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Quantificacao de fatores de crescimento na pele de equinos
tratada com plasma rico em plaquetas?
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Platelet-rich plasma (PRP) is a product derived from total blood centrifugation, rich in
bioactive factors, such as growth factors. Despite largely used in healing processes, there
is a controversy whether the therapy is effective in promoting skin healing. The objective
of this study was to quantify and compare the concentrations of the factors TGF-f1 and
PDGF-BB in PRP, blood plasma and skin, at different phases of the healing process of skin
treated or not with PRP. Seven healthy crossbred 16 to 17-year-old geldings (16.14+0.63)
were used. Three quadrangular-shaped lesions (6.25cm?) were surgically induced into the
right and left gluteal regions of all animals. Twelve hours after induction of the wounds,
0.5mL of the PRP was administered in each of the four edges of the wound in one of the glu-
teal regions (Treated group = TG) randomly chosen. The contralateral region was used as
control (CG). The wounds were submitted to daily cleaning with Milli-Q water, and samples
were obtained with a 6mm diameter biopsy Punch. Six skin biopsies were obtained, the
first carried out immediately after the production of the wound (T0), and the others 1 (T1),
2 (T2),7 (T3),and 14 (T4) days after the lesion was induced. The sixth biopsy (T5) was ob-
tained after complete healing of the skin, which occurred at about day 37 (36.85£7.45, CG;
38.85+6.46, TG). EDTA blood samples were also obtained, at all the times mentioned. Quan-
tification of TGF-B1 and PDGF-BB growth factors on the skin, PRP, and blood plasma was
carried out by the ELISA technique. Data were statistically analyzed by the t test, Pearson
correlation and regression, at a significance level of 5%. No difference was found between
the groups in the values of the two growth factors measured on the skin, at the different
times. Also, no correlation was found between the amount of growth factors present in the
skin and plasma. On the other hand, a positive correlation was observed between PRP and
skin in the treated group, for the growth factors TGF-B1 (r=0.31) and PDGF-BB (r=0.38),
as well as between both growth factors present in PRP (r=0.81). Considering the growth
factor concentrations at TO, the highest skin values (p<0.05) of TGF-f1, in both groups, oc-
curred at T3 and T5. Higher values (p<0.05) of PDGF-BB occurred at T4 (TG) and T5 (CG).
No plasma changes occurred at the concentration of these factors in relation to TO, suggest-
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ing that PRP does not cause a systemic effect when the procedures adopted in this research
are used. Local administration of PRP in the volume studied, 12 h after surgical induction
of cutaneous wound gluteal equine does not cause higher concentrations of the growth fac-
tors TGF-B1 and PDGF-BB in the plasma and skin during the healing process.

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

RESUMO.- O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto
derivado da centrifugacdo do sangue total, sendo rico em
fatores bioativos, como os de crescimento. Apesar da am-
pla utilizacdo em processos cicatriciais, ha controvérsia so-
bre a eficacia da terapia na cicatrizacdo cutanea. O objetivo
desse estudo foi quantificar e comparar a concentragao dos
fatores TGF-B1 e PDGF-BB no PRP, plasma sanguineo e pele,
durante diferentes fases do processo de cicatrizacdo da
pele tratada ou ndo com PRP. Foram utilizados sete equinos
machos castrados, mesticos, higidos, com idade entre 16 e
17 (16,14+0,63) anos. Trés lesdes em formato quadrangu-
lar (6,25cm?) foram produzidas cirurgicamente nas regides
gluteas direita e esquerda de todos os animais. Doze horas
ap6s inducdo das feridas, 0,5mL do PRP foi administrado
em cada uma das quatro extremidades das feridas de uma
das regides gluteas (Grupo tratado = GT), escolhida aleato-
riamente. A regido contralateral foi utilizada como contro-
le (GC). As feridas foram submetidas a limpeza didria com
agua Milli Q, e amostras foram obtidas mediante bidpsias
realizadas com Punch de 6mm. Foram obtidas seis bi6psias
de pele, sendo a primeira realizada logo apds a producio da
ferida (TO0), e as demais com 1 (T1) 2 (T2) 7 (T3) e 14 (T4)
dias apds a indugao da lesdo. A sexta biépsia (T5) foi obti-
da apds completo fechamento da pele, que ocorreu aproxi-
madamente aos 37 dias (36,85+7,45, GC; 38,85+6,46, GT).
Também foram obtidas amostras de sangue com EDTA em
todos os tempos mencionados. A quantificagdo dos fatores
de crescimento TGF-$1 e PDGF-BB na pele, PRP e plasma
sanguineo foi realizada pela técnica ELISA. Os dados foram
analisados estatisticamente pelo teste t, correlacdo de Pe-
arson e regressdo, utilizando nivel de significancia de 5%.
Nao houve diferenca entre os grupos, nos valores dos dois
fatores de crescimento mensurados na pele, nos diferen-
tes tempos. Também ndo houve correlacdo entre a quan-
tidade dos fatores de crescimento presentes na pele e no
plasma. Por outro lado, correlacdo positiva foi observada
entre PRP e pele no grupo tratado, para os fatores de cres-
cimento TGF-1 (r=0,31) e PDGF-BB (r=0,38), bem como
entre ambos os fatores de crescimento presentes no PRP
(r=0,81). Considerando as concentra¢des dos fatores de
crescimento no T0, os maiores valores cutdneos (p<0,05)
do TGF-B1, em ambos os grupos, ocorreram nos tempos T3
e T5. Valores mais elevados (p<0,05) do PDGF-BB ocorre-
ram no T4 (GT) e T5 (GC). No plasma nao houve alteracdo
nas concentragoes desses fatores em relacdo ao TO, o que
sugere que o PRP ndo acarreta efeito sistémico, quando os
procedimentos adotados na presente pesquisa sdo utiliza-
dos. A administragdo local de PRP no volume estudado, 12
h apds inducdo cirargica de ferida cutanea na regiao glitea
de equinos ndo ocasiona maiores concentracdes dos fato-
res de crescimento TGF-1 e PDGF-BB no plasma sangui-
neo e pele, durante o processo de cicatrizacio.
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TERMOS DE INDEXACAO: Cavalos, concentrado rico em plaque-
tas, dermatopatia, efeito sistémico, ELISA.

