentealiaada analise
morfométrica. Para isso foram obtidas aleatoriamente 10 imagens fotagraéidaante
utilizacdo de microscépio de luz (Olympus BX50, BR Ltda Produtos e Hyeigas
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para Laboratério, Sdo Paulo, SP, Brasil), acoplado a camera fotograficap(®lym
QColor 3, Brazeiss Representacfes Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil), coreatata
computador para captacdo de imagens pelo programa QCAPTURE PRO 6.00:6.05. As
iImagens foram colocadas sob uma grade com 400 interse¢cdes confecaionada
programa Power Poifif, utilizando 48 intersecdes. Os tipos celulares e estruturas
guantificadas na morfometria foram leucdcitos totais, neutréfilos, eosindfilos,
macrofagos, vasos sanguineos, colagenos, fibroblastos, fibrécitos e miofibroblastos.
Foram avaliadas diariamente as caracteristicas macrosc(fprida C - tratada
e nao tratada) exsudacao, presenca de crosta e de tecido de gra@adsigd como
evolucao do fechamento da ferida até a aparente cicatrizacdo.ridonben realizadas
mensuracdes diarias da retracdo na borda da ferida C, que posterioronante f
escaneadas e a area transversal®)(aeterminada utilizando software QUANT v
1.0.0.28%" conforme descrito previamerfte Finalmente, antes e semanalmente apds
inducdo da lesado, foram avaliadas variaveis hematolégicas (hematdenitoglobina,
eritrocitos, leucocitos totais e plaguetas) e bioquimicas (proteirasgtieas totais e
fibrinogénio) mediante obtencdo do sangue total também por venipunc¢éo da jugular e
tubos a vacucontendo o anticoagulante EDTA.
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Tabela 1 - Classificacdo das caracteristicas histologicas inflamagégipgénese,
espessura do novo epitélio e reepitelizacdo conforme os critérios mencionados.

VARIAVEIS ESCORE CRITERIOS AVALIADOS
Inflamacéo 0 - Ausente

1 - @ foco inflamatorio < 2x a espessura epiderme intact
adjacente;

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

3 - @ + 5x a espessura da epiderme intacta.
Angiogénese 0 - Auséncia de novo capilar dentro do leito da ferida;
1 - Entre 1 e 5 novos capilares presentes;
2 - Entre 6 e 15 novos capilares presentes;
3 - + de 15 novos capilares presentes.
Espessura do 0 - Inferior;
novo epitélio* 1 - lgud,
2 - Superior ao da epiderme adjacente intacta.
0

Reepitelizagac - Auséncia de novo epitélio na margem da ferida;
1 - Novo epitélio cobrindo 1/3 do tecido de granulacao.
2 - Novo epitélio cobrindo 2/3 do tecido de granulacao.

3 - Epitelizacdo aparentemente completa.
Baseado na classificacio descrita por Lepault@taMonteiro et al™

Analise estatistica

As variaveis macroscopicas (exsudacdo, presenca de crosta, prestegdode
de granulacéo e fechamento de ferida) foram submetidas ao testadedd para duas
médias dependentes ou pareadas. As caracteristicas hiswl(rg@gdo inflamatoria,
angiogénese, espessura do novo epitélio e reepitelizacdo) foram avpdibdteste ndo
paramétrico de Friedman. A normalidade e homogeneidade das variaveigtpass
foram analisadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respeente. A
comparacdo entre feridas T e NT em cada tempo, considerandocoagfienal foi
realizada utilizando ANOVA. A mesma analise foi usada para avaliar o cesdiatro
de cada grupo, assim como para verificar a relacdo entre o tamapddicicatrizacdo

das feridas, e a quantidade mais alta ou mais baixa de leucooiteRPPL. A
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comparacdo das meédias foi realizada pelo teste de Tukey. O niggniécancia
adotado foi de 5%.

RESULTADOS

O PRP-PL foi administrado imediatamente apds processamento lalabratori
confirmacdo do nimero de plaguetas e leucécitos, cujos valores no saagjee rto
componente rico em plaguetas e pobre em leucdcitos estdo demonstradbsla?.

Os valores médios de plaquetals no sangue total foram de 116,25+7,50, 212,13+7,77,
210,88+52,49, 180,75+22,36 e 204,88+58,90s tempos T1, T2, T3, T4 e T5,
respectivamente.

Ndo houve diferenca (P>0,05) entre o tempo maximo necessario para
fechamento da ferida cirargica e a quantidade mais alta (900, 800, 450 e 350% ou ma
baixa (100, 150, 150, 50) de leucécitdsho PRPPL considerando os oito animais.
Também nao foi encontrada correlacao significativa+0,08; P > 0,05) entre o tempo
de cicatrizacdo da ferida e a concentracdo de leucécitos no PRi@vehiente de cada
equino, no dia do tratamento (Fig. 1).

Nenhum dos oito equinos apresentou variacdes extremas de temperatura retal
hiporexia, ou outras alteracfes fisicas que comprometessem a dmlefados. As
variaveis referentes as caracteristicas hematoldgicas est8erdgpdas na Tabela 3. Os
valores se mantiveram dentro dos limites de normalidade parapécieesou

discretamente elevados.
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Tabela 2 - Contagem de plaguetas e leucdcitos no sangue total e plasmenrico

plaguetas pobre em leucdcitos

Sangue Total PRP-PL
Plaquetas Leucdcitos Plaquetas Leucocitos

(plaguetasfiL) (célulasfiL) (plaquetasfiL)  (célulasfiL)

