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RESUMO

EFEITOS DE RACA, IDADE E GENERQ SOBRE O PLASMA RICO EM
PLAQUETAS EM EQUINOS E CORRELACAO DA CONTAGEM PLAQUETARIA
COM O ASPECTO FISICO

AUTORA: Leticia Bisso Paz
ORIENTADOR: Flavio Desessards De La Corte

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma fonte de diversos fatores de crescimento e
outras moléculas que participam na modulacao da resposta inflamatéria e na reparacéo tecidual.
Na medicina equina o PRP tem se destacado por sua ac¢éo benéfica no tratamento de feridas,
além do seu uso em diversas afec¢fes nas quais necessita-se reducdo de inflamacéo e reparo
tecidual. Entretanto, ainda existem fatores intrinsecos que diferem entre os protocolos
estabelecidos e podem influenciar na qualidade do produto final. Este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos de raca, idade e género no PRP equino e correlacionar seu aspecto
fisico com a contagem plaquetaria. Foram coletadas 50 amostras de sangue de animais de cinco
racas diferentes (Puro Sangue de Corrida - PSC, Brasileiro de Hipismo - BH, Crioulo - C, Pbnei
Brasileiro - PB e Sem Raga Definida - SRD) para confeccdo de PRP e 0os mesmos foram
investigados quanto a concentragdo plaquetéaria em relacéo a raca, idade e género. Além disso,
um escore de analise fisica do PRP foi estabelecido para correlaciond-lo com a contagem
plaquetaria. A contagem celular foi realizada pelo método automatico e manual, j& a analise
fisica do PRP baseou-se na cor, aspecto visual e capacidade de separar hemocomponentes. PB
tiveram concentracdo plaquetaria significativamente maior que dos BH (p < 0.05), mas as
demais comparac@es entre racas ndo apresentaram diferenca quanto a contagem plaquetaria.
N&o houve diferenca estatistica para género, mas a idade apresentou correlacdo fraca com as
concentragdes plaquetarias do PRP (rs = -0.24). A maioria dos PRPs apresentaram coloracao
amarela, a separacdo dos hemocomponentes ndo apresentou correlacdo com a contagem
plaquetaria, mas o aspecto visual apresentou uma correlacdo moderada (rs = 0,30). N0ssos
resultados sugerem que a concentracdo plaquetaria do PRP pode ser influenciada por fatores
intrinsecos, como a raca. Além disso, a analise do aspecto visual do PRP pode ajudar na

avaliacdo da qualidade do produto, quando ndo ha acesso a contagem plaquetéria.

Palavras-chave: PRP. Cavalos. Fatores intrinsecos. Andlise fisica.



ABSTRACT

Platelet-rich plasma (PRP) is a source of several growth factors and other molecules
that participate in modulating the inflammatory response and tissue repair. In equine medicine,
PRP has stood out for its beneficial action in the treatment of wounds, in addition to its use in
several conditions in which inflammation reduction and tissue repair are needed. However,
there are still intrinsic factors that differ between established protocols and can influence the
quality of the final product. This study aimed to evaluate the effects of race, age and gender on
equine PRP and to correlate its physical appearance with platelet count. Fifty blood samples
were collected from animals of five different breeds (Thoroughbred - TB, Brazilian Sport
Horses - BSH, Brazilian Criollo Horses - BCH, Miniature Horses - MH and Cross Breed horses
- CB) for the preparation of PRP and they were investigated as to platelet concentration in
relation to race, age and gender. In addition, a PRP physical analysis score was established to
correlate its appearance with the platelet count. Cell count was performed by automatic and
manual methods, while the physical analysis of the PRP was based on color, appearance and
ability to separate blood components. MH had significantly higher platelet concentration than
BSH (p < 0.05), but the other comparisons between breeds showed no difference in platelet
count. There was no significant difference for gender but there was a weak correlation of age
with PRP platelet concentrations (rs = -0.24). Most of the PRP presented yellow colour, the
separation of blood components showed no correlation but the aspect showed a moderate
correlation (rs = 0.30) with platelet count. Results suggest that PRP platelet concentration can
be influenced by intrinsic factors such as breed. Additionally, the analysis of PRP aspect can

help to evaluate the quality of the product, when there is no access to platelet counts.

Keywords: PRP. Horses. Intrinsic factors. Physical analysis.
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1 INTRODUCAO

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto bioldgico obtido pela separacdo de
componentes sanguineos e concentracdo plaquetaria (EVERTS et al., 2006; TEXTOR, 2011).
Um numero alto de plaquetas com seus fatores de crescimento bioativos pode alcancar efeitos
terapéuticos, como a reducdo da inflamacédo e o aumento da reparacéo tecidual (MARX, 2004;
FORTIER et al., 2011). Estes fatores de crescimento sdo derivados dos granulos o das
plaquetas (NURDEN, 2011) e promovem efeitos anabolicos e angiogénicos, sendo cruciais no
processo de cicatrizagdo. Portanto, sendo utilizado como uma forma de terapia regenerativa
com diversos beneficios clinicos, o interesse pelo PRP cresceu nos Gltimos anos e seu uso se
espalhou entre a odontologia (PETRUNGARO, 2001), medicina humana (ANITUA et al.,
2004) e veterinaria (CARTER et al., 2003; TAMBELLA et al., 2018).