INTRODUCAO

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

Existem varios fatores de crescimento que sdo libera-
dos a partir dos a-granulos presentes nas plaquetas, sendo
alguns dos principais disponiveis no PRP o transformante
beta 1 (TGF-B1), derivado das plaquetas (PDGF), fibroblas-
tico basico (bFGF), epitelial (EGF) e o endotelial vascular
(VEGF) (Anitua et al. 2012, Boswell et al. 2012, Renzi et al.
2013). Considera-se que a liberagdo dos fatores de cresci-
mento pelas plaquetas contidas no PRP pode favorecer a
reparacao das lesoes, e possibilitar o mais rapido retorno a
funcionalidade, possivelmente por estimular a neovascula-
rizagdo, que melhora o suprimento sanguineo e disponibili-
za nutrientes necessarios a regeneracdo tecidual.

Considerando a concentracdo de plaquetas, leucocitos
e hemacias em um determinado volume de plasma, exis-
tem pelo menos trés métodos para a preparacao do PRP:
aférese (automatico), que possibilita a captura de plaque-
tas pela utilizacdo de filtro descartavel; buffy-coat (semi-
-automatico), que permite a separacdo das plaquetas por
centrifugacdo utilizando kits comerciais (sistemas ACP, GPS
I1, GPS 111, SmartPReP2, etc), e 0 manual, resultante da cen-
trifugacdo do sangue total armazenado em tubos contendo
anticoagulante. Os custos variam bastante; kits comerciais
produzem concentrados de PRP a um valor elevado, e a téc-
nica manual com dupla centrifugacdo, além de ter menor
custo, é de facil feitura (Maffulli & del Buono 2012).

O TGF-f3 é considerado um dos mais importantes fatores
de crescimento para o processo de cicatrizacdo cutanea por
auxiliar na angiogénese, quimiotaxia e proliferacdo celular.
Adicionalmente, tanto essa proteina como o PDGF estimu-
lam a producio de colagenos, que sdo os principais compo-



Quantificacdo de fatores de crescimento na pele de equinos tratada com plasma rico em plaquetas 601

nentes estruturais do tecido cicatricial maduro, sendo sin-
tetizados por fibroblastos (Czubryt 2012, Yang et al. 2013).
As isoformas TGF-B1 e PDGF-BB sdo as mais frequente-
mente utilizadas para avaliar a qualidade dos componentes
ricos em plaquetas pela técnica imunoenzimatica ELISA, e
os kits humanos disponiveis possuem comprovada reagdo
cruzada com os anticorpos da espécie equina.

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

MATERIAL E METODOS

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

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

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

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

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

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

mentos de pele (epiderme, derme e tecido subcutdneo). As feridas
foram identificadas em A, B e C, de cranial para caudal em am-
bas as garupas. Amostras de pele foram congeladas a -80°C para
posterior quantificacdo de fatores de crescimento. Essa primeira
coleta foi considerada como tempo zero (T0). As feridas cicatriza-
ram por segunda intengao, e durante todo este periodo foram mo-
nitoradas, e apés plena cicatrizacdo foi realizada a dltima biépsia
(ferida C). A ferida cirurgica foi submetida a limpeza diaria, com
gaze embebida em dgua Milli Q. Todos os animais receberam soro
antitetanico no dia de confecg¢do da lesdo de pele. A dor foi reduzi-
da utilizando dose unica de tartarato de butorfanol (0,08mg/kg/
IV). Néo foi utilizado anti-inflamatério nem antibiético, pois estes
poderiam dificultar ou impossibilitar a avaliacdo do tratamento
com PRP.

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

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

A concentragdo das plaquetas e leucdcitos foi determinada
manualmente (método Rees & Ecker 1923) no PRP e no sangue
obtido com EDTA. A quantificacdo foi realizada em camara de
Neubauer utilizando liquido de Tiirk para contagem de leucé-
citos e liquido de Brecher para contagem de plaquetas (Thrall
2007). Imediatamente apds obtencdo, 2mL do PRP foram con-
gelados a -80°C em criotubos até o momento de quantificagdo
dos fatores de crescimento (TGF-1 e PDGF-BB) pela técnica
ELISA.

Todos os animais foram submetidos a tratamento local com
PRP 12h depois de realizada a lesdo. Ap6s tricotomia e sedagdo
com xilazina (0,8mg/kg/IV), uma das regides gluteas, escolhidas
ao acaso, foi assepticamente preparada para a administragao do
PRP (grupo tratado=GT). As feridas da regido glitea contralate-
ral (grupo controle=GC) ndo receberam qualquer infiltragido, mas
apenas limpeza local com agua Milli-Q, conforme realizada tam-
bém nas feridas tratadas.

