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CAPITULO 1
1.1 INTRODUCAO

A grande incidéncia da osteoartrite (OA) em equinos, assim como a
utilizacdo desses animais como modelos experimentais resultam em um
aumento substancial de diversas pesquisas e estudos pré-clinicos envolvendo a
terapéutica de lesGes condrais e doencas articulares. Sabe-se da importancia do
conhecimento da fisiopatologia da sinovite, capsulite e da inflamacdo da
membrana sinovial para o entendimento da evolucdo da osteoartrite. Tal
alteracdo contribui de forma significativa para a degradagao da cartilagem
articular, através da manutencédo do processo inflamatorio articular, consequente
da liberacdo de enzimas catabdlicas, mediadores inflamatérios e citocinas no
liquido sinovial (Mcilwraith et al., 2012). Um dos tratamentos que vem ganhando
destaque no cenario da OA é o plasma rico em plaquetas (PRP) e tem sido
amplamente utilizado no tratamento das alteragOes articulares com resultados
satisfatorios (Yamada, 2015).

Sabe-se que 0 PRP é um concentrado de plaquetas autélogo ou alogénico
de fatores de crescimento, mediadores inflamatorios e fibrinogénio. Tendo em
vista sua composicdo, esse produto apresenta efeitos anabdlicos, propriedades
anti-inflamatérias e capacidade de gelificacdo. Devido a suas caracteristicas,
atualmente o PRP é considerado potencialmente eficaz no tratamento de
enfermidades articulares, sendo suas propriedades requeridas e indicadas
principalmente no tratamento de defeitos condrais (Xie et al., 2014). Os fatores
de crescimento e as diversas proteinas bioativas presentes no PRP s&o capazes
de estimular a migracdo e proliferacdo celular, além da producdo de matriz
extracelular e reduz a atividade do ciclo inflamatorio articular induzido
principalmente pela interleucina-1 (IL-1) (Pichereau et al., 2014; Xie et al.; 2014;
Yamada, 2015).

Porém, apos a aplicagdo de PRP foram observadas a presenca de
reacoes adversas locais em equinos, como efusao sinovial, influxo celular e
aumento das concentracbes de IL-1 e prostaglandina E2 (PGE2) sinoviais
(Carmona et al., 2007; Maia, 2009; Carmona et al., 2011; Yamada et al., 2012;
Yamada et al., 2013; Textor et al., 2014; Yamada, 2015).
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A membrana plaguetaria expressa inumeros antigenos, como 0s
eritrocitarios e os especificos da membrana plaquetaria (Felix, 2009). Em
humanos, os antigenos das glicoproteinas da membrana plaquetéaria podem
causar diversas alteracfes imunoldgicas e alterar a expressdo de varias
proteinas (Landau e Rosenberg, 2011).

A exposicdo a esses antigenos, na aplicacdo local do PRP (intra-
articular), é capaz de levar a uma resposta imune local e humoral (Felix, 2009).
Dessa maneira, o concentrado de hormoénio plaquetario (CHP) ou lisado
plaquetéario (LP) é uma alternativa para a eliminacdo da membrana plaquetaria
no preparo do PRP. O LP € obtido através de processamento laboratorial, onde
in vitro é realizada a destruicdo da membrana plaquetaria, porém sem
interferéncia no teor dos falores de crescimento. Ou seja, esse composto
apresenta todos os constituintes dos granulos potencialmente imunogénico
(Salamanna et al., 2015).

Entretanto, devemos considerar que a presenca da membrana
plaguetaria e seu potencial imunogénico dentro da articulacdo precisam ser
investigados. Sendo assim, esse trabalho tem por finalidade a investigacao do
potencial imunogénico da membrana plaquetaria no liquido sinovial equino, ap6s
a inducao da sinovite experimental aguda e aplicacdo do PRP autélogo integro
e do lisado plaquetéario via intra-articular. Objetivou-se a padronizacdo e a
verificacdo da eficacia de um método alternativo de tratamento, com todos os
beneficios presentes no PRP, porém, sem o risco de reacfes adversas nos

animais.

1.2. JUSTIFICATIVA

O Plasma Rico em Plagquetas (PRP) tem sido amplamente utilizado no
tratamento de enfermidades articulares dos equinos, apresentando resultados
satisfatorios e promissores até o0 momento. Porém, conforme jA mencionado,
algumas reacgfes indesejaveis tém sido relatadas apos a aplicacdo desse
produto bioldgico. No entanto, h& poucos estudos voltados para a presenca da
membrana plaquetéaria dentro da articulagdo, poderia resultar em uma moderada
reacao imunoldgica e inflamatéria local, justificando a apresentacao de algumas

reacOes indesejaveis apos a aplicacdo intra-articular do PRP.
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Sendo assim, é de extrema importancia que seja investigado o potencial
imunogénico da membrana plaguetaria dos equinos, apds a aplicagéo intra-
articular do PRP, e que seja estudada uma forma alternativa de aplicacdo do
PRP, nesse caso, pelo lisado plaquetario (LP). A verificacdo do potencial
imunogénico da membrana plaquetaria dos equinos irda contribuir de forma
significativa para o sucesso da aplicagdo do PRP em enfermidades articulares,
evitando possiveis efeitos indesejaveis e colaborando para o sucesso pleno do

tratamento.
1.3. REVISAO DE LITERATURA
1.3.1. Contextualizacédo temética

O PRP consiste na concentracdo plaquetaria em um reduzido volume de
plasma (Yamada, 2015). As plaquetas presentes no PRP contém os granulos-a,
gue sao unidades de armazenamento. Essas unidades armazenam os fatores
de crescimento em uma forma inativa, além de uma molécula chamada
fibronectina e outras proteinas plasmaticas, que facilitam a adeséo celular e a
reparacao de tecidos conjuntivos (Textor et al., 2014).

A maior parte dos fatores de crescimento é ativada durante ou logo apoés
0 processo inflamatério, e atuam principalmente sobre a mitose, secrecédo e
migracdo celular (Jain et al., 2012; Xie et al., 2014). J& as plaquetas liberam
diversos fatores de crescimento, dentre eles: fator de crescimento transformador
beta (TGF-B) que possui um papel importante sobre o processo inflamatério; o
fator de crescimento ativador de plaguetas (PDGF); fator transformador (TGF);
fator de crescimento fibroblastico (FGF) e fator semelhante a insulina (IGF-1),
gue atua sobre matriz 6ssea e cartilaginosa. Na fase de reparo sdo importantes
o fator vascular endotelial (VEGF) e o fator epidermal (EGF). Tais fatores de
crescimento s&o importantes por atuarem na proliferacdo, diferenciacao,
modulacao e coordenacao celular (Carter et al., 2003; Carmona et al, 2007; Lee
et al., 2007; Maia, 2009).

Para melhor entendimento do ambiente articular sob a acdo do PRP,
induz-se a sinovite experimental aguda no ambiente articular,
consequentemente, promovendo o0 surgimento de processos inflamatérios

vinculados a sinais de dor, exsudagao e migracao celular, resultando assim, um
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quadro clinico mimetizando a AO (Campebell et al., 2004) tendo como reacéo
principal um processo exudativo agudo transitorio (Stimpson et al., 1987). Alguns
estudos, como de Palmer e Bertone (1994), que testaram doses de indutor de
sinovite experimental utilizando a endotoxina derivada da parede celular de E.
Coli lipopolissacarideo (LPS) injetadas experimentalmente na articulacdo do
carpo de equinos, causando sinovite leve a moderada, e observaram que os
sinais clinicos quando usado a dose de 0,25ng/ml evidenciou a semelhanca de
casos clinicos tipicos. Esta aplicacdo intra-articular estimula macrofagos,
aumento de sintese das citocinas pro-inflamatorias (p. ex., TNFa, IL-18 e IL-6),
obtendo um processo inflamatério agudo de curta duracdo (Stimpson et al.,
1987).

Comparativamente, o PRP € igualmente capaz de agir de forma positiva
no controle da inflamacdo da osteoartrite, pela inibicdo da liberacdo de
metaloproteinases, desintegrinas e fator de transcricdo NF-kB, responsavel por
iniciar parte da patogénese da OA (Xie et al., 2014). Além disso, esse produto
apresenta diversas citocinas anti-inflamatérias como o antagonista do receptor
de interleucina-1ra (IL-1ra) e a interleucina-10 (IL-10) (Textor et al., 2013; Textor,
2014). Mais do que isso, possui uma capacidade anti-inflamatoria consideravel,
suficiente para reduzir a dor (Yamada, 2011).

Em estudo anterior, Yamada et al. (2012) utilizaram injecfes de PRP intra-
articulares, observando consequente reducdo de claudicacdo nos animais
tratados. Nota-se que este biocomposto apresenta uma ampla variedade de
proteinas indutoras e bioativas presentes nos a-granulos plaquetérios, que além
de estimular a sintese da matriz extracelular condral, sdo igualmente capazes de
neutralizar o efeito catabdlico de diversas citocinas proinflamatérias presentes
em uma articulagdo com OA, como a interleucina-1p (IL-1pB), a interleucina-6 (IL-
6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Abrams et al., 2013; Xie et al., 2014).

Em relacdo a sua notavel capacidade anti-inflamatoria, que pode gerar um
potencial influxo celular para dentro da cavidade articular mesmo quando ha o
descarte da zona de névoa (Yamada, 2011). Esse efeito se deve provavelmente
a presenca de inumeras citocinas. E em relacdo a sua ativacdo com trombina
parece ter um possivel efeito imunogénico. Visto que a trombina pode
transcursar efeitos imunoldgicos subclinicos, decorrentes principalmente de

resposta imunologica exacerbada ou hipersensibilidade individual, efeito
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proteolitico ou devido a uma resposta articular imediata apdés a liberacdo
concomitante de altas concentracdes dos fatores de crescimento presentes nos
granulos plaquetarios (Textor et al., 2013).