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 leucdcitos.
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Figura 1- Relac&o entre a concentracao de leucécitos no PRP-PL deqcéta o dia
de realizacdo do tratamento, e o tempo necessario para fechamerdscoEco das

feridas.
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Tabela 3 - Valores médios e desvios-padrédo das varidveis hematologicaguénticas

avaliadas durante o periodo experimental

Tempo 0 1 2 3 4 5

(ﬁ')/f;“atoc”to 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
(o) 10,07+1,15 9,77+1,10 9,83+0,82 9,55+1,43 9,73+1,01 9,68+1,00
9
Eritrécitos
, 6,39+0,94 6,08+1,02 5,77+0,68 5,89 +1,11 5,85+0,74 5,79+0,85
(célulasfiL)
Leucdcitos
7.93+1,81 7,88+1,48 8,05+2,27 7,93+1,96 7,71+1,29 6,61+1,0¢

(célulasfiL)
PPT
(i) 7.82+0,57 7,75%0,47 7,62+051 7,77+0,45 7,57+0,43 7,62+0,44
9
Fibrinogénio
i) 0,38+0,07 0,39+0.17 0,37+0,16 0,37+0,19 0,32+0,14 0,35+0.17
9

Tempos: 0 = antes; 1 = 24 horas; 2 = 48 horas; 3emihna; 4 = 3emanas e 5 = final.
PPT: proteina plasmatica total.

Avaliagdo Macroscopica

Durante a visualizagcdo do fechamento da ferida, realizada duranteeazdirioi
observado um discreto sangramento inicial e leito totalmente prdermur uma crosta
de coagulo que, ao ser removido, revelou regido hiperémica, pequenas diles@sida
exsudacao serosa. As bordas comegavam a demonstrar contornos irregublaoéa por
do sétimo dia depois de produzidas as feridas.

Os dados referentes as caracteristicas macroscopicas avdbkaxdadacap
presenca de crosta, tecido de granulacédo, assim como a evolucaatrizacén) estao
apresentados na Tabela 4. O tempo maximo de cicatrizacdo, monitomdtedaa da
area, € demonstrado na Fig. 2. Apés duas semanas havia presencadie@epecto
pardo-avermelhada revestindo todo leito das feridas, independente do tratabnento.
aspecto foi de tecido em cicatrizacdo, com a area lesionadandocum processo de
arredondamento das bordas.

Independente do grupo de feridas (T, NT), a partir do quarto dia, todo o leito fo
preenchido por tecido de granulacéo, sendo facilmente visivel macoasnepie em
média do quarto ao décimo sexto dia tanto na leséo tratada comatadla tom PRP-

PL. O tempo maximo necessario para cicatrizacado das lesbes4didias em ambos
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0S grupos, sendo os valores médios de 36,87+7,45 e de 38,75+6,47 dias nas feridas néo
tratadas e tratadas, respectivamente. Nao houve diferenca (P=0,59) entre Ayrupos
evolucdo do fechamento macroscopico da ferida pode ser observada na Fig. 3, em

fotografias esporadicamente obtidas.

Tabela 4 -Valores médios e desvios padrdo de tempo de permanéncia maximo (dias),

referentes as caracteristicas macroscépicas avaliadas nas feridas de amipssos

Tratado (dias) N&o tratado (dias)
Exsudacao 3,17+0,25 3,13+0,30
Crosta 13,75+1,39 15,63+1,15
Granulacéao 15,75+0,59 16,13+0,61
Cicatrizacao 38,75+6,47 36,87+7,45
7 i L ]
a1 .
6_“.:... - — = . Tratada
o ; ; . N&o tratada
c»\-1‘---\5':=Iloliil e Tratada
b} ne
E, fassagatcn, " N3o Tratada
\2/ : M
] s -
g 34 - [ ]
T
‘ﬁ -
1 -
0

Figura 2 — Monitoramento da reducdo da area da lesdo em feridas tratadas@omo
tratadas com PRP-PL. Nota-se comportamento semelhante entre o5 grupe foi

confirmado pela analise de regresséo linear (P>0,05).
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Figura 3 — Evolucdo do fechamento da ferida independente do grupo age®)105
(c,d), 25 (e) e 34 (f) dias de inducédo da lesdo @daan

Avaliacao Histopatolégica

Os fragmentos de pele integra (TO) demonstraram epiderme com czimaekn
em toda a sua extensdo, e na derme foliculos pilosos, glandulas sebaceas, vasos
sanguineos e raras células inflamatorias linfoplasmocitarias. Apos Z4dzonaducao
da lesdo (T1) havia infiltrado inflamatério predominantemente neutrofilicdernae
(Fig. 4a), necrose acentuada e extensa da epiderme com infiltradmaitdftio
neutrofilico (Fig. 4b), onde esta apresentou didmetro entre duas e cincoavezes
espessura da epiderme intacta, sendo classificada como escpega 2reacao
inflamatdria, tanto na ferida tratada como no controle. Nesta fases@la ndo foi
possivel emitir um escore para reepitelizacdo da epiderme garanangiogénese e
fibroplasia da derme.

Nos fragmentos obtidos com 48 horas (T2; Fig. 4c,d) havia exsudato
fibrinopurulento acentuado com predominancia de neutrofilos e eosindfilos, que

abrangiam a epiderme e derme superficial e na derme angiogérnesgado leito da
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ferida. Ambas as caracteristicas receberam escore 2, com didmetro variandoasngre
cinco vezes a espessura da epiderme intacta para o infiltrado inflamaéariice 6 e 15

novos capilares para a angiogénese. Adicionalmente, houve reducdao (P>0.05) do
ndamero de neutroéfilos em relacdo ao tempo de 24 horas em ambos 0s grupos.

Nas amostras obtidas apdés uma semana (T3) a reepitelizacguddeme
encontrava-se com focos de hiperplasia (Fig. 4e,f). Na derme o tkecgianulacéo foi
bastante expressivo, caracterizando-se por pequenos vasos revestidosulper cé
endoteliais tumefeitas, edema ou substancia fundamental anmbefasa proliferacao
fibroblastica e discreta organizacdo das fibras colagenas. Os fibroblastos desdoganiz
foram mais bem visualizados na coloracdo de Tricrémico de Massgn 5)F A
populacdo dos leucdcitos totais (P=0,8835) associados a lesdo tai, misn
predominancia aleatéria de neutrofilos (P=0,8358) e eosindfilos (P=0,8619), ndo
havendo diferenga entre os grupos. Linfocitos também foram observados em menor
quantidade.