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

Amostras de pele foram obtidas para a quantificagdo dos fato-
res de crescimento, conforme metodologia descrita por Monteiro
etal. (2009) e Deschene etal. (2011). A pele, em toda a sua espes-
sura, foi obtida com a utilizacdo de Punch de 6mm de diametro,
auxiliada com bisturi, um (T1) e dois (T2) dias ap6s realizagdo da
lesdo, assim como sete (T3) e 14 (T4) dias do procedimento cirtr-
gico. Adicionalmente, uma nova coleta foi realizada ao término do
fechamento da ferida C (T5).
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Para a realizac¢do das bi6psias, os animais foram sedados com
xilazina a 2% (0,8mg/kg/IV) e, em seguida, foi realizado blo-
queio anestésico subcutaneo com cloridrato de lidocaina a 2%
sem vasoconstritor, ao redor do local a ser biopsiado, utilizando
agulha de 21G. Os dois primeiros tempos de bidpsia realizadas
nas feridas A e B corresponderam a primeira e segunda fases de
cicatrizagdo da ferida, onde predomina a hemostasia e a resposta
inflamatoria, enquanto as ultimas trés coletas se referem as fases
de migracdo e proliferacdo, assim como de contragdo e remode-
lagdo (ultima coleta), quando ocorre a angiogénese, fibroplasia e
epitelizac¢do. A definicdo dessas fases foi baseada na descri¢ao de
Schultz et al. (2011).

Com exce¢do da ultima coleta que foi realizada no centro da
area cicatrizada, as amostras foram retiradas da periferia da le-
sdo, abrangendo tanto pele integra como lesionada, incluindo mi-
gracdo ou reepitelizagdo, e tecido de granulac¢do, de acordo com
o tempo de coleta. Foram obtidas duas amostras de pele em cada
tempo (T1, T2, T3, T4 e T5), sendo uma para o TGF-f31, e outra
para o PDGF-BB. Apos obtengdo dos fragmentos, o excesso de san-
gue foi retirado de forma asséptica com NaCl a 0,9%. Na sequéncia
as amostras foram colocadas em criotubos e, em seguida, imersas
em nitrogénio liquido a -196°C por alguns segundos, e imediata-
mente estocadas em freezer a -80°C. Posteriormente, os fragmen-
tos de pele foram liofilizados, pesados e voltaram a ser armaze-
nadas a -80°C até realizacdo da andlise. Conforme mencionado
anteriormente, as feridas nao tratadas também foram submetidas
a bidpsia exatamente no mesmo dia das infiltradas com PRP.

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

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

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

A dosagem da proteina total foi determinada utilizando o
método de BCA, sendo utilizada uma curva padrdo com albumi-
na (2mg/mkL). As amostras foram diluidas com agua destilada na
proporgdo 1:50. Em seguida 10puL das amostras e da curva padrao
foram colocadas em microplaca, e na sequéncia foi adicionado
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190uL do BCA misturado com CuSO,. A placa foi incubada em es-
tufa a 37°C durante 30 min, sendo a quantificacdo realizada em
espectrofotdmetro, com comprimento de onda de absorbancia
fixado em 562nm. O resultado foi obtido por meio de curva de
regressao linear, sendo normalizados para o peso seco do tecido
original. A quantificacdo dos fatores de crescimento na pele se-
guiram os procedimentos indicados nos kits de ELISA, sendo as
amostras diluidas em 1:4 e 1:2 para TGF-B1 e PDGF-BB, respec-
tivamente. A leitura foi realizada em espectrofotémetro de mi-
croplacas, com comprimento de onda de absorbancia fixado em
450nm. A leitura foi realizada em duplicata.

A andlise estatistica foi realizada no software StatSoft 12.0,
2013 (www.statsoft.com). O teste t para amostras independentes
foi utilizado para comparar os grupos controle e tratado em cada
tempo (TO, T1, T2, T3, T4 e T5), bem como em cada fase de cicatri-
zagdo (hemostasia e inflamatoria, versus migracdo e proliferacdo,
juntamente com contragdo e remodelacdo). Além disso, foram
comparados os diferentes tempos com a situagdo inicial (T0) em
ambos os grupos utilizando o teste t para dados pareados. Analise
de regressdo foi realizada para todos os fatores de crescimento,
com a finalidade de verificar o efeito do tempo (TO, T1, T2, T3, T4
e T5, que correspondeu a 1, 2, 7, 14 e 37 dias, respectivamente)
na concentragao dos mesmos. Correlacdo de Pearson, testada pelo
teste t, foi realizada para avaliar a associacdo entre a quantidade
dos fatores de crescimento nas plaquetas e nos leucdcitos com a
do PRP, assim como entre PRP, pele e plasma. Também foi avaliada
a correlagdo entre os dois fatores de crescimento no PRP. Todas as
analises foram realizadas a 5% de significancia.

RESULTADOS

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

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

Nao houve diferenca (p>0,05) entre grupos tratado e
controle com respeito a concentragao dos fatores de cresci-
mento na pele, em cada tempo (T1, T2, T3, T4 e T5) avaliado.
Andlise de regressao revelou que a concentracao do PDGF-
-BB foi influenciada pelo tempo, tanto na pele como no plas-
ma, apenas no grupo controle (Fig.1). Na pele sadia (T0), a
concentracdo de TGF-f31 e PDGF-BB foi de 0,94+0,69pg/g e
0,11+0,19pg/g, respectivamente. A excecdo da concentra-
¢ao TGF-B1 obtida no primeiro tempo avaliado (T1) no gru-
po controle ap6s indugdo da lesdo, todas as demais amos-
tragens apresentaram valores desse fator de crescimento
significativamente maiores (Quadro 1) do que a obtida na
pele integra. No segundo dia apds lesdo, a concentragido do
TGF-B1 na pele elevou em ambos os grupos (GC: p=0,0009;
GT: p=0,002). Esse aumento foi importante (p=0,0004) uma
semana ap6s inducdo da ferida (GC: 32,11+11,80pg/g; GT:
31,66+14,64pg/g). Na determinacdo realizada apds duas
semanas, os valores de TGF-B1 foram abaixo dos obtidos
na primeira semana, mas significativamente maiores (GC:
p=0,004; GT: p=0,0009) do que a quantidade presente na
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Fig.1. Estimativa do PDGF-BB, em funcao do tempo, na pele (a)

e no plasma sanguineo (b) dos animais do grupo controle. *
p<0,05; ** p<0,01.