Embora haja conhecimento de todos esses dados, sdo necessarios mais
estudos em relagdo ao potencial inflamatério da membrana plaquetéria, e sua
relacdo com efeitos adversos e falhas no tratamento. A membrana plaquetaria
pode ocasionar uma resposta imune e inflamatéria local, alterando de forma
importante o ciclo inflamatério articular e aumentando os niveis de IL-1 e PGE2
sinoviais. A PGE:2, utilizada como mediador inflamatorio, é liberada quando ha
distarbios de homeostase na articulagdo, e é caracterizada pelo aumento do
nivel de macroéfagos no liquido sinovial e da expressao de proteinas degradantes

da matriz dos condrdcitos (Wang et al., 2015; Yamada, 2015).

Além disso, o estimulo inflamatério influencia negativamente no processo
de reparacdo condral, pois, na presenca de determinadas citocinas pro-
inflamatorias, observa-se a degradacdo continua da cartilagem articular, morte
de condrécitos, manutencdo da sinovite e da dor (Yamada, 2015). Yamada et
al., (2012) e Yamada (2015) observaram um aumento do influxo celular e
aumento da concentracdo de IL-1 e PGE:2 sinoviais em animais tratados com
PRP integro.

J& em estudos pré-clinicos, com a utilizacdo de PRP como arcabouco
tridimensional para o suporte de células tronco mesenquimais e preenchimento
de defeitos condrais, h4 um questionamento se a membrana plaquetaria
atrapalha o processo de reparacdo condral (Yamada, 2015). Browning et al.
(2012) relataram que sinoviécitos cultivados junto ao PRP demostraram maior
producdo de interleucinas e metaloproteinases, o que poderia levar ao maior
catabolismo articular. Dragoo et al. (2014) relataram que o PRP rico em
leucdcitos e hemacias demonstraram ser citotéxico para sinoviocitos em
humanos, além de serem capazes de ativar a inflamacéo através da liberacao
de IL-1, TNF-a e IL-6. Felix (2009) observou um baixo potencial imunogénico em
pacientes humanos tratados com biocurativos de PRP. Ja Textor et al. (2014)
relataram que o PRP ativado com trombina (ou PRP em forma de gel) aplicado
via intra-articular, gera discreta resposta inflamatéria articular, com efuséo,

influxo celular, neutrofilia e dor a flexao.
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No entanto, Moraes (2013) observou inflamacao articular transitéria em
animais que receberam aplicacao intra-articular de PRP, sendo que igualmente,
outros autores também relataram pequenas reacgfes inflamatérias clinicas e
resposta celular exacerbada apdés a utilizacdo do PRP na terapia da OA
(Carmona et al., 2007; Carmona et al., 2011; Yamada, 2011).

Dessa maneira, o LP seria uma alternativa interessante para o tratamento
da osteoartrite, com todos os beneficios apresentado pela aplicagdo de PRP,
porém sem a presenca da membrana plaquetaria, que pode ser potencialmente
inflamatoria. Visto que, para o sucesso de sua aplicabilidade, a destruicdo da
membrana plaquetaria deve ser realizada in vitro, e ndo modificaria a acdo e nem
a concentracdo dos fatores de crescimento e outras proteinas bioativas
presentes no conteudo do PRP. Porém, em equinos, tanto a metodologia de
obtencéo do LP, quanto sua seguranca de utilizac&o e eficacia ainda estdo pouco

esclarecidas.

1.3.2. Lisado plaquetario

O lisado plaquetario (LP) ou concentrado de horménio plaquetario, é
obtido a partir da lise das membranas das plaquetas. Este concentrado, contém
varios fatores de crescimento, como TGF-beta, IGF, FGF e PDGF, semelhante
ao PRP. Este subproduto tem sido utilizado nas pesquisas in vitro como
substituto do soro fetal bovino em culturas de células tronco mesenquimais
(CTMs) de humanos e equinos. Quando o soro fetal bovino é substituido pelo
LP, observa-se que as culturas apresentam rapido crescimento, expansao e
diferenciacdo além de evitar reacdes indesejadas causadas pelo produto. Tal
fato, pode ser explicado através do resultado satisfatorio do uso do LP, devido a
alta quantidade de fatores de crescimento presentes no substrato do PRP (Xia
et al., 2011).

A lise plaguetaria inclui ciclos de congelamento e descongelamento
do subproduto a temperaturas negativas. Apos o termino do processamento do
PRP, o produto vai para o freezer (-80°C) e posteriormente descongelado a
temperatura ambiente ou em banho-maria (+/- 37°C), este processo pode ser

repetido por até 5 vezes, visto que, sem choque térmico ndo ocorre a liberacédo
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e ativacao dos fatores de crescimento. Embora o LP seja de facil processamento
e obtencdo, sendo capaz de fornecer altos niveis de fatores de crescimento,
ainda sao necessarias mais pesquisas voltadas para seu uso clinico (Russell e
Koch, 2015). Segundo Doucet et al. (2005), a presenca dos fatores de
crescimento no sobrenadante acontece devido a liberacdo de granulos das

plaguetas, que ocorre pelo processo dindmico de armazenamento antes do uso.

A fim de tornar a sua elaboracdo adequada para o ambiente articular,
€ importante que a membrana plaquetaria seja quebrada, de forma que os
fatores de crescimento se mantenham preservados. Para isso € importante que
0 processo de rompimento plaquetario com o choque osmotico seja efetivo. No
quadro 1, podemos observar diferentes protocolos utilizados na obtencédo do
PRP, o concentrado plaquetario e o LP, tanto em estudos de ambiente articular,
com o substrato para cultura de células tronco CTMs de equinos in vitro como

substituto do soro fetal bovino (Seo et al., 2013).
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Autor PRP Congelamento Descongelamento LP
Del Blue et al. | 1° Centrifugacdo 350G | - 80°C 37°C 20000g por
(2007) por 10 minutos; Apds descongelamento | 10 minutos
2° Centrifugag&o 510G 0 produto foi lavado
por 10 minutos com DMEM;
Kol et al. (2013) | 1° Centrifugacao 420G | - Encubacao a 37° por 1 | 1800g por 8
por 15 minutos; hora; minutos
2° Centrifugacdo 100G
por 15 minutos
Seo et al.,, 2013 | 1°Centrifugacdo: 230G | - 80°C 37°C; 1600g por
por 10 minutos; 30 minutos
2° Centrifugacéo:
900G por 15 minutos;
Mojica-Henshaw | - -80°C 4°C até | 4000g por
et al. (2013) descongelamento 20 minutos
Russell e Koch | 1°Centrifugagéo: 200G | - 80°C | 37°C 4000G por
(2015) por 15 minutos; | 1 ciclo overnight; 1 ciclo; 15 minutos
2° Centrifugacéo:
400G por 15 minutos;
Tyrnenopoulou 1° Centrifugagéo: | -80 ° C durante 30 | Descongelado a|-
et al. (2016) 270G por 7 minutos; minutos; temperatura ambiente;
2° Centrifugacéo:
1000G por 5 minutos;
Vanni (2016) 1° Centrifugacao: | - 80°C Diversos ciclos de | 3000RPM
1500RPM por 10 congelamento e | por 5
minutos; descongelamento minutos

2° Centrifugacao:
3000RPM por 20

minutos.

em temperatura

ambiente

Quadro 1 - Diferentes protocolos utilizados na obtencdo do PRP, concentrado

plaquetério e o LP.
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Kol et al. (2013) utilizaram o LP em cultivo autdlogo de células tronco
mesenquimais de equinos provenientes de 4 origens distintas, sendo avaliado a
proliferacéo e expressao de citocinas in vitro. Tais achados foram positivos ao
se tratar de proliferacdo de células in vitro. Porém, a comparagdo sobre a
migracdo e liberacdo dos mediadores com o meio enriquecido com soro fetal
bovino, os resultados nao foram positivos. Nesse caso, 0 esperado seria que por
conta dos fatores de crescimento presentes no LP, este cultivo teria melhor

desempenho.

Del Blue et al. (2013) utilizaram o LP autélogo para estudo in vitro de
proliferacdo de CTM derivada de tecido adiposo e tendcitos de equinos que
apresentaram enfermidades do aparelho locomotor com o0 objetivo de obter
maior taxa de regeneracao tecidual. Porém, seus resultados demonstraram que
houve dose dependente, provavelmente ocorrido pelos fatores de crescimento,
liberados na lise das plaquetas. Além disso, foi possivel estimular a proliferacédo

de tecidos com resisténcia ou dificuldade de expansdo em cultivos.

Seo et al. (2013), consideraram que pode haver um crescente aumento
na substituicdo do soro fetal bovino por LP devido a sua alta capacidade de
expansdo das CTMs. Em seu estudo, o objetivo foi a expansdao de CTM
derivadas de medula éssea equina. Os autores citados a cima propdem que o
LP possa ser uma alternativa ao soro fetal bovino, visto que para obtencéao do
LP néo precisa de sacrificio do animal, e o soro fetal bovino sim. Além disso,
destacaram que € preciso estipular um protocolo Unico para a obtencédo do LP.
A separacdo das plaquetas, lise e fragmentacao para remoc¢do da membrana
plaquetaria por centrifugacdo, influenciariam na quantidade de fatores de
crescimento, proliferacdo e diferenciacdo da CTMs quando protocolos diferentes
sao utilizados, e conclui que o LP é adequado para a substituicdo do soro fetal

bovino.