As feridas biopsiadas com 14 dias demonstraram similaridade nos schado
histoldgicos entre os grupos. Foi observado hiperplasia acentuda da ep{Biyme
4g,h), ndo houve diferenca entre a quantidade de neutrdfilos (P=0,2088), eosindfilos
(P=0,3506), numero de vasos sanguineos (P=0,9728), colagenos (P=0,4836),
fibroblastos (P=0,8182), fibrdcitos (p=0,8853) e miofibroblastos (P=0,6234) associados
a reparacéo da ferida. Houve diferenca entre grupos para os leuadaitog?=0,0179)

e macrofagos (P=0,0596), com maior quantidade na leséo tratada, assimoooreu
uma maior angiogénese no grupo tratado (Big. 6

Os cortes histoldgicos realizados apés o fechamento da peldi(frigm ambos
0S grupos, revelaram escore 2 para reepitelizacdo, onde o novo epitélio ®lolga 2/
epiderme e 3 para fibroplasia (paralelismo entre fibroblastos) . Envisé&wgerala
configuragdo mais regular dos fibroblastos e fibrocitos e o paralelismo de fibra
colagenas foram observados em 75% dos fragmentos histolégicos das feradas,trat
swgerindo uma melhor cicatrizacdo neste grupo (Fig. 4i) do que nas feridedasont
(Fig. 4j), porém nao houve diferenca estatistica, a excecado deedatae numero de
fibrcitos que foi maior no grupo nao tratado, sete dias depois de induzida a ferida.

A coloracdo Tricrbmico de Masson (TM) (Fig. 5), utilizada para adai
informacéo sobresdibras colagenas, possibilitou a observacdo de outras caracterisicas

da ferida. Nas amostras coradas com TM foi observada no tempo de 48 horas de
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induzida a leséo, necrose acentuada da epiderme nos bordos da ferida,ga jpiesen
crosta desidratada recobrindo a leséo (Fig. 5a,b).

A partir de uma semana os fibroblastos sdo destacados no meio do azul
tricromico (Methyl blue)’ e comecam a adquirir aparéncia de miofibroblastos, célula
com caracteristicas morfolégicas intermediarias entre o fibroblas&uka muscular
lisa (possui agregado de actina e miosina no citoplasma). Os novos capilaresrcameca
ser observados como pequenos brotos. Os escores para angiogénese variaram entre 2 e 3
em ambos os grupos. Foi possivel observar menor quantidade de substancia
fundamental amorfa, com matriz extracelular constituida predominantempente
espessas fibras colagenas em fase inicial de organizacéao (Fig. 5c,d).

Com duas semanas foi possivel observar grande numero de vasos, culminando
com a maxima expressdo da angiogénese, ou seja, mais de quinze mpidaossca
presentes e melhor alinhamento de fibras colagenas (Fig. 5e,f). thieste houve
maior (P=0,0034) (Fig. 6) quantidade de vasos sanguineos na ferida tratada. Também
foi possivel destacar a transicao entre fibras colagenas organizadas e alinhadas

Na fase final (T5) observou-se organizacdo acentuada das fibrasnecdd§ig.
3g,h) que se encontravam dispostas em feixes alinhados paralelaserdteque este

alinhamento foi melhor visualizado no grupo tratado (Fig. 5

Avaliacdo Morfométrica

Das variaveis morfométricas analisadas, a contagem de leuctitdsse de
fibrocitos, apresentaram diferenca entre grupos, sendo superior, respectyament
amostra obtida duas (P=0,017) e uma (P=0,023) semana ap0s a lesdo nas feridas
tratadas (leucdcitos totais) e nao tratadas (fibrécitos) com PRREOPLresultados
referentes a analise morfométrica estdo apresentados nas Tabelas 5, 6 e 7.

Aumento consideravel de neutréfilos (P=0,0012) coincidiu com o tempo
observado para os leucdcitos totais, ou seja, na amostra obtida nasaprifiehoras,
guando comparado com o tempo zero. Da mesma forma, o aumento foi maior (P<0,05)
na ferida tratada. Os eosindfilos apresentaram um pico de expressaa mprsn4s
horas no grupo nao tratado com reducgéo a partir de uma semana depoizattaraali
lesdo, quando ja se observavam valores préximos aos basais para amhgm®s gr
(Tabela 5).
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Figura 4 — Fotomicrografia do processo de cicatrizagdo de pele de equinos. Imagem
apresentando fragmentos obtidos ap6s 24 horas de induzida a lesdo em ferid@}ratada
e nao tratada (b). Na imagem (a) nota-se inflitrado inflamatério predomina
neutrofilico na derme (setas)na (b), também € possivel observar area de necrose da
epiderme na borda superior esquerda (yetassociada a infiltrado inflamatério
polimorfonuclear, compativel com o tempo de inducéo da lesdo. As imafestada)

e d (ndo tratada) representam 48 horas apos inducao da lesdo (Tempoir2fjltcamo
inflamatoério mais acentuado na ferida tratadas (séfasy. semana depois de produzida

a lesédo (Tempo 3), nota-se a epiderme com contornos irregar@mbos os grupos

(d, e), e inicio da organizacdo do colageno (setas). Na segunda ¢&srapa 4), o
infiltrado leucocitario se encontra quase imperceptivel, mas évebssdservar
organizacdo moderada de fibroblastos e epiderme hiperplasica (g, tratawig h,
tratada) (setas). No tempo 5, condizente com o fechamento macrostapésio foi
observadauma epiderme mais fina na ferida nao tratada (i), mas a featéald (j)
apresentou um processo cicatricial, aparentemente mais organizado rio ple ndo