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

Quadro 2. Valores médios e desvios padriao do PDGF-BB na
pele e plasma sanguineo nos sete equinos em cada tempo

Tempo (dias) PDGF-BB na pele (pg/g) PDGF-BB no plasma

Tempo (dias) TGF- 81 na pele (pg/g) TGF- 1 no plasma
Controle Tratado (pg/mL)
0 0,94+0,69 0,94+0,69 2.527,61+1.229,93
1 19,15+24,42 A  14,99+535A*  2.440,34+736,46
2 11,65+4,86 A*  14,24+6,84 A*  2.889,31+779,88
7 32,11+11,80 A* 31,66+14,64 A* 2.875,01+867,77
14 18,23+10,54 A* 19,17+8,02 A*  3.068,74+794,10
37 36,31+16,59 A*  24,29+12,67 A*  2.505,27+995,54
Fases de hemostasia 15,40+17,35Ab 14,61+5,91 Ab

e inflamatoria**

Demais fases*** 28,88+ 14,85 Aa 25,04+ 12,62 Aa

Valores médios seguidos por letras maitsculas diferentes entre colunas,
e letras mindsculas entre linhas diferem entre si (p<0,05) pelo teste t.
* Estatisticamente diferente do tempo 0, a 5% de probabilidade, pelo
teste t, ** Representadas nos dias 1 e 2, *** Representadas nos dias 7,
14 e 37.

pele integra. Na ultima avaliagdo realizada, o que ocorreu
em média aos 37 dias, foi observado um novo pico de ele-
vacgdo do fator de crescimento (GC: p=0,001; GT: p=0,003).

Os valores do PDGF-BB durante todo o periodo de cica-
trizacdo, incluindo o fechamento da ferida estdo apresenta-
dos no Quadro 2. Esses valores ndo foram estatisticamente

Controle Tratado (pg/mL)
0 0,11+0,19 0,11+0,19 573,41+374,52
1 0,31+0,48A 0,21+0,34A 389,46+376,10
2 0,16+0,26A 0,46+0,57A 544,17+187,92
7 0,44+0,43A 0,53+0,52A 544,34+292,17
14 0,50+0,43A  0,35+0,32A* 704,26+£193,10
37 0,69+0,57A* 0,27+0,42A 412,32+157,92
Fases de hemostasia 0,24+ 0,38Ab 0,34+ 0,47Aa

e inflamatoria**

Demais fases*** 0,54+ 0,47 Aa 0,38+ 0,42 Aa

Valores médios seguidos por letras maidsculas diferentes entre colunas,
e letras minusculas entre linhas diferem entre si (p<0,05) pelo teste t.
* Estatisticamente diferente do tempo 0, a 5% de probabilidade, pelo
teste t, ** Representadas nos dias 1 e 2, *** Representadas nos dias 7,
14 e 37.

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

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

Os valores médios de TGF-31 e PDGF-BB no plasma,
no momento imediatamente antes do inicio da indu-
¢do da lesdo (TO) foram de 2.527,61+1.229,93pg/mL e
573,41+374,52pg/mL, respectivamente (Quadros 1 e 2).]a
no PRP os valores médios foram de 8.693,8+3.362,58pg/
mL e 3.964,25+2.224,19pg/mL, respectivamente. Os valo-
res minimos e maximos foram de 4.764,00 e 13.529,76pg/
mL e de 1.069,2 e 7.470,48pg/mL para o TGF-31 e PDGF-
-BB, respectivamente. Portanto, o PRP apresentou respecti-
vamente, 3x e 7x mais TGF-$1 e PDGF-BB do que o plasma
sanguineo.

Nao houve diferenca, ao longo do tempo, na concentra-
¢ao dos dois fatores de crescimento avaliados no plasma
sanguineo. Nao foi constatada correlacdo entre a concen-
tracdo dos fatores de crescimento no PRP e a contagem
de plaquetas ou leucécitos, nem entre as quantidades dos
fatores de crescimento na pele e no plasma. Correlagdo
positiva foi observada entre PRP e pele do grupo tratado
para os fatores de crescimento TGF-B1 (r=0,31) e PDGF-BB
(r=0,38). Também existiu correlacdo positiva (r=0,81) en-
tre as quantidades de PDGF-BB e TGB-f31 no PRP.

DISCUSSAO

Aproximadamente 37 dias apds inducdo cirurgica, as fe-
ridas estavam macroscopicamente fechadas. Esse tempo
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médio de cicatrizagdo esta proximo (38,5+3,9 dias) ao en-
contrado por Ferreira et al. (2007) em feridas néo tratadas,
produzidas da mesma forma e na mesma regido. Feridas
realizadas na regido lateral do pescoco (8cm? De Rossi et
al. 2009), dorsolateral do metacarpo (6,25cm?, Monteiro et
al. 2009) e superficies lateral e medial do metacarpo/meta-
tarso (2,5cm?, Carter et al. 2003), tratadas com PRP em gel,
apresentaram periodos maximos de cicatriza¢do entre 72 e
79 dias. Essa varia¢do entre periodos maximos de cicatri-
zacdo dependem do didmetro das feridas, mas também da
localizacdo, pois lesdes cutaneas localizadas no tronco cica-
trizam mais rapidamente do que as dos membros (Wilmink
& van Weeren 2005).