Existem varios protocolos de preparacdo de PRP descritos para a espécie equina, mas,
os estudos tém mostrado que os mais eficientes em termos de concentracdo plaquetaria e
qualidade foram obtidos por duas centrifugacdes (PEREIRA et al., 2013) que separam as
hemécias e leucdcitos do plasma, seguido pela concentracdo das plaquetas (FOSTER et al.,
2009).

Com base em sua conhecida acdo benéfica na cicatrizacdo de feridas em cavalos (DE
ROSSI et al., 2009), o uso do PRP na medicina equina também ja foi estudado como adjunto
para a cicatrizacdo de fraturas (CARMONA & LOPEZ, 2011), lesbes condrais (YAMADA et
al., 2012), queimaduras cutaneas (MACIEL et al., 2012), laminite (CARMONA et al., 2012),
endometrite (REGHINI et al., 2014), lesdes de tendGes e ligamentos (PEREIRA et al., 2018),
osteoartrite (SMIT et al., 2019) e seu uso experimental em feridas cutaneas de membros distais
de equinos (PEREIRA et al., 2019).

Apesar de todas as suas diversas aplicac@es clinicas na medicina equina, ainda existem
fatores que diferem entre os autores e podem influenciar na qualidade do PRP. Os diversos
métodos de preparo (CARMONA, 2017) e a experiéncia da pessoa que processa 0 plasma sao
aspectos extrinsecos que podem interferir na composicéo do produto final. Alem disso, idade,
raca e género (GIRALDO et al., 2013; MIRANDA et al.; 2018) s&o considerados fatores
intrinsecos que podem tornar os componentes finais do PRP variaveis entre diferentes
individuos. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da raca, idade e sexo no PRP entre

cinco racas diferentes e correlacionar seu aspecto fisico com a contagem de plaquetas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto obtido a partir da centrifugacéo de
sangue venoso, 0 qual resulta em um determinado volume de plasma que contém alta
concentracdo de plaquetas, fatores de crescimento, proteinas plasmaéticas e ainda alguns
leucéeitos e hemacias (TEXTOR, 2011), dependendo do método de extragdo. E uma terapia
autologa utilizada para acelerar a cicatrizacdo de tecidos ja que, além das funcdes na
coagulagdo, os fatores de crescimento constituintes dos a-granulos plaquetarios desempenham
um papel fundamental no controle da inflamagéo e na reparagéo tecidual (FORTIER et al.,
2011).

Existem diferentes métodos de preparacdo de PRP descritos para a espécie equina. Os
protocolos para a obtencdo do mesmo podem envolver uma (MESSORA et al., 2009) ou duas
(BARBOSA et al., 2008) centrifugacOes. Pereira et al. (2013), analisaram sete protocolos e
constataram que os protocolos mais seguros para concentrar plaquetas eram aqueles compostos
por duas centrifugacdes. Apos a primeira centrifugacao, o sangue encontra-se separado em trés
camadas, sendo a inferior constituida pelos eritrocitos, a camada média (zona de névoa)
contendo leucdcitos e algumas plaquetas e a superior constituida por plaquetas e plasma. Este
plasma é aspirado e colocado em outro tubo para uma segunda centrifugacdo, onde as plaquetas
sdo concentradas, produzindo o Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) e o Plasma Rico em
Plaquetas (PRP) (FOSTER et al, 2009).

Estudos realizados para avaliar a seguranca e a efetividade do PRP demonstraram que
o efeito terapéutico do mesmo deriva da concentracdo plaquetaria e, consequentemente, dos
fatores de crescimento presentes em suas plaquetas (MARX, 2004). As plaquetas dos equinos
sdo constituidas por trés tipos de granulos: os lisossomais, os densos e os granulos alfa. Estes
altimos contém, no minimo, 10 fatores de crescimento diferentes (NURDEN, 2011), liberados
por degranulacdo apOs ativacdo plaquetaria, os quais sdo conhecidos por possuirem
propriedades anabolicas e angiogénicas, sendo considerados parcelas essenciais para o
processo de cicatrizagéo.

Dentre os fatores de crescimento j& estudados, os mais relevantes quanto a fungoes
terapéuticas séo: Fator de Crescimento de Transformacdo-1 (TGF-B1), Fator de Crescimento
Derivado das Plaquetas (PDGF), Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF), Fator de
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Crescimento do Tecido Conjuntivo (CTGF), Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo
1(IGF-1), Fator de Crescimento Epidermal (EGF) e Fator de Crescimento Vascular Endotelial
(VEGF) (FOLKMAN; BROWDER; PALMBLAD, 2001). Gonshor (2002), afirma que 0s
efeitos do PRP, além de seus fatores de crescimento, também estéo associados as quimiocinas

e citocinas encontradas nos granulos alfa das plaquetas.

2.1.1 Uso do PRP na medicina humana

A utilizacdo do PRP em humanos foi descrita pela primeira vez por Ferrari et al. (1987)
para transfusdo suporte durante cirurgias cardiacas. O PRP como componente autélogo reduziu
a necessidade de transfusdes poOs-operatérias e ainda evitou os riscos de aloimunizagdo e
transmissdo de patdgenos que sdo possiveis consequéncias em uma transfusdo de sangue
homologo.

