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BERMEJO, V.J. Estudo Comparativo da Utilizacdo do PRP (Plasma Rico em Plaquetas)
Autdlogo na Cicatrizacdo de Feridas Metacarpianas em Equinos. Aspectos
Macroscoépicos, Morfométricos, Histopatoldgicos e Imunoistoquimicos. Botucatu,
2014, 122 p., Dissertacdo de Mestrado, UNESP, Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia.

RESUMO

A cicatrizacdo da pele é o objetivo de estudos e pesquisas, devido ao seu
interesse clinico, cientifico e econémico, principalmente devido a grande freqliéncia de
feridas causadas por lesées em cavalos. A cura da ferida é um fenémeno fisiolégico
qgue se inicia a partir da perda da integridade da pele, gerando uma solu¢do de
continuidade que atinge as camadas subjacentes em diversos graus e depende de uma
série de reagdes quimicas (BERTONE,1989). Varios fatores influenciam a cicatrizacdo
apos lesdo traumatica ou cirldrgica. Feridas abaixo do jarrete ou joelho nos eqtiinos sao
um problema, mesmo em animais sadios. Contudo esta dificuldade ndo ocorre na
parte superior do corpo, isto pode ser explicado ao baixo suprimento sanguineo, baixa
oxigenacdo, temperaturas mais baixas e um desequilibrio de fatores de crescimento
(DYSON, 1997). E essencial na reparacdo tecidual uma fonte rica em fatores de
crescimento. As plaquetas atuam na hemostase, cicatrizacdo de feridas, reepitelizacao,
liberadora de diversos fatores de crescimento que estimulam a angiogénese,

promotores de crescimento e proliferacdo de fibroblastos que por sua vez proporciona
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um aumento na sintese de colageno, sendo o PRP uma fonte natural e segura, pois é

plasma do préprio animal (DYSON, 1997). Esse trabalho tem como objetivo a avaliagdo

de eqliinos induzidos com uma solucdo de continuidade, ferida, na face dorsal da
regido metacarpiana dos membros toracicos, onde foram utilizados 6 animais da
espécie equina, SRD, tendo como tratamento o uso de plasma rico em plaqueta (PRP)
centrifugado e solucdo fisioldgica. Os animais serao avaliados por parametros clinicos,

morfomeétricos, avaliacGes histopatoldgicas e imunoistoquimicas durante 30 dias.

Palavras-chave: Equino; Ferida; Plasma Rico em Plaquetas; terapia.
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BERMEJO, V.J. Comparative Study of the Use of PRP (Platelet Rich Plasma) Autologous
in Wound Healing in Equine Metacarpal.
Aspects Macroscopic Morphometric Histopathological and Immunohistochemical.
Botucatu, 2014, 122p., Master Dissertation, UNESP, Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia.

ABSTRACT

The healing of the skin is the purpose of study and research, due to its clinical,
scientific and economic interest, mainly due to the high frequency of wounds caused
by injuries in horses. The wound healing is a physiological phenomenon which starts
from the loss of skin integrity, generating a continuous flow that reaches the
underlying layers to different degrees and depends on a series of chemical reactions
(Bertone, 1989). Several factors influence healing after traumatic or surgical injury.
Wounds below the knee or hock in horses are a problem, even in healthy animals.
However, this difficulty does not occur in the upper part of the body, this can be
explained by low blood supply low oxygenation, lower temperatures and an imbalance
of growth (DYSON, 1997) factors. It is essential in tissue repair a rich source of growth
factors. Platelets act in hemostasis, wound healing, re-epithelialization, releasing
several growth factors that stimulate angiogenesis, growth promoters and
proliferation of fibroblasts which in turn provides an increase in collagen synthesis, the
PRP being a natural source and secure because it is the animal's own plasma (DYSON,
1997). This study aims to evaluate horses induced with a solution of continuity, wound
on the dorsal surface of the metacarpal region of the forelimb, where 6 animals of the
equine species, SRD were used, with treatment as the use of platelet rich plasma (PRP)
saline and centrifuged. The animals will be evaluated by clinical, morphometric,

histopathological and immunohistochemical reviews for 30 days.

Keywords: Equine; Wound, Platelet Rich Plasm; therapy
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INTRODUCAO

1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA DO PROJETO

Feridas resultantes de traumatismos sdo causas comuns de substanciais perdas
econdmicas em medicina veterindria eqliina (SCOTT, 2011). A capacidade regenerativa
é um fendbmeno nos organismos vivos. O reparo tecidual ocorre de duas formas, pela
regeneracdo com a recomposicao da atividade funcional do tecido ou pela cicatrizagao
com o restabelecimento da hemostasia do tecido com perda da sua atividade funcional

pela formacdo de cicatriz (BALBINO, 2005).

Danos tissulares de qualquer natureza (fisica, quimica ou bioldgica)
desencadeiam de imediato uma série de eventos que de forma simples se traduzem
como inflamacgdo. Estes sinais resultam da ativacdo de células nervosas, estromais,
vasculares e circulatdrias por estimulos fisicos ou por sinalizacdo quimica feita por
compostos celulares rompidos, fragmentos teciduais inertes (coldgeno, fibronectinas,
elastinas) e proteinas séricas que extravasam pelos vasos e por acdo de mediadores
inflamatérios pré formados (liberados por plaquetas, mastdcitos) e neossintetizados
(eicosandides e PAF) (CONTRAN, 2001 apud BALBINO, 2005; KUMAR et al., 2005;

CAVALCANTE et al., 2012).

Um segundo evento inflamatério é ativado, levando a liberagdo de mediadores
de natureza peptidica (citocinas, fatores de crescimento e neuropeptidios), proteinas
de adesdo de neovasos permanecendo sobre a membrana endotelial e, além disso, a

alteracdo fisico-quimica como baixa saturacdo de oxigénio, mudanca de pH e radicais



20

livres também sinalizam e ativam a reparacao tissular (BALBINO, 2005; PAGANELA et

al., 2009; LIMA et Al., 2012).

E essencial na reparacdo tecidual uma fonte rica em fatores de crescimento, e
as plaguetas atuam na hemostasia, cicatrizacdao de feridas, reepitelizacao, liberagao de
diversos fatores de crescimento estimulando a angiogénese e proliferacdo de
fibroblastos que, por sua vez, proporciona um aumento na sintese de coldgeno,
sendo o PRP uma fonte natural e segura, pois é plasma do préprio animal (DYSON,

1997).

Apesar de existir vdrias formas de tratamento ja testadas para acelerar o
processo cicatricial em feridas, a utilizacdo da técnica de obtencdo de plasma rico em

plagueta autélogo derivando uma purificacao.

Esse processo culmina em uma resposta natural e rapida de acelerar a
diferenciacao epitelial, crescimento e epitelizacdo do tecido em questdo e aumentar os
mediadores e fatores de crescimento no local lesado, proporcionando o objetivo deste

trabalho e gerando um potencial sinérgico no tratamento de feridas em equinos.

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a utilizacdo de plasma rico em
plaguetas no tratamento de feridas metacarpianas de equinos através de

acompanhamento macroscdpico, morfométrico, histolégico e imunoistoquimico.



21

REVISAO DE LITERATURA



22

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 FERIDA

Histologicamente, a pele é dividida em duas camadas distintas, a epiderme e a
derme, firmemente unidas entre si. A epiderme é a camada mais externa, composta
por quatro camadas celulares: os queratinécitos, os melandcitos, as células de
Langerhans e as células neuroenddcrinas de Merkel. A derme é a camada mais
profunda e é formada por tecido conjuntivo frouxo (camada Papilar) e tecido
conjuntivo denso (camada reticular). A medida que camadas mais superficiais da
epiderme sdo eliminadas, as camadas mais profundas sdo restauradas por divisdo

celular (BLANES, 2004; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008; ALMEIDA, 2011).

A derme é uma espessa camada de tecido conjuntivo que se estende da
epiderme até o tecido subcutaneo. Na derme situam-se os anexos da pele, muitos
vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos. Pode ser dividida em camada papilar, mais
externa, e camada reticular, mais interna. A derme contém muitos tipos diferentes de
células, incluindo fibroblastos e fibrécitos, macréfagos e leucdcitos sanguineos,
particularmente neutréfilos, eosindfilos, linfocitos e mondcitos. Essa camada fornece
uma base firme para a epiderme e para os anexos cutaneos. As fibras colagenas
proporcionam grande forca de tensdo e as fibras eldsticas dao flexibilidade a pele. Os
plexos vasculares fornecem sangue para a epiderme, sem penetra-la. O controle é
realizado pelo hipotalamo e pelas fibras nervosas simpaticas sobre o fluxo sanguineo
na derme, propiciando um mecanismo de termorregulacdo (BLANES, 2004;

JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008; ALMEIDA, 2011).
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Macrofagos, fibroblastos e neovasos, sdo suportados por uma matriz frouxa
formada de fibronectina, acido hialurénico e coldgeno, caracterizada por ser
edematosa e com presenca de muitos espacos vazios e vasos que sangram com
facilidade, apresentando-se as vezes com aspecto granuloso, conhecido como
granulacdo (GUIDUGLI-NETO, 1992; DUDLEY,1988). A ativacdo de fibroblastos é
intensificada apds presenca de macrofagos da fase inflamatéria, formando uma matriz
provisoria e quimioatraente, dando inicio a producdo local de coldgeno, essa matriz se
torna tecido conjuntivo elastico, durante a fase fibroblastica decorrente da baixa

oxigenacdo dar-se inicio a neovascularizacdo (KNIGHTON et al, 1981).

O evento inicial pode vir decorrente de uma ruptura nas juncdes celulares ou
nas células epiteliais, vasos sanguineos e extravasamento dos seus constituintes,
sendo a primeira resposta ao estimulo a vasoconstricio, que desencadeia outros
eventos como a deposi¢ao de plaquetas que provisoriamente promove a hemostasia,
o trombo que é formado pela ativacdo das plaquetas forma um substrato para os
constituintes da reparacao (LEFKOVITS et al, 1995). As plaquetas sdo atraidas através
das proteinas de membrana e ativadas por fatores como coldgeno exposto da lesdo,
trombina gerada do processo coagulativo, sendo fortes agonistas para ativacao
plaquetdria (DAVIES, 1990; LEFKOVITS et al, 1995; AMBROSE, 1996; AMOS, 1996). O
Fator ativador plaquetario, também é ativador e indutor plaquetdrio, e
concomitantemente o acido aracddnico que libera seus leucotrienos e tromboxanos,
este que quando oxidado pelas enzimas é um potente vasoconstritor (COLLER, 1982).
O fluxo sanguineo sobre as células circulatdrias diminui, devido a vasodilatacdo local

causada pela formacao de bradicinina, os neutréfilos sdo as primeiras células a chegar,
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predominando no local e eliminando possiveis microrganismos e debris celulares
através da fagocitose, tendo ainda uma segunda barreira quimiotdtica abaixo da
superficie da lesdo, sendo expressiva e seletiva a producdo de interleucinas,
principalmente a IL-8 (FINN, 2008). Os macrdéfagos juntamente com os neutréfilos
auxiliam na fagocitose e apresentam o complexo de histocompatibilidade (MHC)
criando um elo entre o sistema imune inato e adaptativo e também auxiliam
produzindo e exportando mediadores peptidicos e lipidicos ( NEWMAN et al, 1992; DI
PIETRO,1995; RICHES, 1996).

A fase proliferativa de reparo envolve angiogénese, fibroplasia e epitelizacao
(CHVAPIL, 1979). O processo torna-se responsivo a lesdo através de sua proépria
anatomia, proporcionando estimulo celular migratério e proliferativo a partir das
margens lesadas, as células vizinhas adquirem propriedades mitéticas, proliferando em
direcdo ao centro da lesdao e mesmo que haja presenca de granulagao, as margens se
movimentam uma em direcdo a outra, em um efeito quimioatrativo (MONTESANI E

ORCl, 1988; PEACOCK, 1984).

A matriz extracelular da pele é composta por plaguetas e plasma, sustentacdo
para fibroblastos e macréfagos migratorios e também para formacdo de neovasos, que
passam a produzir e auxiliar as células locais, como a fibronectina e acido hialurénico,
auxiliando na fixacao e resisténcia tecidual e proporcionando um microambiente para

a movimentacdo celular (BALBINO, 2005).

Com a maturacdo das células, o acido hialurénico diminui e aumenta a sintese
de proteoglicanos, essa diferenciacdo da matriz extracelular torna imdveis as células,

favorecendo a maturidade das mesmas, os neovasos se diferenciam em células de
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revestimento, assumindo funcionalidade de capilares e as células migratérias
caracterizam ativamente pela sintese proteica, secretando colageno até se tornar o
componente principal na cicatrizacdo, nessa fase é necessario grande quantidade de
oxigénio para hidroxilacdo de residuos, migracdo e proliferacdo celular, que é
proporcionado pela rede de capilares neoformados, dando inicio a forca de contracao

devido a diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos (GABBIANI et al., 1970).

Na fase de epitelizagdo o granulagdo adquire aspecto fibrético, caracteristicos
de cicatrizacdo, devido a maior deposicdao de colageno, surgem os neutréfilos para
eliminarem os microrganismos existentes, dando espaco aos linfocitos que nessa fase
sdo mais abundantes, sendo efetores imunes e produtores de fatores de crescimento
(CLARK e HENSON, 1988; TODD et al., 1991; BLOTNIK et al., 1994; ENGELHARD et al.,

1998).

O processo de remodelamento da pele envolve producdo, digestdo e
orientacdo das fibras coldgenas, através de sucessivas digestdes pela colagenase,
reorganizacdao das fibras de tecido conjuntivo adjacente, colageno e ligacdes
transversais covalentes resultando numa configuracdo mais regular da cicatriz (CLARK,
1985). Anexos da pele, como foliculos pilosos, glandulas e colora¢do sofrem limitacdes,
devido a hipovascularizacdo e deficiéncia na producdo de melandcitos (JOHNSTON,

1990).

A epitelizacdo tem como finalidade, reestruturar os estratos de queratindcitos:
basal, espinoso ou espinhoso, granuloso, lucido em peles espessas e cérneo e as

funcGes da epiderme que se perderam com a ocorréncia da lesdo: protecdo mecanica,
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regulacdo térmica do local, defesa contra afec¢des secundarias e barreira hidrica

(KIERSZENBAUM, 2004).

O processo de fechamento da ferida ocorre por contracdo ativa de
miofibroblastos (derivados da transformacdo dos fibroblastos) com fibras de actino-
miosina, que se conectam com outras células. Na contragdo, as fibras de colageno se
sobrep@em, iniciando a epitelizagdo. A contracao conduz o tecido epitelial para o
centro da ferida, levando a reducdo tempordria da espessura com o aumento da
tensdo da pele adjacente. A contragdo cessa quando um lado da ferida encosta o lado
oposto ou quando a tensdo da pele ao redor equipara a tensdo da atividade
proveniente dos fibroblastos e miofibroblastos (RAISER, 1995; ANDERSON, 1996;

FONSECA, 2011).

Ao final, a lesdo é toda preenchida pela granulacdo e a circulacdo
reestabelecida pela neovascularizacdo, finalizando o mecanismo de reepitelizacdo

(GUIDUGLI-NETO, 1992; JORIS, 1997).

2.2 REPARACAO

A reparacdo de feridas pode ser avaliada através da divisdo de fases cicatriciais,
tendo elas atividades concomitantes e independentes, ou seja, sobrepostas umas as
outras, iniciando pela hemostasia, fase inflamatadria, proliferacdo e formacdo de tecido
granulomatoso com consequente depdsito de células da matriz extracelular como
coldgeno, elastina, fibras reticulares, e terminando o ciclo, o remodelamento (BRANSKI

ET AL., 2005; SHIMIZU, 2005; MENDONGA ET AL., 2006; ROCHA JUNIOR ET AL., 2006).
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O tamponamento sanguineo inicia a partir da atividade plaquetdria e ativacao
da cascata de coagulacdo, sendo iniciada pds-lesdo. Apds o surgimento de uma ferida,
a ruptura dos vasos sanguineos, extravasamento do conteldo vascular e alteracdes
das células endoteliais, € promovida uma vasoconstricio reflexa ao trauma, que
imediatamente diminui o fluxo sanguineo para o espaco extravascular (KUMAR ET AL.,

2005).

A presenca de fibrinas restabelece a hemostasia do local, proporcionando um
ambiente favoravel para a instalacao de rede plaquetaria e simultaneamente para que
ocorra a degranulacao e liberagdao de fatores de crescimento, citocinas e producao de
matriz extracelular, protegendo e proporcionando protecdo e provisoriamente
organizando a lesdo (DARIO,2008). Todos os mediadores envolvidos na fase inicial
recrutam macréfagos e neutrofilos ativando o processo de reparagdo tecidual, com
isso reduzindo a taxa de contaminacdo por organismos e agentes externos (IRION,

2005; SANTORO & GAUDINO, 2005).

A presenca de células inflamatdrias é correlacionada a fase hemostatica. Essa
fase depende de células presentes na circulacdo e tecido, sendo ativadas pelos
mediadores liberados pela cascata de inflamacdo, células polimornucleares (PMN),
macréfagos e linfocitos (MANDELBAUM ET AL., 2003). A migracao das células ocorre
através dos vasos, arteriolas, vénulas e capilares e pela permeabilidade vascular pelo

processo de vasodilatacdao (CARVALHO, 2002).

