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RESUMO

EFEITO CLINICO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS, AUTOLOGO E
HOMOLOGO, EM GEL, NA CICATRIZACAO CUTANEA EM EQUINOS

AUTOR: Jodo Vicente Gongales Mucha
ORIENTADOR: Flavio Desessards De La Corte

Lesdes cutaneas, principalmente em porcdes distais de membros fazem parte dos principais
desafios em medicina equina, sendo suas resolugfes custosas, com impactos tanto no
individuo, reduzindo sua qualidade de vida, quanto econdmicos, para o0s criadores e
proprietéarios destes animais. Existem inimeras pesquisas demonstrando o uso do plasma rico
em plaquetas (PRP) e sua eficacia na cicatrizacdo dessas lesdes, porém nestas pesquisas
utiliza-se o sangue do proprio animal a ser tratado, sendo o PRP realizado no mesmo
momento da aplicacdo. Devido a realidade do Médico veterinario que trabalha a campo trazer
barreiras para a realizagdo deste processo, e a sua utilizacdo depender de inUmeras aplicagdes,
este estudo tem a finalidade de mensurar a viabilidade da utilizacdo de sangue homologo para
a realizacdo da aplicagdo do PRP a fim de facilitar a realizagdo do processo. Os objetivos
deste estudo foram avaliar através da macroscopia e microscopia o0 processo de cicatrizacdo
de feridas em equinos, tratadas por PRP autélogo e homologo. Foram selecionados 6 equinos
sendo que 5 animais foram submetidos a realizacdo de feridas de forma cirargica, em cada
animal foram realizadas trés feridas, as quais foram tratadas com PPR aut6logo, PRP
homologo e solugdo fisioldgica. O 6° animal serviu de doador universal para o tratamento
com PRP homélogo. Nao houve diferenca estatistica na diminuicdo da area de lesdo aos 15 e
30 dias de tratamento (p > 0.05), comparando todos os grupos, mesmo que visualmente 0s
grupos tratados com as diferentes formas de PRP apresentavam-se menores que as do grupo
controle. Quanto as avaliacBes macroscopicas nenhuma ferida apresentou secrecdo assim
como indicios de infeccdo, nenhum animal apresentou também tecido de granulacdo
exuberante. O PRP homologo foi tdo eficiente quanto o PRP aut6logo na capacidade de
aumentar a velocidade de cicatrizacdo das feridas, permitindo uma cicatrizagdo de qualidade
muito semelhante e sem qualquer efeito adverso.

Palavras-chave: feridas cutaneas, plasma rico em plaquetas, cicatrizacao.



ABSTRACT

CLINICAL EFFECT OF PLATELET RICH PLASMA GEL, AUTOLOGOUS
AND HOMOLOGOUS, ON SKIN HEALING IN HORSES

AUTHOR: Jodo Vicente Gongales Mucha
ADVISOR: Flavio Desessards De La Corte

In equine medicine, cutaneous injuries, especially distal limb, are part of the main challenges
and their resolutions involve high costs, with impacts both on the individual, reducing their
quality of life, and economic, for the breeders and owners of these animals. There are
numerous studies demonstrating the use of PRP and its effectiveness in the healing of these
injuries, but in these studies the blood of the animal itself to be treated is used, and the PRP is
performed at the same time of application. Due to the reality of the veterinarian who works in
the field of bringing barriers to the implementation of this process, and its use depending on
numerous applications, this study aims to measure the feasibility of using homologous blood
to carry out the application of PRP in order to facilitate the completion of the process. The
objectives of this study were to evaluate, through macroscopy and microscopy, the healing
process of wounds in horses, treated with autologous and homologous PRP. Six horses were
selected, 5 animals were submitted to surgical wounds, and in each animal three wounds were
made, which were treated with autologous PPR, homologous PRP and saline solution, and the
6th animal served as a universal donor for the treatment with homologous PRP. There was no
statistical difference in the reduction of the lesion area at 15 and 30 days of treatment (p >
0.05), even though visually the groups treated with the different forms of PRP were smaller
than those of the control group. As for the macroscopic evaluations, no wound presented
secretion as well as signs of infection, no animal also presented exuberant granulation tissue.
Homologous PRP was as efficient as autologous PRP in its ability to increase wound healing
speed, allowing healing of very similar quality and without any adverse effects.

Keywords: skin wounds, platelet-rich plasma, healing.
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INTRODUCAO

O plasma rico em plaquetas (PRP), é uma terapia alternativa para o tratamento de
feridas cuténeas e em feridas cronicas (CARTER, 2003; DE ROSSI et al., 2009; PEREIRA et
al., 2019). Devido a sua capacidade ja comprovada de liberacdo dos fatores de crescimento,
promove o recrutamento de outras plaquetas, leucécitos e proteinas plasmaticas, que
estimulam a angiogénese, neovascularizacdo, permeabilidade vascular, aumento da sintese de
colageno e a proliferacdo de fibroblasto (MARX et al., 1998).

Desta forma, sendo utilizado como uma terapia regenerativa com diversos beneficios
clinicos, o interesse pelo PRP cresceu nos Gltimos anos e o uso desta técnica se espalhou por
diversas areas como a odontologia (PETRUNGARO, 2001), medicina humana (ANITUA et
al., 2005) e veterinaria (TAMBELLA et al., 2018).

A utilizacdo de PRP de um animal previamente selecionado por sua capacidade de
concentracdo plaquetaria e a utilizacdo deste material para o tratamento de outros animais,
além de garantir a deposicdo de um nimero mais constante de células e fatores de crescimento
nas lesdes, garantem também a facilidade de acesso do veterinario & obtengdo deste material,
podendo o mesmo identificar um animal com tal capacidade de ser um doador facilitando a
coleta e processamento do plasma para a realizacdo do tratamento em diversos pacientes.