Posteriormente, possuindo maior conhecimento de suas propriedades, pesquisadores
comecaram a implementar o PRP como agente potencializador na cicatrizagéo de tecidos moles
e na regeneracdo 0ssea. Marx et al. (1998) utilizaram o PRP para potencializar a reconstrucéo
de defeitos 6sseos na mandibula através de enxertos Gsseos, ja Petrungaro (2001) adicionou
PRP em enxertos de tecido conjuntivo para tratar cirurgicamente pacientes com recessao
gengival. Ambos os autores observaram uma maior e mais rapida neoformag&o tecidual nos
pacientes que receberam o tratamento regenerativo junto aos enxertos.

Mishra e Pavelko (2006) aplicaram PRP em pacientes com tendinite crénica e dor
persistente no cotovelo, obtendo, com apenas uma aplicacdo percutanea do PRP, a melhora de
80% da dor por até 6 meses apds o tratamento. Duymus et al. (2016) compararam a eficécia do
plasma rico em plaquetas, &cido hialurénico e ozonioterapia intra-articular para tratamento de
osteoartrite em joelho e demonstraram que o PRP foi clinicamente superior aos demais
tratamentos, promovendo reducdo total da dor por pelo menos 12 meses. Tendo elucidados os
beneficios do plasma rico em plaquetas na medicina humana, a terapia tornou-se uma aposta

nos ultimos tempos inclusive em outras areas como a medicina veterinaria.

2.1.2 Uso do PRP na medicina equina

Os primeiros relatos de uso do plasma rico em plaquetas na medicina equina foram para

tratamento de feridas em membros com o PRP na forma de gel, o qual proporcionou bons
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resultados terapéuticos de cicatrizacéo epitelial e organizacdo do colageno déermico (CARTER
etal., 2003; DE ROSSI et al., 2009). Baseando-se empiricamente em relatos desta terapia como
conduta para diversas lesdes inflamatorias em humanos (CARMONA et al, 2007), iniciou-se a
pesquisa com o PRP para tratamento de diferentes tipos de lesbes em equinos.

Além da sua conhecida acdo benéfica em feridas, ja foi descrita a utilizacdo do PRP na
medicina equina para auxilio na cicatrizacio de fraturas (CARMONA; LOPEZ, 2011), lesbes
condrais (YAMADA et al., 2011), queimaduras (MACIEL et al., 2012), laminite
(CARMONA; LOPEZ; SAMUDIO, 2012), endometrite (REGHINI et al, 2014), lesdes
tendineas e ligamentosas (PEREIRA et al., 2018) e para tratamento de osteoartrite (SMIT et
al., 2019) e seu uso experimental em feridas cutaneas de membros distais em equinos
(PEREIRA et al., 2019). A maioria destes estudos provém de uma casuistica limitada e,
portanto, devem estar em constante processo de aprimoramento.

Em razdo da popularidade que as terapias regenerativas celulares vém ganhando na
medicina veterinaria assim como na medicina humana, novas pesquisas a respeito do plasma
rico em plaquetas tornam-se muito interessantes para expandir sua aplicacdo. Na area de
medicina de equinos, apesar dos ja conhecidos efeitos benéficos desta terapia, 0 uso
ambulatorial do PRP longe dos centros clinicos e hospitalares segue limitado devido a
necessidade de experiéncia profissional e ambiente laboratorial para garantir a qualidade do

produto.

2.1.3 Fatores extrinsecos que influenciam na qualidade celular do PRP

Diversos aspectos extrinsecos podem interferir na composicao final do plasma rico em
plaquetas, modificando seu perfil celular e molecular de acordo com o processo de producao.
Tais fatores podem estar associados a técnica utilizada para preparacao ou ativacao do plasma
rico em plaquetas e, portanto, influenciam diretamente na qualidade final do produto
(CARMONA et al., 2014). Harrison et al. (2011), constataram que algumas variaveis, como o
numero de centrifugacOes, a velocidade de rotacdo e o tempo de centrifugacdo durante o
processamento do produto poderiam influenciar na integridade das plaquetas, composicéo final
do PRP e inclusive na eficacia do mesmo, em humanos.

Ja na medicina veterinaria, estudos investigaram a influéncia de algumas etapas do
processo, como os efeitos dos anticoagulantes sobre o produto em bovinos (CARMONA et al.,

2014), constatando que o nimero de leucdcitos no PRP bovino foi maior em amostra coletada
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em Citrato de Sodio em comparacdo com a coletada em ACD-A (Acido citrico, Citrato de
sodio, Dextrose e Adenina). Ja em equinos, Arguelles et al. (2005) avaliaram diferentes
métodos de preparagdo, como a centrifugacdo Unica ou dupla em tubos com citrato de sddio,
resultando em concentracdo plaquetaria e niveis de fator de crescimento transformador beta
(TGF-B1) maiores nos produtos obtidos por centrifugacdo unica.

Tendo em vista estas caracteristicas e a necessidade de se determinar o melhor protocolo
para obtencdo do PRP, sete diferentes protocolos para obtencdo do PRP foram avaliados na
espécie equina (PEREIRA et al., 2013), os quais diferiam na velocidade de rotacdo e no tempo
das centrifugacbes. Os autores demonstraram algumas diferencas quanto ao numero de
hemacias e leucdcitos presentes nas amostras analisadas e elencaram os protocolos com maior
concentracdo plaquetéria e niveis de TGF-B1, como recomendados para a espécie. Os
leucdcitos, que podem estar presentes no PRP de acordo com alguns protocolos, possuem
efeitos benéficos como fun¢do imunomoduladora e antimicrobiana, no entanto, também podem
ser associados a expressdo de citocinas catabdlicas em humanos (SUNDMAN et al., 2011),
tornando-se pouco interessantes terapeuticamente. A contaminagdo com hemécias, por sua vez,
de acordo com Pereira et al. (2013), é considerada inapropriada e pode ser atribuida a menor
forca de rotacdo ou menor tempo de centrifugacdo de certos protocolos, modificando a

qualidade final do produto.

