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RESUMO

LOUZADA, Janaina Godinho. Plasma Rico em Plaguetas em equinos: obtencédo e
efeito sobre a proliferagdo celular de células-tronco mesenquimais in vitro. p.
Dissertacdo (Mestrado em Patologia e Ciéncias Clinicas, Medicina Veterinaria). Instituto
de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

O Plasma Rico em Plaguetas (PRP) é um concentrado de plaquetas obtido por meio de
uma metodologia simples, com boa relagdo custo-beneficio para obter altas concentraces
de fatores de crescimento a partir das plaguetas, que possuem propriedades regenerativas,
com acdo sobre a angiogénese, proliferacdo e migracdo celular. Atualmente o PRP €
utilizado na medicina equina como produto autdlogo terapéutico, principalmente no
tratamento de fraturas Gsseas, tendinites, desmites, artropatias e feridas cutaneas. As
células-tronco estdo presentes em todos os tecidos e érgdos, tendo como fungdo primaria
a reposicao de células perdidas durante o desgaste normal. Elas também estdo envolvidas
no reparo de tecidos lesionados por doengas e traumas e sdo, cada vez mais, objeto de
estudo e de utilizacdo na medicina equina para tratamentos diversos, visando a
regeneracdo celular, permitindo desta forma recuperacfes acima damédia de tratamentos
habituais, onde o retorno a atividade atlética do equino € a principal finalidade de sua
utilizacdo. A associagdo de PRP e células-tronco tem sido cada vez mais empregada em
lesbes Osseas, ligamentares e tendineas de forma a obter-se regeneracdo celular em tais
lesbes. Varios protocolos para obtencdo de PRP tém sido propostos e citados na literatura
e isso dificulta a escolha do protocolo mais adequado. Tentando encontrar um PRP com
maior concentracdo plaquetaria, demos inicio ao nosso estudo, onde a partir da avaliagao
de cinco protocolos citados em literatura e um determinado em nosso laboratério,
selecionamos um que atendeu a esse requisito. Apos a obtencdo do protocolo de PRP,
avaliamos o efeito do PRP e do Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) em cocultivo com
ceélulas-tronco mesenquimais obtidas de tecido adiposo equino (MSCs), a fim de
avaliarmos seu possivel efeito sobre a proliferacdo celular das mesmas. Obtivemos um
PRP com contagem plaquetaria dez vezes o valor medio basal inicial, sendo o protocolo
mais eficiente em concentras plaquetas. N&o conseguimos replicar os resultados obtidos
em outros laboratdrios, indicando a necessidade do desenvolvimento de protocolos
adequados para cada laboratdrio. Diferentes concentragdes de PRP e PPP influenciaram
a proliferacdo celular de células-tronco mesenquimais obtidas de tecido adiposo equino.
A morfologia fibroblastoide das MSCs foi mantida no cultivo com acréscimo de 2 % de
PRP ao meio de cultivo. O PRP na concentragdo de 2% néo inibiu a proliferagcdo celular
de MSCs in vitro e ainda manteve suas caracteristicas morfoldgicas iniciais.

Palavras-chave: PRP, células-tronco, equino.
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ABSTRACT