No estudo de Mojica- Henshaw (2013), processaram o LP com soro ou
com plasma, e testarem a efetividade do processo, também verificaram a
substituicdo do soro fetal bovino em cultivos de células estromais humanas. O
resultado deste estudo confirmou que o LP auxiliou a proliferacéo e expanséo do

cultivo de 2-5 vezes mais que o soro fetal bovino.
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Russell e Koch (2015) propuseram a determinar como as células do
cordao umbilical equino proliferam em meio de cultivo enriquecido com LP. Mas
de acordo com seus resultados, ndo houve relevancia significativa na
substituicdo do soro fetal bovino por LP. Assim, € de total relevancia, que haja
espaco para que o LP seja estudado em cultivos de outros tipos de tecidos, como
o adiposo e medula 6ssea, e a sua avaliacdo no efeito de proliferativo, para que

tais justificativas do seu uso sejam esclarecidas.

Diferentemente dos outros autores, Tyrnenopoulou et al. (2016), tiveram
como principal objetivo de estudo a aplicagéo intra-articular de LP em 10 cavalos
com OA da articulacéo interfalangica distal. Os resultados foram semelhantes ao
tratamento com CTM e controle de solucdo salina, com melhora clinica

significativa da claudicacéo.

Vanni (2016) em uma parte do seu experimento testou a técnica do
horménio derivado de plaquetas apds obter o LP associado com a membrana de
quitosana em feridas de humanos. Dosou os fatores de crescimento do PRP,
concentrado plaquetario e do horménio derivado de plaquetas e seu resultado

foi superior comparado ao PRP.

Desta maneira, a investigacao teve por objetivo obter respostas sobre a
membrana plaquetaria na acao do processo inflamatério da sinovite induzida em

equinos.
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Observacao

O capitulo 2 foi redigido sobre as normas da revista Research in Veterinary
Science, mas para facilitar o entendimento e dar sequéncia ao texto, os itens
numerados, graficos e figuras foram inseridas no corpo do texto. Apds a
avaliacdo e correcdo da banca examinadora, o artigo sera reorganizado no

formato e normas da revista.
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RESUMO

O plasma rico em plaquetas (PRP) é utilizado no tratamento de enfermidades
articulares, porém, apos a aplicacdo de PRP intra-articular, observa-se se
observa algumas reacdes adversas locais em equinos, como efusdo sinovial,
influxo celular e aumento da concentracdo de PGE: sinoviais. Os antigenos da
membrana plaquetaria podem causar diversas alteracées imunoldgicas e alterar
a expresséo de proteinas. O lisado plaquetario (LP) seria uma alternativa para a
aplicacdo do conteudo integro do PRP, porém sem a membrana plaquetaria.
Portanto, esse trabalho tem por finalidade a investigagdo do possivel potencial
inflamatorio da membrana plaquetéaria no liquido sinovial e comparagdo com o
PRP, apds a inducdo de sinovite experimental aguda. Foram utilizadas 20
articulacbes radiocarpicas de equinos higidos. Cada grupo foi composto por 5
articulagbdes sendo eles: o grupo controle, grupo PRP, grupo LP e grupo LPS. O
grupo PRP recebeu o tratamento com plasma rico em plaquetas, o grupo LP
recebeu o lisado plaquetario e o grupo LPS recebeu o tratamento com
lipopolissacarideo. Todos 0s grupos, menos o controle, receberam a dose de
0,25 ng/mL intra-articular, e foi colhido amostras de liquido sinovial em seriados
momentos (0,4,8,24, 48 horas e 7 dias) e exame fisico individual de cada animal.
Além disso, foi feito a dosagem de PGE-:. Os resultados apés inducéo da sinovite
experimental aguda e a aplicacdo do LP e PRP, apontaram que houve alteracdes
semelhantes no liquido sinovial e reducdo dos sinais de inflamacdo da mesma
forma em ambos os grupos (P< 0,05). Desta maneira, o uso do LP foi semelhante
em comparagcdo com o PRP intra-articular, na reducéo da inflamatéria articular
local.

Palavras- chave: equino, lisado plaquetario, inflamacéo, osteoartrite, plasma
rico em plaquetas.
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ABSTRACT

Platelet-rich plasma (PRP) is used in the treatment of joint diseases, however,
after administered of intra-articular PRP, there are some local adverse reactions
in horses, as synovial effusion, cellular influx and increased concentration of
synovial PGE2. Antigens of the platelet membrane can case various
immunological changes and alter the expression of proteins. Platelet lysate (LP)
would be an alternative for the application of the full content of PRP, but without
the platelet membrane. Therefore, this work is to investigate the possible
inflammatory potential of the platelet membrane in the synovial fluid and to
compare it with PRP after the induction of acute experimental synovitis. Twenty
radiocarpal joints of healthy horses were used. Each group consisted of 5 joints:
the control group, the PRP group, the LP group and the LPS group. The PRP
group received treatment with platelet rich plasma, the LP group received the
platelet lysate.All groups, except the control, received the intra- (0,4,8,24, 48
hours and 7 days) and physical examination of each animal. In addition, PGE 2
was dosed. The results after induction of acute experimental synovitis and the
application of LP and PRP, indicated that there were similar alterations in the
synovial fluid and reduction of the signs of inflammation in the same way in both
groups (P< 0,05). In this method, the use of LP was similar in comparison to the
intra-articular PRP, in the reduction of local inflammatory joint.

Keywords: equino, lisado plaguetéario, inflamacao, osteoartrite, plasma rico em
plaguetas.



27

Introducéo

A incidéncia da osteoartrite (OA) em equinos, assim como a utilizacéo
desses animais como modelos experimentais resultam em um aumento
substancial de pesquisas e estudos pré-clinicos envolvendo a terapéutica de
lesGes condrais e doencgas articulares (Mcilwraith et al., 2012). Sendo assim, o
plasma rico em plaquetas (PRP) é utilizado no tratamento das alteragbes
articulares com resultados satisfatérios (Yamada, 2015).

O PRP é um concentrado de fatores de crescimento, mediadores
inflamatoérios e fibrinogénio (Xie et al.,, 2014). Porém, existem relatos que
descrevem a presenca de reacdes adversas locais em equinos, como efusdo
sinovial, influxo celular e aumento das concentracfes de IL-1 e PGE:2 sinoviais
(Carmona et al., 2007; Maia, 2009; Carmona et al., 2011; Yamada et al., 2012;
Yamada et al., 2013; Textor et al., 2014; Yamada, 2015), apo6s a aplicacdo de
PRP. A membrana plaquetaria expressa inumeros antigenos, como 0s
eritrocitarios e os especificos da membrana plaquetaria (HPA em humanos)
(Felix, 2009). Em humanos, os antigenos das glicoproteinas da membrana
plaguetaria (HPA) podem causar diversas alteracdes imunoldgicas e alterar a
expressdo de determinadas proteinas (Landau e Rosenberg, 2011). O potencial
imunogénico da membrana pode igualmente levar a formacédo de antigenos
contra fatores de coagulacdo, decorrendo em graves alteracdes sistémicas,
como as coagulopatias. O lisado plaquetario (LP) € um derivado plaquetario rico
em fatores de crescimento e citocinas que estimulam a reparacgao tecidual, que
€ impulsionada por uma variedade de fatores de crescimento (Bieback et al.,
2009), e obtido através de processamento laboratorial, onde € realizado a
destruicdo da membrana plaquetéria, porém sem interferéncia no teor dos
fatores de crescimento (Salamanna et al., 2015). Sendo assim, o LP seria uma
alternativa para a aplicacdo do conteudo integro do PRP.

A OA é estudada a anos na area da veterinaria nos cédes e cavalos. E no
modelo experimental nos equinos, o lipopossacarideo (LPS) é usado como
indutor de sinovite e capsulite inflamatoria transitoria. Este modelo experimental,
incluiu a reagao inflamatoria priméaria para avaliar o potencial e o beneficio de

uma terapéutica especifica.
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Neste estudo, o objetivo foi verificar o potencial inflamatorio da membrana
plaquetaria dos equinos na articulagdo do carpo induzindo uma reagao
inflamatdria local com LPS, para mimetizar a sinovite, e relacionar se o LP em
relacdo ao PRP teria um potencial anti-inflamatorio maior comparando o numero
de células caracteristicas da articulagdo, PGE: e avaliacdo clinicas dos equinos
apos receber o tratamento, e também caracterizar o protocolo do PRP utilizado
de forma efetiva, além de conhecer melhor o efeito do PRP e LP em

enfermidades articulares, evitando efeitos indesejaveis.

2. Material e Métodos

2.1 Delineamento experimental

Foram utilizadas as articulagBes radiocarpicas de 20 equinos higidos,
idade entre 5 e 8 anos, peso em torno de 350kg. Os animais ndo apresentaram
historico de doencgas articulares, foram utilizados machos e fémeas, alojados
individualmente em baias na Faculdade de Medicina Veterinria e Zootecnia
(UNESP), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. A Comisséo
de Etica no Uso Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
aprovou todos os procedimentos contidos neste estudo (Aprovagdo CEUA
157/20186).