tratada (setas). Hematoxilina-Eosina. Aumento: 40 x (c,d); 100 x (g,h); 200 X (egb,e
)
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Figura 5 — Fotomicrografia do processo de cicatrizacdo cutdnea em equinosexota-
grupo tratado(@) e controle(b), no tempo de 48 horas (T2), area de hemorragia e
necrose na epiderme e derme superficial destacada em colorag@elhada (setas),

contrastando na derme com fibras colagenas compactas, em arranjdo paeale
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coloracdo azul escura. Nos achados de uma semana (T3) notam-sedidgasas
esparsas, com espacos vazios, alinhamento moderado de fibroblastos (petas)s

vasos em destaque em ambos os grupos (c, tratado) e (d, controle). Nas lesbes apos duas
semanas (T5), as fibras colagenas se encontram em arranjo comyiatism @oucos
espacos vazios, preenchido por coladgeno (setas), com maior numero de vasos
sanguineos na ferida tratada (cabeca de setas) (e), em comparacaofarida néo
tratada (f), com maior quantidade de angiogénese aos 14 diaslag@ds. Nas imagens

g (ferida tratada) e h (ndo tratada), obtidas quando a lesdo se emcontrav
macroscopicamente cicatrizada observa-se fibras colagenas arragiddesal menos
compactadas na ferida controle (setas). O alinhamento de fibroblaftoécéos é

mais bem evidenciado nas feridas tratadas (setas). Tricromiccasisoi Aumento:

200x.
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Figura 6 — Avaliacdo histologica da angiogénese (escores de 0 a 3gndess nao
tratadas (NT) e tratadas (T) com PRP-PL. A quantidade méxima ce capilares
(escore 1) foi mais frequente nas feridas tratadas (75%). Por outro lado, o escore 2 que
corresponde ao maximo de 15 novos capilares foi menos frequente nasglesdes
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 das. trata
Entretanto, somente aos 14 dias houve diferenca (*: P<0,05) entre grupos, onde valores

mais elevados foram observados nas feridas tratadas.

A contagem de macrdéfagos teve um aumento de mais de cincc cEU®
T3, tendo um apice no sétimo dia pds-produzida a lesdo, tanto no grupo tratado como no
controle. A partir de uma semana, o numero de macréfagos reduziu no grupo de feridas
controle, mas no grupo tratado ainda permaneceu elevado até duas géatalass),
revelando diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle aos 14 dias
(P=0,059. Ap6s duas semanas houve um discreto declinio dessas células, da forma
aproximar dos valores basais no T5, em ambos 0s grupos.

Maiores quantidades de vasos sanguineos foram observados nas amostras de
pele avaliadas com uma semana, particularmente no grupo tratado @alselado a
reducdo dos vasos maior nesse grupo (P=0,0672), quando comparado com 0 nao tratado
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no momento de fechamento da ferida. Na realidade, em ambos os fap@s
aumento consideravel, mas nao estatisticamente significativo (P=0,180&o0 de
vasos. Por outro lado, partir do sétimo dia ocorreu diminuicdo gradativa até o
fechamento da ferida, quando a contagem retornou a valores proximos ées |lim
fisiologicos encontrados no tempo zero. Com relacdo as fibras colagenas, faaddoserv
diminuicdo (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 crEDa/enais
do que o encontrado na pele sadia (T0O), o que ocorreu em T5, e em ambos 0s grupos.
A maxima elevagdo no numero de fibroblastos (Tabefaifbservada no T3,
mantendo semelhanca de valores entre os grupos. O aumento em relagapoadt
foi de 2,4 vezes para ambos 0s grupos. A partir de uma semana ati@agiavalal
houve reducdo progressiva, mas mantendo similaridade entre grupos (P=0,%623). O
fibrocitos apresentaram importante reducdo no T1 com relagdo ao TO, c@nt@um
progressivo em ambos 0s grupos até a avaliacao final (Tabela 7), revelando diferenca no
tempo T3 (uma semana), com superioridade do grupo controle (P=0,0230), conforme
mencionado previamente. Finalmente, os miofibroblastos tiveram unmensmum
progressivo, semelhante entre os grupos, de mais de dezoito vezes dd Geat@m®
tempo final, sem diferenca estatistica. A quantidade maximasleéiilas foi no T5

para ambos os grupos, com numeros superiores (P=0,389) no grupo néo tratado.
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Tabela 5- Avaliagdo morfométrica (médiatdesvios padrdo) das variaveis leucocitos
totais, neutrofilos e eosinofilos, obtida por sistema de escore para agificlo

processo de cicatrizacao de pele de equinos tratados ou nao cdai. PRP-

Tempo (dias) Tratado Né&o tratado

Leucécitos Totais

0 0,88+2,36™ 1,88+2,30"
1 33,00+20,04° 26,88+13,182
2 28,50+20,722° 22,63+8,23%
7 21,00+6,48° 20,38+9,86*
14 11,50+4,41° 6,50+1,41°°
37 3,384,27" 2,13+1,28"
Média + DP 16,71+16,62 13,40+12,74
Neutrofilos
0 0,12+0,358" 0,12+0,358"
1 25,75+20,182 18,87+14,69%
2 18,37+18,31% 10,87+7,142°
7 10,006,302 9,12+11,78"
14 2,12+3,36™"° 0,37+0,52°°
37 2,25+3,58"° 0,37+0,74"
Média + DP 9,76+14,58' 6,62+10,52'
Eosinofilos
0 0,00+0,00" 0,00+0,00*
1 0,750,717 1,50+2,00™
2 0,25+0,71°° 16,62+0,33
7 1,00+0,93* 1,12+1,48"
14 0,250,712 0,00+0,00*
37 0,00+0,00™ 0,12+0,35*
Média + DP 0,37+0,70" 3,22+1,18