2.1.4 Fatores intrinsecos que influenciam na qualidade celular do PRP

Fatores intrinsecos como género e idade vém sendo analisados, na medicina humana,
como sendo fatores que demonstram diferenca na qualidade do plasma rico em plaquetas, seja
na contagem plaquetaria ou até mesmo na concentracdo de seus fatores de crescimento.
Evanson et al. (2014), demonstrou em sua pesquisa que tanto a idade quanto o género, podem
representar variagoes em alguns dos fatores de crescimento presentes no PRP. Seguindo mesma
linha de pesquisa, Xiong et al. (2018), demonstrou que homens e mulheres podem apresentar
contagens plaquetarias semelhantes, no entanto, demonstram diferenga nos niveis de citocinas
e fatores de crescimento presentes no produto final.

Em equinos, os efeitos de género, idade e até mesmo raga estdo sendo alvo de pesquisas
na tentativa de explicar alguns resultados inconsistentes do uso clinico desta terapia. Giraldo
et al. (2013) comparou 40 animais, sendo 20 da raca Crioula Argentina e 20 da raga Crioula

Colombiana. O autor reportou contagem plaquetaria significativamente maior nos animais da
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raca Crioula Colombiana e ainda um numero de plaquetas mais elevado nas fémeas,
representando uma influéncia significante da raca e género na composicao final do PRP.

Miranda et al. (2018) comparou a diferenca na concentracdo plaquetéria de 24 animais
entre as racas Quarto de Milha, Puro Sangue de Corrida, Mangalarga Marchador e também
Mulas. Os autores identificaram que o conteddo plaquetario dos PRPs variou de acordo com
cada raca e/ou espécie analisada, elegendo a raca Quarto de Milha como a maior concentradora
de plaquetas.

Levando em consideracdo que determinadas racas ou até mesmo géneros podem
influenciar na qualidade final do PRP, maiores estudos sobre estes fatores poderdo agregar um
conhecimento importante para profissionais que fazem uso desta terapia na rotina. Além do
mais, estes dados poderdo vir a contribuir inclusive para pesquisas com relacédo a utilizacao

homologa do plasma rico em plaquetas.

2.1 5 Uso homologo/heterdlogo do PRP na medicina humana e veterinaria

O plasma rico em plaquetas autologo esta presente em inimeras pesquisas e condutas
terapéuticas atualmente, tendo em vista seus efeitos benéficos ja elucidados. No entanto, nem
todos os pacientes sdo candidatos para esta terapia. Individuos com saide geral debilitada,
disturbios hematolégicos ou que estejam recebendo tratamento com diferentes principios ativos
(MARTINEZ, 2010) por tempo prolongado, podem sofrer efeitos indesejaveis pelo volume
sanguineo retirado para a confeccao do produto.

De acordo com Bettoni et al. (2016), o PRP homdlogo, quando obtido de doadores
sanguineos habituais e saudaveis, facilita a confeccdo do produto, atinge niveis plaquetarios
excelentes e proporciona uma acessibilidade praticamente ilimitada a esta terapia. Na medicina
humana, estudos recentes vém sendo realizados a fim de validar a utilizacdo do PRP homologo
em diferentes terapéuticas. O uso tépico do produto homologo, em forma de gel, ja foi testado
e obteve bom resultado em ferida contaminada (IESARI et al., 2017). Além deste, testes em
periodontites (MARKOPOQULOU et al., 2009), defeitos 6sseos (GUBINA et al., 2014), lesbes
na cornea (RONCI et al., 2015), osteoartrites (BETTONI et al., 2016), alopecia (INCE et al.,
2017) e ulceras cutaneas crénicas (PRABHU, et al., 2018) ja foram realizados, com resultados
promissores.

Na area da medicina veterinaria, 0 PRP homologo ainda é pouco estudado, entretanto

0S poucos estudos que reportam a sua utilizacdo demonstraram efeitos benéficos. Por ser uma
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opcao terapéutica ainda recente, a maior por¢do das pesquisas existentes nesta linha envolvem
animais de laboratdrio. Barrionuevo et al. (2015), compararam o efeito de PRP aut6logo,
homdlogo e heterdlogo (proveniente de cdes) em feridas experimentais de 18 coelhos,
confirmando que o PRP, independente da fonte, acelerou o processo de cicatriza¢do, sendo
confiavel para tratamento cutaneo inclusive quando sangue autlogo nao for uma opcdo viavel.
Seguindo mesma linha de pesquisa, Tahir et al. (2018) avaliaram o uso de PRP autélogo e
homdlogo em enxertos de pele em 16 coelhos, concluindo que o PRP autdlogo foi mais
eficiente ao promover a cicatrizagdo local das feridas.

Gemignani, Perazzi e lacopetti (2017) relataram um caso de uma ferida contaminada
em um felino tratada com PRP proveniente de um canino, descrevendo que o uso heterdlogo
do mesmo no grande defeito cutdneo ndo apresentou efeitos adversos e estimulou a formacao
de um tecido de granulacdo saudavel no local para cicatrizacéo por segunda inten¢do. Em cées,
a aplicabilidade do PRP homologo foi testada para tratamento de osteoartrite com uma unica
dose do produto intra-articular, a qual foi eficaz em reduzir a dor em todos os 5 animais inclusos
no estudo (CATARINO et al., 2020).