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

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

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

Estudo in vitro realizado por Graziani et al. (2006) de-
monstrou que preparac¢des de PRP exercem um efeito dose-
-especifico na proliferacdo de fibroblastos e osteoblastos.
Efeitos 6timos foram observados quando a contagem pla-
quetdria foi 2,5x mais alta do que a presente no sangue total.
Por outro lado, quantidades mais elevadas (5,5x) resulta-
ram em efeitos indesejaveis, como a reducdo da prolifera-
cdo fibroblastica, e da fun¢do dos osteoblastos. De acordo
com os autores, diferentes concentracdes de plaquetas no
PRP podem ocasionar resultados distintos quando estudos
in vivo sdo realizados. Aumento moderado da quantidade
de plaquetas no PRP com relagdo a contagem no sangue to-
tal possibilita um ambiente mais adequado para a cicatriza-
¢ao de feridas devido a um melhor equilibrio entre prolife-
racdo e diferenciagdo celular. Portanto, como a quantidade
de plaquetas no PRP preparado no presente estudo foi em
média de 2,8x a presente no sangue total, acredita-se que
essa quantidade deveria ter sido suficiente para que a te-
rapia resultasse em um fechamento mais rapido da ferida.

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

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

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

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

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

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

Os maiores valores desses fatores de crescimento obti-
dos no presente estudo, sem que o PRP fosse ativado por
agentes farmacoldgicos, corrobora os achados de Zandim
et al. (2012), que demonstraram em estudo ultraestrutu-
ral do PRP de equinos que embora a ativacdo de plaque-
tas por agentes farmacolégicos seja importante, o PRP ndo
ativado por essas substancias também apresenta adequada
porcentagem de plaquetas em estado ativado. Além disso,
sabe-se que o estresse mecanico causado pela centrifuga-
¢ao durante o preparo do PRP também pode ativar algumas
plaquetas (Gonshor 2002, Landi & Marques Junior 2003).
Nesse sentido, varias pesquisas realizadas em equinos
(Smith et al. 2006, Schnabel et al. 2007, McCarrel & Fortier
2009, Bosch etal. 2011, Zandim et al. 2013) vem utilizando
o PRP sem prévia adicdo desses agentes ativadores. Portan-
to, os resultados obtidos no presente estudo corroboram a
afirmativa de McCarrel & Fortier (2009), de que ndo é ne-
cessario o uso de ativadores para liberagdo dos fatores de
crescimento no PRP, o que é reforcado pela correlagio posi-
tiva observada entre a concentracdo do TGF-31 e PDGF-BB
no PRP e na pele. Essa correlacdo era esperada, particu-
larmente porque o fator de crescimento derivado das pla-
quetas induz os macroéfagos a produzirem o transformante
beta, conforme mencionado por Barrientos et al. (2008).

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

A variacdo entre estudos na quantidade de fatores de
crescimento presentes no PRP utilizando mesma meto-
dologia de obtencdo e técnica para quantificacdo, tam-
bém pode estar relacionada com os varios constituintes
do PRP, pois além das plaquetas, outras células possuem
a capacidade de liberar fatores de crescimento (Weibrich
et al. 2003). Adicionalmente, embora a presente pesqui-
sa ndo tenha revelado correlacdo, ha relato de associacdo
entre a presenca de leucécitos e de TGF-1 no PRP, onde
valores mais elevados das células brancas resultariam em
maiores concentragdes do fator de crescimento (Pereira et
al. 2013). Conforme mencionado previamente, esse estudo
utilizou um PRP-PL, o que pode, portanto, ter resultado em
menor concentragdo do TGF-f31.

A pele integra da regido da garupa dos equinos mesticos
do presente estudo apresentou valores médios muito mais
baixos de TGF-f1 (0,94+0,69pg/g) do que os relatados por
Theoret et al. (2001) na pele sadia dos membros toracicos
(MTs) e regido toracica (RT) de quatro equinos mesticos
com idade entre 2 e 4 anos, que foram respectivamente de
980+396pg/g (MTs) e 1.430+336,0pg/g (RT). Esses valores
tdo diferentes podem estar relacionados com a idade dos
animais. Giraldo et al. (2013) compararam a concentragdo
do TGF-1 no PRG-P de equinos com idade até 5 anos, com
animais com mais de 10,1 anos, e observaram valores mais
altos nos equinos mais jovens (3.284,0+2.176,0pg/mL),
comparado com os mais velhos (2.264.0+1.196.0pg/mL).
Adicionalmente, animais comidade entre 5,1 e 10 anos apre-
sentaram valores bem mais préoximos (2.366,0+1.044,0pg/
mL) aos dos equinos mais velhos. Os animais do estudo de
Theoret et al. (2001) foram bem mais jovens do que os uti-
lizados no presente estudo. Adicionalmente, a regido cor-
poral onde foi quantificado o fator de crescimento também
pode ter influenciado, pois ja foi comprovado que existe
diferenca no tempo maximo de cicatrizacdo entre lesoes
cutaneas localizadas nos membros e no tronco, sendo mais
lento nas primeiras (Wilmink & van Weeren 2005).