LOUZADA, Janaina Godinho. Plasma Rico em Plaguetas em equinos: obtencédo e
efeito sobre a proliferacdo celular de células-tronco mesenquimais in vitro. p.
Dissertagdo (Mestrado em Patologia e Ciéncias Clinicas, Medicina Veterinaria). Instituto
de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Platelet Rich Plasma (PRP) is a platelet concentrate obtained through a simple, cost-
effective methodology to obtain high concentrations of platelet growth factors that have
regenerative  properties, acting on angiogenesis, cell proliferation and migration.
Currently PRP is used in equine medicine as an autologous therapeutic product, mainly
in the treatment of bone fractures, tendinitis, defects, arthropathies and cutaneous
wounds. Stem cells are present in all tissues and organs, with the primary function of
replacing cells lost during normal wear and tear. They are also involved in the repair of
tissue damaged by diseases and traumas and are increasingly being studied and used in
equine medicine for various treatments, aiming at cellular regeneration, allowing in this
way recoveries above the average of usual treatments, where the return to athletic activity
of the equine is the main purpose of its use. he association of PRP and stem cells has been
increasingly employed in bone, ligament and tendinous lesions in order to obtaining
cellular regeneration in such lesions. Several protocols for obtaining PRP have been
proposed and cited in the literature and this makes it difficult to choose the most
appropriate protocol. Trying to find a PRP with higher platelet concentration, we started
our study, where from the evaluation of five protocols cited in the literature and one in
our laboratory, we selected one that met this requirement. After obtaining the PRP
protocol, we evaluated the effect of PRP and Poor Plasma on Platelets (PPP) in
cocultivation with mesenchymal stem cells obtained from equine adipose tissue (MSCs),
in order to evaluate its possible effect on the cellular proliferation of themselves. We
obtained a PRP with platelet count ten times the baseline mean value, being the most
efficient protocol in platelet concentrates. We could not replicate the results obtained in
other laboratories, indicating the need to develop protocols suitable for each laboratory.
Different concentrations of PRP and PPP influenced the cell proliferation of
mesenchymal stem cells obtained from equine adipose tissue. The fibroblastoid
morphology of the MSCs was maintained in the culture with a 2% increase of PRP to the
culture medium. PRP at 2% concentration didn’t inhibit cell proliferation of MSCs in
vitro and still maintained its initial morphological characteristics.

Key word: PRP, stem cells, equine.
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g Forca centrifuga
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P-PRP Plasma Puro Rico em Plaquetas

PRP Plasma Rico em Plaquetas

TGF B Fator de crescimento transformador beta

TNF-a Fator de necrose tumoral

VEGF Fator de crescimento do endotélio vascular
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1 INTRODUCAO

Na busca por tratamentos eficientes, o Plasma Rico em Plaquetas (PRP), ocupa
hoje uma posicdo de grande relevancia na recuperacao de lesdes tendineas, ligamentares,
Osseas e outras. A partir do sangue total com anticoagulante, obtem-se o PRP, um produto
biolbgico autélogo, com baixo custo, que pode ser obtido através de Kits comerciais ou
de dupla centrifugacdo, tendo-se ao final um produto com elevado nimero de plaquetas
e reduzido numero de leucécitos, rico em fatores de crescimento e interleucinas, que
participam nos processos de angiogénese e reparo tecidual. Devido a todos seus
beneficios na regeneracdo celular, seu emprego é cada vez maior e torna-se de grande
valia, que estudos sejam elaborados a fim da obtencdo de informacGes seguras de sua
obtencdo, momento de aplicacdo e tipos de PRP baseado em seus fatores de crescimento
e interleucinas. O presente trabalho avaliou inicialmente cinco protocolos de obtencdo de
PRP previamente descritos em literatura ou utilizados em laboratério de rotina e a partir
de resultados preliminares propomos um sexto protocolo, que foi incluido no estudo. O
critério de escolha para o protocolo de obtencdo do PRP, foi o de maior contagem
plaquetéria.

O estudo de células-tronco data da década de 60 e desde entdo diversos estudos
tém sido conduzidos para avaliar seus resultados. As células-tronco podem ser de origem
embrionaria ou adultas, as de origem embrionaria possuem sua utilizacdo freada em
funcdo de questBes éticas e de biosseguranca, sendo assim, as células-tronco adultas séo
as que estudamos e as utilizadas para obtermos regeneracdo celular. Células-tronco
mesenquimais adultas (MSCs) podem ser originarias de medula 0ssea, tecido adiposo,
corddo umbilical e etc. Diferencas sdo encontradas a partir da origem das mesmas,
principalmente em relagcdo a quantidade de células obtidas. As MSCs podem diferenciar-
se em células do tecido onde se encontram, s&o envolvidas no processo de reparagdo de
tecidos lesionados e quando ocorre a injdria tecidual, elas se proliferam a partir de
pericitos e produzem fatores envolvidos na imunomodulagdo e fatores troficos que serdo
de grande importancia na regeneracdo tecidual.