Letras mailsculas e minusculas diferentes na mesma linha e,c@spactivamente,
diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.
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Tabela 6- Avaliacdo morfométrica (média *+ desvios padrao) das variaveis macrofagos,
vasos sanguineos e colagenos, obtida por sistema de escore, patac&eritio

processo de cicatrizacao de pele de equinos tratados ou nao cdeh. PRP-

Tempo (dias) Tratado N&o tratado
Macroéfagos
0 1,75+2,08* 1,75+1,98*
1 6,50+2,51"% 6,50+1,85*"
2 9,88+3,64 11,63+4,7%2
7 10,00+3,122 10,13+6,03%°
14 9,13+3,94* 6,13+1,58"°
37 2,13+2,30™"° 1,63+1,30*
Média + DP 6,56+4,51" 6,29+5,01"
Vasos sanguineos
0 7,3746,50" 7,25+6,11"°
1 16,00+11,14" 14,12+8,31°°
2 15,00+6,453° 13,62+6,782"
7 27,25+13,262 19,00+8,11°
14 10,62+6,63" 10,50+5,18°
37 7,624 21" 10,62+6,32°2"
Média + DP 13,97+10,6%' 12,51+7,50'
Colageno
0 1631,38+304,39° 1631,38+304,39°
1 498,00+237,00° 432,00+223,70°
2 1223,50+377,48° 1190,38+502,08°
7 1644,63+433,45% 1661,25+226,75
14 1850,75+552,39° 2018,38+308,99%°
37 2192,75+258,72° 2260,75+332,59
Média + DP 1506,83+647,89 1532,35+684,16

Letras mailsculas e minusculas diferentes na mesma linha e,c@spectivamente,
diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.
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Tabela 7 -Avaliacdo morfométrica (média + desvios padrdo) das variaveis lfistob,

fibrécitos e miofibroblastos, obtidas por sistema de escore, para vétifidagrocesso

de cicatrizacdo de pele de equinos tratados ou ndo conr? PRP-

Tempo (dias)

Tratado

Nao tratado

Média + DP
0

1

2

7

14

37
Média = DP

36,12+12,33°
38,25+16,54°
51,37+25,09"°
87,87+17,292
76,37+21,6%%°
52,75+12,19"°

Fibroblastos

36,12+12,33°
37,62+17,74°
46,25+25,71°
89,50+14,532
74,62+12,1%%°
53,37+11,13"°

57,12+25,73 56,24+25,14
Fibrécitos
22,62+6,82" 20,87+6,49*°
12,37+5,32¢ 12,12+4,49¢
17,75+6,96" 14,12+8,36°
27,87+7,94"° 38,50+9,44'%"
34,25+16,79" 35,12+9,23"
51,25+6,71* 48,42+5,50"
27,68+15,47 28,19+15,28
Miofibroblastos
4,87+2 53¢ 5,37+3,89'°
11,75+5,82° 12,50+4,00*
17,12+45,08° 16,62+9,29*°
40,0048,37" 43,20+19,48"

68,75+16,232
80,37+17,39%
37,14+30,81

74,12+17,932
86,37+13,38°
39,69+33,7%

Letras mailsculas e minusculas diferentes na mesma linha e,c@spectivamente,
diferem (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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DISCUSSAO

Conforme mencionado previamente, o tempo maximo para fechamento
macroscopico das lesdes foi de 47 dias, sendo os valores médios mendegislams
ndo tratadas com PRP-PL. Esse periodo de tempo médio de cicatreasserselha
ao mencionado para feridas ndo contaminadas, localizadas na oe@idcat que foi de
aproximadamente quatro semarfalsem como em lesdes realizadas da mesma forma e
na mesma regido que a descrita no presente est@menor tempo de fechamento da
ferida ndo tratada com PRP também foram relatddesy lesdes produzidas na
superficie dorsolateral do metacarpo. Por outro lado, uma cicatrizacdo mgicasco
mais répida pode ndo refletr em um tecido de melhor qualfda@emesmo foi
observado no presente estudo, onde as feridas tratadas com PRP-PL apresemtara
tecido cicatricial de melhor qualidade no ultimo tempo de adigarincipalmente em
relacdo ao alinhamento de fibras colagenas e fibroblastos, concluidavali@gio dos
trés avaliadores.

Os achados macroscopicos observados durante o exame diario corroboram com
Ferreira et af®, que observaram formacao de crosta escura a partir do coagulo no local,
seguida por formacédo de tecido de granulacdo, contracéo e reepitelizggimndd de
observacéo de secregéo serosa nas feridas foi bastante curto, sendodmtrédatias
apos inducdo das lesbes. As feridas permaneceram com aparéncia adesnelha
brilhantes, principalmente apos a limpeza diaria, mas com pouquissima secrecao.

A crosta de aspecto pardo-avermelhado, observada no leito daderidaas
semanas de induzida a lesédo cirargica, € condizente com a fasergtizh da
cicatrizacdo, conforme observdi@m feridas cutaneas na regido dorsal de coelhos,
produzidas mediante queimadura com bisturi elétrico. Duas semanas apgaoem
cirdrgica da pele dos coelhos, os autores observégedas ressecadas, revelando a
presenca de crostas finas e de coloracdo amareladas, um pouco mas eugass
dificeis de serem removidas. Crostas finas semelhantes foram obsd¢aratés no
leito das feridas do presente estudo até proximo 8idid4pds inducio das lesbes tanto
no grupo tratado como néo tratado. O ressecamento da crosta observada r@esuperfi
apés duas semanas de inducéo da leséo foi previamente menéfobadacordo com
0s autores, que avaliaram o efeito da fenilbutazona na cicatriza¢éodds cutaneas
em 10 equinos que foram biopsiados com punch de 2 milimetro no hendiit@i&x e

esquerdo e na regido lombar direita e esquerda. Na pesquisa desses @asass,
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espessas e de coloracdo vermelho escuras ainda estavam faciemesviveis até £2
dia depois de produzidas as lesdes.