Em equinos, apenas um estudo descreve a aplicacdo do plasma rico em plaquetas
homologo na espécie. Pereira et al. (2019), avaliaram o efeito da aplicacdo de PRP aut6logo,
PRP homologo e ainda PRP autologo em gel em feridas experimentais de membro distal em 8
equinos, constatando que o PRP em gel garantiu a melhor cicatrizacdo e que o PRP homdlogo
também pode ser recomendado para tratamento de animais em condi¢Bes hematoldgicas

limitadas. A utilizacdo desta terapéutica na espécie ainda necessita de mais estudos.

2.2 METODOS DE AVALIACAO DO PRP

2.2.1 Métodos de contagem plaquetéaria

Para garantir a eficacia clinica do plasma rico em plaquetas, o produto deve concentrar
plaquetas com eficiéncia, sendo esta concentragao considerada por Whitlow et al. (2008) como
trés a cinco vezes superior ao numero de plaquetas avaliados no sangue total. Considerando
que existem varios protocolos j& previamente estabelecidos por Pereira et al. (2013) para a
obtencdo do PRP de equinos, a variabilidade na concentracédo plaquetaria entre os protocolos é

perceptivel.
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Com o intuito de contabilizar com precisdo a concentracdo plaquetaria, diversos
métodos de contagem podem ser aplicados entre eles métodos manuais ou automatizados. Os
métodos disponiveis para contagem plaquetaria incluem microscopia manual, &ptica,
impedancia e citometria de fluxo (BRIGGS et al., 2007). Enquanto contadores automaticos
podem nado reconhecer agregados plaquetarios e representar um valor mais baixo de plaquetas
(TASKER et al., 2001), os métodos manuais demandam tempo e estdo sujeitos a um percentual
de erro humano (HONG et al., 2009).

Considerando a realidade em medicina veterinaria, principalmente na area de grandes
animais, frequentemente fica inviavel para o profissional realizar este tipo de analise a campo.
Sendo assim, nota-se a necessidade de maiores estudos para encontrar uma forma de avaliacao
mais pratica e/ou qualitativa da concentracdo plaquetaria no plasma rico em plaquetas, um

produto que vem sendo muito utilizado na rotina didria da medicina equina.

2.2.2 Quantificacdo de fatores de crescimento

Com a finalidade de confirmar a acdo benéfica das plaquetas contidas no PRP, aplicadas
terapeuticamente, a quantificacdo de alguns fatores de crescimento especificos pode ser
realizada. Para quantificacdo de fatores como PDGF, TGF-B1, VEGF, EGF e IGF-1, Eppley,
Woodell e Higgins (2004) separaram amostras de sangue total e de PRP, que foram ativadas
com trombina bovina, centrifugadas e congeladas a — 70°C para ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA) através de kits comerciais especificos para cada teste. Conforme o0s
mesmos autores, o teste inclui a adicdo de padrBes e amostras a uma microplaca pré-revestida
com anticorpos especificos contra cada fator de crescimento, para que ocorra a ligacdo dos
mesmos, lavagens para eliminar substancias ndo ligadas e adicdo de uma solucéo de substrato
a qual desenvolve uma cor proporcional a quantidade de fatores de crescimento encontrados
que é interpretada por um leitor.

Em contrapartida, EI-Sharkawy et al. (2007), escolheram o imuno-ensaio baseado em
citometria de fluxo para quantificar PDGF, VEGF e EGF. As amostras, previamente ativadas,
centrifugadas e congeladas receberam anticorpos, foram incubadas em ambiente escuro,
lavadas, receberam proteina fluorescente, foram lavadas novamente e entdo foram analisadas
quanto a quantidade de fluorescéncia.

A maior parte dos estudos realizados na espécie equina, principalmente os de carater

experimental, realizam a quantificagdo dos fatores de crescimento através do ELISA (Carter et
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al., 2003; Pereira et al., 2013; Smit et al., 2019). No entanto, a técnica exige equipamentos e
equipe técnica especializada, tornando-se, muitas vezes, de dificil acesso e inviavel em questao

dos custos, para profissionais que utilizam o PRP em sua rotina clinica e a campo.
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Effects of breed, age and gender on equine Platelet Rich Plasma and correlation of

platelet count with physical aspect

[Efeitos de raca, idade e género sobre o Plasma Rico em Plaquetas em equinos e correlacdo da contagem
plagquetaria com o aspecto fisico]

L. B. Paz!, A. A. Beck Jr*., A. M. Engelmann?, J. V. G. Muchal, M. I. Frank? R. C. F.

Pereira®, A. Krause*, F. D. De La Corte®

ABSTRACT

Platelet rich plasma samples from 50 healthy horses of five different breeds (Thoroughbreds —
TB, Brazilian Criollo Horses — BCH, Brazilian Sport Horses — BSH, Miniature Horses — MH
and Cross Breed horses - CB), were investigated as to breed, age and gender effect for platelet
concentration. Moreover, a score for physical analysis was stablished to correlate PRP physical
aspect with platelet count. Platelet count was performed by an automatic haematology analyser
and by manual count. PRP physical analysis was based on color, aspect and capacity to separate
blood components. MH showed significant higher platelet concentration than BSH (p < 0.05),
while the other breed comparisons showed no significant difference. There was no significant
difference for gender but there was a weak correlation of age with PRP platelet concentrations
(rs = -0.24). Most of the PRP presented yellow colour, the separation of blood components
showed no correlation but the aspect showed a moderate correlation (rs = 0.30) with platelet
count. Results suggest that PRP platelet concentration can be influenced by intrinsic factors
such as breed. Additionally, the analysis of PRP aspect can help to evaluate the quality of the
product, when there is no access to platelet counts.