Os polimorfonucleares sao predominantes na fase inflamatoéria e permanecem

por um periodo de 3 a 5 dias atuando como fagociticos e apresentadores de antigenos
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e fonte de fatores de crescimento juntamente com as plaquetas, sustentando o
processo cicatricial (NETO, 2003; MANDELBAUM ET AL., 2003). Através do
debridamento das células necréticas, a proliferacdo de granulacdo é expressiva, as
PMN também atuam sintetizando proteases, reorganizando as fibras de coldgeno e

gerando a lise da rede de fibrinas (NETO, 2003).

Outros mediadores e citocinas sao relevantes no porcesso, os linfocitos liberam
substancias, como as linfocinas, interleucina-2, fator ativador de macréfagos e fatores
quimiotdticos que auxiliam na fase inicial da cicatrizacdo através da estimulacdao de

macrofagos, células endoteliais e fibroblastos (NETO, 2003).

A reparacdo do tecido conjuntivo ocorre juntamente com o crescimento da
granulacdo, deposicdo de colageno e de fibroblastos (SARANDY, 2007). A proliferacao
de fibroblastos segue na camada mais superficial da ferida, denominado de fibroplasia,
a modulacdo é realizada por macrdéfagos e interleucina-1, o fibrinogénio do exsudato
inflamatério é transformado em fibrina, que é depositada e formando uma rede ou
malha, local onde os fibroblastos se proliferam e sintetizam proteinas para formacgao
do tecido cicatricial, e produzindo a matriz extracelular, formada por
glicosaminoglicanos, fibras coldgenas tipo | e Ill e neovasos através da angiogénese
(KUMAR et al. , 2005, SARANDY, 2007). Essa neovascularizacdo é simultanea a
proliferacdo de granulacdo que é denominado pela sua aparéncia irregular e granular

decorrente da formacdo de novos capilares (WERNER & GROSE, 2003).

A granulacdo é composta por vasos, colageno, elastina, fibroblastos e seus

produtos, sendo sintetizado a partir dos 3 ou 4 dia pds lesdo, intermediando a
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formacao da rede de fibrina e fibronectina e a organizagdo de coldgeno, apds
reestabelecido o fluxo sanguineo de forma a sustentar os aportes necessarios para
sobrevivéncia das células e estruturar a oxigenacdao tecidual, a angiogénese é

diminuida e da inicio a reducao da ferida (BERRY & SULLINS, 2003).

A retragcdo dos bordos das feridas é realizada pelos fibroblastos que se
diferenciam em miofibroblastos presente nas células do granulagdo e que possui uma
forca contratil e ténsil reduzindo o sangramento e facilitando a epitelizacdo
(PAGANELA, 2009). Através das fibras de actina e miosina formam conex&es ou
fibronexus juntamente com a matriz extracelular que promovem a aproximacao dos
bordos lesados, forcando as fibras de coldgeno se sobreporem para facilitar o
fechamento da FERIDA (RAMALHO et al., 2003; SARANDY, 2007; PAGANELA et al.,

2009).

Finalizando o processo inicia a epitelizacdo que gera o fechamento das
superficies iniciando pela presenca dos queratinécitos (CARVALHO, 2002). Através da
divisdo e migracdao de células da camada basal da epiderme sobre a area de tecido
conjuntivo subjacente, decorrentes das varias atividades mitogénicas e hiperplasia do

epitélio (MANDELBAUM ET AL., 2003).

As células sofrem alteracdes fenotipicas, desencadeando a retracdo de
filamentos intracelulares, dissolucdo de desmossomos intercelulares e a formacdo de
actina citoplasmatica na periferia celular (CARVALHO, 2002; EHRLICH & DIEZ, 2003),
dando-lhes movimentacdo necessaria para completar a fase de reepitelizacdo, e

retornando ao seu fendtipo normal apds o término da fase, a membrana basal é
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reconstituida pelo epitélio recém formado e os hemidesmossomos e desmossomos

sdo reestruturados (CARVALHO, 2002).

A fase de remodelamento pode alcancar dias como meses, tendo como
exclusiva responsabilidade o aumento da forca ténsil, reducdo da lesdo e sinais de
eritema, nesta fase ocorre a maturagdo das células e tecidos, que se tornam
caracteristicos em um novo tecido o qual foi perdido (NETO, 2003). Os fibroblastos
perdem seus nucleos e consequentemente sua atividade proliferativa e de aporte ao
tecido, a atividade celular e angiogénese é diminuida, levando a maturacao de uma
cicatriz (VIEIRA et al., 2002). Nesta fase aumenta-se o numero de colageno
principalmente tipo | e Ill que se dispdem paralelamente, formando feixes ou fibras
gue seguem a orientagao para sua organizacao através a atividade da colagenase, aos
poucos as fibras se tornam mais espessas configurando uma forma regular sendo
diretamente relacionadas as forcas mecanicas atuantes no tecido, promovendo a lesdo
um tecido mais resistente (OLIVEIRA, 2008). Apds o término da epitelizagcdo observa-se
um grande numero de apoptose, desaparecimento de células que se faziam presentes
e finalmente o surgimento de um novo tecido, no qual havia perdido, conhecido como

cicatriz ou tecido cicatricial (BALBINO et al., 2005).

A cicatrizacdo por primeira intencdo em feridas cutaneas, é a mais indicada,
através da sutura de pele por procedimentos cirurgicos e ser realizado o mais rapido
possivel pds lesdo, sendo limitado em algumas regides de acordo com a anatomia
(RUSZCSAK, 2003; THEORET et al., 2013). Esses locais devem permitir a adaptacdo dos
bordos, sendo assim, em feridas amplas e profundas ndo é possivel o fechamento por

primeira intencdo, e sim por segunda intencdo participando os processos de contracao
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celular e reepitelizagdo que sdo independentes, ocorrendo de forma lenta e

susceptiveis a algumas complicacdes (ENOCK e LEAPER, 2007).

Existem diversos fatores que corroboram para o retardo na cicatrizacdo de
feridas, sendo ambientais, locais e sistémicos, a reparacdo por muitas vezes ocorre
corretamente, e por vezes se alcancga a cicatrizacao de forma inadequada (NETO, 2003;

HALLORAN e SLAVIN, 2002).

Os fatores locais podem contribuir como barreiras fisicas, inibindo o
desenvolvimento ordenado de fibras colagenas, granulacdo, crescimento epitelial. O
movimento restrito pode gerar uma desorganizacao das fibras coldgenas, resultando
na diminuicdo da forca ténsil da ferida, j3 o excesso de movimento propicia uma
fragilidade na formacdo de capilares devido a alta mobilidade e pertubando o
crescimento endotelial vascular, e a deposicdo de colageno (KNOTTENBELT, 2003),
presenca de sujidades ou residuos na ferida como tecido necrdtico, corpo estranho,
contaminacdo bacteriana e exacerbacdo inflamatéria e hipdxia tecidual pode ser a
priori o motivo do retardo cicatricial e irritabilidade do local (HALLORAN e SLAVIN,

2002; HENDRICKSON e VIRGIN, 2005).

O fluxo sanguineo no local lesado é um fator importante em cicatrizacao,
principalmente na espécie equina, a sua deficiéncia pode gerar uma diminuicdo da
perfusdo tecidual gerando o aumento de hipdxia regional, reduzindo o metabolismo e
crescimento das células e proporcionando um ambiente favoravel as infeccoes
bacterianas, dentre todos os fatores, a contaminacdo bacteriana secundaria € uma das

causas de maior relevancia para o retardo na cicatrizagdo, podendo ser
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concomitantemente causada por microrganismos externos ou colonizados da prépria
flora do local (SARANDY, 2007), devido a diminuicdo de grupos musculares e presenca
de diversas estruturas significativas como ligamentos, tenddes, nervos e vasos que se
torna desfavoravel o manuseio e maiores estudos em membros de equinos, limitando

0s processos cicatriciais (SARANDY, 2007; HENDRICKSON e VIRGIN, 2005).

Os fatores sistémicos podem ser causados em decorréncia as deficiéncias
nutricionais, hipovolémicas, hipotensdo, hipdxias, hipotermias, infeccbes em geral,
traumas e a utilizacdo de medicamentos antinflamatérios (NETO, 2003). Segundo
PAGANELA (2009), hipdxia e hipotermia podem ser relacionadas a cicatrizacdo pela
diminuicdo do ténus vasomotor periférico, proporcionando uma vasoconstricdo
reflexa, reduzindo a microcirculagcdo local levando a um quadro de hipdxia e
diminuicdo de nutrientes (NETO, 2003; PAGANELA, 2009). Os medicamentos
antinflamatorios reduzem a atividade das fases cicatriciais como a inflamatoria,
restringindo os efeitos da taxa e qualidade no crescimento epitelial, que
consequentemente demandam um atraso na formacao de granulacdo, proliferacdo de
fibroblastos, deposicdo de colageno e reorganizacdo das fibras e neovascularizacdo

(FREITAS et al., 2011).

Anatomicamente e fisiologicamente, o equino torna o processo de cicatrizacao
mais relevante em alguns aspectos fisicos e estruturais por apresentar estruturas
importantes para locomocdo e aporte para nutricdo. A diminuicdo no numero de
grupos musculares na regido metacarpiana gerando uma diminuicdo na rede de
vascularizagdo, em contraposto a inervacdo é extensa e circundante as vasos

existentes, tornando mais sensitivo, e ainda possuem variacdes de tenddes
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sobrepostos aos outros e ligamentos que tem como fungbes auxiliar no sistema
locomotor, promovendo dinamismo e interligando uma estrutura a outra (DI FILLIPO et

al., 2012).

2.3 TRATAMENTO DAS FERIDAS

2.3.1 PLAQUETAS

As plaquetas sdo células incolores, produzidas quando o citoplasma das células
da medula dssea, megacaridcitos, entram na circulacdo (BEHNKE, 1998). As plaquetas
estdo presentes no meio intravascular, ndo podendo ser replicadas, sendo assim
possuem um periodo de vida util de 5-9 dias, sendo fagocitadas por células do sistema
imune, os macréfagos, as plaguetas possuem caracteristicas discdides e sdo de
aproximadamente 3.0 por 0.5 um de diametro, sao anucleadas, mas contém granulos
e organelas. Seus granulos possuem mais de 30 protéinas bioativas que tém um papel

central na hemostase e cicatrizacdo tecidual (HARRISON, 1993).

As plaquetas geralmente ndo interagem com outras plaquetas ou tipos
celulares. Apds lesdo tecidual, inicia liberacdo de leucotrienos, causando uma
vasoconstricdo primaria (BROUGHTON, 2006), a ativacdo das plaquetas circulantes se
inicia quando as mesmas se encontram com proteinas subendoteliais, como colageno,
fator de Von W.illebrand, fibronectina, trombospondina e lamininas, incluindo
mudanca morfolégica com manifestacdo de pseudopddos e degranulacdo (BEHNKE,

1998; DIEGELMAN, 2004).
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O difosfato de adenosina (ADP) é uma das primeiras substancias secretadas a
partir das plaquetas, seguidos de serotonina e tromboxanos amplificando sua ativacao.
Os peptideos e proteinas liberados a partir dos granulos como, fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas, auxiliam na migracdo celular, podendo citar alguns, PDGF
(fator de crescimento derivado de plaquetas), TGF B (fator de crescimento
transformante), IGF (fator de crescimento insulin-like), VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular), EGF (fator de crescimento epidérmico), Fator plaquetdrio, IL- 1
(interleucina 1), fibrinogénio, vitronectina, fibronectina, trombospondina ( HARRISON,

1993; MARX, 2004; EPPLEY, 2004; BROUGHTON, 2006; SCHMIDMAIER, 2006).

As plaquetas desempenham um papel fundamental, na cicatriza¢ao de feridas
principalmente através da producao e liberagdo de grandes quantidades de fatores de
crescimento. Uma vez ocorrido a degranulacdo, os fatores de crescimento ativos se
ligam a receptores transmembranares de células alvos, tais como células estaminais
mesenquimatosas, osteoblastos, fibroblastos, células endotelias e epidérmicas
derivando diretamente no crescimento celular, morfogénese e diferenciacdo (MARX,

2004).

Varios estudos em animais tratados com plasma rico em plaquetas mostram
que fatores de crescimento segregados a partir dos granulos plaquetdrios ativados pds
lesdo, especificamente PDGF, TGF B, EGF, VEGF e IGF desempenham papel
fundamental no processo inicial na cicatrizacdo, sendo o PRP uma fonte autdloga

destes fatores de crescimento (SLATER, 1995; MARX, 2005).
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2.3.2 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaquetas, conhecido como PRP, é derivado de sangue
autdlogo e é definido como um volume de plasma com uma concentragao plaquetaria
acima dos niveis fisiolégicos (MARX, 2001; GANDHI et al., 2006). E uma fonte autégena
e de baixo custo de fatores de crescimento (FC) (ANITUA, 1999; LIEBERMAN, 2002). FC
sdo moléculas bioativas fundamentais no reparo e regeneracdo de diversos tecidos
(THOWARTH, 2006; FARRAG et al., 2007; FOSTER et al., 2009), capazes de estimular a
mitogénese, angiogénese, quimiotaxia, proliferacao e diferenciacao celular (SANCHEZ,

2003; THOWARTH, 2006).

A gualidade do plasma rico em plaqueta deve ser instituida com base na sua
coleta, objetivando um método que proporcione um PRP asséptico, concentrado e
com plaquetas funcionais. Alguns cuidados como ambiente, o local a ser coletado
(veia jugular), auséncia de movimentos bruscos no manuseio das amostras e protecao
contra incidéncia luminosa e calor extremo, no armazenamento até seu
processamento sdo procedimentos minimos para a aquisicdo de um PRP de boa

qualidade (MACEDO, 2004; MESSORA et al., 2009).

O PRP pode ser obtido a partir do sangue autélogo através da centrifugacdo ou
filtracdo, o centrifugado de plaguetas tem sido a técnica mais utilizada para obtencdo
do PRP. A centrifugacdo do sangue total autélogo torna possivel a separacdo da série
branca e plasma, uma centrifugacdo adicional é realizada separando ainda mais o PRP

a partir da porcao essencialmente desprovido de plaquetas, denominado plasma
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pobre em plaqueta (PPP), o PPP é utilizado clinicamente como um selante de fibrina

para hemostasia (MAN, 2001; PETRUNGARO, 2001; EPPLEY, 2006).

Vendruscolo et al. (2012) testaram varios protocolos descritos na literatura
para obtencdo do PRP observando a influéncia da forca G, medida de forca da
velocidade de rotacdo da centrifuga e do tempo de centrifugacdo na concentragao
plaquetaria e leucocitaria. Os protocolos testados foram o de Carmona et al. (2007) de
120 e 240 g, respectivamente na primeira e na segunda centrifugacdo, Maia et al.
(2009) de 120 e 473 g, De Rossi et al. (2009) de 300 e 640 g, Del Bue et al. (2007) de
350 e 510 g e um protocolo proposto de 90 e 180 g, todos com 5 e 10 minutos de
centrifugacdo. Os protocolos que resultaram na maior concentragao plaquetaria foram
o de Carmona et al. (2007), concentracdo de 2,18 vezes com cinco minutos de
centrifugacdo e 2,36 vezes com dez minutos, e o protocolo proposto, concentracdo de
2,04 vezes com cinco minutos e 2,25 vezes com dez minutos, porém a diferenca ndo

foi significativa.

O PRP derivado do sangue autdélogo envolve vdrios fatores importantes,
incluindo a relacdo de concentracdo de plaquetas, técnica de processamento,
quantificacdo da concentra¢do, manipulacdo, aplicacdo e uso clinico (EPPLEY, 2006). O
PRP é considerado uma substancia que fornece mais plaquetas a uma ferida ou lesao
do que o que seria produzido por uma resposta fisiolégica normal. Em adicdo, o PRP
deve atingir um periodo de trés a cinco vezes maiores em relagdo ao valor de

concentracdo basal de plaquetas (EPPLEY, 2006).
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A centrifugacdo do sangue total autoldgo separa a série vermelha e plasma,
uma centrifugacao adicional é realizada separando ainda mais o PRP a partir da por¢ao
essencialmente desprovida de plaquetas, denominado plasma pobre em plaqueta
(PPP), o PPP é utilizado clinicamente como um selante de fibrina para hemostasia, a
dupla centrifugacdo é considerdvel para a completa separacdo do plasma rico em
plaqueta, buffy coat (porcdo contendo leucécitos e plaquetas) e o plasma pobre em
plagueta, resultando em um concentrado e purificado do PRP (MAN, 2001;

PETRUNGARO, 2001; EPPLEY, 2006).

2.3.3 FATORES DE CRESCIMENTO

Durante essas fases existem sinalizadores de importancia, exercendo influéncia
sobre os fibroblastos e outras células adjacentes, essas moléculas sdo conhecidas
como fatores de crescimento liberados ou atraidos pelas plaquetas, sendo o VEGFs,
TGFs, IGFs, PDGFs, EGFs, Fator 8 e etc, que induzem diversos efeitos, incluindo

migracao, proliferacdo e sintese proteica (SPLINDER, et al.,1996).

As vdrias respostas celulares dos fatores de crescimento exigem a presenca de
receptores especificos na superficie das células alvos, apds a interacdo alvo-receptor e
formacdo do complexo, que é internalizado e degradado, ocorrendo uma série de
reacbes como ativagcdo proteica da tirosina- quinase e fosforilacdo de proteinas

intracelulares (FAUSTO, 1994; FAUSTO, et al. 1995; MICHALOPOULOS, 1997).