De acordo com Theoret et al. (2002a,b), seus estudos
foram os primeiros a determinar, de forma temporal, a ex-
pressdo dos fatores de crescimento TFG-f31 e bFGF durante
o processo de cicatrizacdo da pele sadia e com tecido de
granulacdo exuberante, na regido dos membros toracicos/
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téorax e membros toracicos, respectivamente. Diferente-
mente dos resultados de Theoret et al. (2001), em que o
pico de TGF-f1 foi observado 24h ap6s inducdo cirurgica
de feridas em quatro equinos mesticos, as concentragoes
de TGF-f1 nos animais do presente estudo foram maiores
(p<0,05) apds uma semana e na avaliacdo final, quando as
feridas nos equinos de ambos os grupos estavam macros-
copicamente cicatrizadas. Entretanto, o intervalo de tempo
entre as avaliacdes realizadas por esses autores foi mais
préximo (12 e 24h, assim como com 2, 5,10 e 15 dias), ndo
sendo realizada nenhuma analise apds 30 dias de realiza-
da a lesdo. Por outro lado, apesar dos valores maximos do
fator de crescimento no estudo de Theoret et al. (2001) te-
rem ocorrido com 24h, permaneceram elevados até o 142
dia nas feridas localizadas no tdrax, e até a cicatrizacio nas
feridas localizadas nos membros. Portanto, existe uma va-
riagdo muito grande na concentragao desse fator de cresci-
mento, de acordo com a localizacdo da lesdo cutdnea.

Monteiro et al. (2009) avaliaram o efeito do PRP com
2,8x mais plaquetas do que no soro, em feridas localizadas
no aspecto distal dos membros toracicos de seis equinos
mesticos, com idade entre 10 e 15 anos, mediante quan-
tificagdo do TGFB-1 pelo método ELISA. Os autores ob-
servaram que a ferida tratada com PRP apresentou 1,6x
mais TGF-1 do que a controle ap6s uma semana de rea-
lizada a lesdo, porém sem diferenca estatistica entre gru-
pos. No presente estudo, embora tenha ocorrido aumen-
to (p<0,005) do TGF-B1 uma semana apds tratamento, o
mesmo ocorreu nas feridas nao tratadas. Diferentemente
do estudo desses autores, a quantidade média desse fator
de crescimento nesse tempo de uma semana na ferida ndo
tratada com PRP (32,11+11,8pg/g) foi semelhante ao das
feridas tratadas (31,66+14,64pg/g). Esse resultado contra-
ditério se deve, novamente, a localizagao das feridas. Por
outro lado, conforme ocorreu no estudo desses autores, a
aplicagdo topica do PRP ndo acelerou macroscopicamente
o processo de reparacio das feridas.

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

0 PDGF-BB, que pode ser derivado de plaquetas, leucé-
citos e células endoteliais, participa na quimiotaxia de neu-
trofilos e macréfagos, e induz os macréfagos (Pierce et al.
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1991) a produzir inclusive TGF-1 (Pierce et al. 1991, Bar-
rientos et al. 2008), conforme mencionado previamente.
Também é mitogénico para fibroblastos e miocitos, e tem
a capacidade de induzir o feno6tipo dos miofibroblastos nos
fibroblastos (Clark 1993, Heldin & Westermark 1999, Bar-
rientos et al. 2008), o que é fundamental para a contracdo
da ferida. Feridas em membros de poneis cicatrizam mais
rapidamente do que em equinos (Wilmink & van Weeren
2004), o que pode estar relacionado com a maior quanti-
dade desse fator de crescimento. Com base no seu padrao
de expressao in vitro Clark (1993) sugere que o PDGF pos-
sui dois papeis distintos na cicatrizagdo da pele, sendo um
efeito precoce, ao estimular a proliferagido dos fibroblastos,
e um efeito tardio pela inducdo dos miofibroblastos. Nesse
contexto, a sua elevacdo em uma fase mais tardia era es-
perada, e foi considerado como fisiologico, pois no grupo
controle ocorreu aumento cutaneo, ao longo do tempo, da
concentracdo desse fator de crescimento.

A auséncia de diferenca entre grupos tratados e con-
troles pode estar relacionada com o processo de reparacao
fisiologica das feridas de pele, que se d4, de forma classi-
ca, em quatro fases bem definidas que se sobrepdem, in-
cluindo hemostasia, inflamacio, proliferagio e, por tltimo,
remodelacdo (Enoch & Leaper 2007, Young & McNaught
2011). Schultz et al. (2011) subdivide a terceira fase em
migracdo e proliferacdo, e a quarta em contragido e remode-
lacdo. Embora a quantidade de plaquetas presentes no he-
matoma formado apds uma lesdo seja de apenas 6%, sendo
o restante hemadcias (94%) e leucdcitos (1%) (Marx 2004,
Mei-Dan et al. 2010), tanto o TGF-f3 como o PDGF sdo libe-
rados pelos a-granulos das plaquetas no local onde existe
lesdo tecidual (Assoian et al. 1983). Theoret et al. (2002a)
demonstraram por imunoistoquimica que o TGF-$1 é ex-
presso no epitélio da pele sadia de equinos, e que essa ex-
pressdo é aumentada na pele lesionada, estando associada
as células envolvidas no reparo tecidual. Adicionalmente,
varios outros fatores podem influenciar na resposta natu-
ral do organismo. Além disso, apesar da baixa quantida-
de de plaquetas no hematoma (condicdes fisioldgicas), o
TGF-B1 é imediatamente liberado, realizando quimiotaxia
para neutrdfilos, macréfagos e fibroblastos, que promovem
aumento dos niveis desse fator de crescimento em varios
tipos celulares, que por sua vez estimulam a migracio de
células inflamatoérias, fibroplasia, sintese de colagenos,
angiogénese e a deposicdo de matriz (Assoian et al. 1983,
Pierce et al. 1991).]4 o PDGF é encontrado em quantidades
elevadas ndo apenas nas plaquetas conforme mencionado
anteriormente, mas também nos leucdcitos, células endote-
liais vasculares, assim como em outros tipos de células. Na
realidade, em condi¢des naturais, as plaquetas sintetizam e
secretam fatores de crescimento durante sua vida util, que
de acordo com Nurden et al. (2008) é de 7 a 10 dias.