A quantidade de leucocitos encontrada no PRP-PL foi de 50 a 900 células/pL
Apesar deste tema ja ter sido discutido previanferéenteressante ressaltar esttido
gue compararam o estimulo a liberacdo de citocininas (marcador deaigdia) em
tecidos tratados com sangue total, PRP-RL e plasma pobre em pla@ias A
exposicdo ao PRP com leucdcitos, segundo os autores, foi associada com uma
diminuicdo na liberagdo de citocinas pro-inflamatorias. Recentemdotam
investigado¥' produtos resultantes de cultura por 96 horas de fragmentos do tend&o do
musculo flexor digital superficial no PRP-PL gerado a partir de sangueovdaasito
equinos. Os autores concluiram que a menor quantidade de leucdécitos podeRier
mais importante do que uma elevada quantidade de plaquetas, paraomge o
diminuicdo da expressdo de moléculas pro-inflamatorias e aumento dasérpde
moléculas da matriz extracelular. Portanto, a utilizacdo do PRiaRlesente estudo,
cujas feridas ndo estavam contaminadas, foi uma decisdo adequada.

Esta bastante documentado na literatura cientifica a atividadeiotpxica
exercida pelas plaquet&s:>>°>>%Portanto, espeva-se exatamente o que ocorreu neste
estudo, ou seja, que a ferida com maior quantidade de plaguetas apesewrias
fluxo de leucdcitos. Situacdo compativel também com o aumento aénsidele
neutréfilos nas primeiras 24 horas de realizacdo das lesdes em amb@b)Rs
grupos com maior quantidade nas feridas tratadas. Conforme previamentenasmci
essa observacdo permaneceu até o fechamento macroscopico da éedardd com
Schultz et al’ os neutréfilos sdo as primeiras células inflamatérias a responderem aos
mediadores soluveis liberados pelas plaquetas e a cascata dlagageEsse aumento
de células foi seguido por uma discreta reducao até uma semana, sofrendaesgart
periodo, mais brusca diminuicdo até o fechamento macroscopico da felidaa.

Essa margem de aumento que permaneceu no grupo tratado, sem, no entaato, revel
diferenca estatistica, pode estar relacionado ao efeito quimotdés plaquetas,
determinante no acréscimo dos neutrofilos no grupo tratado. Entretanto, é importante
gue a quantidade ndo permaneca elevada por muito tempo, pois podecqreyudi
fechamento da ferida que, coincidentemente, foi mais lenta nassldésatadas.
Adicionalmente, em condices fisioldgicas, isso também ocorre, tendoesodéncia

os valores altos no grupo controle (Tabela 5).
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Os macrofagos liberam véarias substancias biologicamente ativagjeradas
fundamentais no recrutamento de mais células inflamatérias para o ldes&dd™
Schwartz et ail’ estudaram a cicatrizacdo de feridas em seis equinos induzidas nas
regibes metacarpicas e peitoral. De acordo com os autores, 0s neudpdilalicam
inflamacé&o aguda, foram encontrados em todas as amostras de pele amad&Eis
de produzida a lesédo. Por outro lado, nas amostras avaliadas com duass sesnan
macrofagos estavam presentes, indicando inflamacéo crénica. Essas célulasifovam o t
celular predominante nas amostras de tecido avaliadas a partir deethasas até a
cicatrizacdo macroscopica da ferida no estudo desses autores. No pessebe
valores maximos de macrofagos foram encontrados sete dias depois dfaiadagao
(P>0.05), tanto no grupo tratado como nao tratado. Esse momento coincidiu com o
méaximo de desarranjo tecidual na ferida. A presenca de macréfagas antlansicao
da fase inflamatoria para a fase proliferativa durante o processo diza¢éat cutanea
e essas células exercem sua maxima atividade, que é déafagoarea da ferida,
ingerindo bactérias, tecido desvitalizados e neutrétilBsssuem a capacidade de
secretar e sintetizar fatores de crescimento que, como consequéngialassta
migracdo de fibroblastos nas feridd&’ A sua presenca indica a transicdo da fase
inflamatodria para a fase proliferativa durante o processo de cicétrizagéneﬁ.
Portanto, a resposta parece variar conforme o local da lesdo cutdnea em equinos.

A pele da regigo glitea dos equinos apresenta infiltrado inflamatério focal na
superficie da ferida, com predominio de pleomorfismo, e moderada quantdad
eosinodfilos, acompanhado de reacbes vasculares, 10 dias apés indugddoda les
cirdrgica conforme observado no presente estW@valiagdo por imunoistoquimica
do fator VIII em tenddes de equinos tratados com PRP-PL e observagafdtrde o
eosinofilico nos tenddes tratados com PRRe deve, possivelmente, ao efeito
guimiotatico da histamina liberada pelas plaquetas, esta em catddemdom Chandra
et al.*® ao estudam pele de coelho tratada com gel de plaguetas.

Embora a analise morfométrica ndo tenha demonstrado diferenca (P>0,05) para
contagem de vasos sanguineos (Tabela 6), houve maior angiogénese (P=fe i na
tratada com PRP-PL, duas semanas apos inducdo da lesdo (Fig. dsulfedos
histolégicos foram obtidos utilizando a classificacdo de Lepaultl. € raediante
avaliacdo de certa forma subjetiva, baseado em escore histolfgyi® a 3. Esses
resultados demonstram o risco em se comparar diferentes técnicas gl uava
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caracteristica histologica. Algumas podem ser consideradas fishadignas, sendo
assim, a escolha primaria durante a realizacdo de um estudo adm#qgtadronizado.
Independentemente, a reducdo observada posteriormente, com valores préximos ao do
grupo controle é um fator positivo, pois a persisténcia da angiogénese specioa
indesejavel, j& que pode alterar as propriedades mecéanicas da macelaar
mediante atividade proteolitica, retardando assim todo mecanisolddiso envolvido

na regeneracéo tecidudl. Portanto, é preciso que fatores anti-angiogénicos tais como
angiostatina, endostatina, trombospondina e fator derivado do epitélio pighentar
estejam em quantidade suficiente para permitir a regulacéo e controlecigaese.