O uso do PRP homdlogo pode tornar-se extremamente util também em animais
debilitados, que estejam desidratados ou que sofreram um episddio recente de hemorragia e
que necessitem deste tipo de tratamento, assim como em animais extremamente jovens
(neonatos) que possuam um menor volume sanguineo corporeo, possibilitando assim mais
seguranca e qualidade na técnica utilizada. O objetivo deste estudo foi o uso do PRP
homologo em relacdo ao autélogo, e assim comprovar ou ndo a eficicia desta modalidade de
PRP ainda pouco evidenciada na literatura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FERIDAS DE MEMBROS EM EQUINOS

Os equinos sdo animais extremamente susceptiveis a lesdes de pele, principalmente
quando mantidos em liberdade e em estruturas pouco seguras, como as que contém cercas de
arame, por exemplo. Por serem animais excepcionalmente ativos, e por serem naturalmente
presas, qualquer mudanca no ambiente, sejam barulhos altos ou movimentacdo a qual nédo
estdo acostumados, costumam facilmente machucar-se nos obstaculos existentes e estranhos
ao seu ambiente (NETO, 2003). Considerando a existéncia, no Brasil, de 1,1 milhdes de
animais no segmento de esportes e lazer, estima-se que a movimentacdo econdmica do
segmento atinge R$ 5,84 bilhdes. Avalia-se que neste rebanho apenas 0s gastos com
medicamentos possam chegar a casa dos R$200.000.000,00, sendo que uma parcela de 9%
destes sdo medicamentos terapéuticos (LIMA E CINTRA, 2016). Assis-Brasil et al, 2015,
verificaram que o tecido de granulacdo exuberante, o que geralmente ocorre pos traumas, foi a
segunda maior causa de lesdes de pele no sul do Brasil, o que corresponde a 11,4% dos casos
de patologias de pele levantados pelo estudo.

A pele é o maior 6rgdo do corpo, o qual possui uma grande populagdo celular, com
diferentes apresentagdes e comportamentos nas fases da cicatrizagdo (JATANA e
DELQUISE, 2014). A cicatrizacdo nas regifes distais dos membros dos equinos caracteriza-
se por dificil execucdo, principalmente por apresentarem uma menor retracdo tecidual, taxas
mais lentas de epitelizacdo, menor aporte sanguineo, maiores chances de contaminacéo e
formacéo de tecido exuberante (THEORET e WILMINK, 2013).

2.1.1 MORFOLOGIA DO TECIDO TEGUMENTAR

A pele € constituida por trés tipos de tecidos, organizados em camadas, sendo as duas
principais: a epiderme, mais superficial seguida da derme, mais profunda. A epiderme é
composta por cinco camadas, sendo elas a germinativa, espinhosa, granulosa, licida e cornea.
A granulosa é assim denominada pois suas celulas caracterizam-se pela presenca de grande
quantidade de granulos, de tamanho e forma irregulares, compostos por querato-hialina. Ja a
camada lucida é uma camada fina de células anucleares, mortas e completamente
gueratinizada, encontrando-se entre a granulosa e a camada cérnea. A camada cOrnea é uma

camada composta principalmente por células escamosas queratinizadas, responsavel por uma
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barreira fisica externa conferindo assim protecdo contra traumas (JANATA e DE LOISE,
2014; THEORET e WILMINK, 2013).

A derme compreende uma grande quantidade de tecido conjuntivo. Nessa camada
estdo alojadas as estruturas anexas da pele, como as glandulas sudoriparas, os foliculos
pilosos, as glandulas sebaceas e o musculo eretor do pelo, além de vasos sanguineos,
linfaticos e estruturas nervosas (HANSELKA, 1982). Sua camada mais superficial é chamada
de zona papilar, e esta intimamente relacionada a epiderme, sendo constituida por tecido
conjuntivo frouxo, ja sua camada mais profunda, zona reticular, € formada por tecido
conjuntivo denso (DELMANN & BROWN, 1982). A derme é responsavel por garantir maior
firmeza para a epiderme e anexos, proporcionando uma grande forca de tensdo com as fibras
colagenas e flexibilidade com as fibras elasticas. Suas camadas mais profundas misturam-se
com o tecido subcutaneo, que apresenta-se frouxamente fixado a fascia subjacente (PARKS,
1999).

2.1.2 CICATRIZACAO CUTANEA NOS EQUINOS

A cicatrizacdo das feridas é um fendmeno fisioldgico que inicia-se a partir da perda de
integridade da pele, o que leva a uma solucgéo de continuidade atingindo os planos subjacentes
em diversos graus, e depende da interacdo de varias reacBes quimicas. O evento de
cicatrizacao é classicamente dividido em: coagulacdo, inflamacdo, proliferacdo, contracdo da
ferida e remodelacdo (FITCH e SWAIM, 1995).

A fase de coagulacdo ocorre logo ap6s o surgimento da ferida, onde alguns fatores
como proteinas adesivas, substancias vasoativas, fatores de crescimento e proteases sao
imediatamente liberados ocasionando uma série de eventos nas fases restantes
(TERKELTAUB e GINSBERG, 1998). Imediatamente da-se inicio a fase inflamatoria,
assinalada por um aumento de permeabilidade dos capilares, vasodilatacdo, permitindo com
que células de defesa, plaquetas e proteinas do sangue circulante cheguem ate o foco da leséo,
tal evento garante resisténcia e prote¢do a ferida (STASHAK, 2004).