No contexto da medicina regenerativa, a associacdo de PRP as MSCs, representa
uma possibilidade terapéutica com grandes perspectivas de favorecer a regeneragcao
tecidual. Mesmo com poucos trabalhos na literatura cientifica nesse aspecto, 0s mesmos
mostram resultados promissores, que justificam maior aprofundamento do estudo dessa
associacao.

Apos a obtencdo do PRP e do Plasma Pobre em Plaquetas (PPP), que corresponde
a camada superior obtida apos a segunda centrifugacdo para obtencdo do PRP, estudou-
se o cocultivo de diferentes concentracbes de PRP e de PPP com MSCs obtidas de tecido
adiposo equino, a fim de avaliar se os mesmos eram capazes de permitir a proliferacéo
celular das MSCs com qualidade semelhante ao meio de cultivo empregado
rotineiramente com essa finalidade.



2 OBJETIVOS

Determinar um protocolo de obtencdo de PRP equino com a maior concentragcao
plaquetaria possivel.

Avaliar o efeito do PRP e do PPP sobre a proliferacdo de células-tronco
mesenquimais adultas obtidas de tecido adiposo equino.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plasma Rico em Plaguetas (PRP)

O PRP € um volume de plasma autologo que possui uma concentracdo plagquetaria
acima da linha de base, se constituindo num produto seguro e livre de doencas
transmissiveis, importante na estimulacdo e aceleracdo da cicatrizagdo tecidual de 0ss0s
e tecidos moles (MARX, 2001).

Atualmente, na medicina equina, o PRP, é muito utilizado em tratamento de lesbes
tendineas (MAIA et al, 2009), ligamentares, osteo-articulares (CARMONA et al, 2009)
e cicatrizacdo de feridas (DEROSSI et al, 2009). Estudos clinicos distintos tém avaliado
a eficacia do PRP, entretanto, estes ainda ndo sdo conclusivos e entre as principais razoes,
esta a variacdo nos protocolos de obtencdo do PRP, determinando diferentes respostas
que ndo podem ser comparadas (AMABLE et al., 2013).

O PRP pode ser obtido apds uma centrifugacdo leve (de menor magnitude
gravitacional) do sangue total com anticoagulante, onde separam-se as células vermelhas
e em seguida uma segunda centrifugacdo em alta rotacdo (maior magnitude gravitacional)
para concentrar as plaquetas. A camada inferior (um terco) obtida apds a segunda
centrifugacdo é entdo denominada PRP e a camada superior (dois tercos) € o PPP, as
plaquetas que estdo num botdo no final do tubo séo entdo suspendidas em um volume
pequeno de plasma (2 a4 ml). Ha ainda varios Kits comerciais disponiveis para obtencao
de PRP, todos operam com 20 a 60 ml de sangue total e usam centrifugacdo como
principio, diferem-se bastante entre si, dependendo do tempo e método de centrifugacao
e por isso sdo obtidas diferentes concentracGes plaguetarias e leucocitarias, o que
influencia diretamente as quantidades de fatores de crescimento presentes no PRP, com
isso ¢ dificil afirmar onde um Kit é melhor indicado (DHURAT,; SUKESH, 2014).

O PRP pode ser classificado como: plasma puro rico em plaquetas (P-PRP), plasma
rico em plaquetas e em leucécitos (L-PRP) e plasma rico em fibrina (PRF). O PRF nédo
necessita de anticoagulantes para sua obtencdo. Em cavalos, P-PRP apresenta uma leve
elevacdo da contagem plaquetaria (1.3- 4.0 vezes) e leucocitaria (0.5-2.0 vezes) em
comparacao ao sangue total, enquanto L-PRP apresenta um elevado contagem plaquetaria
(5.0 vezes) e leucocitaria (3.0 vezes) ou mais quando comparado ao sangue total
(GIRALDO et al., 2013).

As plaquetas sdo as menores células do sangue, sdo fragmentos de citoplasma de
megacariécitos e na sua ativacdo, mudam seu formato discoidal para esférico e compacto
com longas extensbes dendriticas facilitando sua adesdo, possuem duracdo aproximada
de dez dias e sdo ditas, multifuncionais, por estarem envolvidas em Varios processos
patofisiologicos, como: hemostasia e trombose, regulagdo do ténus vascular, inflamacéo,
defesa do hospedeiro e biologia tumoral (GEORGE, 2000).