A angiogénese pode ser estimulada por fatores que atuam no mienznalai
ferida, incluindo baixa tensdo de oxigénio, baixo pH e elevadas quandieldatetatc'

Uma das principais proteinas modeladoras da angiogénese é a trombosfdndina.

outro lado, a angiogenina atua mediante ativacdo de vasos endaeti@islas da
musculatura lisa, acarretando processos biologicos, tais como acanigralular,

invasdo, proliferacéo e formacéo de estruturas tubufardicionalmente, os fatores

de crescimento TGB; VEGF, bFGF, ¢ o do tecido conjuntivo (CTGF) sdo potentes
sinalizadores angiogénicos para células endotéifdi§.O aumento no nimero de

vasos observado no grupo tratado ndo pode estar associado a processos isquémicos, pois
as feridas foram cicatrizadas por segunda intencdo, sendo diariameliddaava

limpas, apresentando macroscopicamente excelente aspecto clinico.

Os retalhos corados com HE, obtidos na pele integra (TO) apresentaram
caracteristicas de uma pele sadia, conforme previamente taldscAi discreta
organizacdo das fibras coldgenas foi mencionada por esses autores,coeseides
abundante presenca de colagenos (tipo | e 1ll) ao realizar a coloragé@sirRis Red, ja
na primeira semana do processo de cicatrizacdo em amostras dequplends sadios.

A elevacgdo no nimero dessas células ocorre de forma progressivé s¢énada, que é
guando os pesquisadores concluiram o estudo.

O periodo de inicio do preenchimento do leito das feridas por tecido de
granulacao que foi independente do grupo, foi observado jA com apenas quatro dias de
induzida a lesdo, sendo semelhante ao mencichape, foi de cinco dias apds inducéo
de feridas com 1 cmna pele correspondente a superficie lateral do terceiro

metacarpiano. A partir de uma semana o tecido de granulacdo apanmecgramde
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ndamero de vasos,&cicatrizacdo de feridas cutaneas por segunda intencdo ocorre mais
rapidamente em poneis do que em equiffos.

O aumento diferencial dos leucécitos e da angiogénese aos 14 dias de realizada a
lesdo no grupo tratado é um resultado relevante, pois os leucécitoglastia acédo de
fatores de crescimento. Adicionalmente, houve marcada diminuicdo mpo temal
(T5), o que € um achado muito importante. Sabe-se que permanéncia do processo
inflamatério estimula a formacao de tecido de granulacdo exubétahte.

Durante a fase de migracdo e proliferacdo existe grande quantidade de
fibroblastos, mas os mesmos podem ser encontrados em elevada proporc¢éo durante todo
o processo cicatricia’ No presente estudo essas células tiveram um pico de expressido
na semana de induzida a lesdo em ambos os grupos, com subsequentandecrésc
Fibras colagenas, fibroblastos e miofibroblastos foeentaracteristicas histologicas
mais numerosas durante todos os tempos da andlise microscépica @ abeln
Entretanto, isso ocorreu em ambos 0s grupos. Na realidade, uma vez ocorrido um
ferimento, os fibroblastos séo atraidos para o local do processo inflamaticiara a
producéo de componentes da matriz extraceltil@ossivelmente, a esse fato se deve a
consideravel quantidade destas células na analise morfométrica realizadallnos det
pele obtidos 48 horas de produzidas as feridas.

Para que haja a contracdo da ferida € fundamental a diferenciacéo de fibroblastos
em miofibroblastos no tecido de granulacdo neoformado. Quando os fibroblastos
adquirem aspecto bioquimico e morfologico semelhante a fibras musdidasesao
denominados de miofibroblasttsEssas células podem também podem originar dos
fibrocitos, por acdo de TGF-< outras quimiocinas.”® O seu efeito na contragéo da
ferida, ocorre por movimento centripeto da margem da fés&®’decorrente da forca
de tensdo gerada.Embora a importancia dos miofibroblastos, no presente estudo o
aumento (16 vezes) progressivo ocorreu ambos 0S grupos.

Existe uma relagdo mutua entre as fibras colagenas e os fitwebl&stas
dltimas células se ligam a fibronectina e estimulam a prodde&mlageno durante a
fase de proliferagdo do processo de cicatrizacdo das fEHdE4>* Maiores
guantidades de coldgenos foram observadas nos dois ultimos tempos dées/atia
seja, com 14 dias e quando a ferida estava macroscopicamenteadeatiiabela 6),
independentemente do grupo. Souza & ambém n&do observaram diferenca entre
feridas tratadas e controle no que se refere a expressédo dos cotgmehas|il por
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gRT-PCR, embora tenham observado que existe estabilizacdo mais pdesoce
colagenos nas lesfes que receberam uma Unica aplicacdo de PRP.

Quando a ferida estava macroscopicamente fechada foi observado pavalelism
dos fibroblastos e uma reepitelizacdo praticamente completa, mmae/o epitélio
cobria quase toda a epiderme intacta adjacente. Esse achado foi obsergatmosras
grupos. Segundo Balbino et &9 processo de remodelacdo de uma cicatriz ocorre com
sucessivas etapas, que vai desde a producdo, processamento, at@@rniastdipras
colagenas.lnicialmente o colageno é depositado de forma aleatéria, seguindo a
organizacdo da fibronectina como forma de orientagcdo. Esse processo depende da
natureza e direcao das tensdes a que os tecidos sdo submetidos.