Varios fatores de crescimento sdo liberados a partir dos a-granulos presentes nas
plaquetas, sendo alguns dos principais disponiveis o transformante beta 1 (TGF-B1), derivado
das plaquetas (PDGF), fibroblastico basico (bFGF), epitelial (EGF) e o endotelial vascular
(VEGF) (ANITUA et al., 2012; RENZI et al., 2013). O TGFB é um dos mais
importantes fatores de crescimento para 0 processo de cicatrizacdo cutdnea, por auxiliar na

angiogénese, quimiotaxia e proliferacdo celular. Adicionalmente, tanto essa proteina como o
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PDGF estimulam a producdo de colagenos, que séo 0s principais componentes estruturais do
tecido cicatricial maduro, sendo sintetizados por fibroblastos (YANG, et al., 2013).

A fase de proliferacédo é dividida em: re-epitelizacdo, fibroplasia e neovascularizagéo.
Na primeira ocorre a migracdo de queranocitos dos anexos epiteliais quando a ferida é de
espessura parcial e das margens epidérmicas quando feridas de espessura total. Diferentes
fatores de crescimento fazem com que ocorra um aumento de mitoses e hiperplasia do epitélio
(MANDELBAUM e SANTIS, 2003). A fibroplasia ocorre a partir de fibloblastos, estes sdo
células mesenquimais diferenciadas que proliferam na regido mais superficial da ferida. Ao
mesmo tempo ocorrem formacdes de capilares por brotamento endotelial (STASHAK, 2004).
A nutricdo do tecido nesta fase é ocasionada pela neovascularizacdo, fornecendo assim
oxigénio e metabolitos (NETO, 2003).

O tecido de granulacao é formado por vasos sanguineos neoformados, fibroblastos e
produtos de fibroblastos, incluindo o coldgeno, elastina, fibronectina, proteases,
glicosaminoglicano sulfatado, glicosaminoglicano ndo sulfatado e macréfagos (BERRY e
SULLINS, 2003). Ao modo em que o fluxo sanguineo e a oxigenacdo sao alcan¢ados no
tecido lesado, o principal fator desencadeador da angiogénese é reduzido e a formacdo
neovascular por sua vez também reduz (NETO, 2003).

Nas feridas que cicatrizam por granulagdo e fibroplasia, o fechamento ocorre por
contracdo das paredes marginais da lesdo. Esta acdo é realizada pelos fibroblastos ativados, 0s
quais se diferenciam para miofibroblastos, que sdo assim nominados porque contém fibras
intracelulares de actina e miosina que formam conexdes especializadas com a matriz
extracelular e outras células dentro da cavidade da lesdo. A aproximacdo das margens da
ferida é realizada pelos fibroblastos, fazendo com que as fibras de colageno se sobreponham e
se entrelacem. A granulacdo exuberante pode ocorrer quando esta fase ndo se da por
completa, produzindo contracdo insuficiente para fechar a ferida (STASHAK, 2004).

A fase final do processo cicatricial consiste na remodelagdo tecidual, onde a
remodelacdo dos componentes do colageno e matriz, como acido hialurdonico e
proteoglicanas, persiste por um longo periodo ap6s o fechamento do ferimento e é onde o0s
elementos reparativos da cicatrizacao sdo transformados para tecido maduro de caracteristicas
bem diferenciadas (NETO, 2003).
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2.1.3 UTILIZACAO DO SOFTWARE IMAGEJ NA MENSURACAO DE FERIDAS

A avaliacdo clinica e a mensuracdo macroscopica de feridas cutaneas sdo as
metodologias mais comuns para estudos em cicatrizacdo (LIMA et al., 2012). A avaliacdo
morfométrica macroscopica, ou planimetrica, consiste na mensuragdo do didmetro da ferida
com o objetivo de se estabelecer um parametro de comparacao entre a primeira medida e as
demais medidas obtidas durante a evolucdo o processo cicatricial (CARDINAL et al.,
2009).

A mensuracdo direta da ferida com instrumentos de precisdo como Paquimetros, por
haver contato do material de mensuracdo com a ferida, causa desconforto ao paciente durante
a avaliacdo. Com isso, 0 método de mensuracdo de imagens por programas computacionais
vem ganhando cada vez mais destaque. Neste método, denominado de morfometria digital,
uma camera digital € posicionada a uma distancia fixa da ferida para a captura de imagens.
Em seguida essas imagens sdo analisadas em um programa de mensuragdo de imagens.
(CARDINAL et al., 2009).

A ferramenta ImageJ tem sido utilizada como forma de medicdo em diferentes
imagens de cunho cientifico e médicas, inclusive alteracGes cutaneas (ARAGON-SANCHES
et al., 2017). Jeffcoate et al. (2017) quantificaram a &rea de Ulceras de pé de pessoas
diabéticas utilizando o programa ImageJ. Entretanto, as imagens digitais ndo eram realizadas
das fotografias das feridas, mas do tracado da borda da Glcera em acetato estéril. Este método
utiliza folha com quadrados de grade e a area da lesdo é determinada pela contagem dos
quadrados. Porém, o calculo da area ndo é suficientemente preciso, porque além de atribuir
um formato retangular, atualmente a folha ndo possui quadriculados menores que 1,0 x 1,0
cm. Turin et al. (2018), compara a anélise digital com os métodos tradicionais e afirma que

essa fornece medidas mais confiaveis e precisas.

2.2 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

A medicina regenerativa € uma importante modalidade terapéutica para tratar doencas
degenerativas tanto em humanos como em animais. O seu principal objetivo é restaurar a
arquitetura e proporcionar o correto funcionamento de uma célula (TERZIC et al., 2013).