Suas fungdes principais sdo prevenir a perda aguda de sangue e reparar danos nas
paredes vasculares e de tecidos adjacentes apds a injuria tecidual. A ativacdo plaquetaria
ocorre apds o contato com o colageno, exposto pela lesdo endotelial. As plaquetas
secretam mediadores intracelulares e citocinas dasua reserva citoplasmatica e aumentam
seu conteudo de o granulos apds agregagdo plaquetaria. Tal secrecdo é intensa na primeira

3



hora e as plaquetas continuam sintetizando mais citocinas e fatores de crescimento a partir
de suas reservas de mRNA ao menos por sete dias (SENZEL et al, 2009). Proliferacéo
celular, angiogénese e migracdo celular sdo estimulados pelas plaquetas. Relatos também
confrmam que plaguetas secretam peptideos antimicrobianos, sugerindo efeito
antibiético (DRAGO et al., 2013)

O PRP deve conter em média cinco vezes o valor de plaquetas a partir dos niveis
fisiologicos, (MARX et al, 2004) e se constitui numa fonte natural de vérios fatores de
crescimento, que sdo peptideos produzidos por células que podem atuar de maneira
autocrina, paracrina e enddcrina, sdo denominados dessa forma, porque ao serem
visualizados pela primeira vez, observou-se que produziam proliferacdo celular.
Atualmente sdo reconhecidos por estimularem a proliferagdo celular, possuindo
participacdo importante em processos como a cicatrizacdo e aangiogénese (CARMONA,
LOPEZ, 2011). Os fatores de crescimento secretados pelas plaquetas, imediatamente se
ligam & superficie externa das membranas celulares de células no enxerto, borda ou na
ferida via receptores transmembranas. Estudos demonstram que células-tronco
mesenquimais adultas, osteoblastos, fibroblastos, células endotelias e epidermais
expressam receptores de membrana para os fatores de crescimento presentes no PRP. Os
receptores transmembranas induzem a ativacdo enddgena de sinalizacdo proteica, que
causa a expressdao de uma sequéncia genética que determina proliferacdo celular,
producdo de matriz, de tecido 6sseo, sintese de colageno, etc. Os fatores de crescimento
nao sdo mutagénicos, somente atuam através da estimulacdo da cicatrizacdo normal, mais
rapida. O PRP ndo possui habilidade de inducdo tumoral e nunca foi relatada tal
ocorréncia (MARX, 2004).

3.2 Fatores de Crescimento

As plaquetas podem ser consideradas um depdsito endégeno de uma variedade de
fatores de crescimento. Muitos dos fatores de crescimento estao estocados nos a-granulos
plaquetérias, incluindo: Fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF)- é o
primeiro fator de crescimento que surge nos ferimentos e inicia a cicatrizagdo do tecido
conectivo através da promocdo da sintese de colageno e proteina. Seu efeito primario
aparece com seu efeito mitogénico para células derivadas da mesoderme como 0s
fibroblastos, células musculares vasculares, células daglia e condrocitos. Sua fungdo mais
importante inclui a angiogénese e a quimiotaxia para fibroblastos e sintese de colageno
(CIVININI et al, 2013) Fator de crescimento transformador beta (TGF-B)- esse fator
quimiotatico estimula a proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco mesenquimais,
estimula quimiotaxia de células endoteliais e angiogénese (CIVININI et al, 2013). Tem
sido reportado como angiogénico e inibidos da formacdo de osteoclastos e proliferacdo
de celulas epiteliais na presenca de outros fatores de crescimento; Fator de crescimento
epitelial (EGF)- Fator de efeito quimiotatico e mitogénico em fibroblastos e células
epiteliais. Foi descrito como indutor de migracdo celular e estimulador da formacdo de
tecido de granulacdo; Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)- Provoca
hiperpermeabilidade de vasos sanguineos. Ele é mitogénico, pro-aptdtico e promove
quimiotaxia e diferenciacdo de células epiteliais, renais e da glia, assim como fibroblastos.
Em adicdo, o Fator de crescimento insulinico (IGF-1), que circula no sangue na forma de
complexo, ligado a proteinas, estimula a formacdo de matriz Ossea, a proliferacdo e
diferenciacdo de células-tronco mesenquimais na condrogénese, adipogénese,
miogénese, promove a diferenciacdo neuronal e induz quimiotaxia nas células vasculares
endoteliais. (ANITUA; ALKHRAISAT; ORIVE, 2012).