Esse estimulo resulta-se em processos através dos sistemas transdutores de
sinais envolvendo segundos mensageiros como AMP ciclico, cdlcio, inositol, trifosfato,

diacil-glicerol ou fosfolipase C, ativando a proteina C quinase, desencadeando
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atividades secundarias, como alteracao do fluxo i6nico através da membrana celular,
com a resposta da entrada de NA * e a saida de H , elevando o pH intracelular
aumentando a atividade da ATPase Na +/ K ™ e conseguinte ativa os genes envolvidos
no processo proliferativo, levando a replicacdo do DNA e divisdo celular ( FAUSTO,

1994; MICHALOPOULOS, 1997).

Os fatores de crescimento sdo classificados de acordo com suas a¢des, podendo
ser mitogénicos completos, que induzem a sintese de DNA e mitose, mitogénicos
incompletos ou co-mitogénicos que auxiliam na inducdao da sintese de DNA e os
agentes inibidores do crescimento que controlam o término do processo proliferativo
celular. No processo proliferativo das cicatrizagdes cutaneas, observa-se a reatividade
maior de alguns fatores de crescimento, como os IGFs, PDFGs, EGFs, TGF B e ativinas

que sdo subfamilias dos TFGs  (FAUSTO et al., 1995).

O fator de crescimento derivado da insulina ou mais conhecido como IGF é uma
molécula peptidica, que atua em func¢des de crescimento celular, proliferacao,
metabolismo, homeostase da glicose, diferenciacdo celular e apoptose (DUPORT,
2003). A molécula de insulina é produzida e secretada pelas células das ilhotas de
Langerhans no pancreas em resposta ao aumento nos niveis de glicose no sangue que
é obtida através do consumo de alimentos. Como consequéncia, a insulina liga-se a
receptores de membrana de tirosina-quinase que respondem principalmente
expressando a producdo de receptores de insulina, como as superficies dos

hepatécitos, adipdcitos e células musculares (XU et al., 1998).
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A insulina é primariamente envolvida no metabolismo celular, mas também
influencia proliferacdo e crescimento das células, proporcionando um potencial
mitogénico de algumas células especificas do tecido epitelial, além de modular a
sobrevivéncia das mesmas (SACHDEV, 2007). Os fatores de crescimento derivados da
insulina ou IGFs produzidos na maioria dos 6rgdos e tecidos, sendo principalmente de
origem hepdtica, tendo como principais representantes os IGFs 1 e 2, apresentando
elevado grau de homologia com a prdé- insulina e possuindo atividade sobre o
metabolismo intermedidrio, proliferacdo, crescimento e diferenciacdo celular,

responsavel pela atividade mitogénica de fibroblastos (SIDDLEK, 2011).

Os IGFs sao potentes estimuladores da mitogénese e sobrevivéncia de muitos
tipos celulares exercendo fung¢des autdcrinas, paracrinas e enddcrinas (CLEMMONS,

1997; O'DELL e DAY, 1998).

O fator de crescimento derivado das plaquetas, conhecido com PDGF, é
acumulado nos granulos plaquetdrios e liberado através da ativacdao e degranulacao
das mesmas, podendo também ser produzido por macrdéfagos ativados, células
endoteliais, células musculares lisas e células tumorais, causando a migracdo e
proliferacdo de fibroblastos, célula musculares lisas e mondcitos, possuem outras

propriedades pré-inflamatorias (ANDRAE, 2008).

O PDGF é ativo in vivo liga-se a dois tipos de receptores, alfa e beta quando
aplicado diretamente em incisGes cirurgicas, estimulando o influxo de mondcitos,
sintese de colageno e resisténcia ténsil nas feridas (SPINDLER et al., 1996). Pode

também ser produzido por células endoteliais, macréfagos e plaquetas, com a fungdo
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de atuar inicialmente no processo cicatricial, promovendo a sintese de colageno e
proteoglicanos e a mudanca de fendtipo de fibroblastos para miofibroblastos, gerando

contracgdo, producdo e reorganiza¢ao da matriz extracelular (ANDRAE, 2008).

Tanto o TGF B como o PDFGs sdo agentes quimiotaticos para neutrdfilos,
macréfagos e fibroblastos liberados pés lesdo tecidual pelas plaguetas (ASSOIAN et al.,
2002; HELDIN et al.,, 2002). TGF B na fase proliferativa sdo mitogénicos para
fibroblastos, inibidores da proliferacdo de células e queratinécitos e induzem a
expressdao de integrinas necessarias para a migracao pela matriz extracelular,
participando também da diferenciacdo de miofibroblastos e processos angiogénicos
(COFFEY et al., 1988, SELLHERYER et al., 1993; GAILIT et al., 1994; ZAMBRUNO et al.,

1995; ROBERTS e SPORN, 1996; MASSAGUE, 1998).

O fator de crescimento transformante beta ou TGF B é um inibidor do
crescimento para grande parte das células epiteliais e células musculares, seus efeitos
sobre os fibroblastos depende de sua concentragdo celular. Em baixa concentragao
induz a sintese e secrecdo do PDGF, agindo como agente mitogénico indireto.
Entretanto, ao contrdrio com concentra¢des elevados inibe o surgimento e liberacao
de PDGF, por inibir a capacidade de expressar receptores para o PDGF. Este fator de
crescimento estimula a quimiotaxia para fibroblastos e a sintese de fibronectina e
colageno, promovendo simultaneamente a inibicdo da degrada¢cdo do mesmo, por

inibir a acdo das proteases (WOO et al., 1999).

As ativinas, subfamilia dos TGF B, promovem a permanéncia de suas

concentracOes elevadas ao final do processo de reparo, inibem a proliferacdo de
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queratindcitos, induzem os fibroblastos a expressar EGFs (Fator de Crescimento
Epidermal) que aumentam consideravelmente o granulagao na lesdao. Enquanto os TGF
B promovem a deposicdo de granulacdo e de matriz extracelular, as ativinas induzem a
deposicdo de fibronectina e outras moléculas (ROBERTS et al., 1986; HUBNER et al.,

1996; SHIMIZU et al., 1998; SEISHIMA et al., 1999; WANKELL et al., 2001). -.

O fator de crescimento endotelial vascular ou VEGF é considerado o principal
regulador da angiogénese e vasculogénese. Os macréfagos regionais aumentam seus
receptores de forma expressiva para VEGF nos vasos e na granulacdo (NAVARATNA et
al., 2009; WANG et al., 2013). E sintetizado e secretado por células mesenquimais,
fibroblastos e macrofagos caracterizando-se por ser um agente indutor da
angiogénese, com ac¢ao significativa na angiogénese tumoral, processo inflamatério,

cicatrizacdo de feridas e na regeneracdo de tecidos (YAN, et al., 2010).

O VEGF apresenta uma dependéncia com a presenca da molécula de éxido
nitrico (ON), induzindo a regulacdo da enzima NOSi ( Oxido Nitrico Sintetase) e sendo a
responsavel pela sintese de ON (BROUGHTON, 2006). As citocinas angiogénicas
participam da ativacdo das células endoteliais que iniciam expressando o ativador de
plasminogénio, o qual cliva o plasminogénio sérico e pré-colagenase em respectiva

plasmina com acao fibrinolitica (KIERSZENBAUM, 2004).

Ao ocorrer a degradacdao local da membrana basal, o endotélio inicia um
processo proliferativo em resposta a ativacdo das citocinas iniciais que ativaram e
encontram-se concentradas no arcabouco circundante. Através da presenca de

fibronectina e laminina, as interacdes entre as integrinas e as células da matriz
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extracelular migram e sintetizam uma nova membrana basal. Apds esse processo
regridem e involuem, resultando na diminuicdo de fatores angiogénicos no local,
mudanca de arcabouco rico em moléculas prd-angiogénicas para um arcabouco rico
em coldgeno e aumento expressivo de substancias inibitérias no processo. Estes vasos
formados sdo caracteristicos da presenca do granulacdo com a finalidade de nutrir,
oxigenar o tecido em crescimento (KIERSZENBAUM, 2004; EMING, 2007; TOWNSEND

et al,, 2011).

As investigacOes sobre a eficacia de plasma rico em plaqueta (PRP) e o seu uso
clinico surgiram a partir da maior compreensao do 0sso e cicatrizagdo de tecido mole o
nivel celular, sendo os compostos do sangue, tais como, citocinas e fatores de
crescimento derivados das plaquetas, essenciais para a iniciacdo e na modula¢dao do
processo da cura. Hd o conceito de que estes fatores de crescimento podem ser
concentrados, com a producdo de plasma rico em plaqueta, e aplicados de forma
terapéutica para alterar ou acelerar a cura tecidual, segundo a biologia e evidéncias da

utilizagdo do PRP (SMITH, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do PRP (Plasma Rico em Plaquetas Autolégo) como

tratamento de feridas cutaneas da regido metacarpiana de equinos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer e padronizar a concentracdo plaquetdria do protocolo de

escolha para obtencdo de um PRP de qualidade.

Avaliacdo Clinica e Morfométrica da lesao pds tratamento .

Avaliacdo Histopatoldgica e Imunoistoquimica através de marcadores

bioldgicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados seis animais da espécie equina, sem raca definida,
clinicamente saudaveis de ambos os sexos e, avaliados clinicamente observando sinais
de desconforto que foram submetidos a analise do Comite de Etica para a realizagdo
dos procedimentos. Os animais foram tranquilizados por via intravenosa (IV) com
administracdo de acepromazina 1% (0,03 — 0,07 mg/Kg) e xilazina 10% ( 0,5 — 1,1
mg/Kg) e no local anestesia local da via subcutdnea com Cloridrato de Lidocaina 0,2%
(1 — 7 mg/Kg). O local cirurgico foi preparado através de tricotomia do local, lavagem
com clorexidine e a assepsia com élcool iodado e/ou clorexidine alcodlico, uma forma
retangular (6X4 centimetros) de material descartavel (plastico) foi estabelecido como
molde para as realizagGes das feridas, padronizando-as de largura, comprimento e
espessura semelhantes objetivando o equivalente a uma feridade 6 X4 X 1cm 2, na
face dorsal dos membros tordcicos direito e esquerdo (n= 12), sendo 2 feridas por
animal. As lesdes dos membros foram aleatoriamente sorteadas entre grupos tratados
com plasma rico em plaqueta e os grupos controle, sem tratamento com plasma rico

em plaqueta.

Os animais foram mantidos na Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia
de Botucatu, Fazenda de Rubido Junior. Foram pesados, vermifugados com
lvermectina na dose da 200ug/Kg via oral, precedendo o experimento os animais
foram confinados em baias individuais, recebendo agua e alimento balanceado e feno

de “coast-cross”.
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4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados conjunto de seis animais, divididos em dois grupos, GO (grupo
tratado com PRP centrifugado), G1 (grupo controle). Para induzir a lesdo, os animais
foram submetidos a incisdo e antissepsia com clorexidine 0.5%, seguido de sedagdo
com xylazina 10% (0.5 — 0.7 mg/Kg) e acepromazina 1% (0.03 — 0.05 mg/Kg) e
anestésico local, no volume de 5-7 mL de Cloridrato de Lidocaina 2% . Durante o
procedimento cirurgico, a incisdo foi realizada na pele com lamina de bisturi (nimero
24), seguindo-se a disseccdo do tecido subcutdneo e remocdo do fragmento tissular. A
ferida foi limitada a pele e subcutaneo. Apds a incisdo, foi realizada a aplicacdo do PRP
(plasma rico em plagueta) de 8 — 10mL de PRP e injetado na regido subcutanea,
proximo aos bordos da lesdo. No décimo quinto dia, o mesmo procedimento foi
realizado (8 — 10 mL de PRP) nos bordos da ferida. Apds a cirurgia, foi realizado
bandagens em todos os membros, sendo retirada 48 horas pds cirlrgica. Em cada
animal foi administrado 5.000Ul de soro antitetanico e 20.000UIl/Kg de antibidtico
penicilina G. As feridas foram limpas diariamente com solucao fisiolégica e compressa
e os animais foram mantidos em baias durante 15 dias, sendo soltos em piquetes, apds
este periodo. O monitoramento da cicatrizacao foi realizado, observando-se a for¢a de
contracdo, crescimento epitelial, presenca de secrecado e crostas, presenca de edema,
dor e aumento de temperatura. Para estimar o efeito do tratamento ao longo de
tempo ajustou-se os modelos do teste T pareado e Regressao Linear considerando
correlacao entre as respostas obtidas no mesmo animal. Para isso utilizou-se no teste

de Regressdo Linear o SAS/STAT/Proc Mixed, versdo 9.3 do SAS System.
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Para produzir o PRP, diversos protocolos foram testados com o objetivo de
concentrar o maior nimero de plaquetas vidveis em um volume minimo de plasma
(MARX, 2004; VENDRAMIN et al, 2006; CARMONA, 2006; MAIA, 2008; VENDRAMIN et

al, 2009). A ativacao do PRP foi obtido com a adi¢ao de Cloreto de Célcio 10%.

4.3 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DO MATERIAL

O PRP pode ser obtido a partir do sangue total extraido de pung¢do de um vaso
através da centrifugacdo ou filtracdo pelo método semi-automatico, resultando em um
pequeno volume de plasma com elevado numero de plaguetas e fatores de
crescimento. O centrifugado de plaquetas tem sido a técnica mais utilizada para

obtencdo do PRP (VENDRAMIN et al., 2006).

O processamento foi realizado através da dupla centrifugacdo, com velocidades
constantes (12 - 300G/5’ e 22 - 700G/15’), evitou-se freadas bruscas, e manteve-se as
amostras climatizadas em uma temperatura ambiente. As plaquetas da espécie equina
sdao muito sensiveis a diversos fatores externos, incidéncia luminosa ou temperaturas
extremas, excesso de manipulacdo por apresentarem uma caracteristica de

degranulagdo, ao esbarrarem nas paredes dos tubos ou entre si.

Foram coletados através da puncdo venosa jugular por vacuteiner 20 G
diretamente ao tubo de ensaio e condicionados e armazenados para repouso em uma
caixa térmica (isopor) durante 30 minutos. Aproximadamente 40mL de sangue, produz
o equivalente a 25 — 30 mL de plasma, sendo este constituido de aproximadamente
75% de plasma pobre em plaqueta(PPP) e 25% de plasma rico em plaqueta(PRP). O

PPP também é resultado da dupla centrifugacdo, localizado na parte superior do tubo,
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quando descartado, resta apenas o plasma rico em plaqueta e a regidao de buffy coat,
qgue contém células inflamatdrias e plaquetas. Para separar o PRP da camada de
células vermelhas, centrifuga-se novamente para ressuspender suavemente essas duas
camadas e obter o plasma rico em plaqueta purificado, representando uma forma
concentrada de multiplas citocinas obtidas a partir da degranulacdo ou da ativacdo das

plaquetas, liberando no local, fatores de crescimento (MONTEIRO, 2009).

4.4 PADRONIZAGCAO DO PROTOCOLO DE OBTENGAO E APLICAGAO DO PLASMA

RICO EM PLAQUETAS (PRP)

A obtencdo do plasma rico em plaqueta foi realizado através da pun¢do venosa
da jugular dos equinos, onde foi coletado aproximadamente 80 ml de sangue, que foi
acondicionado em caixas térmicas e processados para a obtencdo do PRP. Para a
padronizacdo da técnica foram testados varios protocolos precedendo dentre os
descritos na revisdo de literatura. Para este experimento nos baseamos principalmente
nos protocolos de Carmona, 2009 e Vendramin 2006, levando-se em consideracao a

avaliacdo de Vendruscolo et al., 2012.

Para obter um PRP de boa qualidade, foi seguido alguns cuidados desde a
coleta que foi feita com seguranca, animais contidos em troncos adequados, o
acondicionamento em caixas de isopor para a diminuicdo da incidéncia luminosa, foi
feito um repouso de 30 minutos que auxiliou na sedimentacdo celular, evitando a
movimenta¢do com o frasco, que gera um atrito com frasco resultando no
rompimento da membrana plaquetaria e degranulando seus constituintes, como os

fatores de crecsimento importantes na cicatrizagcdo. Apds o repouso iniciou o processo



50

de centrifugacdo, tomando-se cuidados com a freagem da centrifuga para evitar um
atrito das células com o frasco, dificultando a contagem e diminuindo o concentrado

plaquetario.

O controle de temperatura tambémfoi realizado, pois, as plaquetas equinas
possuem muita sensibilidade e durante a contagem pela técnica de diluicio de
Brecher, minimizamos a intensa agregacdo e reatividade plaquetaria intensa que

ocorria com frequencia.

A modificacdo dos protocolos citada acima foi realizada principalmente em
realacdo ao tempo de centrifugacdo e a poténcia rotacional/minuto, e obtivemos uma
concentracdo superior ao preconizado pela literatura (tabela 1), que cita que para ser
PRP dever ter acima de 4 vezes o numero de plaguetas em relagdo ao valor basal do

animal.

rTABELA 1 Resultados Hematoldgicos dos animais mostrando o valor basal plaquetario
e a contagem plaquetaria resultando na média de concentracdo de plaquetas de 4

vezes comparado ao valor basal.

ANIMAL PLAQUETAS/ p L PRP LEUCOCITOS  HEMACIAS/u L
ANIMAL 1 166.000 642.500 11.300 6.370.000
ANIMAL 2 221.000 726.800 10.200 6.980.000
ANIMAL 3 169.000 697.600 11.600 8.100.000
ANIMAL 4 190.000 841.250 7.600 6.730.000
ANIMAL 5 139.000 625.800 9.900 7.970.000
ANIMAL 6 185.000 730.300 8.900 6.680.000

MEDIA 178.333 710.708 9.917 7.138.333
DESV PADRAO 27.522 77.094 1.498 722.313




51

O protocolo de escolha foi realizado a partir de modificacdes em protocolos ja
estabelecidos e testados, tendo como critério o aumento de concentrado plaquetario
que variava de 5 a 6 vezes o numero de plaquetas basais de cada animal, as altera¢des
na velocidade e tempo de centrifugacdo que foram testadas até a obtencdo de uma

contagem plaquetaria referente ao considerado concentrado plaquetario.