O estudo foi divido em quatro grupos, sendo o grupo controle (GC) apenas
com a puncao da articulacdo para coleta de liquido sinovial (controle negativo),
0 grupo LPS (controle positivo), grupo plasma rico em plaquetas (PRP) e o grupo
lisado plaquetario (LP). Cada articulacdo do grupo LPS, PRP e LP recebeu
inicialmente uma aplicacao intra-articular de LPS (0,25 ng/mL) no momento O
hora (excluindo o grupo controle). Apos 2 horas da inducao, 2 mL de PRP ou LP
foram aplicados em 10 articulagdes dos grupos designados. Os momentos de
coletas foram 0 hora, 4, 8, 24 e 48 horas, e 7 dias. Além das coletas de liquido
sinovial, foram realizadas avaliacdes fisicas, exames de claudicacdo e analise
laboratorial do LS.

A técnica utilizada para o processamento do PRP foi escolhida devido a
sua efetividade em concentrar plaquetas (Yamada et al., 2015), e a técnica do
LP, foi adaptada apés uma vasta revisdo de literatura e adequacéo a espécie

equina. Foi coletado sangue total autdlogo para o processamento do plasma rico
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em plaguetas (PRP) de dez animais, tanto para o grupo PRP quanto para o grupo
do LP.

O liquido sinovial coletado nos diferentes momentos e passou por
centrifugacdo a 2000G, por 15 minutos a 4°C (com excecdo do exame

citolégico). O sobrenadante foi aliquotado e congelado em criotubos a -80° C.

2.2 Processamento do Indutor agudo de sinovite (LPS)

Utilizou-se produto comercial Lipopolysaccharide E. coli t (O55:B5; Sigma
— Aldrich; L5418) com concentracdo de 1mg/mL. Para obter a solugédo mée, dilui-
se 0,05 mL de LPS em 250 mL de RPMI 1640 Medium? (Gibco), atingindo a
concentracdo de 200ng/mL e esta solucdo foi armazenada em frasco de
vidroborocilicato a 4°C. A solucao intermediaria foi obtida com a diluicdo de 10ul
da solugcdo mée em 990ul de solugdo tampéo fosfato-salina (PBS) pH 7,2
3(Gibco) atingindo a concentracédo de 2ng/mL. Para a solucéo final (solucdo de
trabalho), a obtencao foi a partir da diluicdo de 500ul da solucéo intermediaria
em 3500l de PBS pH 7,2, obtendo assim, concentracéo de 0,25 ng de LPS/ mL.
As etapas para a obtencdo da diluicdo e concentragédo ideal de LPS foram
realizadas em cabine de seguranca bioldgica e utilizacdo de matérias estéreis
(Figura 1).
Fig.1l.Inducéo da sinovite. A) Fracionamento da Aliquota de LPS; B) Passagem
da solucdo- méae de LPS para frasco de vidroborocilicato; C) Aplicacao intra-
articular de LPS.

1 055:B5; Sigma — Aldrich; L5418 -
2 RPMI 1640 Medium? - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da América.

3 Solucao tampao fosfato-salina (PBS) pH 7,2 3- Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New
York, Estados Unidos da América.
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2.3 Processamento PRP e LP

O PRP foi processado pelo método de centrifugacdo dupla, com sangue
total autélogo coletado através de venopuncao jugular em 16 tubos de citrato de
s6dio a 3,8% (em torno de 60 mL)%, adaptado de Vendruscolo et al. (2014) e
Yamada (2015), dos equinos do Grupo PRP e Grupo LP. O sangue total foi
centrifugado® refrigerado pela primeira vez a 300G por 5 minutos apés passar 30
minutos em descanso. Ap6s mais 30 minutos de descanso, o plasma
sobrenadante foi removido totalmente e transferido a tubos tipo falcon de 15 mL
e submetidos a nova centrifugacao refrigerada a 700G por 15 minutos. Assim,
75% do plasma sobrenadante foram descartados, e os 25% restantes foram
agitados resultado no PRP (Figura 2). Foi desprezada a zona de névoa (“Buffy
Coat”). A contagem plaquetaria foi por contagem microscopica em camara de

Neubauer espelhada.

Fig. 2. Processamento do sangue para obtencdo do PRP. A) Amostras do
sangue total apOs primeiro descanso; B) PRP pronto, evidenciando o bot&o
plaquetéario no fundo do tubo; C) Homogeneizacdo do PRP; D) PRP envasado

para aplicagao.

O lisado plaguetario foi obtido a partir do PRP, e processado pelo método

modificado de Mojica-Henshaw et al. (2013) e Vanni (2014) e semelhante
ao Schallmoser e Strunk (2009). Ap6s obter o PRP (em torno de 6 mL), a
amostra foi congelada a -80° e depois aquecido em banho-maria a 37°C por 5

minutos, com posterior centrifugacdo a 4000G por 20 minutos para eliminacao

4 BD Vacutainer - Brasil

5 Centrifuge 5804R - Eppendof, Hamburg, Germany


javascript:void(0);

31

das membranas plaquetarias (Figura 3). Na aplicac&o intra-articular foi utilizado

0 sobrenadante, o pellet foi descartado.

Fig. 3. Aspecto do processamento do Lisado plaguetario pré aplicacao.
_ S
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2.4 Quantificacao prostaglandina Ez

A determinacdo da concentracdo da prostaglandina E2 (PGE2) sinovial foi
realizada em MO, M4, M8, M24, M48 e M7D através de teste imunoenzimético
utilizando “kit” ELISA comerciais, de acordo com as instrucdes observadas na
bula dos produtos. A sensibilidade do “kit” foi de 0,140 pg/mL e a densidade
Optica de 450 pg/mL a 540 pg/mL) e volume da amostra de 150 microlitros. O
liquido sinovial foi coletado nos diferentes momentos do experimento e foi
congelado a -80°C, apds centrifugacdo 2000G por 15 minutos a 4°C, e

armazenados em tubos Eppendorfs® a -80° C até o momento da quantificacao.

2.5 Analise estatistica
Foi realizada analise de medidas repetidas no tempo (One Way Repeated

Measures) dentro de cada grupo individualmente para avaliagdo proteina total,
frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatura e PGE2 no decorrer do
tempo. Para células nucleadas e valor absoluto de linfocitos e neutrofilos, dentro
de cada grupo no decorrer dos momentos, foi realizado o teste ndo paramétrico

de medidas repetidas no tempo (Teste de Friedman) (P<0,05). Para comparacao
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dos grupos, dentro de cada momento separadamente, foi realizado o teste nédo
paramétrico de Kruskal-Wallis. Quando houve significancia (P<0,05) foi realizado
o0 Teste de Tukey para comparacdo das médias e medianas (P<0,05). Foi
realizado o Teste de Correlacdo de Pearson (P<0,05) entre plaquetas basal e
plaguetas PRP e Leucdcitos basal e Leucdcitos PRP. A andlise de PGE2 foi

entre as médias e desvio padrédo entre cada momento dos grupos.

3. Resultados
3.1 Caracteristicas do PRP e LP

Os resultados da andlise de plaquetas e leucocitos, e os valores
referenciais do hemograma estavam dentro da normalidade, sem alteracfes dos
valores plaquetérios do sangue total. A média das plaquetas basal foi de 174.470
+ 18.081,7 plaquetas/uL, e a média de concentracdo de plaquetas no PRP foi de
925.200 *+ 257.100,5 plaquetas/pL (média de 5,3 vezes a concentracao basal)
(Figura 4). Sendo que, a média dos leucocitos encontrados no PRP destes
mesmos animais foi 2665,0 + 2074,4/dL., e a média basal de leucdcitos foi
8928,5 + 1561,6/dL aproximadamente 3,3 vezes menores que a concentracao

basal (Figura 5).

A analise estatistica da relacdo entre a contagem plaguetas basal e a
contagem de plaquetas presentes no PRP foi obtida a partir do Teste de
Correlacdo de Pearson (Figura 4), com r (coeficiente de correlacdo de -0,381 e
P = 0,277. Ou seja, observou-se correlacdo fraca e negativa, indicando que o
valor de concentracéo de plaguetas no PRP nao depende da concentracdo basal
do PRP. Desta forma, conclui-se que independente da contagem basal

plaquetéria basal, o protocolo foi efetivo em concentrar plaquetas.

Na correlagdo entre os leucdcitos basal e os leucocitos do PRP, realizada
também pelo Teste de Correlacdo de Pearson (Figura 5) sugere que a contagem
de leucdcitos PRP depende da contagem do basal, porém, ndo concentrando os
leucdcitos no PRP (r = 0,347 e P=0,327). Este resultado sugere que a contagem

de leucocitos PRP depende da contagem do basal.
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Fig. 4. Valor das plaguetas obtidas ap6s hemograma individual/animal e
comparada com valor obtido no PRP. O r (coeficiente de correlacdo) foi -0,381 e
P=0,277.
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Fig. 5. Valor dos leucdcitos obtidos apds hemograma individual/animal e
comparada com valor obtido no PRP. O r (coeficiente de correlagéo) foi 0,347 e
P=0,327.
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As propriedades e caracteristicas do LP sédo baseadas na liberacdo dos
fatores de crescimento advindos do PRP (Doucet et al., 2005) apés a ativacao
plaguetaria. Supde-se que no caso do LP, apOs passar pelo processo de
congelamento (-80°C) e descongelamento (37°C) (Del Blue et al., 2016) das
amostras, obtivemos o resultado de lise das plaquetas e consequentemente a
liberacé@o dos fatores de crescimento. Além disso, apds ao descongelamento, o
produto necessita ser centrifugado em alta rotacao para que as membranas das
plaguetas que sofreram quebras sejam depositadas no fundo do tubo. As
amostras de LP desde experimento foram armazenas em freezer -80° para

futuras dosagens dos fatores de crescimento.
3.2 Avaliacdes fisicas
3.2.1 Frequéncia Cardiaca