3.3 Citocinas

Citocinas, sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoluveis,
variando de 8 a 30 kDa. S&o produzidas por varios tipos celulares, no local de injiria e
por células do sistema imunoldgico, através de proteinas quinases ativadas por mitdgenos.
Elas influenciam a atividade, diferenciacdo, proliferacdo e a sobrevivéncia de células
imunes, assim como regulam a produgdo e atividade de outras citocinas que podem
aumentar (pro-inflamatdrias) ou diminuir (anti-inflamatorias) aresposta inflamatéria (DE
OLIVEIRA etal., 2011). Segundo estudos, a regulacdo do processo inflamatdrio envolve
um equilibrio entre as citocinas pré e anti-inflamatdrias, estas Ultimas possuem efeito
inibitorio sobre as primeiras. De um modo geral, a concentracdo livre de citocinas anti-
inflamatorias em individuos sadios é consideravel, enquanto que as citocinas pro-
inflamatOrias sdo quase inexistentes, pois sua atividade fica confinada ao local de sua
liberagdo e tem uma vida relativamente curta (MOURA; POMERANTZEFF e GOMES,
2001). As citocinas sdo liberadas a partir da migracdo leucocitaria para o sitio de leséo.
As principais citocinas pro-inflamatorias sdo: o fator de necrose tumoral (TNF-a), o IFN-
v (Interferon Gama), a interleucina 12 (IL-12), 1 (IL-1), 2 (IL-2) e as citocinas anti-
inflamatdrias, a interleucina 10 (IL-10), 13 (IL-13), e fator de crescimento [ (TGFp).

O IFN-y, produzido por células Natural Killers e linfécitos T, contribui na resposta
inflamatoria aguda e principalmente na cronica, atraindo macréfagos e aumentando o
nimero de células fagocitarias no local da inflamacdo (SILVEIRA et al., 2009). TNFa,
também conhecida como caquexina, € produzido por mondcitos, macrofagos e linfocitos-
T que sdo abundantes no peritonio e tecido esplancnico. O TGFB possui acdo anti-
inflamatéria, inibindo a produgdo de IL-1, IL-2, IL-6 e TNF. IL-1, é primariamente
produzida por macrofagos e mondcitos, assim como por células ndo-imunes, como
fibroblastos ativados e células endoteliais, durante o dano celular, infeccdo e inflamacao.
IL- 2 é produzida principalmente por células T CD4 e em menor quantidade por células
T CD8+, contribui para a geracdo e propagacdo das respostas imunoldgicas antigeno-
especificas, com meia-vida curta e geralmente ndo é detectada em injdrias agudas. IL-10,
é sintetizada por células imunes e neuroenddcrinas e tecidos neurais, e inibe citocinas pro-
inflamatdrias. IL-13, citocina anti-inflamatdria produzida por linfécitos CD4 células-T,
afeta linfocitos-B e mondcitos, inibindo a producdo de dxido nitrico e varias citocinas
(DE OLIVEIRA et al., 2011). IL-12, citocina pré-inflamatoria, é induzida em linfocitos
e ativa macrofagos (MOURA; POMERANTZEFF e GOMES, 2001).

3.4 Coleta

Um ponto muito abordado na obtencdo de PRP, é quanto ao anticoagulante
empregado na coleta de sangue para esse procedimento. O Acido
Etilenodiaminotetracético (EDTA), apesar de permitir altos nimeros de plaquetas, parece
determinar maior lesdo as mesmas (LANDESBERG; ROY; GLICKMAN, 2000) O PRP
equino geralmente € preparado a partir de sangue total coletado com citrato de sodio (CS)
ou acido-citrato-dextrose (ACD) sem consideracdes que justifiquem o uso de um ou outro
anticoagulante (GIRALDO; LOPEZ; CARMONA, 2015).