O plasma enriquecido com plaquetas (também chamado de PRP), é obtido através de
um processo de uma ou duas centrifugacdes, tendo como produto destas um plasma de

reduzido volume e com contagem de plaquetas 3 vezes do que no sangue total (MALANGA
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et al., 2014). Embora as plaquetas tenham um papel essencial na hemostasia, elas sdo
fundamentais para mediar os efeitos anabolicos do PRP, em razédo da liberacdo de fatores de
crescimento contidos em seus a-granulos. Nas fases iniciais da ferida as plaquetas ativadas
atraem e estimulam migracdo celular, a qual forma uma matriz de fibrina, que serve como
suporte para a liberagdo sustentada de fatores de crescimento e citocinas, que estimulam o
recrutamento, diferenciacéo e deposicdo de matriz extracelular (SCHERER et al., 2012).

Os principais fatores de crescimento contidos nos granulos plaquetarios sdo: fator de
crescimento derivado de plaqueta, (PDGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-p),
fator de crescimento vascular e endotelial (VEGF) e fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) (ANITUA et al., 2005). Eles desempenham fundamental importancia na
reparacao da cicatrizacdo de tenddes atraves de efeitos na proliferacdo, migracdo celular e
sintese de colageno (MOLLOY et al., 2003; DAHLGREN et al., 2002).

2.2.1 OBTENCAO DE PRP

A preparacdo do PRP inicia com a coleta de sangue periférico do paciente, onde este
sangue é composto na sua fracdo solida por 93% de glébulos vermelhos, 6% de plaquetas e
1% de leuctcitos. Ap6s a coleta este sangue é submetido a um ou mais processos de
centrifugacdo, com o objetivo de proporcionar uma maior concentracdo de plaquetas e
diminuir o volume relativo de eritrocitos (SAMPSON et al., 2008).

Sdo descritos inumeros protocolos na literatura para obtencdo de PRP, porém os
protocolos que utilizam duas centrifugacfes sdo os que mostram um melhor resultado na
concentracéo e integridade das plaquetas no PRP. Os protocolos em que se utilizam apenas
uma centrifugacdo resultam normalmente em baixa concentracdo total de plaquetas e maior
concentracdo dos outros constituintes do sangue (leucdcitos e hemécias) (PEREIRA et al.,
2013).

Considerando a concentracdo de plaquetas, leucocitos e hemécias em um determinado
volume de plasma além do método manual existem dois tipos de métodos: aférese
(automatico), que possibilita a captura de plaquetas pela utilizagdo de filtro descartavel; buffy-
coat (semiautomatico), que permite a separacdo das plaquetas por centrifugacdo utilizando
kits comerciais (sistemas ACP, GPS II, GPS IIl, SmartPReP2.) (MAFFULLI & DEL
BUONO 2012).
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2.2.2 PRP NA MEDICINA VETERINARIA

Para que ocorra uma reparacdo tecidual efetiva, é de extrema importancia que este
tecido tenha acesso a uma fonte rica em fatores de crescimento, sendo que as plaquetas agem
na hemostasia, na cicatrizacdo propriamente dita, na reepitelizacdo e sdo capazes de liberar
diversos fatores de crescimento que estimulam a angiogénese e proliferacdo de fibroblastos,
aumentando assim a sintese de colageno. O PRP apresenta-se como uma forma natural e desta
maneira, segura e capaz de proporcionar um maior nimero destes elementos ao tecido lesado,
com o intuito de proporcionar uma recupera¢cdo mais rapida e de melhor qualidade ao animal
(DYSON, 1996).

Diversos estudos realizados revelam que fatores de crescimento segregados a partir
dos grénulos plaquetarios ativados pés lesdo, principalmente os fatores PDGF, TGF B, EGF,
VEGF e IGF tém uma funcéo fundamental no processo de cicatrizagdo (MARX, 2005). O
PRP ¢ capaz de fornecer mais plaquetas do que o que seria produzido por uma resposta
fisiolégica para uma ferida ou lesdo. O PRP pode chegar a conter até cinco vezes a
concentracdo de plaquetas em relacéo ao valor de concentracdo basal (EPPLEY, 2006).

Em um estudo, Souza (2010) avaliou a cicatrizagdo 6ssea de fraturas experimentais em
caes, concluindo que o plasma rico em plaquetas por promover uma melhor cicatrizacdo 6ssea
através da maior expressdo dos fatores de crescimento PDGF-B e TGF- nos animais
tratados, € uma boa terapia adjuvante no tratamento destas lesdes.

Ja Aghaloo et al. (2005) em seu estudo avaliando o efeito do PRP na regeneracao
Ossea de defeito critico no cranio de coelhos ndo observou diferenca significativa entre os
grupos sem e com PRP, embora tenha-se percebido uma tendéncia ao aumento da densidade e
da area dssea nos grupos que receberam o PRP. Um fator importante que deve ser levado em
consideracdo o qual sustenta a idéia de melhor reparacdo 6ssea é a melhora do reparo dos
tecidos moles que revestem defeitos Gsseos tratados com enxerto e PRP (ANDRADE et al.,
2007).

O tratamento com PRP em equinos com tendinite induzida no tenddo do musculo
flexor digital superficial demonstrou significativa melhora em relagdo ao grupo controle
(MAIA, 2008). Corroborando com estes resultados Arguelles et al. (2005) observou em um
estudo com sete equinos acometidos com tendinite ou desmite, uma reducdo da severidade da

claudicacdo e melhora na imagem ultrassonogréfica nos animais tratados com PRP.
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Bertoletti et al. (2015) constatou que o uso do plasma rico em plaquetas na forma
liguida melhorou a capacidade de contracdo levando consequentemente a uma cicatrizagdo
mais rapida em feridas produzidas experimentalmente em gatos.