Houve aumento da frequéncia cardiaca (FC) apenas no grupo LP no M4,
com relevancia vista na clinica, porém estatisticamente nao houve diferenca nos
(p> 0,05) entre os grupos experimentais e demais momentos avaliados (MO, M4,
M8, M24, M48 e M7D). Ao relacionar a média da FC dos momentos, e houve
diferenca ( p<0,05) nos M8 e M48 do grupo controle e foram de 41,6 + 3,78 bpm
e 35,0 £ 6,04 bpm, respectivamente, comparado aos valores deste mesmo
grupo. Os demais grupos experimentais nao apresentaram diferencas
significativas (p > 0,05). (Figura 6).
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Fig. 6. Dados obtidos apés analise estatistica de frequéncia cardiaca. Média *
Desvio padréo, p<0,05 esta caracterizado por *. Média + Desvio padrdo, p<0,05

esta caracterizado por *.
3.2.2 Frequéncia Respiratoria

Houve diferenca estatistica (p < 0,05) no grupo controle, no momento MO,
comparado aos demais grupos estudados (Figura 7), porém néao foi observado
aumento relevante da frequéncia respiratdria na analise clinica dos animais

experimentais.
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Frequéncia Respiratoéria
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Fig. 7. Dados obtidos apds andlise estatistica de frequéncia respiratéria. Média

+ Desvio padréo, p<0,05 esta caracterizado por *.
3.2.3 Temperatura retal

Diferente dos outros parametros analisados, houve diferenca estatistica entre o
M24 dos demais momentos do grupo LPS e no grupo LP, o momento M48 e
M7D, porém, ndo houve relevancia clinica observada nos animais deste grupo
(Figura 8).

Temperatura retal

401
B Controle

= LPS*
LP*
PRP

304

- 204

104

0- LI B B R |

Fig. 8. Dados obtidos ap0s analise estatistica de temperatura retal. Média *

Desvio padrao, p<0,05 esta caracterizado por *.
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3.3 Avaliacéo do liquido sinovial
3.3.1 Células nucleadas e neutrofilos

Na analise estatistica das células nucleadas e neutréfilos houve diferenca entre
0 grupo controle e PRP no M8 e M24 (p< 0,05). (Figura 9 e 10)

Células Nucleadas
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Fig.9. Avaliagdo do liquido sinovial pelo método de citologia: Dados estatistico
relacionado a contagem de células nucleadas. Média + Desvio padréo, p<0,05

esta caracterizado por *.
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Fig. 10. Avaliagdo do liquido sinovial pelo método de citologia: Dados estatistico
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relacionado a contagem de neutrofilos (valor absoluto). Média + Desvio padrao,
P<0,05 esta caracterizado por *.

3.3.2 Proteina total

Houve diferenca entre o grupo controle e os demais grupos estudados
para a variavel proteina total entre o grupo controle dos demais grupos (PRP, LP
e LPS) nos momentos M8 e M24 (p< 0,05) (Figura 11).

Proteina total

s i y @R Controle
— ! mE LPS
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PRP
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Momentos

Fig. 11. Avaliacdo do liquido sinovial por refratdmetro: Dados estatistico
relacionado a proteina total. Média + Desvio padréo, p<0,05 esta caracterizado

por *.

3.3.3 PGE2

A dosagem de PGE: foi feita pelo valor de absorbancia da amostra em
450 mm e a curva de concentracao foi de 10 a 5000 pg/mL. A analise estatistica
da PGE2aponta variacfes estatisticas do grupo controle, grupo LP e PRP no M4

(Figura 12), e entre os momentos do grupo LP (Quadro 2 e 3).
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Fig. 12. Concentracao de Dados PGE2 em pg/mL do liquido sinovial obtidos apos
dosagem. Valores obtidos por absorbancia e transformados em pg/mL. *Medias
seguidas de P<0,05; **Médias seguidas de p< 0,01; Médias Seguidas de
p=0,0003.

4. Discusséo

Conhecido por ser um produto de facil processamento, além de ter baixo
custo (Jameson, 2006), o PRP é caracterizado pela alta concentracdo de
plaquetas. A principio, como descrito por Braun et al. (2014) existem diferentes
protocolos para se obter o PRP, que podem variar as concentracfes
leucocitarias de tal modo que influenciariam a eficacia clinica. Richards et al.
(2016) complementam, que a falta de um protocolo padronizado dificulta a
avaliacdo do resultado apés a aplicacdo intra-articular de PRP. Neste estudo
houve o cuidado de utilizar um protocolo efetivo em concentrar a quantidades
minimas de leucécitos (Fontenot et al., 2012). Além disso, é sabido que apos a
ocorréncia de lesdbes com comprometimento vascular, as plaquetas sao
recrutadas, e liberam os fatores de crescimento. O PRP tem 0s mesmos
principios e a partir disto, pode-se afirmar que os resultados sao promissores no
uso do LP, pois advém dos fatores de crescimento que estao presentes no PRP
(Xia et al., 2011).

As concentracfes plaquetérias obtidas neste estudo estavam dentro do

que relataram Yamada et al. (2016) que utilizaram o mesmo protocolo para
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obtencdo do PRP, para a aplicacao intra-articular, sendo em torno de 5 vezes
maior que a concentracdo basal (Vendruscolo et al.,, 2014) e dos valores
fisiolégicos da espécie (Marx et al., 1998) e consideradas satisfatoria para
obtencéo de PRP dentro do controle de qualidade (Schnabel et al., 2007; Sun et
al., 2010; Textor et al., 2014, Moraes et al., 2015). Outros aspectos também
devem ser considerados pois algumas alteracbes que ocorrem nas plaquetas
podem afetar o potencial de acdo do PRP, como a separacao do plasma da
fracdo rica em plaquetas, ou até mesmo a centrifugacdo em altas rotacdes
podem fazer com que as plaquetas rompam seus granulos, liberando de forma
prematura os fatores de crescimento (Sun et al., 2010; Middleton et al., 2012).
De acordo com Gader et al. (2008) e Miranda et al. (2018) as plaquetas dos
equinos sao referenciadas por terem o valor basal baixo quando comparado ao
homem, além disso, a liberacdo dos granulos e os fatores de crescimento
também sao distintos, e atraidos por sitios de ligacao celular especificos (Marx
et al., 1998; Marx, 2004; Gader et al., 2008).

O LP tornou-se conhecido por ser uma fonte rica em fatores de
crescimento de baixo custo e facil obtencdo, e semelhante ao cenério de
pesquisa e uso clinico do PRP, h& diversos protocolos para a produc¢éo do LP
(Doucet et al., 2005; Russel e Koch, 2016). Ao processar o LP € necessario
certificar-se de que o protocolo utilizado liberou de forma efetiva os fatores de
crescimento no sobrenadante. Sendo que, além da centrifugacdo em alta
velocidade necessaria para a eliminagdo de corpos plaquetarios residuais, o
processo dinamico que envolve desde o preparo do PRP até a finaliza¢éo do LP
pode comprometer a concentracdo de fatores de crescimento (Russel e Koch,
2016). Acredita-se que também deve ser considerada a fase de
descongelamento e choque térmico para obter o LP, pois estimulam a liberacéo
precoce de TGF-B (Moroz et al., 2012). Schallmoser e Strunk (2007) utilizaram
0 mesmo protocolo para obtencdo do LP em humanos in vitro, e certificaram que
as concentracdes dos fatores de crescimento foram satisfatorias para uso clinico
e utilizam este protocolo regularmente, sem dosagens rotineiras de amostras de
LP.

Fontenot et al., (2012) assim como McCarrel et al. (2012) observaram que

a medida que as concentracfes de plaguetas aumentam, proporcionalmente as
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concentracdes de leucocitos diminuem, assim, a mesma proporc¢ao de plaqueta

presentes no PRP esta para a de leucdcito.

O tipo de processamento para obtencédo do PRP utilizado neste estudo foi
certificado por Vendruscolo et al. (2014) e resultaram em plaquetas viaveis e
intactas com étimos niveis de fatores de crescimento. No processamento do LP,
Schallmoser e Strunk (2007) manifestaram a relevancia de procedimentos que
preservaram as plaquetas, para que os fatores de crescimento sejam liberados
de forma que possam ser ativados pelo tropismo a lesdo. Wasterlain et al. (2012)
inferiram que as amostras que passam por congelamento podem ter perdas ou
reducées de concentragcdo dos fatores de crescimento. Mas Montafiez-
Heredia et al. (2016) ressaltaram que o0 mecanismo fisico de congelar,
descongelar e a centrifugacdo da amostra fazem a ativacdo das plaquetas de
forma efetiva e ndo alteram o conteldo da amostra em relagcdo a concentracao
dos fatores de crescimento. Garbin (2015) afirmou que as concentracdes dos

fatores de crescimento sdo dose dependente para a acéo do LP.

Os protocolos utilizados para obter do LP necessitam passar por uma
caracterizacdo e controle de validade (Doucet et al., 2005), pois é necessario
para garantir o uso confiavel e a reproducdo de um protocolo viavel.
Tyrnenopoulou et al. (2016) optaram em dosar as concentracdes PDGF pés uso
clinico em equinos. J& Russel e Koch (2016), dosaram as concentracdes de
PDGF em conjunto ao meio de cultivo e expansdo de CTMs. Pichereau et al.
(2014) ressaltam que a liberacdo de PDGF ocorre logo apés a lise dos granulos
e que os efeitos permanecem benéficos nos tecidos que necessitam ser
reparados por até 4 semanas apds a aplicacdo, sendo que, as plaquetas
participam do processo de inflamacéao precoce quando ocorre a desgranulacao
ou lise da membrana. Embora no presente estudo os fatores de crescimento do
LP ndo tenham sido dosados, o que contribuiria para o controle de qualidade
(SEO et al 2013), o protocolo do PRP foi validado por Vendruscolo et al. (2014)
e Yamada et al. (2015).