A centrifugacdo foi importante para avaliar fatores desfavoraveis a obtencdo do
PRP, como a frenagem da centrifuga, a temperatura adequada, o manuseio e materiais
utilizados na amostra, evitando desajustes no plasma, como rompimento plaquetario,
ativacdo e degranulacdo das plaquetas, aderéncia das células ao frasco utilizado.
Sendo de importancia esses procedimentos para padronizar uma técnica adequada na

obtencdo do PRP.

Os protocolos foram testados, repetindo cada uma das técnicas por
duas vezes. As metodologias foram realizadas em tempos distintos. Estes cuidados
foram adotados a fim de padronizar as variaveis (operador, tempo, ambiente,
equipamentos) e diminuir os vieses da pesquisa. Para a analise dos resultados
designou-se que o protocolo A, metodologia proposta por CARMONA (2006) e o

protocolo B proposto por VENDRAMIN et al. (2006).

Todas as metodologias propostas consistiam em protocolos de dupla
centrifugacdo. O protocolo A preconizou a primeira centrifugacdo a 120 g durante 5
minutos. Ao seu final, o tubo apresentava trés camadas distintas formadas pelas

hemdcias: inferior (zona de névoa) composta pelos leucdcitos e plagquetas maiores;
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intermediaria; e superior (plasma). Foi coletado o plasma e a zona de névoa e o
restante do volume correspondente a porcdo mais concentrada em hemacias foi
descartado. A porcdo coletada foi novamente centrifugada a 240 G durante 10
minutos. Ao final da segunda centrifugacdo obteve-se a formacdo de um precipitado
(pellet) sedimentado ao fundo do tubo e uma porcdo de plasma. Coletou-se o pellet e

uma fracdo de 80 uL do plasma, que apdés homogeneizagcao, formaram o PRP.

A metodologia proposta no protocolo B consistiu em uma primeira
centrifugacao a 300 G durante 10 min. Ao final desta etapa obtiveram-se trés fra¢des:
células vermelhas do sangue (fundo do tubo), PRP (meio do tubo) e plasma pobre em
plaquetas (PPP) (parte superior do tubo). Para a segunda centrifugacdo, a porgao
superior foi transferida para outro tubo vazio, para nova centrifugacao a 640 G por 10
min. Em seguida, separou-se todo o PPP, e a substdncia remanescente correspondeu
ao PRP. A plaquetometria foi realizada, no momento da coleta do sangue e apds cada

protocolo de concentracdo, em todas as amostras pelo método manual de contagem.

O protocolo B foi escolhido, entretanto foram realizadas algumas modificacdes,
sujeitando-se o protocolo a ser modificado, permanecendo a dupla centrifugacdo, mas
a velocidade e tempo alterados foram realizados a partir da coleta de sangue dos
animais experimentais em tubos de ensaio com citrato de sddio 3,2%, que em seguida
foi homogeneizado e transferido para tubos Falcon de 15 mL e posto em descanso
durante 30 minutos em uma caixa térmica (Isopor), durante 30 minutos. Apds o
descanso, deu-se inicio a primeira centrifugacdo na rotacdo de 300G durante 5
minutos, apds a primeira centrifugacdo, o sobrenadante superior ndo foi descartado e

foi passado juntamente com a zona de névoa (buffy coat) para um novo tubo Falcon



53

de 15 mlL, realizando novamente um descanso durante 30 minutos em uma caixa
térmica. Na sequéncia, realizou-se a segunda centrifugacdo na rotacdo de 700G
durante 15 minutos. Apds a segunda centrifugacao, 75% do sobrenadante superior foi
descartado, o restante obtido, totalizando 25% foi o PRP (plasma rico em plaqueta),

realizando outro descanso de 30 minutos antes de injetar no animal de experimento.

O objetivo da contagem plaquetdria foi de aumentar o nimero de concentrado

de plaguetas no plasma autdlogo dos equinos em experimento.

4.5 APLICAGAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

Os animais foram tratados apds a lesdo de pele onde foi realizado somente
limpeza com solugao fisiolégica NaCL 0,9% nas feridas de ambos os grupos , o PRP foi
administrado com agulha 25X7 e seringa de 10 mL em pontos espalhados pela lesao
préximos aos bordos da ferida. O membro ndo selecionado foi denominado de grupo
controle, o qual recebeu solugdo fisiolégica NaCl 0,9%, seguindo os mesmos
tratamentos do membro tratado com PRP. A avaliagdo macroscépica da ferida foi
realizada a cada 4 dias até a bidpsia final, sendo as varidveis analisadas, grau de
epitelizacdo, formacdo de granulacdo, presenca de exsudacdo, presenca de edema, dor
e aumento de temperatura. As bidpsias foram realizadas no dia 30, onde um
fragmento de 1,0 a 1,5 cm foi removido a partir do bordo da ferida, contendo a zona

de transicdo de epitelizacdo e granulacdo ou cicatricial.

4.6 PROCEDIMENTOS CLINICOS APOS A ADMINISTRACAO DO PLASMA

RICO EM PLAQUETAS
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O plasma rico em plaquetas foi administrado no dia 0 e a segunda aplicagao foi
realizada no dia 15 pés-lesdo. Apds a administracdo do plasma rico em plaqueta, os
animais foram acompanhados durante 30 dias. Na primeira semana realizou-se o
exame fisico, sendo notificada a presenca de exsudacdo ou ndo, aumento de volume e
temperatura e sensibilidade dolorosa da regido através da avaliacdo de inspecdo e
fisica. Na segunda, terceira e quarta semanas seguintes foram realizados avaliacGes de
inspecao e exame fisico, observando a evolugdao da lesdo, através da morfometria a
cada 4 dias e realizou-se a bidpsia da lesdo apds 30 dias de lesdo, nas semanas

seguintes foi mantido a avaliacdo morfométrica até completa cicatrizacao.

4.7 AVALIACAO MACROSCOPICA E PLANIMETRIA DA FERIDA

Foi realizado durante o periodo completo de observacbes (30 dias), o aspecto
fisico da ferida, avaliando a presenca de exsudag¢des, aumento de temperatura e
volume, a sensibilidade dolorosa, o crescimento epitelial e suas caracteristicas fisicas e
morfométricas, através de uma régua graduada em centimetros que era realizado a
cada 4 dias. Apods cada troca de curativo, os bordos das feridas foram limpos com gaze
e solucdo fisioldgica e fotografados com uma camera digital. Houve pouca incidéncia
de granulacdo exuberante, ndo necessitando a ressec¢do. A quantificacdo de uma
cicatrizacdo foi realizada através de avaliacdes dimensionadas (0 - 3) como segue
controle de dor, 0= auséncia de dor; 1= dor leve; 2= dor moderada, 3= dor intensa
controle de exsudato, 0= auséncia de exsudato; 1= pouco exsudato; 2= moderado
exsudato, 3= intenso exsudato, todas as avaliagGes foram realizadas nos primeiros

quinze dias e dos quinze aos trinta dias.
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4.8 BIOPSIA

A bidpsia foi realizada no 302 dia de tratamento através a contengao
guimica com sedacdo por administracdo intravenosa de acepromazina 1% (0,03 — 0,07
mg/Kg) associado a xilazina 10% (0,5 — 1,1 mg/Kg) e no local da bidpsia administrado
anestésico local Cloridrato de lidocaina 2% (1 — 7 mg/Kg). As amostras foram coletadas
com a utilizacdo de uma lamina de bisturi, onde aproximadamente 1,5 cm extraidos
entre uma faixa de transicdo, granulacdo e tecido epitelial saudavel das feridas dos
dois membros. Foi acondicionado em frascos contendo Formol 70% e uma segunda
amostra acondicionada em microfrascos e criopreservadas em seguida, para

posteriormente realizar avaliagdes histopatoldgicas e imunoistoquimicas.

4.9 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Na avaliacdo histopatoldgica foram observadas alteracdes nas
caracteristicas dos dois grupos (tratado e controle) como: hipercelularidade, deposi¢do

de coldgeno e presenca de fibroblastos, e presenca de células adiposas e glandulares.

O alinhamento e organizacdo das fibras colagenas foi observado no periodo de
30 dias, avaliando se ambos os grupos apresentariam semelhangas ou diferencas

guanto a disposicao e organizacdo das células, principalmente colageno e fibroblastos.

Os resultados histopatolégicos e imunoistoquimicos tinham como objetivo

demonstrar a eficacia do tratamento com PRP obtidos através da observacao de

maturacdo celular, deposicdo de fibroblastos e colageno e expressdo de fatores de

crescimento no local.
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4.10 AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA

Os cortes histologicos de 5 um foram inicialmente submetidos a
desparafinizacdo em série de xilol e alcool, com posterior recuperacdo dos sitios
antigénicos em vapor fluente (panela de valor) por 30 minutos. As laminas foram
lavadas duas vezes por 5 minutos em agitador com tampao Fosfato Salino 0,1M, pH
7.5 (PBS) e, posteriormente, o bloqueio da peroxidase enddgena foi feito por imersao
em perdxido de hidrogénio a 1% por 30 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida,
as laminas foram novamente lavadas em PBS (2x, 5 minutos) e o bloqueio dos sitios
ndo especificos foi realizado com soro normal de cabra diluido em tampao fosfato
salino 0,2M, pH 7,4 (PBS). Apds incubacao “overnight” a 42 C em camara escura com 0s
anticorpos primarios monoclonais anti-PDGF, IGF-1, TGF B e VEGF (marca IMUNY,
Rheabiotech Ltda, Brasil), diluidos 1:400 em PBS, as amostras foram submetidas a
repetidas lavagens em PBS, e em seguida incubadas por 30 minutos, a temperatura
ambiente com o anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado com biotina
na diluicdo de 1:400. Posteriormente incubados com reagente AB (complexo
streptavidina-biotina) por 30 minutos, a temperatura ambiente (DAKO), e revelados
com DAB (Sigma Chemical Co, Saint Louis MO, USA) por 1 minuto a temperatura
ambiente. Os cortes foram entdo corados com solucdo de hematoxilina, fixados em

série de alcool — xilol e montados em Permount (Fisher, USA).

Os resultados de imunoistoquimica foram realizados através do software Image
J, seguindo uma cromatografia obtida através das marca¢Ges com os anticorpos para

VEGF, IGF, PDGF e TGFpB, que utilizava a mensuracdo de coloracdes em pixels por area
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dos campos marcados, gerando uma contagem celular e colorimétrica em

porcentagem de células coradas pelos anticorpos.
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RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1 AVALIACAO MACROSCOPICA E MORFOMETRICA DA LESAO

Durante a avaliacdo clinica realizada diariamente durante 4 semanas,
verificando o processo cicatricial e suas fases, observamos que na primeira semana pds
lesdo o aumento de volume, sensibilidade dolorosa a palpag¢ao ao redor do local da
lesdo estavam presentes na indu¢do da lesdo até a segunda semana, variando quanto
a intensidade entre os animais. Ndo notamos a presenca de claudicacdo entre os
animais, tanto nos membros tratados quanto nos membros controle. A cicatrizacdo de
cada animal foi evidenciada gradativamente, sendo a diminuicdo de temperatura

préximo a lesdo, o primeiro sinal a desaparecer ao redor de 15 dias.

O aumento de volume esteve presente em trés tempos, no inicio (pds lesao dia
3), pds reaplicacdo de PRP (segunda aplicacdo — dia 15) e pds bidpsia (dia 30). Alguns
animais apresentaram exacerbacdo de sinais exsudativos do tipo seroso, alguns dias
apos a lesdo (dia 2) tanto no membro tratado quanto no controle. Sendo possivel que
o animal 1 tenha apresentado uma contaminacdo bacteriana que foi controlada
apenas com a limpeza didria, condizendo com os resultados morfométricos e

imunoistoquimicos, observados no quadro 4.

A atividade fisica que foi realizada de forma natural, onde os animais foram
soltos em piquetes apds 15 dias e permaneceram até o final das avaliacdes (dia 30) ,
tornou sustentavel a idéia, segundo alguns trabalhos, que os movimentos (fisioterapia)
geram uma forca ténsil, auxiliando na reorganizacdo das fibras colagenas que a priori

se depositam na camada dérmica de forma desorganizada e irregular, formando uma
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malha e podendo desenvolver uma regido fibréotica denominada cicatriz. No nosso
experimento pudemos observar uma rdpida reparacdo e uma sintese e organizacdo
das fibras de coldgeno que aceleraram a formacdo de uma nova pele semelhante ao

que foi extraido pela inducdo cirurgica.

FIGURA 1. Obtencdo de Plasma Rico em Plaqueta (PRP) para aplicacdo nos bordos da

ferida induzida localizada na regido metacarpiana de equinos.



FIGURA 2. Visibilizacdo da indugdo da ferida cutanea e aplicagdo do plasma rico em

plaguetas (PRP). Na figura A mostra o molde de plastico utilizado para padronizar as
feridas, nas figuras B, C e D esquematiza a indugdo cirurgica, na figura E mostra a
aplicacdo de PRP nos bordos da ferida do membro tratado e a figura F indica o término

do procedimento finalizando com bandagem e fechamento da ferida.
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5.2 DESCRICAO DA AVALIAGAO MACROSCOPICA DAS FERIDAS

Foi realizado o procedimento cirdrgico no membro toracico esquerdo, a lesdo
foi observada durante quatro semanas, presenca de edema, exsudacdo, aumento de

temperatura e sensibilidade dolorosa, e foi realizado a morfometria da lesao.

Em geral nas avaliagbes da primeira semana foi observado aumento de
temperatura local, com presenca de edema e sensibilidade dolorosa, e moderada
exsudacdo serosa, seguindo a segunda semana que apresentou diminuicdo dos sinais
inflamatdrios com presenca de pouca exsudacdo serosa. A cada semana era realizado
uma mensuracao através de um molde de plastico e régua em centimetros onde
observamos um crescimento epitelial que foi de aproximadamente 0.1mm nos
membros controle e de 0.15- 0.20 milimetros quadrados avaliados diariamente. Apds
15 dias de lesdo os animais foram soltos em piquetes e nas semanas seguintes foi
observado uma retracdo dos bordos devido a forca de contracdo da ferida, sendo
mensurado uma reducdo da lesdo com valor maximo de 4,5 céntimetros quadrados

no membros tratados e de 8 centimetros quadrados nos membros controles.

No experimento, a lesdo foi avaliada durante 30 dias em ambos os
grupos (controle e tratado), sendo necessario um tempo maximo de 60 dias para
completa cicatrizacdo, observado apds o término do experimento.

Todos os animais apresentaram cicatrizacdo por segunda intencdo, seguidos
pelo fechamento completo da area lesada no periodo maximo de 60 dias. Entretanto
um animal do grupo tratado apresentou contaminac¢ao bacteriana local, tornando nao

significativo (P= 0,27047458), segundo o teste estatistico T pareado, apresentando uma
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diferenca na area de lesdo (com valor de diferenca entre area de tratados igual a -7).
Inferimos que este fato foi relevante na analise geral dos resultados, fazendo com que
ndo houvesse diferenca significativa entre tratados e controles como demonstra o
quadro 4 e 5. Ndao havendo parametros de avaliacbes em membros de equinos,
estabelecemos a comparacdo dos resultados com outras citagcdes, como no relato de
Schwartz e colaboradores (2007) que descreveram semelhanca em feridas nao
contaminadas na regido tordcica, equivalentes a um tempo médio de cicatrizacdo de 4
semanas e apresentaram um resultado com diferenca estatistica entre o grupo tratado
com PRP e o grupo controle, com valor aproximado de P =0,59. A diferenca em area
por centimetro quadrado da ferida foi avaliada por observagbes semanais e
padronizadas por um molde de plastico que era colocado sobre a ferida e mensurado
por uma régua, onde foi observado e descrito em 5.2.1, observando a diminui¢do da
area lesada e a retracao das feridas, relatando que macroscopicamente as feridas
tratadas apresentaram-se melhor organizadas, com sinais inflamatdrios controlados,

ou seja menos exsudacdo, edema e dor.

Jd o membro que nao foi tratado com PRP apresentou macroscopicamente
sinais mais intesnsos de inflamacao visualizados na figura 3 e no quadro 4, que definiu
a diferenca de até 9 centimetros quadrados de retracdo tecidual entre animais

tratados e controle em um prazo de 30 dias.

Analisando os resulatdos através de um outro teste estatistico, analise de
regressao linear, estimamos que o efeito de tratamento ao longo do tempo sobre a
area da lesdo foi ndo foi significativo, mantendo o animal 1 que apresentou diferenca
nas retas lineares demonstrando que a diferenca é pequena e nado viabiliza o

tratamento com PRP em ambos os grupos, ja excluindo-se o animal 1, os resultados
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relacionados a tempo versus diminuicdo na drea de lesdo sao significativos entre o
grupo tratado, apresentando uma taxa de diminuicdo da lesdo maior do que no grupo
controle. Onde pudemos observar que se excluissemos o animal 1 do grupo
apresentaria uma diferenca de 0,13 cm ° (tempo/cm’ /dia),em relacio ao grupo
controle, sendo significativo ao tratamento com PRP, ja se mantivéssemos o animal 1,
o resultado seria ndo significativo, entretanto, observamos que mesmo com alteracao
do membro tratado no animal 1, ainda obtém-se uma diferenca de 0,7 cm % (tempo/

2 . ~
cm “/dia) em relagdo ao grupo controle.
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FIGURA 3. Visualizacdo das feridas metacarpianas, observando a ferida tratada (figura
esquerda) e a ferida controle (figura direita), apresentando sinais de inflamagao no

membro controle e no membro tratado uma aceleracao do processo proliferativo.
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QUADRO 1. Escore Quantitativo da Presenga de Dor e Exsudag¢ao dos Animais

Tratados e Controles.