Durante a ultima fase do processo de cicatrizacdo da
pele ocorre a acdo de miofibroblastos, que sdo células con-
trateis originadas da diferenciacdo de fibroblastos, e que se
encontram posicionadas paralelamente no tecido de gra-
nulacdo recém-formado, que parte da periferia da ferida
em dire¢do central. Foi demonstrado que a concentragdo de
TGF-f3 é mais alta (p<0,05) em lesdes cutaneas de poneis

do que de equinos (Wilmink & van Weeren, 2004), o que
acarreta maior resposta inflamatoéria, e maior contracdo
da ferida (van den Boom et al. 2002), ja que esse fator de
crescimento estimula a diferenciacdo dos fibroblastos em
miofibroblastos (Desmouliere et al. 1993), que se ligam ao
colageno fazendo com que haja maior contragio, e estimu-
lo a ativagdo dos fatores de crescimento, tanto do proprio
TGF-f3, como do PDGF (Chamberlain et al. 2011).

Apesar da importancia do TFG-1 em diferentes fases
do processo de cicatriza¢cdo da pele, esse fator de cresci-
mento também estd associado com o desenvolvimento de
tecido de granulagio exuberante devido a sua fungao pro-
-fibrética (Theoret et al. 2001, van den Boom et al. 2002,
Theoret & Wilmink 2013), portanto a sua permanéncia
elevada no final do processo de cicatrizagdo cutanea pode
ndo ser benéfica. Entretanto, ao que parece essa redugdo
na pele é lenta, j& que no presente estudo os valores do
TGF-B1 permaneceram significativamente altos em rela-
¢do ao tempo zero (0,94+0,69pg/g), tanto no grupo trata-
do (24,29+12,67pg/g) como controle (36,31+16,59pg/g),
porém nao houve a formacgao de tecido de granulagao exu-
berante. Essa formacdo de tecido estd intimamente rela-
cionada com a inflamagdo cronica da pele, o que perpetua
a liberacdo de mediadores como o TGF-f3, que por sua vez
estimula de forma excessiva a fibroplasia, ocasionando a
formacéo do tecido (Theoret & Wilmink 2013), o que con-
traditoriamente inibe a contragdo (Wilmink & van Weeren
2005). Na realidade, estudos in vitro demonstraram que
baseado no modelo de expressido dos genes do TGF-f3, o
efeito desse fator de crescimento no processo de cicatri-
zacdo cutanea é paradoxo. Enquanto o exégeno estimula a
reepitelizacdo, migracdo de queratindcitos e formacdo de
tecido de granulacdo (Coffey et al. 1988, Hebda 1988), o en-
dégeno tem demonstrado inibir a reepitelizacdo (Werner
& Grose 2003). Esse fato foi relatado em camundongos por
Eskild-Jensen et al. (1997), ap6s tratamento de feridas em
orelhas desprovidas de pelo, com anticorpos neutralizan-
tes para TGF-B1 e TGF-B2. De acordo com os autores, os fa-
tores de crescimento end6genos nao foram essenciais para
a reepitelizacdo e neovascularizagdo cutanea.

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

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

Até o ano de 2012 apenas Banfi et al. (2006) haviam
efetivamente encontrado um possivel efeito sistémico de-
corrente da administracdo local do PRP. Os autores medi-
ram as concentracdes séricas dos fatores de crescimento
EGF e VEGF em quatro pacientes humanos portadores de
tendinopatia patelar, e em um com tendinose préoxima a ar-
ticulacdo umero-radio-ulnar. A quantificacdo foi realizada
pela técnica ELISA antes e 30 min apds administracdo da
terapia, assim como com 3 e 24h depois do tratamento. O
efeito sistémico foi atribuido pela diminui¢do significativa
na concentragdo sérica do EGF ja ap6s 30 min da aplicagcdo
intratendinea do PRP obtido pelo sistema GPS II, ou seja,
método semi-automatico. Por outro lado, o efeito permane-
ceu apenas até a avaliagao realizada 3h apds o tratamento.
Por outro lado, o0 mesmo ndo foi observado para o VEGE,
o que foi atribuido a alta variabilidade interindividual. Re-
centemente Wasterlain et al. (2013) divulgaram resulta-
dos de um estudo onde foi pesquisado o efeito sistémico
de varias proteinas, entre elas os fatores de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), bFGF, VEGF e PDGF-BB no
soro de 25 pacientes humanos submetidos a tratamento in-
tratendineo com PRP obtido pelo sistema GPS III (método
semi-automatico). Os fatores de crescimentos foram quan-
tificados pela técnica ELISA antes do tratamento, 15 min
apos realizacdo do mesmo, assim como com 3, 24, 48, 72
e 96h. Efeito sistémico (p<0,05) foi observado para os fa-
tores de crescimento IGF-1 (aumento com 24 e 48h), bFGF
(elevagao com 72 e 96h), e VEGF (aumento ja na avaliacao
realizada com 3h, que permaneceu até a avalia¢do realiza-
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da com 96h), mas ndo para o PDGF-BB, fator pesquisado no
presente estudo.