Bonfa et al. (2017) avaliou a acdo do PRP em gel aut6logo na cicatrizagcdo de enxertos
cuténeos em oito equinos, porém ndo observou diferenca estatistica na recuperacdo do grupo
tratado com PRP e o grupo controle obtendo uma taxa de sobrevivéncia dos enxertos de 75%.
No entanto, Pereira et al. (2019) em seu estudo com oito animais, concluiu que o PRP na
forma de gel foi o mais eficaz no tratamento de feridas de equinos e que a forma homologa

pode ser uma boa opgao no tratamento destas feridas.

2.2.3 UTILIZACAO DE PRP GEL

O PRP na forma de gel é um produto capaz de induzir a aceleragdo da cicatrizacao de
feridas (ROBSON et al. 1997), Carter et al., (2003) verificou que o PRP na forma de gel em
feridas de equinos foi capaz de induzir uma diferenciacdo celular mais rapida e restaurou a
matriz de colageno de forma mais organizada do que no grupo controle.

Bonf4 et al. (2017) obteve uma boa taxa de sobrevivéncia de enxertos cutaneos livres
localizados na regido lateral do pescoco tratados com PRP gel (75%) porém ndo observou
diferencas significativas entre o tratamento com PRP gel e o grupo controle no ponto de vista
clinico e histopatolégico.

Yamada et al. (2016) ao estudar a utilizacdo de arcabouco de PRP em gel associado a
células tronco mesenquimmais (CTMs) em lesdes condrais verificou que a sua aplicacdo
suportou o implante das CTMs e preencheu adequadamente o defeito condral e que as lesdes
tratadas com CTM em gel de PRP apresentaram um tecido de reparacdo com melhor aspecto

morfolégico macroscopico e microscopico do que o grupo controle.

2.2.4 UTILIZACAO DE PRP HOMOLOGO

Diferentes fontes de PRP podem ser utilizadas para terapias regenerativas, sendo elas a
autologa, homdloga e heterologa, tendo a primeira, a vantagem de reduzir a transmissao de
doencas infecciosas e reacdes de rejeicdo imunologica (SHANG et al., 2013). Porém existem
alguns casos onde a utilizacdo de PRP autélogo deve ser evitada, como em pacientes com
feridas associadas a doencas crbnicas, como doengas cardiovasculares, diabetes mellitus e

hipertensdo que ao longo prazo acabam por desenvolverem um quadro de trombocitopenia,
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contraindicando sucessivas coletas de sangue. Também ha casos de feridas extensas causadas
por queimaduras (BARRIONUEVO et al., 2015).

Ferraciolli et al. (2018) ao avaliar as fibras colagenas de feridas dérmicas de coelhos
tratadas com diferentes fontes de plasma rico em plaquetas, verificou que o PRP homdlogo
gel mostrou-se tdo eficiente quanto a fonte de PRP autdlogo gel em comparagdo a
cicatrizacdo, organizacdo e quantidade de fibras coladgenas e sem efeitos negativos como
rejeicao.

Quarteiro et al. (2015), ao estudarem ratos tratados com PRP homologo gel no reparo
de lesbes musculares, observaram que, na primeira avaliacdo feita aos sete dias, a quantidade
média de colageno foi significantemente menor nas lesdes tratadas com PRP em relacéo as
lesbes controle, o que pode sugerir uma possivel reducdo do periodo do processo inflamatério
ou alteracdo da liberacéo de citocinas.

A utilizacdo de PRP homdélogo em Ulceras experimentais da cornea pelas vias topica e
subconjuntival apresentou melhor capacidade de antecipar os fendmenos reparadores, visto
que, tanto a aplicacdo pela via tdpica; quanto pela via subconjuntival, promoveram a
cicatrizacdo em menores periodos de observacdo, quando comparados com o grupo controle
(ANDREOLI, 2013).
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Clinical effect of platelet rich plasma gel, autologous and homologous, on

skin healing in horses
[Efeito clinico do plasma rico em plaquetas, autélogo e homdlogo, em gel, na cicatrizacio cutanea

em equinos]

J. V. G. Mucha?, L. B. Paz!, A. A. Beck Jr!, M. I. Frank?, R. C. F. Pereira®, F. D. De La

Corte®

ABSTRACT

Platelet rich plasma (PRP) is a whole blood derivative, wich, in addition to containing
high concentrations of platelets, is an effcient source of growth fator capable of aiding
the tissue healing proces. In order to carry out research, 6 healthy horses were selected,
5 animals were submitted to surgical wounds, in each animal three wounds were made
which were treated with different ways, for the ones from group 1, the treatment was
with homologous PRP in gel, for group 2 the received treatment was with autologous
PRP in gel and finally, for the group 3 ones, was done the control which received saline
solution as treatment, the 6th animal served as a universal donor for the treatment with
homologous PRP. The two types of PRP, autologous and homologous, were identically
obtained and the cell count was performed by an automatic hematological analyzer. The
wounds were evaluated according to their macroscopic presentation and were submitted
to analysis in the ImageJ program to quantify the degree of wound reduction as a time
result, all wounds were analyzed on day 0, day 15 and day 30. Biopsies were also
performed to analyze the healing quality. There was no statistical difference in the
reduction of the lesion area at 15 and 30 days of treatment (p > 0.05) even though
visually the groups treated with the different forms of PRP were smaller than those of
the control group. As for the macroscopic evaluations, no wound showed secretion as
well as signs of infection, no animal also presented exuberant granulation tissue.
Homologous PRP was as efficient as autologous PRP in ability to increase the speed of
wound healing compared to the control group, allowing a healing of very similar quality

and without any adverse effect.