Keywords: PRP, horses, intrinsic factors, physical analysis
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RESUMO

Amostras de plasma rico em plaquetas de 50 cavalos saudaveis, de cinco racas diferentes (Puro
Sangue de Corrida, Crioula, Brasileiro de Hipismo, Ponei Brasileiro e Sem raca definida),
foram investigados quanto a concentracao plaquetaria em relacdo a raca, idade e sexo. Além
disso, um escore foi estabelecido para correlacionar o aspecto fisico do PRP com a contagem
plaquetaria. A contagem celular foi realizada por um analisador hematoldgico automatico e
pelo método manual. Analise fisica baseou-se na cor, aspecto e capacidade de separar
hemocomponentes. Pdneis tiveram concentracdo plaquetaria significativamente maior que dos
Brasileiros de Hipismo (p < 0.05), mas as demais comparagdes entre ragas ndo apresentaram
diferenca quanto a contagem plaquetaria. Ndo houve diferenca para género, mas a idade
apresentou correlacdo fraca com as concentracdes plaquetarias do PRP (rs = -0.24). A maioria
dos PRPs apresentaram coloracdo amarela, a separacdo dos hemocomponentes ndo apresentou
correlacdo com a contagem plaquetaria, mas o aspecto apresentou uma correlacdo moderada
(rs = 0,30). Os resultados deste estudo sugerem que a concentracdo plaquetéaria do PRP pode
ser influenciada por fatores intrinsecos, como a raca. Além disso, a anélise do aspecto do PRP
pode ajudar na avaliacdo da qualidade do produto, quando ndo ha acesso a contagem

plaquetaria.

Palavras-chave: PRP, cavalos, fatores intrinsecos, analise fisica
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INTRODUCTION

Platelet rich plasma (PRP) is a biological product obtained by blood separation of
components and platelet concentration (Everts et al., 2006; Textor, 2011). High counts of
platelets and its bioactive growth factors can achieve therapeutic effects such as reducing
inflammation and enhancing tissue repair (Marx, 2004; Fortier et al., 2011). The growth factors
are derived by platelet’s a-granules (Nurden, 2011) and promote anabolic along with
angiogenic effects, being crucial in the healing process. Therefore, once known as another form
of regenerative therapy with many clinical benefits, the interest on PRP has grown and its use
has been spreading to dentistry (Petrungaro, 2001), human (Anitua et al., 2004) and veterinary
medicine areas (Carter et al., 2003; Tambella et al., 2018).

There are several protocols of PRP preparation described for the equine species, but
studies have shown that the most reliable ones were composed by two centrifugations (Pereira
et al., 2013) that separates the red blood cells and leukocytes from plasma followed by
concentration of the platelets (Foster et al., 2009). Based on its well-known beneficial action
on wound healing in horses (De Rossi et al., 2009), the use of PRP in equine medicine has
already been applied as support to healing fractures (Carmona & Lopez, 2011), as treatment
for chondral injuries (Yamada et al., 2012), skin burns (Maciel et al., 2012), laminitis (Carmona
et al., 2012), endometritis (Reghini et al., 2014), tendon and ligament injuries (Pereira et al.,
2018), osteoarthritis (Smit et al., 2019) and its homologous use in equine distal limb skin
wounds (Pereira et al., 2019).

Despite all its various clinical applications in equine medicine, there are still factors that
differ between authors and can influence in the PRP quality. The several preparation methods
(Carmona, 2017) and experience of the person processing the plasma are extrinsic aspects that
can interfere in the composition of the final product. In addition, age, breed and gender (Giraldo
et al., 2013; Miranda et al; 2018) are considered intrinsic factors that can make PRP final
components variable among different individuals. The aim of this study was to evaluate the
effects of breed, age and gender in PRP between five different breeds and to correlate its

physical aspect with the platelet count.
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MATERIALS AND METHODS

Based on the existing population of horses in the Southern Brazil, five different breeds
were selected to be included in this research: Thoroughbreds (TB), Brazilian Criollo Horses
(BCH), Brazilian Sport Horses (BSH), Miniature Horses (MH) and Cross Breed Horses (CBH).
Fifty healthy horses with the mean age of 9.12 (£5.44) years old, were included in the study
based on owners’ consent, absence of hematologic and clinical abnormalities.

Ten TB horses (5 males and 5 females), ten BCH (7 males and 3 females), ten BSH (5
males and 5 females), ten MH (6 males and 4 females) and ten CBH (6 males and 4 females)
participated in the study. All animals were located in the state of Rio Grande do Sul, Brazil.
The horses were kept in individual stables, fed commercial feed, ad libitum water, and alfalfa
hay.

The PRP preparation was based on the protocol previously described by Pereira et al.
(2013). Initially, 450 ml of blood was collected aseptically from each horse by puncture of the
external jugular vein using a commercial blood-transfusion bag containing citrate-phosphate-
dextrose solution with adenine as an anticoagulant (CPDA). From each collection, 100ml of
whole blood was distributed in three Falcon type polypropylene 50ml tubes (35ml of blood in
two tubes and 30ml in the last one).