O anticoagulante citrato-dextrose-A (ACD-A) é preferido e é o melhor para
viabilidade plaquetaria. O citrato se liga ao célcio para criar a anticoagulagdo, enquanto a
dextrose, 0s tamponantes e outros ingredientes criam o suporte para o metabolismo
plaquetario. ACD-A é o anticoagulante utilizado para estocar plaquetas viaveis para
transfusdo de plaquetas em bancos de sangue. Citrato fosfato dextrose (CPD) também é



usado para desenvolvimento de PRP. Ele € similar ao ACD-A, mas tem menos
ingredientes de suporte e € portanto 10% menos efetivo na manutengdo da viabilidade
plaquetaria (MARX, 2001)

Apobs estudos que avaliaram o efeito do citrato de sdédio (CS), &cido-citrato
dextrose-A (ACD-A) e acido-citrato dextrose-B (ACD-B) sobre a contagem leucocitaria,
plaguetometria e parametros moleculares, como TGF-B1, , concluiu-se que os
anticoagulantes avaliados n&do tiveram influéncia nas contagens celulares ou nas
concentracdes dos fatores de crescimento avaliados, mas o ACD-B aparentemente foi o
pior na avaliacdo, porque produziu menor contagem celular e de fatores de crescimento
quando comparados aos demais anticoagulantes (GIRALDO; ALVAREZ; CARMONA,

2015).

3.5 C¢élulas-tronco adultas

O principal objetivo da medicina regenerativa, € obter a regeneracdo dos tecidos e
evitar a reparacao (cicatrizacdo) dos mesmos (CARMONA,; LOPEZ, 2011). As células-
tronco sdo alvo de diversos estudos em regeneragédo tecidual, pois sdo capazes de evitar a
cicatrizagdo de tecidos lesionados, permitindo seu retorno as suas fungdes
desempenhadas anteriormente a ocorréncia de lesdo. As células-tronco podem ser
classificadas como embrionarias (CTE) ou adultas (CTA). As CTEs sdo derivadas da
massa celular interna do blastocisto cinco dias apos fertilizacdo (em humanos) e podem
ser expandidas em cultura. As CTAs, no entanto, sdo obtidas apds a fase embrionaria (de
blastocisto), sejam elas provenientes de organismo adulto, recém-nascido ou do proprio
feto (TORRES, 2009).

3.6 Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (MSCs), isoladas e expandidas in vitro pela
primeira vez na medula Gssea por Friedenstein e cols. (1966), foram caracterizadas por
sua capacidade de formar colonias aderentes in vitro, as quais, fenotipicamente,

assemelham-se a unidades formadoras de colonia de fibroblastos (UFC).

As células-tronco possuem quatro qualidades que as tornam atraentes para a
medicina regenerativa e seu uso clinico, tais como: quando aplicadas por via intravenosa,
elas se ligam aos tecidos lesionados; podem se diferenciar em diversos tipos celulares;
secretam moléculas bioativas, capazes de estimular arecuperacdo de células lesionadas e
inibir a inflamacéo e ainda por possuirem propriedades imunomoduladoras (KIM.; CHO,
2013).

As MSCs podem ser obtidas a partir da medula Ossea, do sangue do corddo
umbilical e do tecido adiposo, onde sua coleta é mais facimente realizada, além da
obtencdo de maior ndmero de células quando comparado a medula éssea, constituindo-se
num procedimento de execucdo simples e com resultados satisfatorios. A fracdo estromal
do tecido adiposo é constituida de pré-adipocitos, células endoteliais, macréfagos,
fibroblastos e também por MSCs, que quando apropriadamente estimuladas, d&o origem
a0sso, cartilagem e adipocitos (CLAUDIO-da-SILVA etal, 2009). A partir da descoberta
de que as MSCs derivam do tecido perivascular, dos pericitos, ocorreram mudancas
significativas em como elas se originam e sua funcdo in vivo durante a resposta do corpo
as injurias e sua demanda por regeneracao/reparo. Apods a lesdo tecidual, os pericitos sao
liberados de sua associacdo com a lamina basal do vaso sanguineo situado no local de
lesdo ou inflamacdo e essa célula agora, funciona como uma MSC, com um fenétipo de