Keywords: PRP, horses, homologous PRP, skin healing
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RESUMO

O plasma rico em plaquetas (PRP) € um derivado do sangue total, que além de conter
altas concentracGes de plaquetas, é uma eficiente fonte de fatores de crescimento
capazes de auxiliar o processo de cicatrizacdo de tecidos. Neste estudo foram
selecionados 6 equinos higidos sendo que 5 animais foram submetidos a realizacédo de
feridas de forma cirdrgica sendo que em cada animal foram realizadas trés feridas as
quais foram tratadas de diferentes formas, sendo grupo 1 o tratamento com PRP
homdlogo em gel, o grupo 2 recebeu tratamento com PRP aut6logo em gel e o grupo 3
foi o controle o qual recebeu solucgéo fisiolégica como tratamento, o 6° animal serviu de
doador universal para o tratamento com PRP homdlogo. A obtencéo dos dois tipos de
PRP, autdlogo e homologo, foi realizada da mesma forma e a contagem celular foi
realizada por um analisador hematoldgico automético. As feridas foram avaliadas
conforme sua apresentacdo macroscépica e foram submetidas a analise no programa
ImageJ para quantificar o grau de diminuicdo da ferida em razdo do tempo, todas as
feridas foram analisadas no dia 0, no dia 15 e no dia 30. Também foram realizadas
bidpsias para analisar a qualidade da cicatrizagcdo. Ndo houve diferenga estatistica na
diminuicdo da area de lesdo aos 15 e 30 dias de tratamento (p > 0.05), mesmo que
visualmente os grupos tratados com as diferentes formas de PRP apresentavam-se
menores que as do grupo controle. Quanto as avaliacdes macroscépicas nenhuma ferida
apresentou secre¢do assim como indicios de infeccdo, nenhum animal apresentou
também tecido de granulacdo exuberante. O PRP homologo foi tdo eficiente quanto o
PRP aut6logo na capacidade de aumentar a velocidade de cicatrizacdo das feridas em
relacdo ao grupo controle, permitindo uma cicatrizacdo de qualidade muito semelhante e

sem qualquer efeito adverso.

Palavras-chave: PRP, cavalos, PRP homologo, cicatrizacdo de pele
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INTRODUCTION

PRP is an alternative and promising therapy for the treatment of skin wounds
and chronic wounds (CARTER, 2003; DE ROSSI et al., 2009; PEREIRA et al., 2019).
Due to its proven ability to release growth factors, it promotes the recruitment of other
platelets, leukocytes and plasma proteins, which stimulate angiogenesis,
neovascularization, vascular permeability, collagen synthesis increasing and fibroblast
proliferation (MARX et al. 1998).

Thus, being used as a regenerative therapy with several clinical benefits, the
interest in PRP has grown in recent years and the use of this technique has spread to
several areas such as the dentistry (PETRUNGARO, 2001), the human medicine
(ANITUA et al., 2004) and the veterinary (TAMBELLA et al., 2018).

The use of PRP from an animal previously selected for its platelet concentration
capacity and the use of this material for the treatment of other animals, in addition to
guaranteeing the deposition of a more constant number of cells and growth factors in
the lesions, also guarantee an easy access for the veterinarian to obtain this material,
which can identify an animal with such capacity to be a donor, facilitating the collection
and processing of plasma to perform the treatment in several patients.

Homologous PRP use can also become extremely useful in debilitated animals, which
are dehydrated or have suffered a recent episode of hemorrhage needing this type of
treatment. As well as in extremely young animals (neonates) that have a lower body
blood volume, enabling thus, more safety and quality in the technique used. The aim of
this study was to evaluete the clinical effect and scar quality of using PRP in

homologous and auttologous gel in surgically induced equine wounds.
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MATERIALS AND METHODS
Selection of horses

In this study, six adult mixed-breed horses were used. They were kept in an area
of 20 hectares with good quality pasture and access to clean water, being supplemented
twice a day with feed and mineral salt. Were performed clinical and complementary
exams to guarantee the health of all animals used in this study. Laboratory tests were
performed to rule out equine infectious anemia (EIA) and glanders in all horses prior to
the beginning of the experiments. This study was approved by the ethics committee in
the use of animals of the Federal University of Santa Maria under protocol number
1999230321.

Creating skin defects

To create the cutaneous deffects, the animals were sedated with 10% xylazine at
a dose of 0.5mg/kg intravenously and local anesthesia was performed by means of
regional block, using 2% lidocaine so that it covered the entire extension of the defect to
be performed. In addition, the lateral and medial digital nerves located between the
flexor tendons and the suspensory ligament of the fetlock were blocked, and the lateral
and medial metacarpal nerves, located between the 2nd and 4th metacarpal bones and
the suspensory ligament of the fetlock, were blocked as well, this block is called high
volar (STASHAK, 2004), with 2% lidocaine at a dose of 2 ml per infiltration point.

Figure 1 Performing regional anesthesia at the sites before performing the wounds

Sterile gloves were used to reduce the chances of contamination. Trichotomy

and antisepsis with 10% povidone-iodine and alcohol 70 in the region to be used for
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cutaneous defects. A 2cm2 pattern was placed on the skin to be incised and, with the aid
of a scalpel with a No. 4 handle and a No.24 blade, a quadrangular incision was made,
respecting the mold limit and the removal of the skin located in the dorsolateral to the
main metacarpal bone (Mclll). After hemostasis of the wounds, the dressing was
performed with sterile bandage. One day after the wounds were created, each of them
was treated with randomly assigned treatments. Two wounds were made on one limb
chest and a wound in another, with each wound receiving a type of treatment. A sterile
bandage was placed over the wounds for protection and was changed daily after

cleaning the wounds with saline solution.