CONTROLE DA DOR PRESENGCA DE SECRECAO
MEDIDA 0-15 DIAS 15-30 DIAS 0-15 DIAS 15-30 DIAS
ANIMAL 1/C 2 1 3 1
ANIMAL 1/T 1 0 2 0
ANIMAL 2/C 1 0 2 1
ANIMAL 2/T 1 0 2 0
ANIMAL 3/C 2 1 3 2
ANIMAL 3/T 1 1 2 1
ANIMAL 4/C 1 0 3 2
ANIMAL 4/T 1 0 3 1
ANIMAL 5/C 2 1 3 1
ANIMAL 5/T 1 0 2 0
ANIMAL 6/C 1 0 2 1
ANIMAL 6/T 1 0 2 0

Legenda: C — CONTROLE/T - TRATADO
QUADRO 2. Resulatdos relacionados a ferida incisional na regido metacarpiana

de equinos, referindo a altura versus largura.

MEDIDA LARGURA (cm?) ALTURA (cm?) ESPESSURA (cm?)
ANIMAL 1/C 2 4 1
ANIMAL 1/T 3 5 1
ANIMAL 2/C 2 5 1
ANIMAL 2/T 2 4,5 1
ANIMAL 3/C 2 4 1
ANIMAL 3/T 2 3,5 1
ANIMAL 4/C 3 5 1
ANIMAL 4/T 2 4 1
ANIMAL 5/C 3 5 1
ANIMAL 5/T 2 4 1
ANIMAL 6/C 3 4,5 1
ANIMAL 6/T 1,5 3 1

Legenda: C— CONTROLE/T — TRATADO
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QUADRO 3. Resultados diferenciais das areas entre os grupos e tratados e

controles.
AREA CONTROLE (cm?) | AREA TRATADO (cm?) |  DIFERENCA (cm?)

ANIMAL 1 8 15 -7
ANIMAL 2 10 9 1
ANIMAL 3 8 7 1
ANIMAL 4 15 8 7
ANIMAL 5 15 8 7
ANIMAL 6 13,5 4,5 9

MEDIA 11,58 8,58 3

DESVIO PADRAO 3,32 3,49 5,93

Nos resultados acima, embora podemos observar que houve diferenca entre as
médias dos grupos, esta nao foi significativa, justificado por um animal (animal 1) que

apresentou resultado discrepante durante o processo cicatricial.

QUADRO 4. Resultados das diferencas das areas entre os animais do grupos

tratados e controles, evidenciando o animal nimero 1.

AREA CONTROLE (cm?) | AREA TRATADO(cm?) |  DIFERENCA(cm?

ANIMAL 1 8 15 -7
ANIMAL 2 10 9 1
ANIMAL 3 8 7 1
ANIMAL 4 15 8 7
ANIMAL 5 15 8 7
ANIMAL 6 13,5 4,5 9
MEDIA 3

DESVIO PADRAO 5,93295879

ERRO PADRAO 2,42212028

ESTATISTICA T 1,23858424

PROB.SIGNIFICANCIA 0,27047458
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No quadro 4, os valores evidenciados sao da diferenca entre a area de ferida

final aos 30 dias dos membros tratados em relacdo aos membros controles.

Destacamos, em azul o resultado do animal de nimero 1 com resultados discrepantes.

QUADRO 5. Resultados diferenciais das areas entre os animais do grupos

tratados e controles, excluindo o animal niumero 1 da estatistica.

AREA CONTROLE (cm?)

AREA TRATADO (cm?)

DIFERENCA (cm?)

ANIMAL 2 10 9 1
ANIMAL 3 8 7 1
ANIMAL 4 15 8 7
ANIMAL 5 15 8 7
ANIMAL 6 13,5 4,5 9
Média 12,3 7,3 5
MEDIA 5

DESVIO PADRAO 3,74165739

ERRO PADRAO 1,67332005

ESTATISTICAT 2,98807152

PROB.SIGNIFICANCIA 0,04041504

No quadro acima, os resultados se diferenciam, seguidos da exclusdo do animal

1, observando no quadro, que houve significancia em todos os animais que tiveram

como tratamento o plasma rico em plaqueta, sendo um tratamento que viabiliza e

acelera o processo de cicatrizacdo comparado ao grupo que nao houve tratamento.
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Figura 4. Reta estimada para ambos os grupos tratado e controle, mantendo o

animal 1 no grupo.

Area da lesdo (cm®)

| | | | | | |
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (dia)

A estimativa da diminui¢do da drea de lesdo/dia no grupo controle mantendo o
animal 1 e excluindo o dia 4(primeira mensuracdo), devido o valor se manter constante
em ambos os grupos neste periodo é de 28,41 (area inicial) — 0,61 (tempo/cm 2 /dia),
demonstrada pela reta preta, representado pelo grupo controle e 27,57 (area inicial) —

0,68 (tempo/ cm 2 /dia), demonstrada pela reta vermelha, representado pelo grupo

tratado.
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Figura 5. Reta estimada para ambos os grupos tratado e controle, excluindo o

animal 1 no grupo.

Area da lesdo (cm®)

| | | | | | |
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (dia)

A estimativa da diminuicdo da area de lesdo/dia no grupo controle excluindo o
animal 1 e excluindo o dia 4(primeira mensuracdo), devido o valor se manter constante
em ambos os grupos neste periodo é de 28,61 (area inicial) — 0,59 (tempo/cm 2 /dia),
demonstrada pela reta preta representado pelo grupo controle e 27,43(area inicial) —

0,72 (tempo/ cm 2 /dia), demonstrada pela reta vermelha, representado pelo grupo

tratado.



Figura 6. Visualizagao das feridas metacarpianas de um animal do experimento,

evidenciando as feridas tratadas (membro direito) e controle (membro esquerdo), o
animal em destaque é o nimero 1, onde houve alteragao resultando na exacerbagao
dos sinais de inflamag¢do como mostrado na figura a esquerda que correlaciona ao

membro tratado com PRP.
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5.3 AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA DA REPARACAO

De um modo geral, os dois grupos (tratado e controle) apresentaram
caracteristicas histopatoldgicas esperadas como: aumento de células, deposicdo de
coldgeno e presencga de fibroblastos, houve marcante presenca de células adiposas e

glandulares.

Ndo foi possivel observar o alinhamento e organizacdao das fibras coldgenas
pelo curto periodo avaliado, tendo os dois grupos avaliagbes semelhantes quanto a

disposicao e organizagao das células.

Houve presenca de neoformagdes de vasos, angiogénese que se apresentaram
de forma irregular devido a sua formacgao ser comprometida com a reestruturagao da
matriz extracelular, tendendo a uma fragilidade da parede vascular visivel a
microscopia observando sua espessura através da migracao celular evidente no local
onde sera formado o novo vaso, sendo que 0s neovasos sempre estavam
acompanhados de uma vénula e uma arteriola, sendo uma préoxima da outra,

demonstrado na figura6 e 7.

Os resultados histopatolégicos e imunoistoquimicos revelaram que a escolha
do tratamento foi eficaz através dos resultados obtidos como a maturacdo celular, a

deposicao de fibroblastos e coldgeno e a expressao de fatores de crescimento no local.

Nao foi observado nas laminas de controle negativo caracteristicas durante a
fase aguda, como a presenca de tecidos necréticos, edemas e hemorragias. Foi
encontrado grande quantidade de células da matriz extracelular que compde o tecido

conjuntivo propriamente dito, quantidade significativa de células de colageno e
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fibroblastos espalhadas pelo tecido conjuntivo localizado na regido dérmica
acompanhados de neoformacgdes vasculares e células adiposas e sudoriparas. Os dois
grupos, tratado e controle apresentaram uma hipercelularidade caracterizando uma

aceleragdo no processo de cicatrizacao, demonstrado na figura 7.

Aumento: 10 X

FIGURA 7. Na fotomicrografia, o circulo e a seta preta mostram um neovaso
possivelmente uma vénula por apresentar paredes irregulares e menos espessas, as
setas bordos indicam glandulas sebaceas que acompanham ao redor ou nas

proximidades do foliculo piloso que é indicado pela seta vermelha.
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Aumento: 20 X

FIGURA 8. Fotomicrografia de neoformacgao de vasos, evidenciando que a arteriola (A)

vem acompanhada de uma vénula (V).
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Aumento: 20 X

FIGURA 9. llustragdo da regido epidérmica e dérmica, evidenciando pelas setas pretas
a presencga de células de colageno na regido da derme e possivelmente figuras de

mitose indicadas por setas vermelhas.
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Aumento: 20 X

FIGURA 10. Fotomicrografia de Imunoistoquimica marcados pelo anticorpo IGF, nota-
se a derme com tecido conjuntivo denso ndo modelado, presenca de foliculos pilosos
(P), glandulas sebaceas (Se), glandulas sudoriparas (Sd) num corte transversal do

tecido epitelial.
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TABELA 2. Média dos escores quantitativos de marcadores para cicatrizagdo do

controle negativo obtido no tempo O (dia zero, no momento da incisdo cirurgica)

adquiridos a partir do software Image J.

ANIMAL IGF% PDGF% TGF B B% VEGF%

1 49.689 19.724 25.445 29.246

2 43.419 47.738 39.949 37.892

3 33.377 35.086 20.605 29.686

4 42.489 30.045 31.523 46.718

5 42.243 39.079 40.538 30.773

6 36.866 32.226 25.922 25.732
MEDIA 41.347 33.983 30.664 33.341
DESV.PADRAO 5.157 8.546 7.476 7.476
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TABELA 3. Média dos escores quantitativos de marcadores para cicatrizagdo do
membro tratado com plasma rico em plaquetas (PRP) obtido no tempo 30 (30 dias pds

lesdo) adquiridos a partir do software Image J.

ANIMAL IGF% PDGF% TGF B% VEGF%
1 5.558 48.473 42.985 26.424

2 36.651 32.295 26.603 24.817

3 43.185 23.580 20.610 22.284

4 22.584 30.356 28.363 23.559

5 31.759 31.088 33.132 14.522

6 41.930 54.655 32.750 10.433
MEDIA 30.278 36.741 30.741 20.340

DESV.PADRAO 13.009 10.986 6.893 5.819
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TABELA 4. Média dos escores quantitativos de marcadores para cicatrizagdo do

membro controle que ndo recebeu tratamento com plasma rico em plaquetas (PRP)

obtido no tempo 30 (30 dias pds lesdo) adquiridos a partir do software Image J.

ANIMAL IGF% PDGF% TGF B% VEGF%

1 49.127 31.198 31.637 31.983

2 41.769 34.642 27.575 18.351

3 42.022 5.810 26.925 14.903

4 31.978 28.247 37.515 11.332

5 34.551 34.504 31.654 23.136

6 45.248 34.485 29.225 30.732
MEDIA 40.783 28.148 30.755 21.740

DESV.PADRAO 5.893 10.255 3.521 7.684

TABELA 5. Média das concentragdes dos fatores de crescimento no tempo 0

com o controle negativo e tempo 30 com os membros tratados e controles.

IGF% TGFB% PDGF% VEGF%
CONTROLE 41.347 33.983 30.664 33.341
NEGATIVO
TRATADO 30.278 36.741 30.741 20.340
CONTROLE 40.783 28.148 30.755 21.740
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FIGURA 11. Visualizagcdo que segua na pdgina 62, da marca¢dao de IGF em
membros tratados, evidenciando com setas pretas as glandulas sebaceas e sudoriparas
ao redor do foliculo piloso (A), e na figura B marcacdo do IGF é menos expressiva em
membros controle. Na figura C, a visualizacdo de arteriolas e vénulas em formacao,
marcados pelo VEGF em membros tratados e na figura D a imunorreatividade para
neovasos é pouco significativa em membros controle apresentados pelas setas pretas.

Aumento: 20X
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Aumentos: As figuras A, J e K 10 X.As figuras B,C,D.E,F,G,H,1eL20X
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FIGURA 12. As figuras acima representam cortes histoldgicos submetidos a técnica de
imunoistoquimica, sendo aplicado para identificacdo de fatores de crescimento, alguns
marcadores. Na figura A, B e C, observa-se a marcacao de IGF (fator de crescimento
derivado da insulina, a figura D, E e F observa-se a marcacdo com PDGF (fator de
crescimento derivado das plaquetas), e a figura G,H e | representam a marcacdao do
TGFpB (fator de crescimento transformante) e as figuras J,L e K representam a marcacao
com VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) sequenciadas pelo controle

negativo, membro tratado e membro controle.
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DISCUSSAO



85

6. DISCUSSAO

O experimento buscou avaliar os efeitos da utilizacdo do plasma rico em
plaguetas na reparagao tecidual de feridas induzidas na regido metacarpiana de
equinos por meio de avaliagdes macroscdpicas, morfométricas, histolégicas e

imunoistoquimicas.

6.1 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

A escolha dos protocolos de Carmona, 2009 e Vendramin et al. 2006, discutido
por Vendruscolo e colaboradores (2012) e modificado por nossa equipe objetivou a
obtencdao de um maior numero de plaquetas concentradas relacionando ao valor basal
de cada animal, onde conseguimos o valor médio de 4 vezes. Embora Oleza (2009)
relate que um concentrado plaquetario para aplicagcdo bioldgica deve ter de 2,5 - 10
vezes o valor sanguineo basal, acreditamos, baseados em observagdes clinicas, que
uma concentracao entre 5 a 8 vezes no plasma rico em plaquetas, seria a ideal. Dentro
do objetivo que tivemos de ter uma maior concentracdo plaquetdria, devemos
considerar um limite, pois uma concentracdao acima de 10 vezes pode propiciar um
aumento na quantidade de fibrose do final da cicatrizacdo, o que dependendo do tipo
de tecido pode ndo ser desejavel. Pinto et al. (2014) e Monteiro (2009) e Souza et al.
2014 compartilham desta idéia sugerindo que quantidades elevadas de plaguetas
poderiam resultar em efeitos indesejaveis como alteracbes na proliferacdo de
fibroblastos.

O momento da coleta sanguinea, a preparac¢ao, a cuidadosa manipulacdo das

amostras, a centrifugacdo e o armazenamento do PRP resultaram em: um melhor
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concentrado plaquetario, diminuindo o rompimento das plaquetas um menor nimero
de leucécitos e uma diminuicdo na agregacao plaquetdria corroborando com Mazzucco
e colaboradores (2009) que referiram sobre os resultados da concentracdo e contagem
plaquetaria e de fatores de crescimento, discutidos acima como relevancia para
obtencdo de um PRP de qualidade satisfatéira e concentrado em plaquetas vidveis.

Na obtencdo do PRP, a contagem plaquetaria resultou em valores varidveis
entre 625.000 e 842.000 uL de plaquetas concentradas, e valores entre 129.000 e
181.000 L de plaguetas basais, as hemacias entre 6.370.000 e 8.100.000 uL e os
leucécitos entre 7.600 e 11.600 uL. Estes valores de PRP foram considerados
adequados de acordo com Maia (2009), Carmona (2009), Textor (2011), Bosh (2011),
Vendruscolo (2012), Zandim e colaboradores (2013), e justificados no experimento
realizado por Vendruscolo (2012) que avaliou diversos protocolos no objetivo de
qguantificar o maior nimero de concentrado plaquetdrio, revelando que um maior
nimero de plaquetas favorece a reparac¢ao e regeneracao do tecido, confirmados por
Nikolidakis e Janses (2008).

Através dos testes realizados durante o experimento, observamos a facilidade
na realizacdo de um tratamento inovador e de qualidade, apresentando formas
alternativas para o tratamento de uma ferida em membros de equinos, identificando-
se com a afirmacdo que o PRP é um tratamento acessivel, de baixo custo e rico em
fatores de crescimento, que viabiliza e acelera o processo de cicatriza¢cdo, promovendo
a proliferacdo, diferenciacio e remodelamento do tecido, corroborando com
Pierce(1991) que diz que o plasma rico em plaquetas é um produto autdgeno, atdxico

e fonte de fatores de crescimento.
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Através de estudos, fizemos a escolha dos fatores de crescimento mais
expressivos em feridas, de acordo com a sua imunoreatividade a partir da contagem
de laminas de imunoistoquimicas, determinando resultados quantitativos por pixels/
area, embora concientes de que a imunoistoquimica é basicamente uma avaliacdo
qualitativa. Procuramos observar a expressividade de cada um independentemente,
estando de acordo com os resultados de Declair (1999), Ksander e colaboradores
(1990) e Ross e Pierce (1989) referindo que os principais fatores de crescimento
envolvidos no processo de cicatrizacdo sdo o PDGF (Fator de Crescimento Derivaddo
da Plaquetas), IGF ( Fator de Crescimento Derivado da Insulina), TGF B ( Fator de
Crescimento Transformante Beta) e VEGF ( Fator de Crescimento Endotelial Vascular),

gue sao expressos significativamente em tecido epidérmico e dérmico.