Comparando o uso de LP no protocolo para a proliferagéo, expansao e
diferenciacdo de células tronco mesenquimais (CTMs) na espécie humana
destaca-se 0 aumento satisfatorio das células no cultivo. No entanto, na espécie

equina, h& diferenca entre o uso adicional ao meio de cultivo de soro fetal bovino
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(SFB) e o LP, pois foram relatados que ndo houve diferenca ou relevancia
guando comparado ao SFB, e séo relatadas dificuldades em manter o cultivo de
células autélogas com o LP autélogo (Del Blue et al. 2007; Kol et al. 2013; Mojica-
Henshaw, 2013; Russell e Koch, 2015), sugerindo que a lise das plaquetas nao
foi efetiva, e que os fatores de crescimento ndo foram devidamente liberados.
Anitua et al. (2014), discorrem que apos a ativacdo dos fatores de crescimento,
eles se tornam um excelente estimulo na proliferacédo e diferenciacdo de CTMs,
pois 0os metabdlitos liberados fazem fusdo com a membrana fornecendo uma
reacao antecipada na liberacéo dos fatores de crescimento, efeito este que pode

ser gerado pela trombina ou pelo gluconato de calcio.

Segura et al. (2006) e Gader et al. (2008), os quais testaram diversas
proteinas das plaguetas em varias espécies de mamiferos, e compararam as
espécies equina e humana, constataram que a resposta das plaquetas quando
estimulada a quebra da membrana foi moderadamente tardia e algumas vezes
nao houve a segregacédo dos fatores de crescimento dos equinos, sugerindo que
0S mecanismos de ac¢dao e liberacéo das plaquetas equinas sao distintos quando
comparados a espécie humana.

Ao relacionar os sinais clinicos observados neste experimento (FC, FR e
temperatura retal) com os parametros clinicos dos animais saudaveis relatados
em literatura (Feitosa, 2014), verificou-se que os resultados obtidos se
encontravam dentro dos valores fisioldgicos (Van Loon et al., 2010). Sendo que
nao foi possivel encontrar nenhuma alteracdo importante que proporcionaria a
relevancia e preocupacéo individual dos animais utilizados no experimento, pois
o LPS na dose de 0,25 ng aplicado nas articulacbes e também relatado por
autores como Van Loon et al. (2010) e Lucia et al. (2013) obtiveram efeitos
inflamatorios locais ap6s a inducdo da sinovite aguda por LPS como esperado
(aumento de células no liquido sinovial), mas ndo houve repercussao sistémica
como a alteracdo nas FC, FR e temperatura retal. Porém ao comparar 0s
resultados estatisticos da FC, ocorreu variagdes no M4 do grupo LP, e variancia
estatistica da temperatura retal do grupo LPS em relacdo aos outros grupos, o
gue nédo se justifica, pois ndo houve repercussdo sistémica e os valores de
referéncia fisioldgicos estavam dentro dos parametros. Neuenshwander (2016)

induziu a sinovite experimental aguda em equinos no seu estudo, e referiu que
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em todos o0s grupos houve pico de temperatura retal no momento 8 horas apos
a aplicacédo do LPS, e Lucia et al. (2013) no momento 12 horas apds a primeira
coleta de liquido sinovial, obtiveram o retorno aos valores basais nos momentos

seguintes de coleta.

Além disso, Neuenshwander (2016) observou também que a FC e a
temperatura retal aumentaram no momento 8 em todos 0s seus grupos. O que
pode ser justificado pela resposta inflamatoria sistémica, inferindo que até o
grupo controle do seu experimento, que sofreu apenas a puncao da articulacéo
em diversos momentos também apresentou picos de temperatura retal e FC
levemente aumentados. Nos grupos deste experimento que receberam a
administracdo intra-articular de LPS ndo apresentaram estas alteracdes
sistémicas, porém houve alguns picos, retornando gradativamente préximo aos
valores basais nos momentos seguintes. Comparando com os resultados de
Carmona et al. (2007), a avaliacédo fisica dos animais apés receberem PRP foi
positiva na resposta do tratamento instituido e comparando com este
experimento, os grupos PRP e LP, pois ndo houve variancia na avaliacéo clinica

dos animais ap0s receberem o tratamento para a sinovite experimental.

Este modelo de inducédo de sinovite permite de forma confiavel estudar a
inflamacdo aguda articular, principalmente quando avaliamos o0s aspectos
clinicos locais, porém se limita a probabilidade de mimetizar a dor articular devido
as condi¢cdes mais cronicas que ocorrem em situacdes naturais (Van Loon et al.,
2010). Ludwig et al. (2016) induziram a sinovite em equinos, colheram diversas
amostras seriadas de liquido sinovial e em nenhum momento 0s animais
apresentaram claudicacdo, nem aumento de volume local na articulagéo,

durante o experimento.

Diversos mecanismos anormais contribuem para a progressdo da OA
causando estresse na cartilagem articular, além de inflamacdo e acbes
catabdlicas na membrana sinovial e osso subcondral (Scanzello et al. 2012). A
inducdo experimental de sinovite com doses baixas de LPS injetadas na
articulacdo de equinos resultam em alteragbes no liquido sinovial (Palmer e
Bertone, 1994). A principio a contagem de células nucleadas caracteristicas do
liquido sinovial tem como referéncia a quantidade <1.000 células / uL. A proteina

total, tem o intervalo de referéncia para equinos de 1,8 a 3,0 g / dL, geralmente
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considerado, o normal é <2,0 g/ dL e a presenca dos neutroéfilos <10% no liquido
sinovial (Cowell e Tyler, 2002). O LPS causa uma curta e reversivel inflamacao
articular em doses baixas, além disso, propicia efeitos imunolégicos e
inflamatorios de alta valia experimental. A curta duracdo da inflamacéo, em torno
de 24-48 h, ap6s a inducdo no modelo de sinovite aguda pode apresentar
algumas limitacbes caso o intuito seja avaliar a cronicidade da inflamacéao
(Palmer e Bertone, 1994; Rios et al, 2015).

Por conta disso o liquido sinovial colhido neste experimento passou por
diversas analises, e os resultados apontaram que houve aumento nos niumeros
de células nucleadas, neutréfilos e proteina total dos animais dos grupos que
receberam a aplicacdo de LPS. Estes dados corroboram com os obtidos por
Palmer e Bertone (1994) que obtiveram resultados semelhantes a estes e
compativeis com uma sinovite aguda nos momentos iniciais. Kol et al. (2013)
induziram sinovite em equinos na articulagdo radiocérpica e notaram em seus
resultados que apds a primeira coleta, o niumero de neutrofilos e células
nucleadas aumentaram gradativamente ao comparar os valores iniciais, além
dos altos indices dos valores da proteina total logo nos primeiros momentos de
coleta de liquido sinovial, apds a aplicacdo de LPS.

Como esperado, apés a inducéo da sinovite na articulagédo radiocarpica,
os valores de células nucleadas, proteina total e neutréfilos aumentaram
significativamente nos grupos que receberam o PRP, LPS e LP. J4 no grupo
controle, houve aumento significativo nos valores das células nucleadas,
neutroéfilos e da proteina total quando comparados com os valores de referéncia,
sendo notério e esperado que apos diversas puncdes seriadas da articulagdo
estes valores se alterariam, ja que apenas a punc¢ao causaria reacao inflamatéria
local. Ludwig et al. (2016) induziram sinovite experimental aguda com LPS na
dose de 0,5 ng/mL na articulacao radiocarpica de equinos higidos e semelhante
ao presente estudo, ndo obtiveram alteragcfes significativas nos parametros de
exame fisico (FC, FR e temperatura retal), apenas encontraram alteracées na
citologia do LS, como o aumento no nimero de células nucleadas e neutrofilos,
além da proteina total que também estava aumentada, regredindo a niveis

proximos aos normais apos 12 horas da aplicagéo do LPS.
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Willians et al. (2016) induziram a sinovite na articulacdo do carpo de
equinos, aplicaram nas articulagées, CTMs advindas de cord&do umbilical equino
e ndo observaram diferenga no conjunto de analises sobre o liquido sinovial,
ap0s os animais receberem os tratamentos. Relataram alteracbes como o
aumento da proteina total nos momentos 8 e 24 horas apoés a aplicacdo de LPS
e CTMs, semelhante ao encontrado neste estudo, de maneira que esse aumento
significativo nos grupos LP e PRP séo caracteristicos de processos inflamatorios
ativos, incluindo o aumento das células nucleadas e neutrofilos no liquido sinovial
gue correspondem a resposta inflamatoria positiva local induzida pela aplicacéo
local de LPS (Willians et al., 2016). Wang et al. (2015) em seu experimento
induziram sinovite com LPS, fizeram analise do liquido sinovial (citologia) e
dosaram as concentracdes de diversos marcadores inflamatérios, e obtiveram
respostas inflamatorias no liquido sinovial, que foram indicadas pelo aumento de
globulos brancos (células nucleadas e neutroéfilos), além do aumento de glébulos
vermelhos e teor de proteinas. Pode-se inferir que o aumento dos neutrdfilos,
células nucleadas e da proteina total condizem com a literatura, em decorréncia
dos resultados classicos de inflamacéao local presente no liquido sinovial (Wang
et al., 2015; Ludwig et al., 2016; Willians et al., 2016).