Figure 2 Marking the lesion to be made (A), making the lesion (B) and the lesion already made (C)

PRP preparation

Both Autologous PRP and Homologous PRP were prepared from 450 mL of
blood collected by venipuncture of the external jugular vein into a commercial blood
transfusion bag containing 63 mL of citrate-phosphate-dextrose solution with adenine as
an anticoagulant. One hundred milliliters of blood were aspirated from the blood bag
and distributed into three 50 mL polypropylene Falcon tubes, where one tube will
receive 30 mL and the other 35 mL. The tubes were centrifuged at 224G for 10 minutes

to separate the plasma from leukocytes and red blood cells, the plasma obtained was
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again centrifuged at 440G for 10 minutes, once more, in order to obtain the PRP, as
described by (PEREIRA et al., 2013). From the total PRP produced, a 2 ml sample was
taken and sent to the laboratory for testing of platelet count, leukocyte count and total
platelet volume. For activation and gelation of PRP in gel form, calcium gluconate was
added. For each mL of PRP to be transformed into a gel, 0.5ml of the supernatant was
collected, which was considered the Poor Plasma in platelets and incubated at 37° for 15
minutes. After incubation, it was resuspended and centrifuged at 640G for 10 minutes at

room temperature, thus forming the PRP in gel.

Figure 3 Platelet Rich Plasma in ready-to-apply gel form

Treatment groups

Each wound was considered a group, in Group 1 the lesion was covered by
homologous PRP activated in the form of a gel, in Group 2 the lesion was covered by
Autologous PRP activated in the form of a gel and in Group 3 the lesion was covered
by a physiological solution, being this the control group. Group 1 and Group 2 received
two applications of PRP, the first application on the day after the lesions were

performed and the second application 15 days later.
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Macroscopic wound healing evaluation

After the established treatment, each group was submitted to biweekly
evaluations by a veterinarian which unknown the treatments used for the presence of
secretion using a scale of 0-3 (0: absent, 1: little amount, 2: moderate amount, 3:
abundant), wound infection (0: absence; 1: presence of infection), granulation tissue
growth (1: little, 2: moderate, 3: excessive), coloring (pale, pink and hyperemic
(PEREIRA et. al 2016).

Planimetric evaluation

The size of the wounds was measured through planimetry performed by digital
photographs, where the images were processed in the Image J program, as demonstrated
by Rodrigues et al. al (2013).

The wounds were photographed using a professional digital camera (Nikon
D3000) at an average distance of 15 cm and a ruler was used as a scale, without it
coming into contact with the wound. The images were analyzed using the free Image J
program, version 1.36b (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA), available
at http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html. Each image was opened in the program and then
the measurement of the distance of lcm was performed on the ruler that was
photographed together with the wound, to choose the scale in centimeters, using the
Straight line selection tool and the Set scale option on the Analyze tab. Next, the cutting
tool (Cut) on the Edit tab was used to isolate only the wound as much as possible.
Subsequently, the threshold color plugin from the Plugins tab in the Color option was
used, to delimit only the wound area, adjusted in the saturation bar. After this
procedure, the image was converted to 8 bit type in the Image tab, in the Type function.
Subsequently, the resulting image was submitted to the analyze particles tool of the
analyze tab, which provided the final area of the wound in square centimeters.

Histopathological analysis

Skin biopsies were performed in all groups on the 30" day after the first
application of PRP. For this, the animals were sedated with 10% xylazine at a dose of
1mg/kg and received local anesthesia with 2% lidocaine without vasoconstrictor.
Samples were collected with a 6 mm diameter dermatological punch under aseptic

conditions. The samples were immediately fixed in 10% formalin and sent to the
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laboratory of Unijui where they were processed. The variables analyzed histologically
were: inflammation severity, granulation tissue formation, fibroblast cells,

neovascularization and collagen maturity, on a scale of mild, moderate and intense.

RESULTS AND DISCUSSION

There was no statistical difference in the reduction of the lesion area at 15 and
30 days of treatment (P >0.05) even though, macroscopically, the groups treated with
the different forms of PRP were considerably smaller than those of the control group. It
can be said that treatment with both autologous and homologous PRP can increase the
speed of healing by decreasing the treatment of wounds for a few days, with a minimal
difference between them, and in our study the homologous PRP obtained a faster
healing. Bermejo (2014) suggests, where the use of a simplified form of injectable PRP
on the edges of wounds proved macroscopically and statistically that there was a

reduction in the size of the wound.

Just as Pereira et al. (2019) also visualized an ability to decrease of wounds for
up to 15 days in the groups treated with different forms of PRP, Monteiro et al (2009)
observed that PRP would have a biological action mainly at the beginning of the wound
repair process in horses, but without the ability to reduce the total healing time. He also
reported that the closing time of wounds treated with PRP was higher than in untreated

wounds, thus suggesting that PRP therapy has a better effect in the initial phase.
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Figure 4 Measurement of wound area, showing greater difference in PRP-treated groups in relation to the
control group, being the group treated with homologous PRP the one that obtained a greater decrease in

wound area

As for the macroscopic evaluations, no wound showed secretion as well as
evidence of infection, no animal showed exuberant granulation tissue, unlike the study
by Pereira et al., (2019) where all groups treated with different forms of PRP and the
control group showed tissue of considerable granulation. Also, compared to this study,
the total wound healing time was shorter in our study in all groups. Such differences can
demonstrate that the application of PRP in two moments is more effective than three
applications and the care with the hygiene of the wound, as well as keeping it closed
with compressive bandages are efficient ways of infection controlling and a way to
minimize or nullify the chances of exuberant granulation tissue. The formation of
exuberant granulation tissue delays the healing process and it is especially common in
limb wounds (SERENSEN et al., 2014).