6.2 AVALIACAO MACROSCOPICA E MORFOMETRICA

A reparacdo de feridas em regides distais de membros na espécie equina é
comparada lenta e por muitas vezes ocorre de forma inadequada e irregular em
funcdo da alta retracdo da ferida, da baixa taxa de epiteliza¢cdo e da predisposicao a
formagdo de granulagdo exuberante (WILMINK et al., 1999). Em nosso experimento
estdvamos atentos quanto ao tempo maximo de cicatrizacao, considerando o processo
completo, levando-se em consideracdo o tamanho da ferida, o formato retangular
desta e por ser em regido dos membros de equinos, esperdvamos uma maior
dificuldade no processo de reparacdo, o que nao ocorreu. Sendo assim pudemos
observar uma rapida reparacdo e uma sintese e organiza¢do das fibras de coldgeno
gue aceleraram a forma¢dao de uma nova pele semelhante a que foi extraida pela

indugdo cirdrgica. Segundo Wilmink & Van Weeren, 2005 esssa variacdo na taxa de
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cicatrizacdo das feridas de equinos dependem principalmente da localizacdo, pois
lesdes cutadneas localizadas no tronco cicatrizam mais rapidamente do que dos
membros. Theoret e colaboradores (2013) relacionaram esta variagcdo na reparacdo de
uma ferida com varios fatores, dentre eles a extensao, localizacdo anatémica da lesdo
e infeccdo local. Cochrane (1997) comparou as feridas em membros de equinos com
Ulceras que ocorrem em pernas do homem, principalmente em relagdo a resisténcia a

cicatrizagao.

A escolha do formato retangular das feridas ocorreu em funcao de
proporcionarmos uma lesao critica com maior dificuldade de reparacao. MADISON &
GRONWALL (1992) referiram que o formato da ferida em equinos nao interfere no
tempo de cicatrizagdo. Porém no homem ha evidéncias que o tamanho, forma e
profundidade da ferida afetam a taxa de contracdo, observando-se que feridas lineares

fecham mais rapidamente, seguidas das retangulares e circulares.

No transcorrer da evolucdo das feridas dos equinos estudados, algumas
caracteriisticas devem ser destacadas, como a partir de dois dias, ndo evidenciamos
qualquer caracteristica marcante ou ressalva entre as feridas realizadas dos dois
grupos (tratados e controles). Durante a primeira semana ndo observamos diferenca
entre o processo de cicatrizacdo dos animais tratados e controles provavelmente por
apresentar influxo diminuido de polimorfonucleares, linfocitos e sinais inflamatdrios
em ambos os grupos, desacelerando simultaneamente as fases cicatriciais que
segundo Wilmink e colaboradores (1999), os equinos em relagdo aos podneis

apresentam um retardo na cicatrizacdo devido ao influxo mais lento de
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polimornucleares, quimioatrativos e fatores de crescimento que sdo necessarios para
iniciar a resposta a inflamacao.

A aplicacdo subcutdnea pode ter amplificado a inflamacdo inicial, porém
Monteiro et al. (2009) nao referiram efeito adverso, como inflamagao exacerbada ou
infec¢cOes decorrente desta aplicacao.

Apds, e durante a primeira quinzena houve uma subita diferenciagao entre as
feridas, sendo a tratada, caracterizada por apresentar organizacdo, diminuicdo nos
sinais de inflamacdo como exsudacdo, edema e dor e com granulacdo ativo. Estas
caracteristicas da ferida apds o tratamento com PRP local estdo de acordo com Smith
& Thomas, 2009 que observaram a aceleracdao da maturacao de feridas apds o
tratamento com o PRP e contrario ao experimento de Souza et al, 2014 que nao

observaram nenhum beneficio do tratamento com PRP.

Houve apenas o animal um, com ferida contaminada que apresentou
resultados totalmente adversos aos outros animais, seu membro tratado apresentava

caracteristicas inflamatdrias reativas, observando-se exsudacao intensa, dor e edema.

O tecido de preenchimento (granulacdo) tinha aspecto desorganizado e
irregular, visualizados na figura 4, que evidenciou a marcante presenc¢a de crostas,
exsudagdo, pontos hemorragicos, aumento dos bordos, aumento de temperatura e
sensibilidade dolorosa. O processo de cicatrizagdo em equinos, temos uma grande
diferenca de evolucao relacionada a localizacdo das mesmas, segundo Jacobs et al.
(1984) e Knottenbelt (1997). Junior (2010) relata que, de uma forma geral, as feridas
lombares cicatrizaram mais rapidamente do que as feridas metacarpianas, com uma

contracdo centripeta maior, um granulacdo mais delgado e uma formacdo de crostas
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mais rapida. Schumacher et al (1992) afirma que os primeiros dias sdo os momentos
onde ocorreu maior pico de sensibilidade, hemorragia, edema e secrecdo ao redor da

area traumatizada.

Durante a terceira semana os animais receberam uma segunda aplicagcdo de
PRP, mas nao ficaram contidos em baias onde estavam sendo alojados, mas foram
soltos em piquetes. Nos primeiros dias seguidos da aplicacao, as feridas se mostraram
levemente inflamadas, entretanto observamos que com a fisioterapia natural, seguida
de trotes e galopes no local que se encontravam, propiciou um auxilio na retracao das
feridas e acelerou o processo de diminuicdo do seu tamanho. Consideramos este fato
relevante, uma vez que inferimos que a exposicao ao sol e ao exercicio continuo e
diario tenham também contribuidos para o crescimento epitelial e formacdo de um
novo tecido no local. De acordo com Maciel (2012), a dupla aplicacdo de PRP
desfavorece o processo de cicatrizagdo, ja que ao aplicar novamente o produto resulta
em uma nova estimulacdo inflamatdria, reeiniciando o processo de quimiotaxia de
polimorfonucleares e novamente a degranulacdo plaquetaria. Em nosso trabalho
também observamos, apds a segunda aplicacdo, uma reagudiza¢do e o aparecimento
de alguns sinais inflamatdrios que ja haviam desaparecido no tecido. Entretanto apds a
segunda aplicacao de PRP notamos uma aceleragao do processo cicatrical nos ultimos
dias, confirmados em alguns animais que apresentaram uma reducao significativa na
extensdo da ferida, alcancando uma diferenca na reducao da lesdo de até 9 cm?, onde
a média foi de 3 cm?”. De acordo com Textor, 2011 uma segunda aplicacdo de PRP seria
benéfica, embora ndo exista um protocolo definido relacionado ao beneficio da

repetibilidade das aplicacdes.
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Esta retracdo tecidual foi também observada por Martins e colaboradores
(2013), que avaliaram feridas de metacarpo e metatarso. Entretanto a comparagao
deve ser realizada com cautela devido a diferenca do tamanho das feridas do trabalho
em questdo. Utilizando membranas de quitosana para avaliar a cicatrizacdo de feridas
de metacarpo e metatarso de 20 mm de didmetro em formato circular, observaram
gue a partir da terceira semana houve diminuicdo gradativa de lesdo. Souza (2006),
obteve, em feridas de 2,0 cm de diametro tratadas com creme a base de Triticum
vulgare, o fechamento completo aos 32 dias de tratamento. Um fato importante a ser
considerado é o tamanho inferior das feridas tratadas nos experimentos destes
autores recém citados, o que dificulta a comparacdo dos resultados com o nosso
experimento.

Durante a quarta semana o grupo tratado com PRP destacou-se pela
diminuicdo do tamanho da ferida, apresentando resultados diferenciados de acordo
com cada animal, mas em geral expressivos quando correlacionados ao grupo
controle, que nao foi tratado com PRP, alcangando até 80% de diminuigdo comparado
a ferida original. Contudo ndo foi possivel avaliar o fechamento total das feridas, pois o
experimento tinha como objetivo apenas a avaliacdo durante 30 dias corridos. Assim,
pode-se afirmar que a utilizacdo 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

plaguetas possuem centenas de outras moléculas envolvidas.
A questdo do tempo de acdo do PRP também deve ser pesquisado, pois em

nosso experimento tivemos uma diminuicdo do tamanho da ferida apds 15 dias da

primeira aplicacdo de PRP e logo apds a segunda aplicacdo do mesmo, sobrepondo o
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discreto processo inflamatdrio instaurado. Ja Ferreira (2007), e Monteiro et al (2009)
observaram que o PRP teria uma acdo bioldgica principalmente no inicio do processo
de reparacdo de feridas em equinos, porém sem reduzirem o tempo total de
cicatrizacdo, relatando que o periodo maximo de fechamento das feridas tratadas com
PRP foi maior do que nas feridas ndo tratadas, sugerindo que a terapia com PRP tem
melhor efeito na fase inicial. Maia et al. (2009) observaram melhora histopatolégica do
tecido com reparacdo uniforme e organizada 36 dias apds a aplicacdo intralesional do
PRP em lesGes do TFDS de -equinos induzidas experimentalmente com
colagenase.Wilmink & van Werren, 2004. sugeriram que uma das possibilidades da
acao do PRP numa fase de reparagdao mais tardia, seria devido a acdao do TGF B por este

fator estimular a diferenciacao dos fibroblastos em miofibroblastos.

Segundo Maciel (2012), o processo de cicatrizacdo de feridas tratadas com PRP
apresentou microscopicamente melhor organizacdo de fibras colagenas quando
comparadas com feridas ndo tratadas com PRP. Apesar da diminuicdo do tamanho da
ferida, ndo tivemos uma total organizacdo da matriz extracelular e densidade de fibras
colagena em nosso experimento uma vez que observamos que o tempo maximo para
o fechamento das feridas foi de 60 dias e o tempo proposto no experimento realizado

foi de avaliagdes em 30 dias.

A forma simplificada da utilizacdo do PRP (plasma rico em plaqueta) injetavel
nos bordos de feridas comprovou macroscopicamente e estaticamente que houve uma
reducdo no tamanho da ferida, sendo visualizado através do acompanhamento clinico
e morfométrico realizado durante todo o processo, o que difere do relato de Pinto et
al. (2014) que observara um maior tempo de cicatrizacdo nos animais tratados com

PRP.
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Observamos no experimento o benéficio da terapia celular com a utilizacao de
plasma rico em plaquetas, visualizando que o tratamento de escolha para feridas
metacarpianas equina foi vidvel, apresentando resultados significativos acelerando o
tempo de cicatrizacdo e reducdo de area da lesdo, enfatizando que o formato critico e
o local de escolha proporcionavam possiveis dificuldades e complicacdes para uma

cicatrizacdo completa e rapida.

6.3 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA

Na avaliacdo histopatoldgica foi confirmada a presenca de lesdes na regido
epidérmica e dérmica dos animais, observando-se o epitélio estratitificado bem
caracterizado pelas camadas celulares que derivam de uma Unica camada basal. Essas
membranas sdo altamente diferenciadas para fungdes secretoras e absortivas, por
possuirem alto poder mitdtico. Em meio ao tecido conjuntivo, onde houve presenca
expressiva de grupos celulares glandulares, sebaceas e sudoriparas, encontramos
presenca de proliferacdo fibroblastica, alteragcdes na organizacdo celular,
descontinuidade do alinhamento das fibras, aumento na celularidade, encontrando
figuras de mitose e grande quantidade de coldgeno, presenca de vasos e inicialmente
neoformacdes de arteriolas e vénulas, apresentando formatos e bordos irregulares,
sendo uma formac¢dao normal do novo endotélio dos vasos, apresentados por George e
Castro (1998), Kierszenbaum (2011). J& Pool (1996) sugeriu que a pouca celularidade e
vascularizao indicam a progressiva maturagdo do tecido, sendo uma das fung¢des do
coldgeno exercer forga mecanica através do seu envolvimento nas paredes dos

capilares. Entretando a dificuldade em encontrar outros exeprimentos equivalentes ao
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nosso e também um desconhecimento na especificidade de cada marcador escolhido,
acreditando que pudesse haver reacGes cruzadas frente aos trabalhos em ratos e
humanos, torna consideravel inferir que existe a necessidade de estudos aprofundados
e mais experimentos relacionados ao assunto. Por isso fez-se necessario a utilizagdo de
uma analise da lesdo através de um software Image J que proporcionou de forma
quantitativa, mensuracdes expressa em porcentagem (%) de darea/pixels. Avaliadas
pelas laminas individualmente e obtendo uma média de cada marcador sugerindo a

contagem por drea corada com o marcador de escolha.

Observando as dificuldades, acreditamos que ha necessidade de novas
pesquisas sobre marcacao e identificacdao de células, considerando o que Taylor et al.

(2009) e Carvalho (2009) discutem sobre as avaliagcdes imunoistoquimicas.

A utilizacdo de marcadores celulares, e a técnica de imunoistoquimica,
foram consideradas uma contribuicdo significativa para obtencdo dos resultados no
presente trabalho. Assim a realizacdo dos cortes nos tempo 0 e 30 dias, além da
avaliacdo morfométrica que auxiliaram na visualizacdo da reducdao das feridas,
ressaltando a importancia da mioretragao e fisioterapia “natural” que proporcionaram
aos animais do experimento uma aceleracdo significativa apds os 15 dias de
tratamento. Além disso, evidenciou a reducdo na atividade inflamatdria visivel das

feridas tratadas, com diminuicdo da exsudacdo e sensibilidade dolorosa do local.

Devemos ressaltar, mais uma vez, que a regido de escolha da inducdo das
feridas € um local desfavorecido em decorréncia da anatomofisiologia do equino, ja

gue o local é pouco irrigado por vasos sanguineos e presenca diminuida de grupos
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musculares, além de apresentar uma série de estruturas comprometedoras como
ligamentos, tenddes, vasos e nervos que facilitam um erro iatrogénico, que devido as
particularidades da cicatrizacdo em partes distais de membros de equinos e a escassez
de informacgbes referentes ao uso de biomateriais na reparacdo de feridas nessa
espécie segundo Martins et al.( 2013) sendo o objetivo do trabalho avaliar as possiveis
complicacdes em membros de equinos e quantificar os fatores de crescimento que

acelera a cicatrizacdo de feridas cutaneas em membros locomotores de equinos.

Barra (2006), Motta (2008) e Mutschall (2009) realizaram a marca¢do de
fatores de crescimento no tecido de reparagdao seguindo a técnica de
imunoistoquimica para marcadores Ki67 e VEGF em ratos Wistar, avaliando a presenca
de neovasos entre os dois tipos de marcadores e considerando a imunorreatividade
de cada um. Este relato foi semelhante ao nosso trabalho onde avaliamos marcadores
(IGF, PDGF, TGF B e VEGF) para anticorpos celulares, e ressaltamos através da
observacdo e leitura das laminas imunoistoquimicas algumas divergéncias como
variacoes entre animais tratados e controle. A predominancia de marcadores para
tecido epidérmico foi maior do que por vasos e tecido conjuntivo, sendo observado
nas laminas de IGF e VEGF que podem ser melhor visualizadas na figura 9,
apresentando também um aumento em marcacdes para glandulas sebaceas e
sudoriparas e um numero menor para marcadores relacionados a presenca de vasos
(VEGF). Experimentos de Carvalho (2009) mostrava maior expressiao de VEGF em
neovasos com marcadores que predominavam na presenca de fluxo sanguineo ou seja
gue ja haviam sido formados. Em nosso experimento observamos que ha marcacao

pelo VEGF em neovasos, porém apresenta-se na fase de iniciacdo da parede endotelial,
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tornando o resultado subjetivo decorrente das intensas atividades celulares
protagonizadas pelo rompimento de ligagdes cruzadas durante a fase proliferativa e de

remodelamento,

O marcador IGF foi encontrado em maior quantidade, nas células da camada
basal do estrato queratinizado epidérmico, que é justificado pela extensa proliferacao
e diferenciacdo celular que ocorre nesta regido da epiderme e na regido da derme.
Este achado estd de acordo com o relato de Jeschke (2005), que relacionou a
expressao de IGF com a acdo mitogénica dos fibroblastos. Textor et al. (2011)
referiram que a concentracdo de IGF-1 nas plaquetas é muito baixo em comparacao

aos niveis deste no plasma circulante.

J4 o fator de crescimento proliferativo (PDGF), manifestou sua presenca,
marcando significantemente as proliferacdes da camada dérmica, junto a presenca de
colageno e matriz extracelular, o que corroborou com Arguelles et al.(2006), Roberts
to Sporn (1996) e Kninghton et al. (1986) que relataram que o PDGF atua na regido
dérmica com acdo principalmente na migracao celular, angiogénese e aumento na

expressao de TGF B.

A expressao do fator de crescimento transformante (TGF B) ocorreu em maior
numero de células sebdaceas e glandulas sudoriparas que circundam o foliculo piloso,
sendo anexos dos mesmos, comprovando a sua acdo como agente inibitdrio no
crescimento epitelial e sua capacidade de inibir a expressao de receptores para PDGF,
gue tem como funcdo a proliferacdo de fibroblastos e sintese de colageno, células

musculares lisas, que auxiliam na retracdo da ferida e monécitos, corroborando com
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Caminoto (2003) que demonstrou a forma ativa de TGF B na proliferacdo de
fibroblastos, demonstrado também por Ghahary (2002), Bourder e Ruoslahti (1992)
qgue destacaram a capacidade de autoregulacdo do TGF B. Theoret et al. (2002)
também associaram a imunorreatividade e presenca do marcador associado ao reparo

tecidual e em tecido cutaneo sadio.

O aumento na imunorreatividade de TGF B em animais tratados concorda com
Coffey et al. (1988) e Werner e Grose (2003) mostrando, que a expressividade de TGF
B na cicatrizacdao de feridas cutdneas , tem uma acdo paradoxa. Enquanto o TGF
exogeno estimula a reepitelizagdo, migracdo de queratindcitos e formacdo de

granulacdo, o endégeno demonstrou inibir a epitelizacao.