Como observado por Mariani et al. (2016) os resultados deste
experimento em relacdo aos grupos PRP e LP também n&o apresentaram
elevacao significativa, porém com diferenca estatistica do mediador inflamatério
até o M7D, assim o efeito € transitério e (Lucia et al., 2013; Wang et al. 2016)
pode-se concluir que neste estudo, os possiveis efeitos prejudiciais de curto
prazo podem ser atribuidos apenas aos efeitos inflamatdrios temporarios, leves
e auto limitante da inducdo da sinovite por LPS, independente do tratamento
recebido.

A avaliacao do liquido sinovial do grupo PRP deste experimento remete a
resultados positivos se considerar que apds receberam o tratamento
manifestaram diminuicdo da contagem de células nucleadas e neutrofilos
presentes. Assim deve-se levar em consideracdo pois Tong et al. (2017)
investigaram os efeitos do PRP em fibroblastos sinoviais humanos apés
receberem LPS in vitro com o objetivo de promover o estresse catabdlico no

cultivo celular, e seus resultados indicaram que o PRP teve efeito anti-
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inflamatorio evidente, inibiu a apoptose celular e reduziu os danos induzidos pelo
LPS. Assim, infere-se que este estudo realizado em outra espécie (equinos)
utilizando o PRP como tratamento de sinovite induzida por LPS foi efetivo, em
reduzir os efeitos inflamatorios locais da articulacdo. Rios et al. (2016), avaliaram
a acao do PRP em cultivos de explante de membrana sinovial apds receberem
LPS, e sugerem que o PRP propicia efeitos anabdlicos nas células e a¢éo anti-
inflamatdria devido as proteinas ligadas aos fatores de crescimento presentes

nos granulos das plaquetas.

O PRP tem o intuito de aumentar a atividade anabdlica dos condrdcitos,
das plaquetas modularem a magnitude e a duracdo da resposta inflamatéria
(Knop et al, 2016). Apds a aplicacdo intra-articular, os fatores de crescimento
continuam sendo liberados até 10 dias apds a ativacao (Sutter, 2007). Pois se
difundem no meio extracelular ou s&o armazenados na matriz extracelular e na
membrana basal, sendo recrutados de forma imediata ou tardia em caso de
leséo tecidual. Filardo et al. (2011), revelaram que a forma de obtencéo do PRP
influéncia no grau da reacéao inflamatdria intra-articular. Esse efeito € atribuido
ao numero de leucdcitos presentes no infiltrado. Carmona et al., (2009) relataram
pequena efusdo sinovial, sem alteracdo no grau de claudicacdo logo apos a
aplicacao intra-articular de PRP, essas alteracdes regrediram depois de 48
horas. Neste experimento, foram observados que os numeros de células
nucleadas e neutréfilos reduziram suas concentragdes no liquido sinovial em
momentos anteriores a 48 horas nos grupos PRP e LP, inferindo que a acao
inflamatoria (pds aplicacéo) e anti-inflamatdria (acéo dos fatores de crescimento)
foram atendidas dentro do esperado, sem alteracfes em grau de claudicacéo

dos equinos.

Naskou et al. (2018) em estudo in vitro, investigaram LP equino e as
possiveis reacdes e respostas inflamatérias quando exposto a glébulos brancos
reativos (mondcitos) e a inducao de reacdes enzimaticas por LPS, e afirmaram
que o LP pode desenvolver um perfil anti-inflamatoério e retardar a chegada de
citocinas inflamatorias locais. Sendo este um dos objetivos, sobretudo, na
indicagcao e uso do LP em substituir de forma efetiva o PRP na aplicag&o intra-
articular iniciada neste estudo. Poderiamos inferir entdo que no grupo LP houve

acao anti-inflamatoria, porém, a acdo e o comportamento intra-articular foram
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semelhantes entre os grupos PRP e LP. Sendo assim, uma area de total
significancia para posterior estudos exploratorios vinculados a este experimento.

Estudos de Altaie et al. (2018) sobre os efeitos de proliferagcdo e
condrogénese de CTMs advindas de liquido sinovial ex vivo, e na terapia Unica
de administracdo LP intra-articular possibilitaram a observacédo de que além do
efeito condrogénico, o efeito intra-articular € benéfico. Desta forma, em sintese,
se relacionarmos os efeitos ex vivo de Altaie et al. (2018) com os resultados
deste experimento in vivo, pode-se inferir que quando relacionamos os dados
colhidos na analises do LS (neutrofilos e PT) que o LP tem alto potencial na acéo
anti-inflamatoria (Naskou et al., 2018), também visto no PRP, pois reduziram o
pico inflamatdrio local articular apés 24 horas da aplicacdo, e portanto além o
efeito anti-inflamatorio ja confirmado, ha grandes possibilidades do LP ter efeito
no reparo da cartilagem danificada, e poderia ser estudado em outro momento.

Tyrnenopoulou et al. (2016) utilizaram em seu ensaio clinico, equinos
encaminhados para atendimento e diagnosticados com OA na articulagcéo
interfalangica distal, estes animais receberam duas aplicacdes de LP intra-
articular com intervalos de 15 dias. O processo de congelamento e
descongelamento foi feito com apenas um ciclo semelhante a este estudo, e
assim posteriormente aplicados. Além disso, os animais que receberam o LP
cessaram a claudicacdo alguns meses apos a ultima aplicacéo (Tyrnenopoulou
et al., 2016), e comparando a este experimento, os resultados preliminares
demonstram que ac¢ao do LP foi benéfica, porém semelhante ao PRP em apenas
7 dias de avaliagao.

Em literatura cita-se que valores acima de 63,5 pg/mL na concentracao
de PGE-2 no liquido sinovial indicariam inflamacdo (Kirker-Head et al., 2000;
Bertone et al., 2001). De Grauw et al. (2006) observaram que animais com
doencas articulares apresentavam concentracdes elevadas de PGE:2 acima de
500 pg/mL.

A coleta seriada de liquido sinovial permitiu a dosagem da concentracéo
da PGE: e a analise estatistica apontou diferenca entre o grupo controle e os
grupos LP e PRP no M4, podendo-se inferir que os animais do grupo LPS tiveram
uma inflamagéo mais severa em relacdo aos que foram tratados com PRP e LP

(p<0,05). A acao anti-inflamatoéria ocorreu nos grupos que receberam PRP e LP
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no M4, visto que os niveis de PGE2 ndo aumentaram tanto quanto os niveis dos
animais que receberam somente o LPS. Porém, no M8 n&o se pode afirmar que
houve continuidade da acgdo anti-inflamatoria. A inflamacdo sinovial foi
confirmada pelo aumento das concentracdes de PGE2 nos M24, no M48 e no
M7D (Kol et al., 2013; Wang et al. 2015, Williams et al., 2016). A causa da
inflamacéo sinovial, porém, ndo pode ser atribuida somente ao LPS, visto que
Kirker-Head et al. (2000) sugeriram que PGE-2 pode ser liberada pela membrana
sinovial como reflexo da inflamacédo sinovial apos diversas puncfes da
articulacéao. Isto também poderia justificar o aumento das concentracdes nos
momentos M8, M24, M48 E M7d dos grupos. Além disso, animais ativos e
inquietos podem demonstrar picos de PGE2 semelhantes aos animais de vida
livre ou atletas, o que pode-se justificar o aumento da concentracédo de PGE2 no
MO (Van Den Boom et al., 2005).

Embora Kahn et al. (2017) tenham observado o pico da concentracdo de
PGE:2 apos 8 horas da primeira coleta de liquido sinovial, o presente estudo ndo
corroborou com tais observacfes. Comparando os grupos controle e LPS, notou-
se significAncia estatistica no M4, com auséncia de significaAncia no M8h, ou seja,
o0 pico de inflamacg&o ocorreu 4 horas apés a administragéo de LPS.

Apesar dos niveis de PGE:2 ap0s 48h ndo apresentarem diferenca
estatistica entre os grupos LPS e controle, a melhora clinica e a diminuicédo da
contagem total de células inflamatérias no liquido sinovial foi observada nos
animais dos grupos LP e PRP e indicariam a ocorréncia de um processo
inflamato6rio de menor magnitude nestes grupos, visto que os niveis de PGE:2
podem aumentar apds artrocenteses repetidas (Lucia et al. 2013), mesmo sem
a administracdo de um agente indutor como o LPS (Van Den Boom et al., 2005).

Quando a inflamacéo é induzida experimentalmente com LPS, a PGE:2
permanece aumentada apds 24 h da aplicacéo (Gibson et al., 1996). De Grauw
et al. (2009) relataram o aumento acentuado e de curta duragédo na PGE2 em
nos animais no M8 apos receberem a aplicacdo de LPS na dose de 0,5 ng.
Comparado aos resultados obtidos neste estudo, pode-se inferir que na dose
0,25 ng/mL, o aumento de PGE:2 ocorreu de forma lenta, evidenciado no M24 do

grupo LPS. Neste estudo, também houve aumento no M8 e o pico inflamatorio
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da PGE2 no M24 do grupo PRP e LP, porém apenas no grupo LP houve diferencga
estatistica entre os momentos M4 e M7D (p<0,05).

Em suma, pode-se denotar neste estudo que o tanto o PRP como o LP
regrediram a inflamacéo transitéria na articulacéo (Richards et al., 2016), visto
na diminuicdo do numero de células nucleadas e neutrofilos presentes no liquido
sinovial apos 48 horas e 7 dias de tratamento, porém nota-se que apesar da
diminuicdo concentracdo de dosagem de PGE:2 apds 4 horas houve aumento
nos momentos seguintes, mantendo-se até 7 dias apOds a aplicacdo dos
tratamentos. Tendo em vista que o efeito inflamatério permaneceu, estudos
posteriores focados na acdo do LP e do PRP em afecgbes crbnicas sao

necessarios para embasar sua utilizacdo em tais casos.
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5. CONCLUSAO

O protocolo escolhido para o processamento do PRP neste experimento
foi efetivo no objetivo de concentrar plaquetas além de ndo ultrapassar a
contagem basal dos leucécitos presentes no PRP.