It was possible to notice a higher degree of sensitivity during dressings in the
control group in all animals. Decalzi et al. (2013) justified the use of PRP when they
observed that, in inflammatory conditions, the biomaterial deposited under the wound
can increase the production of components related to the endocannabinoid system, by
significantly elevating its mediators and producing thus a greater analgesic effect at the

wound site, which does not happen when the wound is treated only with saline solution.
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The anti-inflammatory effect of PRP appears to depend on different mechanisms.
Platelet-rich plasma was able to inhibit nuclear factor Kappa B (NF-kB) a key pathway
activated during the inflammatory process (GHOSH et al., 2008). It was even able to
reduce chemotaxis for polymorphonuclear cells due to the increase in lipoxin A4 and
other chemokines (SUNDMAN et al.,, 2014). Such effects may result in the
downregulation of important pro-inflammatory mediators such as TNF-qo, IL-1 and
COX-2 (METCALF et al., 2012).

In the wound treated with homologous PRP, one of the animals showed a
yellowish color the day after the first application, but in the subsequent dressing it was
already rosy in color, as well as the other wounds of the other groups, Pereira et al.,
(2019) did not identify any systemic or local reaction to the use of homologous PRP in
skin wounds. Maciel (2012), states that the double application of PRP disfavors the
healing process, since when the product is applied again, it results in a new
inflammatory stimulation, restarting the process of chemotaxis of polymorphonuclear
cells and platelet degranulation again, once in our study there were not significant
changes in the appearance of the wounds after the second application of PRP.

One of the animals, when analyzing the difference in the wound areas, had a
lower decrease of all wounds compared to others, with the wound that healed better than
the one treated with homologous PRP, this particular animal was the only one that had a
Thoroughbred in its cross. In addition to the individual characteristics of the animal, this
fact can be explained by the lower platelet concentration obtained in autologous PRP
and in whole blood, which corroborates the findings of PAZ et al., (2021) where the
author compared the influence of races on the concentration of platelets in the
production of PRP, being the Thoroughbred breed one of the studied breeds that
obtained a lower concentration of platelets, and with that a lesser action of growth
factors acting on the lesion.

There was no statistical difference (P > 0.05) in platelet concentration comparing
the first and second treatments, all PRPs obtained had a concentration greater than
300,000 platelets/uL, according to Anitua et al., (2004) these concentrations are

sufficient for the PRP to have a therapeutic effect.
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Figure 5 Platelet concentrations in the first and second treatments

In the histopathological analysis there was a higher intensity of necrotic tissue in
the control group with greater deposition of inflammation cells such as macrophages,
lymphocytes and neutrophils, as well as a greater prevalence of granulation tissue. The
groups treated with PRP had greater deposition of collagen and fibrin, and the group
treated with homologous PRP was more expressive in this aspect. Quarteiro et al.
(2015), when analyzing the repair of muscle injuries in rats treated with homologous
PRP gel, described that, in the first evaluation, the mean amount of collagen was
significantly lower in injuries treated with PRP compared to control injuries, which may
suggest a possible reduction of the period of the inflammatory process. Harris et al.
(2012) when injecting PRP or saline into focal areas of healing tissue, observed
fibroblasts, collagen formation and neovascularization, which was not observed in any

site where saline was applied.

The use of ImageJ software proved to be extremely efficient and capable of
providing greater objectivity in the assessment of wound healing speed, Turin et al.,
(2018), compares digital analysis with traditional methods and states that it provides
more accurate and reliable measures. The use of programs as a way to analyze images
of wounds is already well described in the literature, as in the works carried out by
Ferreira et al., (2008) and Souza et al., (2012). However, not all of these programs are

free, unlike ImageJ, which can be accessed for free on the internet. Another advantage



284
285

286

287

288
289
290
291
292
293

294

295

296

297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313

32

of using these types of tools is that it is not necessary to touch the wound, which

provides less discomfort for the patient.

CONCLUSIONS

The use of PRP gel can decrease the time of wound healing in horses on a few
days. Homologous PRP, in addition to being safe, was slightly superior to autologous
PRP in the macroscopic evaluation and very similar in the histological evaluation,
providing excellent healing quality and its use is capable of facilitating the work of the
responsible clinician and is also a great alternative in cases of debilitated or with

thrombocytopenia patients.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As terapias regenerativas ocupam um papel muito importante na medicina
veterinaria, sendo cada vez mais estudadas nos ultimos anos. A possibilidade de
utilizacdo de PRP de um animal previamente selecionado por sua capacidade de
concentracdo plaquetaria e a utilizacdo deste material para o tratamento de outros
animais, além de garantir a deposi¢do de um nimero mais constante de células e fatores
de crescimento nas lesdes, garantem também a facilidade de acesso do veterinario a
obtencdo deste material, podendo o mesmo identificar um animal com tal capacidade de
ser um doador facilitando a coleta e processamento do plasma para a realizacdo do
tratamento em diversos pacientes.

Os resultados deste estudo comprovam que o PRP de origem homdloga pode
contribuir para acelerar o processo de cicatrizacao de feridas cutaneas, sendo uma opg¢éo
de tratamento valida e segura, permitindo assim maior acessibilidade do médico

veterinario que trabalha a campo a essas modalidades terapéuticas.
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