Nas literaturas consultadas ndo foram encontrados muitos estudos sobre o uso
de PRP em feridas cutaneas em membros, e nem sobre especificidade de marcadores.
Portanto faz- se necessario o aprofundamento de estudos especificos com marcadores
de tecido cutaneo em equinos, proporcionando resultados mais precisos e confidveis,

além de padronizar técnicas para futuras pesquisas.

A continuidade deste estudo permitira analisar o tempo de acdo desses fatores
de crescimento, suas viabilidades, periodo residual, qual momento exato da
predominancia de suas acbes e qual especificidade celular. Entretanto no trabalho
realizado a analise foi para a reducdo da extensdo da ferida e marca¢Ges por meio de

anticorpos celulares que interagiam com as células coradas.
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7. CONCLUSOES

A analise dos resultados macroscopicos e morfométricos evidenciou que a
utilizagdo de plasma rico em plaquetas resultou na efetividade do tratamento de
feridas metacarpianas de equinos, expressados através dos resultados de retracdo da
area de lesdo), aceleracdo do processo de cicatrizacdo e diminuicdo dos sinais

inflamatédrios durante o periodo de avaliacdo (30 dias).

As avaliagcOes histopatoldgicas e imunoistoquimicas demonstraram que os
marcadores de escolha (IGF, PDGF, VEGF e TGFB), foram importantes para visualizar o

processo cicatricial.
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RESUMO

A cicatrizacdo da pele é o objetivo de estudos e pesquisas, devido ao seu
interesse clinico, cientifico e econdmico, principalmente devido a grande freqliéncia de
feridas causadas por lesdes em cavalos. A cura da ferida é um fenémeno fisioldgico que
se inicia a partir da perda da integridade da pele, gerando uma solucéo de continuidade
que atinge as camadas subjacentes em diversos graus e depende de uma série de reacdes
quimicas (SCOTT, 2011).Vérios fatores influenciam a cicatrizacdo ap6s leséo
traumatica ou cirurgica. Feridas abaixo do jarrete ou joelho nos equinos sdo um
problema, mesmo em animais sadios. Contudo esta dificuldade ndo ocorre na parte

superior do corpo, 0 que pode ser explicado devido ao baixo suprimento sanguineo,
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baixa oxigenagdo, temperaturas mais baixas e um desequilibrio de fatores de
crescimento (DYSON, 1997). E essencial na reparacdo tecidual uma fonte rica em
fatores de crescimento. As plaquetas atuam na hemostase, cicatrizacdo de feridas,
reepitelizacdo, liberadora de diversos fatores de crescimento que estimulam a
angiogénese, promotores de crescimento e proliferacdo de fibroblastos, que por sua vez
proporciona um aumento na sintese de colageno, sendo o PRP uma fonte natural e
segura, pois é plasma do proprio animal (DYSON, 1997). Esse trabalho teve como
objetivo a avaliacdo de equinos induzidos com uma solucdo de continuidade, ferida, na
face dorsal da regido metacarpiana dos membros toracicos, onde foram utilizados 6
animais da espécie eqliina, SRD, tendo como tratamento o uso de plasma rico em
plaqueta (PRP) centrifugado e solucédo fisioldgica. Os animais foram avaliados por
parametros clinicos, morfométricos, avaliacBes histopatolégicas e imunoistoquimicas

durante 30 dias .

Palavras-chave: Equino; Ferida; Plasma Rico em Plaquetas; terapia.

ABSTRACT

The healing of the skin is the purpose of study and research, due to its clinical, scientific
and economic interest, mainly due to the high frequency of wounds caused by injuries
in horses. The wound healing is a physiological phenomenon which starts from the loss
of skin integrity, generating a continuous flow that reaches the underlying layers to
different degrees and depends on a series of chemical reactions (Bertone, 1989). Several
factors influence healing after traumatic or surgical injury. Wounds below the knee or
hock in horses are a problem, even in healthy animals. However, this difficulty does not
occur in the upper part of the body, this can be explained by low blood supply low
oxygenation, lower temperatures and an imbalance of growth (DYSON, 1997) factors.
It is essential in tissue repair a rich source of growth factors. Platelets act in hemostasis,
wound healing, re-epithelialization, releasing several growth factors that stimulate
angiogenesis, growth promoters and proliferation of fibroblasts which in turn provides
an increase in collagen synthesis, the PRP being a natural source and secure because it
is the animal's own plasma (DYSON, 1997). This study aims to evaluate horses induced
with a solution of continuity, wound on the dorsal surface of the metacarpal region of

the forelimb, where 6 animals of the equine species, SRD were used, with treatment as
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the use of platelet rich plasma (PRP) saline and centrifuged. The animals will be
evaluated by clinical, morphometric, histopathological and immunohistochemical
reviews for 30 days.

Keywords: Equine; Wound, Platelet Rich Plasm; therapy.

INTRODUCAO

Feridas resultantes de traumatismos sdo causas comuns de substanciais perdas
econdmicas em medicina veterinaria eqliina (SCOTT, 2011). O reparo pode ocorrer de
duas formas, pela regeneracdo com a recomposic¢ao da atividade funcional do tecido ou
pela cicatrizacdo, com o restabelecimento da hemostasia do tecido com perda da sua
atividade funcional pela formacéo de cicatriz fibrética (BALBINO, 2005).

Danos tissulares de qualquer natureza (fisica, quimica ou bioldgica)
desencadeiam de imediato uma série de eventos, que se traduzem como rubor, tumor,
calor e dor. Estes sinais resultam da ativacdo de células nervosas, estromais, vasculares
e circulatorias por estimulos fisicos ou por sinalizacdo quimica feita por compostos
celulares rompidos, fragmentos teciduais inertes (colageno, fibronectinas, elastinas) e
proteinas séricas que extravasam pelos vasos e por acdo de mediadores inflamatdrios
pré formados, liberados por plaguetas, mastocitos e neossintetizados ( eicosandides e
PAF) (CONTRAN, 2001 apud BALBINO, 2005, KUMAR et al., 2005;
CAVALCANTE etal., 2012).

E essencial na reparacdo tecidual uma fonte rica em fatores de crescimento. As
plaquetas atuam na hemostasia, cicatrizacdo de feridas, epitelizacdo e liberacdo de
diversos fatores de crescimento estimulando a angiogénese e proliferacdo de
fibroblastos que por sua vez proporciona um aumento na sintese de colageno. Assim o
emprego de plasma rico em plagquetas (PRP) € uma fonte natural e segura de fatores de
cerscimento para tratamento de feridas, pois é plasma do proprio animal (DYSON,
1997). Acelerando a diferenciacéo epitelial, crescimento e remodelamento do tecido em
questdo, além de aumentar os mediadores e fatores de crescimento no local lesado, pode
ser de grande importancia, gerando um potencial sinérgico no tratamento de feridas em
equinos (DYSON, 1997).

Esse trabalho teve como objetivo avaliar o beneficio do tratamento de PRP em
feridas metacarpianas de equinos, por meio de acompanhamentos macroscopicos,

morfométricos, histoldgicos e imunoistoquimicos .
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MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados cinco animais da espécie eqlina, sem raca definida,
clinicamente saudaveis de ambos o0s sexos, e examinados clinicamente observando
sinais de desconforto e que foram submetidos a aprovacio pelo Comité de Etica. Os
animais foram tranquilizados por via intravenosa (IVV) com administracdo de
acepromazina 1% (0,03 — 0,07 mg/Kg) e xilazina 10% ( 0,5 — 1,1 mg/Kg) e no local foi
administrado através da via subcutanea anestésico local Cloridrato de Lidocaina 0,2% (1
— 7 mg/Kg), o local cirargico foi preparado através de tricotomia do local, lavagem com
clorexidine e a assepsia com alcool iodado e/ou clorexidine alcodlico, uma forma
retangular(6X4 centimetros) de material descartavel (plastico) foi estabelecido como
molde para as realizacbes das feridas, padronizando-as de largura, comprimento e
espessura semelhantes objetivando o equivalente a uma ferida de 6 X 4 X 1 cm 2 | na
face dorsal dos membros toracicos direito e esquerdo (n= 12), sendo 2 feridas por
animal. As lesbes dos membros foram aleatoriamente sorteadas entre grupos tratados
com PRP e o grupos controle, sem tratamento com PRP.

Os animais foram mantidos na Fazenda de Rubido Junior da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu. Antes do experimento, 0s equinos
foram pesados, vermifugados com Ivermectina na dose de 200ug/Kg via oral, e
confinados em baias individuais, recebendo agua, alimento balanceado e feno de “coast-
cross”.

Foram utilizados 6 animais, divididos em dois grupos, GO (grupo tratado com
PRP centrifugado), G1 ( grupo controle). Para induzir a lesdo, os animais foram
submetidos a corte e antissepsia com clorexidine 0.5%, seguido de sedacdo com
xylazine 10% (0.5 — 0.7 mg/Kg) e acepromazina 1% (0.03 — 0.05 mg/Kg) e anestésico
local, no volume de 5-7 mL de Cloridrato de Lidocaina 2% . Durante o procedimento
cirurgico, a incisdo foi realizada na pele com lamina de bisturi (nimero 24), seguindo-se
a disseccdo do tecido subcutdneo e conseguinte seguido de remocdo do fragmento
tissular. A ferida foi limitada & pele e subcutaneo.Apds a incisdo foi realizado a
aplicacdo de 8 — 10mL de PRP na regido subcutanea, proximo aos bordos da lesdo. No
décimo quinto dia aplicou-se a segunda dose de 8-10 mL de PRP nos bordos das
feridas.

Apos a cirurgia, foi realizado bandagens em todos os membros como forma de

tamponamento com gazes e compressas fixadas com bandagens ndo elastica e fita
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adesivas em suas extremidades, sendo retirada 48 horas pds cirurgia. Em cada animal
foi administrado 5.000UI de soro antitetanico e 20.000UI/Kg de antibi6tico penicilina
G. As feridas foram limpas diariamente com solucdo fisioldgica e gaze. Os animais
foram mantidos em baias durante 15 dias e apds soltos em piquetes. A cicatrizacdo foi
monitorada, observando-se a forca de contracdo, crescimento epitelial, presenca de
secregao e crostas, presenca de edema, dor e aumento de temperatura .

Para produzir o PRP, diversos protocolos foram testados com o objetivo de
concentrar o maior numero de plaquetas viaveis em um volume minimo de plasma
(MARX, 2004; VENDRAMIN et al, 2006; CARMONA, 2006; MAIA, 2008;
VENDRAMIN et al, 2009). A ativacdo do PRP foi obtido com a adi¢cdo de Cloreto de
Calcio 10%.

Foram coletados 40 ml de sangue através da puncdo venosa jugular por
vacuteiner 20 G diretamente ao tubo de ensaio, acondicionados e armazenados para
repouso em uma membros foram aleatoriamente sorteadas entre grupos tratados com
PRP e o grupo controle sem tratamento com PRP.caixa térmica (isopor) durante 30
minutos. Esse volume de 40mL de sangue, produz o equivalente a 25 — 30 mL de
plasma, sendo este constituido de aproximadamente 75% de plasma pobre em
plaqueta(PPP) e 25% de plasma rico em plaqueta(PRP). O PPP também ¢é resultado da
dupla centrifugacdo, localizado na parte superior do tubo, quando descartado, resta
apenas o plasma rico em plaqueta e a regido de buffy coat, que contém células

inflamatdrias e plaguetas.

O processamento foi realizado atraves da dupla centrifugacdo, com velocidades
constantes (1° - 300G/5” e 2° - 700G/15°), evitando-se freadas bruscas, e mantendo-se as
amostras climatizadas em temperatura ambiente. As plaquetas da espécie equina sdo
muito sensiveis a diversos fatores externos, incidéncia luminosa ou temperaturas
extremas. A manipulagdo deve ser cuidadosa, por apresentarem uma caracteristica de

degranulacdo, ao esharrarem nas paredes dos tubos ou entre si.



166
167
168

169
170
171
172
173
174
175
176
177

178
179
180
181
182
183

184
185
186
187
188
189

129

TABELA 1. Valores Hematologicos obtidos no hemograma dos animais mostrando o
valor basal plaquetdrio e a contagem plaquetéria resultando na concentracdo de

plaquetas de 4 — 5 vezes comparado ao valor basal.

ANIMAL PLAQUETAS/pL PRP LEUCOCITOS HEMACIAS/uL
ANIMAL 1 221.000 726.800 10.200 6.980.000
ANIMAL 2 169.000 697.600 11.600 8.100.000
ANIMAL 3 190.000 841.250 7.600 6.730.000
ANIMAL 4 139.000 625.800 9.900 7.970.000
ANIMAL 5 185.000 730.300 8.900 6.680.000

MEDIA 180.800 724.350 9.640 7.292.000

Os animais foram tratados apds a lesdo de pele, com infusdo de PRP em pontos
espalhados pela lesdo, proximos aos bordos da ferida. O membro ndo selecionado foi
denominado de grupo controle, e recebeu solucdo fisiolégica NaCl 0,9%, seguindo os
mesmos tratamentos do membro tratado com PRP. As bidpsias das lesdes foram
realizadas no dia 30, ap6s o procedimento cirurgico, um fragmento de 1,0 a 1,5 cm foi
removido a partir do bordo da ferida, onde continha a zona de transicdo de epitelizacao
e granulacdo ou cicatricial. A aplicacdo de PRP na ferida foi realizada no dia 0 e, a
segunda aplicacdo foi realizada no dia 15 p6s-lesdo. Ap6s a administracdo do plasma

rico em plaqueta, os animais foram acompanhados durante 30 dias.

Durante o periodo completo de observacdes (30 dias), avaliou-se 0 aspecto fisico
da ferida, como a presenca de exsudagOes, o grau de epitelizagdo, formacdo de
granulacdo, presenca de edema, aumenta de temperatura e volume, a sensibilidade
dolorosa, o crescimento epitelial e suas caracteristicas fisicas e morfométricas, através
de uma régua em centrimetros. Nas semanas seguintes foi mantida a avaliacédo

morfométrica até completa cicatrizacao.

A avaliacdo histopatoldgica e imunoistoquimica foi realizado através de
programa de software Image J que avalia as marcacdes por pixels/area coradas pelos
anticorpos marcadores (VEGF — Fator de Crescimento Endotelial Vascular/IGF — Fator
de Crescimento derivado da Insulina/TGFp — Fator de Crescimento Transformante e
PDGF — Fator de Crescimento derivado de Plaquetas), e a estatistica pelos testes: Teste

T Pareado e Regressao Linear.
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RESULTADOS

A avaliacdo clinica, que foi realizada diariamente durante 4 semanas,
verificando o processo cicatricial e suas fases, demonstrou que na primeira semana pos
lesdo 0 aumento de volume, sensibilidade dolorosa a palpacéo foram presentes desde a
inducdo da lesdo até a segunda semana, variando quanto a intensidade entre os animais.
N&o se observou a presenca de claudicacdo entre os animais, tanto nos membros
tratados quanto nos membros controle. A melhora de cada animal era evidenciada
gradativamente, sendo a diminui¢do de temperatura préximo a lesdo, o primeiro sinal a

desaparecer ao redor de 15 dias.

O aumento de volume estava presente em trés tempos, no inicio ( dia 3 pos
lesdo), pos reaplicacdo de PRP (segunda aplicacdo — dia 15) e pds bidpsia (dia 30),
alguns animais apresentaram exacerbacao de sinais exsudativos do tipo seroso, alguns
dias apds a lesdo (dia 2) tanto no membro tratado quanto no controle. Sendo possivel
qgue o animal 1 tenha apresentado uma contaminacdo bacteriana que foi controlada
apenas com a limpeza diaria, condizendo com os resultados morfométricos e

imunoistoquimicos, observados no quadro 2.

Nas primeiras semanas, 0s membros controle e tratado ndo mostraram
modificagbes significativas relacionada ao aspecto macroscopico da lesdo. Foi
observado a presenca de edema local, aumento de temperatura e sensibilidade dolorosa,
presenca de exsudacao serosa e/ou purulenta nas duas primeiras semanas. Apo6s 15 dias
houve uma reducdo no tamanho da lesdo, devido a forca de contracdo, e maior

movimentacdo do animal auxiliando na reorganizacgéo das fibras de colageno.

Né&o foram observadas alteracGes nas caracteristicas histopatoldgicas, em ambos
0s grupos (tratado e controle) representadas por hipercelularidade, deposicdo de
colageno e presenca de fibroblastos, havendo marcante presencga de células adiposas e

glandulares.

N&o foi possivel observar o alinhamento e organizacdo das fibras colagenas
devido ao curto periodo avaliado (30 dias), tendo os dois grupos avaliacGes semelhantes
quanto a disposicdo e organizacdo das células. Houve presenca de neoformacoes,

angiogénese que se apresentaram de forma irregular devido a sua formacgdo ser
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comprometida com a reestruturacdo da matriz extracelular, tendendo a uma fragilidade
da parede vascular, visivel a microscopia observando sua espessura através da migragdo
celular evidente no local onde sera formado o novo vaso. Outra observacdo foi a de que
0S neovasos sempre estavam acompanhados de uma vénula e uma arteriola, proxima

uma da outra.

Os resultados histopatolégicos e imunoistoquimicos revelam que a
escolha do tratamento demonstrou eficacia através dos resultados obtidos da observacgéo
de maturacdo celular, deposicao de fibroblastos e colageno e expressdao de fatores de

crescimento no local.