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

E importante ressaltar que tanto Banfi et al. (2006)
como Wasterlain et al. (2013) realizaram o estudo com pa-
cientes apresentando lesido tendinea de ocorréncia natural,
presentes em diferentes locais, com evolugao e severidade
ndo padronizadas. Os autores mencionam inclusive como
limitacdo do estudo a falta de grupo controle. Adicional-
mente, a quantificacdo dos fatores de crescimento em am-
bos os casos foi realizada no soro, que dependendo da pro-
teina é encontrada em maior quantidade do que no plasma,
como é o caso do VEGF (Kraus et al. 2004). Um outro as-
pecto a ser considerado é a forma de obteng¢io do PRP, que
em ambos os estudos foi pelo método semi-automatico
que, em geral, origina um PRP-L, ou seja, rico em leuco-
citos (Ehrenfest et al. 2012). Recentemente Hessel et al.
(2014) divulgaram resultados de uma pesquisa onde foram
comparadas a concentracdo de plaquetas e dos leucdcitos,
assim como do TGF-B1 e PDGF-BB em concentrados auto-
logos de plaquetas obtidos pelo método manual e por qua-
tro diferentes sistemas (Angel, ACP, E-PET e GPS III) utili-
zados como métodos semi-automaticos. O estudo revelou
importante variacdo na composicdo do PRP; os sistemas
E-PET e GPS III apresentaram maiores (p<0,001) valores
de plaquetas com relagio aos niveis basais, porém também
de leucoécitos (GPS 111, p<0,001). A excegdo do sistema ACP
(Arhrex®), ocorreu elevagio (p<0,001) do PDGF-BB nos
métodos semi-automaticos E-PET e GPS III, assim como no
método manual. O TGF-1 aumentou em todos os produtos
avaliados, a excecdo do sistema ACP. Valores mais elevados
(p<0,001) foram observados com o kit comercial E-PET e
pela técnica manual. De acordo com os autores essas dis-
crepancias de resultados podem influenciar a bioatividade
dos componentes ricos em plaquetas e, consequentemente,
influenciar na qualidade da regeneracao tecidual.
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Apesar dos resultados obtidos por Wasterlain et al.
(2013), os proprios autores acreditam que o aumento obti-
do para o IGF-I ndo esteja relacionado com a presencga des-
se fator de crescimento no PRP, ja que a quantidade sérica
foi mais elevada do que no componente rico em plaquetas.
Na opinido dos autores, a elevacdo se deve, provavelmente,
a ativagdo do hGH-IGF-1, que é um dos principais hormo-
nios relacionados com a produgao do IGF-1. No estudo des-
ses pesquisadores ocorreu uma importante elevacdo desse
horménio nas primeiras 24h, embora nio tenha sido sig-
nificativa. Adicionalmente, os autores comentam que essa
dissociacdo pode ser reforcada pela auséncia de elevagio
(p>0,05) do PDGF-BB no seu estudo, apesar do seu aumen-
to no PRP. Portanto, se os fatores de crescimentos contidos
no PRP fossem os Unicos responsaveis pelo aumento dos
seus niveis circulantes, também seria esperado alteracdo
sistémica na quantidade do PDGF-BB. Finalmente, merece
destaque o comentario dos autores de que o método utili-
zado para a preparagdo do PRP e a técnica de ativagdo po-
dem afetar a magnitude do efeito sistémico. Na realidade,
eles nao utilizaram apenas um PRP-L, mas sim um PRP-
-RL, que pode provocar a liberagdo ndo apenas de fatores
de crescimentos anabdlicos, mas também catabdlicos, o
que pode resultar em diferenciada elevagio sistémica de
fatores de crescimentos anabdlicos. Estudo in vitro recen-
temente publicado por Boswell et al. (2014), com cultura
de tenddo de equinos tratada com PRP contendo diferentes
proporg¢des de leucocitos e plaquetas, revelou que o grupo
que recebeu a maior quantidade de plaquetas apresentou
reducdo na expressdo do coladgeno tipo I. Por outro lado,
o tenddo tratado com quantidades mais baixas de leucdci-
tos apresentou menor sinalizagdo catabdlica. Na opinido
desses pesquisadores, os resultados sugerem que o menor
efeito catabdlico ocasionado pela baixa concentracdo de cé-
lulas brancas seja, provavelmente, mais importante do que
a alta quantidade de plaquetas, cuja finalidade é maximizar
o feito anabolico nos tecidos.

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

Diferentemente do estudo in vitro de McCarrel & For-
tier (2009) ndo foi observada correlagdo entre o TGF-f1 e
a concentracdo de plaquetas. O estudo desses autores foi
realizado em culturas de tenddo do musculo flexor digital

superficial e ligamento suspensorio de equinos. Embora a
pesquisa tenha demonstrado correlacdo positiva entre esse
fator de crescimento e a concentragao de plaquetas nos di-
ferentes concentrados plaquetarios avaliados, ndo ocorreu
o mesmo para o PDGF-BB, o que foi atribuido a forma e ao
tempo de liberacdo desse fator de crescimento, baseado em
informacgdes descritas por Lee (2000). Segundo esses auto-
res, o TGF-B1 é uma proteina liberada na forma inativa com
meia-vida biolégica de 90 min, sendo rapidamente ativa-
do ap6s liberacao, enquanto o PDGF-BB é liberado a partir
das plaquetas na forma ativa, e possuem uma meia-vida
inferior a 2 min. Independentemente dos resultados, deve-
-se ter muito cuidado em se extrapolar e comparar dados
obtidos in vitro com os in vivo, conforme comentado pelos
proprios autores.

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

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem
concluir que o método manual para obtencdo do PRP, uti-
lizando duas centrifugacgoes, é eficiente em concentrar o
TGF-B1 e o PDGF-BB.

Uma Unica aplicagdo local de PRP-PL 12h apés indugio
cirtrgica de lesdo cutanea na regido glitea ndo aumenta a
expressao local de TGF-1 e PDGF-BB, durante diferentes
fases do processo de cicatrizacdo. Adicionalmente, ndo al-
tera a concentra¢do no plasma sanguineo desses fatores de
crescimento 1, 2, 7, 14 e 37 (aproximadamente) dias apds
administracao.

As fases de migracdo e proliferacdo, assim como a de
contracao e remodelagdo possuem maiores concentracoes
dos fatores de crescimento TGF-f1 e PDGF-BB, quando
comparadas com as fases de hemostasia e inflamatoéria.
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