The tubes with blood were centrifuged at 224g during 10 minutes to separate the blood
components (red blood cells, buffy coat with leukocytes and plasma with platelets) and the
supernatant plasma portion obtained was transferred to two new Falcon tubes and centrifuged
at 440g for 10 minutes. After the second centrifugation step, the supernatant platelet-poor
fractions were discarded and 10ml of platelet rich plasma were obtained.

PRP physical analysis was performed by a blind evaluator and was based on color,
aspect and capacity to separate blood components in the first centrifugation. This score was
created according to our team’s experience with PRP and it was analyzed through pictures (Fig.
1). Color was graded in yellow, light yellow, strong yellow and reddish. Aspect was considered
clear (1), nearly turbid (2) and turbid (3). The separation of blood components was analyzed
based on how the layers were presented in the Falcon tube after first centrifugation. The ones
that did not separate the blood components after the first centrifugation, the separation was
graded poor (I). The layers that had a short portion mixed was considered median (1) and the
ones that presented three layers perfectly distinguished, the separation was considered good

(1.
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Figure 1 Twelve of the fifty pictures of PRP after first centrifugation, evaluated on color, aspect and capacity to
separate blood components in the first centrifugation.

The platelet, red blood cell and leukocyte count was performed by an automatic

hematology analyzer (Mindray BC-2800Vet) and the platelet count was also determined by the
manual method, as described by Roshal and Gil (2019). It was performed in a Neubauer
chamber, using a binocular optical microscope with a magnification of 400 x. Each PRP sample
was diluted and homogenized in Brecher liquid with 1% ammonium oxalate to determine the
number of platelets. The whole protocol of manually processing PRP was done in a laminar
flow cabinet to prevent contamination.
All data were analyzed with the software GraphPad Prism 6.0. Normality of variables was
investigated using the Shapiro-Wilk test. Non parametric samples were evaluated by Wilcoxon
or Kruskall-Wallis test as required. When necessary, adjustments for multiple comparisons
with the Dunn’s test were performed. Parametric samples were examined by the unpaired t-test
and specific correlations by Spearman’s test. The interpretation of the values followed Dancey
and Reidy (2004) literature.
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RESULTS AND DISCUSSION

There were significant (p < 0.0001) differences for platelet, red blood cell and white
blood cell count evaluated between equine whole blood and platelet rich plasma (Fig. 2). As
expected, the PRP platelet concentration was significantly higher than the whole blood platelet
count in all horses included in the study (Tab. 1). It means that the PRP preparation method
used was able to concentrate platelets successfully. The platelet count in PRP is dependent on
the whole blood platelet concentration (Barbosa et al., 2008) and the method of preparation
(Rinnovati et al., 2016) as well.

Whitlow et al. (2008) showed that platelet concentrations in PRP are commonly three
to five-fold over whole blood concentration levels in humans. Although, there is lack of
information on platelet counts for each species in veterinary medicine. Horses have the lowest
reported platelet count of mammals (Boudreaux & Ebbe, 1998) and cannot be compared with
human absolute values taking into account relevant species differences. In these cases, the fold

change or percent concentration are used to evaluate the quality of platelet concentrates.
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Figure 2 Different average platelet concentration (p < 0.0001) was observed between samples from whole blood
and PRP(*).
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Table 1 — General results for platelet, red blood cell and white blood cell count of whole blood

and platelet rich plasma (PRP).

Variable Whole blood (n=50) PRP (n=50)
Platelet (103 uL) 177.72 (£39.95) 596.13 (+238.77)
Red Blood Cell (10%/ pL) 7.20 (£1.37) 0.00
White Blood Cell (10%/ uL) 7.02 (£0.22) 1.11 (0.17)

All horses presented significant lower (p < 0.0001) red blood cells and white blood cells
in the processed PRP when compared with whole blood (Fig. 3). The PRP is composed by
plasma, platelets and some white blood cells, depending on the method of preparation.
According to Fontenot et al. (2012), there is an uncertain definition about the real composition
of PRP final product in the literature. Some protocols of PRP preparation leaves a portion of
red blood cells in the final product and that can be considered inappropriate (Pereira et al.,
2013). The presence of white blood cells (WBC) in the PRP sample have beneficial effects
such as immunomodulatory and antimicrobial function, however leukocytes also have been
correlated with expression of catabolic cytokines in human PRP (Sundman et al., 2011),
consequently a reduced leukocyte count in the PRP is recommended.
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Figure 3 A) Different (p < 0.0001) red blood cell count between whole blood (*) and PRP. B) Different (p <
0.0001) white blood cell count between whole blood and PRP.
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Apart from the MH that showed significant higher platelet concentration than BSH (p
< 0.05), all the other breed comparisons showed no significant difference (p > 0.05) due to
similar PRP platelet values between these groups (Fig. 4). Furthermore, considering the platelet
percent concentration (Tab. 2) based on formula described by Miranda et al. (2018), there was
a trend for higher platelet concentrations in the Miniature Horse breed.