Apenas os fibrécitos mostraram diferenca (P=0.0014) entre grupos favorecendo
as feridas nédo tratadas, mas somente na avaliacdo realizadg@mma apos inducao
da lesdo. A menor quantidade de fibrocitos apés uma semana de induzsda ad
grupo de feridas tratadas sugere que os fibroblastos permaneceram penpaiagos
sete dias de efetuado o tratamento com PRP-PL. Como mencionado pnéviassas
células podem gerar os miofibroblastos, mas posssuem como uma das principais
funcbes o estimulo a formacéo de colagenos. Na realidade, segundooPeigak®
também participam na formacao da atividade antigénica. Nagi@kes 14 dias essas
células ja estavam bastante aumentadas, conforme no grupo controle (P>0,05).

A analise histomorfométrica revelou que algumas células, tais como macrofagos,
eosindfilos e fibroblastos, assim como vasos sanguineos apresentardidadean
méxima no sétimo dia apds a producdo da ferida cirtrgica, com discrdtuadpata
niveis basais aos 37 dias. Enquaatguantidade de fibras colagenas, fibrécitos e
miofibroblastos aumentaram linearmente a partir de T3 (7dias) ai@7T8ias). A
forma de evolucdo dessas caracteristicas ao longo do tempo, determorada
histomorfometria sdo compativeis com um processo de cicatrizagéo fisiologico.

Na atualidade a utilizacdo e as perspectivas de uso terapéutti®Rdou suas
variaveis sdo desafiadoras. Recentemente Hessel’etliallgaram dados de uma
pesquisa onde foram comparadas a concentracdo de plaguetas e dos leassiitos
como do TGH1 e PDGF-BB em concentrados autdlogos de plaquetas obtidos pelo
método manual e por quatro diferentes sistemas (Angel, ACP, E-PGFPSelll)
utilizados como métodos semi-automaticos. Os resultados foram baksanépantes,
sendo mais desfavoraveis para os métodos manuais. De acordo com 0s ss#gres e
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diferencas entre procedimentos de obtencdo do PRP podem influencianedbobat

dos componentes ricos em plaquetas e, consequentemente, influenciar deale)ukdi
regeneracao tecidual. Os autores também comentam na maiorlidasighide infeccéo

no método manual, que foi o utilizado no presente estudo. Entretanto, nenhune dos set
animais da pesquisa apresentou reacdo inflamatéria fora do esperado apds a
administracdo do PRP-PL. Comenta-se que seja possivel que uma merndadeale
leucdcitos possa ser mais importante para o efeito do components ndageietas, do

gue a prépria quantidade das mesmas. Também €é conhecido que o excessotde plaque
no PRP pode apresentar resposta inferior do que quando esse possui apenas 2,5 vezes a
guantidade de plaguetas presentes no sangue total. Finalmente, € impedtatar

gue os métodos quantitativos e semi-quantitativo sdo de custo lenasice e na
maioria das vezes se busca é um produto de facil obtencéo e baixo custo.

Os resultados obtidos no presente estudo foram decorrentes de uma pesquisa
controlada e randomizada, e contribui para a permanéncia da incemezalacdo a
eficacia do PRMRL. Esse aspecto duvidoso sobre o efeito positeveicatrizacdo de
tecidos foi mencionado no ano de 2013 e 2015 por Baksh®®eaBrossi et al’,
respectivamente. Talvez resultados diferentes possam ser encordsanlogutras
avaliagbes histomorfométricas houvessem sido realizadas apés zagaadri
macroscoépica da feruda, pois de acordo com Bosch®®takfeito do PRP é a longo
prazo. Adicionalmente, Yamauchi & Mechatlicafirmaram que a pele continua
remodelando apds aparente fechamento da lesdo. Nesse contexto, na opinido dos autores
de este estudo, futuras pesquisas devem ser delineadas com um maitr gerio
avaliagdo do processo de cicatrizacdo cutanea, independentememtectio cisatricial

apresentado pela leséo.

CONCLUSAO
O plasma rico em plaguetaspobre em leucécitos, aplicado 12 horas apés

inducdo de ferida cutanea, ndo acelera o processo de cicatripagiuigos, porém
avaliacao histologica sugere que o tecido cicatricial tratado pcgsanientemente,
melhor qualidade microscopica durante a fase final do processo de ciéatchiaa
Adicionalmente, vascularizagcdo € mais intensa apos duas semaadsiidestrada a
terapia, porém ocorre reducéo posteriormente. Por outro lado, célula inflamammada

0 neutrofilo aumenta no local da ferida com 48 horas, de forma a irtensififase
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inflamatoria do processo de cicatrizacao cutanea, sem porém interferir no tempo final de

cicatrizacdo da leséo.

Agradecimentos: Os autores agradecem a FAPEMIG/@&CAPQ-0061-11), a CAPES
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8. CONCLUSAO GERAL

Mediante todas as observacdes anotadas e testadas neste estusic@oclair
gue a administracdo local de plasmar rico em plaguetas e pobreueétifos no
volume administrado neste estudo, sem utilizacdo de agentedoatis farmacoldgicos,

injetado 12 horas apoés inducéo cirargica de ferida cutanea na regiao glutea de equinos:

1- Nao altera o tempo dechamento macroscoépico da ferida.

2- Ocasiona importante aumento da expressao génica dos colagenos tipos | e lll.

3- N&o aumenta a concentragdo local de P&F-PDGF-BB, durante diferentes
fases do processo de cicatrizacao.

4- N&o altera a concentracao no plasma sanguineo dos fatores de ctestiaten
B1 e PDGF-BB, 1, 2, 7, 14 e 37 dias ap0s administracéo.

5- Resulta, durante as fases de migracao e proliferagao, assim comordrdeao
e remodelacdo, em maiores quantidades dos fatores de crescimenfd ¢ GF
PDGFBB, quando comparadas com as fases de hemostasia e inflamatoria.

6- Aumenta a infiltracdo de neutréfilos na fase inflamatoria.

7- Acarreta elevacdo da angiogénese duas semanas apoOs tratamento, sem
interferéncia microscoépica na fase final do processo cicatricial.

8- Promove, percentualmente, cicatrizacdo de melhor qualidade, no momento em

gue as feridas se encontram macroscopicamente fechadas.
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