N&o foi observado nas laminas de controle negativo caracteristicas durante a fase
aguda, como a presenca de tecidos necréticos, edemas e hemorragias. Foi encontrado
grande quantidade de células da matriz extraercelular que compde o tecido conjuntivo
propriamente dito, quantidade significativa de células de colageno e fibroblastos
espalhadas pelo tecido conjuntivo localizado na regido dérmica acompanhados de
neoformacGes vasculares e células adiposas e sudoriparas.Os dois grupos, tratado e
controle apresentaram uma hipercelularidade caracterizando uma aceleragdo no

processo de cicatrizagéo.
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Figura 1 Visualizacdo das Feridas Metacarpianas, observando a ferida tratada
(figura esquerda) e a ferida controle (figura direita), apresentando sinais de inflamacao

no membro controle e no membro tratado uma aceleracéo do processo proliferativo.
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253 QUADRO 1 Resultados diferenciais das areas entre os animais do grupos

254  tratados e controles, excluindo o animal niUmero 1 da estatistica.

AREA CONTROLE DIFERENCA
(cm?) AREA TRATADO (cm?) (cm?)
ANIMAL 1 10 9 1
ANIMAL 2 8 7 1
ANIMAL 3 15 8 7
ANIMAL 4 15 8 7
ANIMAL 5 13,5 4,5 9
Média 12,3 7,3 5
MEDIA 5
DESVIO PADRAO 3,74165739
ERRO PADRAO 1,67332005
ESTATISTICAT 2,98807152
PROB.SIGNIFICANCIA 0,04041504
255
256 Figura 2. Reta estimada para ambos os grupos tratado e controle, excluindo o

257  animal 1 no grupo.

Area da les&o (cm”)
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Figura 3. Visualizacdo de arteriolas e vénulas em formacdo, marcados pelo
VEGF em membros tratados e na figura A e B, a imunorreatividade para neovasos é
pouco significativa em membros controle apresentados pelas setas pretas. da marcacao
de IGF em membros tratados, evidenciando com setas pretas as glandulas sebaceas e
sudoriparas ao redor do foliculo piloso C, e na figura D marcacdo do IGF é menos
expressiva em membros controle. Na figura C, a visualizacdo Aumento: 20X

DISCUSSAO

O experimento buscou avaliar os efeitos da utilizagdo do plasma rico em
plaquetas na reparacdo tecidual de feridas induzidas na regido metacarpiana de equinos
por meio de avaliagbes macroscOpicas, morfométricas, histolégicas e
imunoistoquimicas. A anatomo fisiologia do equino torna desfavoravel a reparacdo
rapida em membros e por muitas vezes de forma indequada e irregular, sendo observada

por Cochrane (1997) que relata terem as feridas em membros de equinos tem
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semelhanga com Ulceras em pernas de humanos e que resistem & cura, todo este
confirmado por Theoret e colaboradores (2013) sugerindo que a cicatrizacdo de uma
ferida depende de vérios fatores dentre eles a extensdo, localizacéo anatémica da leséo e

infeccéo local.

A escolha do protocolo de Vendruscolo (2012) e colaboradores que foi
modificado objetivando a obtencdo de um maior nimero de plaquetas concentradas
correlacionando ao valor basal de cada animal. No experimento a lesdo foi avaliada
durante 30 dias em ambos 0s grupos (controle e tratado), sendo necessario um tempo
méaximo de 60 dias para completa cicatrizacdo. Todos 0s animais apresentaram

cicatrizacao.

Apo6s a inducgdo cirdrgica das feridas, seguido de dois dias, ndo evidenciou
qualquer caracteristica marcante ou ressalva entre as duas feridas realizadas, sendo uma
tratada com PRP, a primeira semana foi possivel caracterizar por um processo intenso
de inflamacéo, evidenciando os sinais classicos de dor, rubor, calor, tumor, sem a perda

da funcéo, apenas alguns animais apresentaram claudicacéo de grau leve.

Apbs, e durante a primeira quinzena houve uma subita diferenciacdo entre as
feridas, sendo a tratada, caracterizada por apresentar organizacdo celular, diminuigéo
nos sinais de inflamagdo como exsudacdo, edema e dor e apresentava mais reavivada
com granulacdo ativa. Durante a terceira semana 0s animais receberam uma segunda
aplicacdo de PRP, mas ndo ficaram contidos em baias como estavam sendo alojados,
foram soltos em piquetes. Nos primeiros dias seguidos da aplicacdo, as feridas se
mostraram levemente inflamadas, entretanto observou que com a fisioterapia natural,
seguida de trotes e galopes no local que se encontravam, propiciou um auxilio na
retracdo das feridas e acelerou o processo de diminuig¢do do tamanho da ferida, além de
diminuir a contaminagdo secundaria, j& que as feridas permaneciam abertas durante todo
0 processo de avaliacdo, sugere-se que a exposicao ao sol e ao exercicio continuo e
diario tenha contribuido consideravelmente para o crescimento epitelial e formacao de

um novo tecido no local.

Durante a quarta semana o grupo tratado com PRP destacou-se pela diminuicéo
do tamanho da ferida, apresentando resultados diferenciados de acordo com cada

animal, mas em geral expressivos quando correlacionados ao grupo controle, que ndo
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foi tratado com PRP, alcangando até 80% de diminuicdo comparado a ferida original.
Contudo ndo foi possivel avaliar o fechamento total das feridas, pois o experimento
tinha como objetivo apenas a avaliacdo durante 30 dias corridos, mas foi possivel
identificar a importancia de uma higienizacdo adequada e diaria nas feridas. Foram
fundamentais na auséncia de sujidades, miiases e outras adversidades na ferida,
demonstrando o pouco uso de tratamentos, o trabalho foi enriquecido que apenas com
“agua e sabdo”, e cuidados simples, se obtém boas praticas para uma limpeza de

qualidade.

Feridas tratadas com PRP foram maiores do que as feridas ndo tratadas,
sugerindo que a terapia com PRP tem efeitos melhores na fase inicial, estas alterac6es
ndo foram observadas no experimento, podendo observar macroscopicamente a reducéo
significativa das feridas do grupo tratado na figura 1 , confirmados também através do
quadro 1 que demonstra as medicGes por area lesada de cada animal individualmente.

Segundo Maciel (2012), o processo de cicatrizacdo de feridas tratadas com PRP
apresenta microscopicamente melhor organizacdo de fibras colagenas quando
comparadas com feridas ndo tratadas com PRP. Entretanto ndo observamos diferencgas
na organizacdo , densidade de fibras colagena e presenca de fibroblastos em funcdo do

tempo de evolucao.

Os animais foram soltos em piquetes ap6s 15 dias e permaneceram até o final
das avaliac@es (dia 30) , tornou sustentavel a idéia, segundo algumas literaturas, que o0s
movimentos (fisioterapia) geram uma forga de contragdo auxiliando na reeorganizagao
das fibras colagenas que a priori se depositam na camada dérmica de forma
desorganizada e irregular, formando uma malha e podendo desenvolver uma regido
fibrotica denominada cicatriz, ndo efetuando a reparacdo adequada das fibras de forma a
sintetizar um tecido igual ou semelhante ao que foi retirado ou perdido, os animais do
experimento pode-se observar que houve uma rapida reparacéo e a sintese e organizagéo
das fibras de colageno aceleram uma formacéo de uma nova pele semelhante ao que foi

extraido pela inducdo cirdrgica.

A forma simplificada e realista da utilizacdo do PRP (plasma rico em plaqueta)
injetavel nos bordos de feridas comprovou macroscopicamente e estaticamente que ha

uma reducdo significativa no tamanho da ferida, sendo visualizado atraves do
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acompanhamento clinico e morfométrico realizado durante todo o processo e
estatisticamente pelo Teste T Pareado resultando em significancia dos grupos tratados
e pelo Teste de Regressdo Linear que demonstrou diminuicdo da extensdo da leséo,
mensurada a cada 4 dias, evidenciando na figura 2 a estimativa entre os grupos tratado e

controle.

De acordo com Maciel (2012), a dupla aplicacdo de PRP desfavorece o processo
de cicatrizacdo, ja que ao aplicar novamente o produto resulta em uma nova estimulagéo
inflamatoria, reestimulando os fatores de crescimento. Nosso trabalho foi realizado com
duas aplicacGes onde também observamos ap6s a segunda aplicacdo uma irritabilidade e
o0 aparecimento de alguns sinais inflamatdrios que ja haviam desaparecido no tecido.
Entretanto apds a segunda aplicacdo de PRP notamos uma aceleracdo do processo
cicatrical nos ultimos dias, confirmados em alguns animais que apresentaram uma
reducdo significativa na extensdo da ferida, alcancando uma diferenga significativa na

reducéo da lesdo de até 9 cm?, onde a média foi de 3 cm?.
CONCLUSAO

A analise dos resultados macroscopicos e morfométricos evidenciou que a
utilizacdo de plasma rico em plaquetas resultou na efetividade do tratamento de feridas
metacarpianas de equinos, expressados através dos resultados de retracdo da area de
lesdo), aceleracdo do processo de cicatrizacdo e diminui¢do dos sinais inflamatorios

durante o periodo de avaliagéo (30 dias).

As avaliagbes histopatologicas e imunoistoquimicas demonstraram que 0S
marcadores de escolha (IGF, PDGF, VEGF e TGFp), foram importantes para visualizar

0 processo cicatricial.
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Animal 1 : Na primeira semana houve aumento de temperatura local, com presenca de
edema e sensibilidade dolorosa, e moderada exsudacdo serosa. Na segunda semana
houve diminuicdo dos sintomas inflamatérios com presenca de pouca exsudacdo
serosa. A cada semana houve crescimento epitelial de aproximadamente 0.1- 0.15
mm, 15 dias pds-lesdo o animal foi solto no piquete e nas semanas seguintes observou
retracdo dos bordos devido a forca de contracdo da ferida, obtendo uma reducao dos
bordos e do tamanho inicial da lesdo apds 30 dias, apresentando um valorde 4 x 2 x 1

cm?(centimetro qguadrado).

Animal 2 : Na primeira semana houve aumento de temperatura local com
presenca de edema, sensibilidade dolorosa e pouca exsudagcdao seropurulenta. Na
segunda semana houve diminuicdo dos sintomas inflamatdrios. Nas semanas seguintes
observou crescimento epitelial de aproximadamente 0.1 — 0.15 mm, e 15 dias pds-
lesdo o animal foi solto no piquete, nas semanas seguintes foi observado retracdo dos
bordos devido a forca de contracdo da ferida, obtendo uma redug¢do dos bordos e do
tamanho inicial da lesdo apds 30 dias, apresentando um valor de 5 x 2 x 1

cm?(centimetro guadrado).

Animal 3 : Na primeira semana houve aumento de temperatura local com
presenca de edema, sensibilidade dolorosa e pouca exsudacao serosa. Na segunda
semana permaneceu o edema local e exsudacdo serosa e ndao houve diminuicdo dos
sintomas inflamatdérios. Nas semanas seguintes observou crescimento epitelial de
aproximadamente 0.1 — 0.15 mm, e 15 dias pds-lesdo o animal foi solto no piquete,

nas semanas seguintes foi observado retracdo dos bordos devido a for¢a de contragdo
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da ferida, obtendo uma redugdo dos bordos e do tamanho inicial da lesdo apds 30 dias,

apresentando um valor de 4 x 2 x 1 cm?(centimetro quadrado).

Animal 4 : Na primeira semana houve aumento de temperatura local com
presenca de edema, sensibilidade dolorosa e pouca exsudagao purulenta. Na segunda
semana nao houve diminui¢ao dos sintomas inflamatdrios e permaneceu a exsudagao
purulenta e presenca moderada de crostas. Nas semanas seguintes observou
crescimento epitelial de aproximadamente 0.1 —0.15 mm, e 15 dias pds-lesdo o animal
foi solto no piquete, nas semanas seguintes foi observado retracdao dos bordos devido
a forca de contracao da ferida, obtendo uma reducdo dos bordos e do tamanho inicial

da lesdo apds 30 dias, apresentando um valor de 5 x 3 x 1 cm?(centimetro quadrado).

Animal 5 : Na primeira semana houve aumento de temperatura local com
presenca de edema, sensibilidade dolorosa e pouca exsudacdo serosa. Na segunda
semana ndo houve diminuicdo dos sintomas inflamatorios e permaneceu a exsudacao
serosa e presenca moderada de crostas. Nas semanas seguintes observou crescimento
epitelial de aproximadamente 0.1 — 0.15 mm, e 15 dias pds-lesdo o animal foi solto no
piquete, nas semanas seguintes foi observado retracdo dos bordos devido a forga de
contracdo da ferida, obtendo uma reducdo dos bordos e do tamanho inicial da lesdo

ap6s 30 dias, apresentando um valor de 5 x 3 x 1 cm?(centimetro quadrado).

Animal 6 : Na primeira semana houve aumento de temperatura local com
presenca de edema, sensibilidade dolorosa e pouca exsudacao serosa. Na segunda
semana houve diminuicdo dos sintomas inflamatdrios. Nas semanas seguintes

observou crescimento epitelial de aproximadamente 0.1 — 0.15 mm, e 15 dias pds-
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lesdao o animal foi solto no piquete, nas semanas seguintes foi observado retragdo dos
bordos devido a forca de contracdo da ferida, obtendo uma reducdo dos bordos e do
tamanho inicial da lesdo apds 30 dias, apresentando um valor de 4,5 x 3 x 1

cm?(centimetro quadrado).

5.2.1.2 GRUPO TRATADO

Animal 1 : Na primeira semana houve aumento de temperatura local com
presenca de edema, sensibilidade dolorosa e pouca exsudacdo serosa. Na segunda
semana houve diminuicdo dos sintomas inflamatdrios e pouca presenca de crostas.
Nas semanas seguintes observou crescimento epitelial de aproximadamente 0.1 — 0.15
mm, e 15 dias pds-lesdo o animal foi solto no piquete, nas semanas seguintes foi
observado retracdo dos bordos devido a forca de contracdo da ferida, obtendo uma
reducdo dos bordos e do tamanho inicial da lesdo apds 30 dias, apresentando um valor

de 5 x 3 x 1 cm?(centimetro quadrado).

Animal 2 : Na primeira semana houve aumento de temperatura local com
presenca de edema, sensibilidade dolorosa e pouca exsudag¢ao serosa. Na segunda
semana houve diminuicdo dos sintomas inflamatdrios e pouca presenca de crostas.
Nas semanas seguintes observou crescimento epitelial de aproximadamente 0.1 — 0.15
mm, e 15 dias pds-lesdo o animal foi solto no piquete, nas semanas seguintes foi
observado retracdo dos bordos devido a forca de contracdo da ferida, obtendo uma
reducdo dos bordos e do tamanho inicial da lesdo apds 30 dias, apresentando um valor

de 4,5 x 2 x 1 cm?(centimetro quadrado).
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Animal 3 : Na primeira semana houve aumento de temperatura local com
presenca de edema, sensibilidade dolorosa e pouca exsudacdo serosa. Na segunda
semana houve diminuicdo dos sintomas inflamatdrios e presenca de crostas e edema
local. Nas semanas seguintes observou crescimento epitelial de aproximadamente 0.1
—0.15 mm, e 15 dias pés-lesdo o animal foi solto no piquete, nas semanas seguintes foi
observado retracdo dos bordos devido a forca de contracdo da ferida, obtendo uma
reducdo dos bordos e do tamanho inicial da lesdo apds 30 dias, apresentando um valor

de 3,5 x 2 x 1 cm?(centimetro quadrado).

Animal 4 : Na primeira semana houve aumento de temperatura local com
presenca de edema, sensibilidade dolorosa e moderada exsudagao seropurulenta. Na
segunda semana houve diminuicdo dos sintomas inflamatérios e pouca presenca de
crostas e exsudacdo serosa. Nas semanas seguintes observou crescimento epitelial de
aproximadamente 0.1 — 0.15 mm, e 15 dias pds-lesdo o animal foi solto no piquete,
nas semanas seguintes foi observado retracdo dos bordos devido a forca de contragao
da ferida, obtendo uma reducdo dos bordos e do tamanho inicial da lesdo apds 30 dias,

apresentando umvalorde 4 x2 x 1 cm?(centimetro quadrado).

Animal 5 : Na primeira semana houve aumento de temperatura local com
presenca de edema, sensibilidade dolorosa e pouca exsudacdo seropurulenta. Na
segunda semana houve diminuicdo dos sintomas inflamatérios e pouca presenca de
crostas e exsudacdo serosa. Nas semanas seguintes observou crescimento epitelial de
aproximadamente 0.1 — 0.15 mm, e 15 dias pds-lesdo o animal foi solto no piquete,

nas semanas seguintes foi observado retracdo dos bordos devido a for¢a de contragdo



144

da ferida, obtendo uma redugdo dos bordos e do tamanho inicial da lesdo apds 30 dias,

apresentando um valor de 4 x 2 x 1 cm?(centimetro quadrado).

Animal 6 : Na primeira semana houve aumento de temperatura local com
presenca de edema, sensibilidade dolorosa e pouca exsudagdo serosa. Na segunda
semana houve diminui¢cdo dos sintomas inflamatdrios e pouca presenga de crostas e
exsudagdao serosa. Nas semanas seguintes observou crescimento epitelial de
aproximadamente 0.1 — 0.15 mm, e 15 dias pds-lesdo o animal foi solto no piquete,
nas semanas seguintes foi observado retracdao dos bordos devido a forga de contragao
da ferida, obtendo uma reducgdo dos bordos e do tamanho inicial da lesdao apds 30 dias,

apresentando um valor de 3 x 1,5 x 1 cm?(centimetro quadrado).