Giraldo et al. (2013) evaluated the effects of the breed on cellular content from equine
PRP samples. The author reported higher platelet counts in Colombian Criollo Horses when
compared to Argentinean Criollo Horses, representing a significant breed influence on PRP
final components. Following the same research line, Miranda et al. (2018) compared platelet
concentration between Quarter Horses, Thoroughbreds, Mangalarga Marchador pacers and
mules, identifying that the PRP platelet content varied according to breed and species of equid.
These data in addition with the results of our research, improves the advance of homologous

PRP new researches.
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Figure 4 Platelet concentration comparison between Thoroughbreds (TB), Brazilian Criollo Horses (BCH),
Brazilian Sport Horses (BSH), Miniature Horses (MH) and Cross Breed horses (CB). Different letters indicate
statistical difference between groups (p < 0.05).
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Table 2 — Whole blood and platelet rich plasma (PRP) platelet count between Thoroughbreds
(TB), Brazilian Criollo Horses (BCH), Brazilian Sport Horses (BSH), Miniature Horses (MH)
and Cross Breed horses (CB) with its percent concentration rate (PRP/P1*100).

Breed Initial platelet PRP platelet Percent
concentration (PI) concentration concentration
(10% L) (10% L) (%)
B 120.80 (+41.05) 544.80 (£29.30) 450.99
BCH 129.90 (£32.93) 670.15 (x77.02) 515.89
BSH 104.20 (+17.03) 510.75 (+31.65) 490.16
MH 107.70 (+16.81) 710.07 (x48.95) 659.30
CB 126.60 (+20.24) 544.90 (+£43.39) 430.41

There was a weak correlation of age with PRP platelet concentrations (Fig. 5),

demonstrated by the Spearman’s rank correlation coefficient (rs = -0.24), as the negative value

means that as the age increases, the platelet counts tend to decrease. Weibrich et al. (2002)

investigated growth factor levels in human platelet-rich plasma and correlations with donor age

and platelet count but the author did not find significant influence on the outcome. However,

Giraldo et al. (2013) reported that equine PRP cellular content and the growth factors

concentration were also influenced by age.
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Figure 5 Correlation between age (years) of the animals and platelet concentration in their PRP samples.
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The PRP platelet values analyzed in this research presented different statistical behavior
for gender. It showed no significant difference (p = 0.09) between females in comparison with
males. Platelet counts in human PRP, tends to be slightly higher in women than in men, as
described by Weibrich et al. (2002). Similarly, Giraldo et al. (2013) reported that platelet counts
for equine PRP were significantly higher in females when compared to males, therefore the
numerical imbalance in their study between genders (30 male and 10 female) may have
interfered on the final analysis of these authors.

Subsequently, the PRP physical analysis data revealed interesting results. According to
the blind evaluation, most of the platelet rich plasma samples presented yellow colored (Tab.

3), that is considered the normal plasma presentation (Nin et al., 2009).

Table 3 — Distribution of the platelet rich plasma samples analyzed by color.

Color scale Percent rate
Yellow 48%
Light yellow 32%
Strong Yellow 14%
Reddish 6%

In addition, the scores for aspect and separation of blood components were analyzed in
correlation with PRP platelet count. The aspect showed a moderate correlation with PRP
platelet count due to the Spearman'’s rank correlation coefficient (rs = 0.302) and the scale for
separation of blood components indicated no correlation taking into consideration the
Spearman’s coefficient (rs = 0.070). It means that the samples with nearly turbid (2) or turbid
(3) aspect can probably have the best platelet concentration (Fig. 6).

There is limited information available regarding the platelet rich plasma physical
presentation in human literature (Nin et al., 2009) and there are no described reference ranges
of equids PRP physical appearance in veterinary reports, to the best of our knowledge. It is
believed that this information can help veterinary practitioners in the daily routine to evaluate
PRP quality when there is no possibility of access to a laboratory in the field and to determine

the real platelet counts.
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Figure 6 Correlation between PRP physical aspect (1 - Clear, 2 - Nearly turbid, 3 - Turbid) and platelet
concentration.

CONCLUSIONS

Overall, the results in this study suggests that PRP platelet concentration can be
influenced by intrinsic factors such as age and confirms that it can be influenced by breed.
Methods of PRP preparation and sample handling should be standardized to reduce these
effects. Moreover, with moderate results, physical aspect analysis should be a promising PRP
quality evaluation when there is no access to platelet counts. It does not replace laboratorial
analysis, but considering field routine, a skilled practioner would be able to correlate these

aspects to the final product quality.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Com a ascensdo da terapia com plasma rico em plaquetas na medicina veterinaria, uma
avaliacdo ampla do produto e dos fatores que influenciam na qualidade do mesmo traz
seguranca aos profissionais que desejam utilizad-lo na rotina. Os resultados deste estudo
sugerem que a concentracdo plaquetaria do PRP pode ser influenciada por fatores intrinsecos
como a idade e ainda confirma que a mesma pode ser influenciada pela raca. Os métodos de
producdo do PRP e a manipulacdo das amostras devem ser padronizados para reduzir estes
efeitos.

Além disso, sugerimos que a andlise do aspecto fisico pode ser um método promissor
de avaliacdo da qualidade do PRP quando ndo ha acesso a contagem de plaquetas,
proporcionando assim melhores condi¢cdes para que a terapia ndo seja utilizada de forma
empirica. Esta anélise ndo substitui a laboratorial, mas considerando a rotina de campo, um
profissional experiente seria capaz de correlacionar esses aspectos a qualidade do produto final.
A maximizacdo do conhecimento destes profissionais sobre o PRP, tende a ampliar a sua

utilizacdo na medicina equina e beneficiar diversos animais.
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