O processamento do lisado plaquetario foi efetivo, baseado nos principios
da quebra da membrana plaquetaria com ciclo térmico e centrifugacdes
em altas rotagbes, embora exista certa dificuldade de comparagdo em
funcado da variabilidade das técnicas de preparacdes descritas.

O Lisado plaquetario intra-articular foi um procedimento seguro para 0s
equinos, baseado na auséncia de alteracdes clinicas significativas em
sinovite induzida experimentalmente.

Podemos inferir também que os animas dos grupos LPS, LP e PRP
tiveram médias das respostas inflamatorias semelhantes apos analise
laboratorial do liquido sinovial.

Também nota-se que o lisado plaquetério intra-articular promoveu uma
diminuicao do processo inflamatério sinovial experimental, apds 24 horas
da aplicagdo com redugcdo da concentragcdo de PGE2, de forma
semelhante aos resultados obtidos com o PRP, porém em ambos 0s
grupos foi possivel denotar que houve a persisténcia da inflamagcéo com
7 dias.
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Frequéncia cardiaca
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Grupos
Momentos Controle LP LPS PRP P
0 37,0+6,74 ab 40,2 £ 7,22 35,0 £ 6,67 35,0+ 3,32 0,519
4 38,4+3,78ab 50,0 £ 14,14 38,2 6,26 36,3 +4,93 0,158
8 416+3,78a 38,2 £ 6,57 37,4404 40,0 £ 3,94 0,516
24 36,6 + 4,88 ab 32,0+5,43 35,8+7,22 37,8+6,76 0,497
48 35,0+6,04b 32,0 2,24 32,4 6,54 37,2+ 4,87 0,381
7 dias 39,4 + 4,56 ab 41,0 + 4,24 35,6 + 3,85 33,7 +2,52 0,147
P 0,026 0,070 0,462 0,298
*Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna néo diferiram estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).
Frequéncia respiratoria
Grupos
Momentos Controle LP LPS PRP P
0 15,4+ 2,61 AB 16,0122 A 120+£2,74B 120+1,73B 0,013
4 14,6 + 4,28 18,0 +£2,83 15,2 +£5,93 143 +1,16 0,809
8 16,4 £ 4,16 14,2 + 3,63 17,0£9,27 19,6 £6,27 0,604
24 17,4 £ 3,43 19,6 + 7,76 15,2 + 7,60 14,4 + 2,88 0,515
48 16,0 £ 4,06 17,8 £9,99 15,2 £ 3,63 146 £4,04 0,849
7 dias 16,6 + 2,97 170+ 1,41 13,6 £3,72 14,7+ 2,31 0,404
P 0,694 0,715 0,721 0,139

*Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na linha ndo diferiram estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).
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Temperatura
Grupos
Momentos Controle LP LPS PRP P
0 37,3+0,16 37,4+£0,38ab 37,1+£0,26 b 37,2+0,68 0,793
4 36,9+041 36,8 £ 0,07 ab 37,1+£0,23b 37,1+0,21 0,621
8 37,2+0,38 37,7+0,28 a 37,8+0,27 a 37,4+0,52 0,073
24 37,0+ 0,36 37,0£0,46b 37,3+£0,48 ab 37,5+0,17 0,234
48 36,9+ 0,40 37,1+£0,26 ab 37,0+£0,15D 37,0+0,50 0,184
7 dias 37,2+0,42 37,2+0,35ab 37,1£0,54 b 37,0+0,87 0,929
P 0,181 0,028 0,012 0,788
*Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna néo diferiram estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).
Células nucleadas
Medianas e percentis 25 e 75%.
Grupos
Momentos P
Controle LPS PRP
60,0 [17,0 — 337,5] b 50,0 [35,0 — 138,8] 50,0 [27,5 — 225,2] 48,0 [28,0 — 105,0] b 0,999
2375,0 [350,0 — 7625,0] ab 24750,0 [8812,5 — 40687,5] 550,0 [362,5 — 1300,0] 9700,0 [2537,5 — 16862,5] ab 0,261
132300,0 [106312,5 — 145075,0] 124950,0 [121537,5 — 182962,5]
8 1250,0 [62,5 — 23187,5] abB 138600,0 [98700,0 — 160912,5] AB aA 0,011
71400,0 [35227,5 — 90712,5] 80850,0 [54600,0 — 105525,0]
24 11340,0 [720,0 — 23350,0] aB 55650,0 [52462,5 — 64312,5] AB abA 0,037
48 9450,0 [4895,0 — 1165,0] ab 11130,0 [7586,2 — 15356,2] 10735,0 [8735,0 — 13965,0] 13230,0 [7285,019005,0] ab 0,707
7 dias 350,0 [297,5 — 1655,0] ab 3330,0 [730,0 — 5930,0] 770,0 [492,5 — 995,0] 410,0 [350,0 — 662,0] ab 0,498
P 0,030 0,084 0,019

*Médianas seguidas pela mesma letra minascula na coluna e mailscula na linha ndo diferiram estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).



Neutrofilo absoluto

Medianas e percentis 25 e 75%.
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Momentos erupos P
Controle LP LPS PRP
4,5[1,0 - 297,0] 3,5[0,5-11,0] 13,0 [4,8 — 85,0] 1,0 [1,0 - 56,5] 0,615
19245 [153,0 — 7164,5] 24303,0 [8544,5 — 39860,8] 533,0[331,2 — 888,5] 13716,0 [9144,0 — 18288,0] 0,129
1037,0 [35,5 — 21028,8] B 130284,0 [93119,2 — 151662,0] A 127008,0 [99784,0 — 138892,2] A 118146,0 [87774,8 — 137080,0] AB 0,016
24 6691,0 [39,0 — 18198,2] B 45076,0 [42633,0 — 55138,0] AB 60527,0 [25056,8 — 71757,0] AB 67105,0 [45129,0 — 87160,5] A 0,033
48 2526,0 [1347,5 — 4677,5] 7123,0 [4261,2 — 10023,5] 6361,5 [4232,5 — 8032,0] 7144,0 [4950,0 — 13584,8] 0,136
7 dias 10,0 [7,0 — 363,2] 1786,0 [7,0 — 3565,0] 8,0 [5,0—74,0] 29,0[12,5-34,2] 0,904
P 0,097 0,416 0,084 0,416
*Médianas seguidas pela mesma letra mailUscula na linha nao diferiram estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).
Proteina Total
Médias e desvio-padréo
Momentos crupos P
Controle LP LPS PRP
2,02 £0,22 1,92+0,04 ¢ 1,9+0,00 b 2,0+£0,3b 0,582
1,90 £ 0,00 2,85+ 1,34 bc 3,7+3,18 ab 19+00b 0,487
2,32+0,83B 6,04 £ 0,56 aA 5,0+1,05aA 52+11aA <0,001
24 2,78+0,81B 5,60 = 0,79 aA 5,0 £ 0,98 aA 58+1,2aA <0,001
48 2,70+1,01 3,82+1,39b 3,1+0,79 ab 3,3+x09b 0,483
7 dias 1,90 £ 0,00 1,90 £ 0,00 bc 1,9+0,00 ab 23+08Db 0,422
P 0,173 <0,001 0,005 <0,001

*Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna e mailscula na linha ndo diferiram estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).



Prostaglandina E2
Médias e desvio padréo
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Momentos Grupos P
Controle LPS LP PRP
0 605,7 £ 287,7 2149 £ 43,52 227,5 £ 65,97 1271 £513,8 0,0107
4 355,1 £ 166,9** 1281 £0,0 69,51 £ 78,29** 34,45 + 0,3818** 0,0005
8 1050 £ 430,1 41261124 124,0 £22,19 300,2 + 1289 0,0572
24 2126 + 2558 1201 £ 1192 1853 £ 466,0 3411+ 0,0 0,5381
48 3935+ 0,0 2132 £2549 368,5 £ 311,4* 737,6 £0,0* 0,1470
7 dias 1451 £ 114,8 1503 £ 966,0 2147 +£0,0 2030 + 2693 0,9409
*Medias seguidas de P<0,05; **Médias seguidas de P< 0,01; Médias Seguidas de P=0,0003.
Prostaglandina Ez
Medianas e percentis 25 e 75%.
Momentos Grupos
Controle LPS LP PRP
605,7 [402,2 — 809,1] 21492118 —2180] 227,5[180,8 - 274,1] 1271 [907,5 — 1634]
355,1[237,0 - 473,1] 1281 [1280 — 1280] 69,51 [14,16 — 124,9] 34,45 [34,45 — 34,72]
8 1050 [745,5 —1345] 412,6 [333,1 - 492,1] 124 [108,3 - 139,7] 300,2 [209,0 — 391,4]
24 2126 [317,3 —3935] 1201 [358,0 — 2043] 1853 [1523 — 2183] 3411 [3411 - 3411]
48 3935 [3935 - 3935] 2132 [329,3 —3935] 368,5[148,4 — 588,7] 737,6 [737,6 —737,6]
7 dias 1451 [1370 — 1532] 1503 [820,2 — 2186] 2147 [2147 — 2147] 2030 [126,1 — 3935]

*Medias seguidas de P<0,05; **Médias seguidas de p< 0,01; Médias Seguidas de p=0,0003.
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