6



MSC ativado, que é a chave nas alteracfes quimicas gue ocorrem nesse microambie nte.
Essa € aprimeira linha de defesa contra reages imunes na regido da lesdo e areas vizinhas
e em coordenacdo com essa defesa, as MSCs iniciam a secre¢do de moléculas (fatores)
que iniciam o processo de regeneracdo tecidual (ndo o reparo) da lesé@o e regides vizinhas
amesma (CAPLAN, 2015). Uma vez no local da injuria, as MSCs, promovem a inibicdo
da formacdo de fibrose (cicatriz), inibem a apoptose por isquemia tecidual, promovem a
angiogénese e a mitose celular, todas essas acOes mediante a producéo de fatores troficos
(CAPLAN; DENNIS, 2006).

As técnicas utilizadas para obtencdo de MSCs equinas sdo: aspirado de medula
Ossea realizado no esterno ou na tuberosidade coxal, que pode ser cultivado para obten¢do
das MSCs (MO-MSCs) ou imediatamente processadas para obtencdo do concentrado de
medula 6ssea (CMO), que pode ser aplicado no paciente sem o prévio cultivo celular;
coleta de tecido adiposo da regido da base da cauda, que pode ser cultivado para obtengdo
das células-tronco adiposas (Ad-MSCs) ou por processo de digestdo ser obtido uma
populacdo celular heterogénea nomeada células-tronco derivadas da fracdo vascular do

tecido adiposo (Ad-MSCs/FVA) (SCHNABEL etal.,, 2013).

Células-tronco sdo rotineiramente empregadas na medicina regenerativa equina,
em tratamentos de lesbes tendineas discretas sendo aplicadas diretamente no local da
lesdo com injecdo guiada pela ultrassonografia (GODWIN et al, 2012), também por
perfusdo regional intravenosa em casos de muktiplas lesdes tendineas ou ligamentares na
mesma estrutura lesionada (SOLE et al, 2012). Muitos protocolos de tratamento s&o
baseados numa aplicacdo Unica de células-tronco, mas € importante salientar a
necessidade do exame fisico e ultrassonografico no acompanhamento do tratamento, pois
pode ser necessario outra aplicacdo se em 30 dias ap0s a primeira injecdo, ndo ocorrer
melhora de no minimo 50 % nos graus de claudicacdo e achados ultrassonogréaficos, sendo
também de grande importancia o protocolo de reabilitacdo para o sucesso do tratamento
(SCHNABEL et al., 2013).

A busca atual por farmacos ou compostos bioldgicos com efeitos regenerativos
tem causado a substituicdo de terapias com efeitos sintoméaticos, como o emprego de anti-
inflamatdrios ndo esteroidais e esteroidais, aplicacbes de &cido hialurénico, entre outros
por tais compostos. (CARMONA; LOPEZ, 2011).

3.7 Combinacdo do uso de PRP e MSCs

O uso da associacdo de PRP e MSCs tem-se mostrado promissor na prética clinica
em diferentes tipos de lesbes musculoesqueléticas e tem se observado efeitos aditivos das
técnicas na regeneracdo tecidual dessas lesbes. Assim, as pesquisas buscam respostas
quanto & interacdo do PRP e das MSCs.

A gquimiotaxia e aquimiocinese de células-tronco mesenquimais obtidas de medula
6ssea equina foram maiores no concentrado de medula 6ssea e no PRP com alto nimero
de leucocitos que no PRP com baixo ndmero de leucocitos, entretanto, os 3 agentes
biolbgicos recrutaram 0 mesmo nimero de células-tronco mesenquimais obtidas de
medula Ossea equina , sugerindo que as diferencas entre os efeitos regenerativos, como
os fatores de crescimento devem ser fortemente considerados para aescolha de um agente

bioldgico para tratamento de lesdes musculoesqueléticas ( HOLMES et al, 2018) .

A inducdo da linhagem condrogénica pode ser atingida a partir do uso de MSCs e
quando empregado PRP e MSCs, ocorreu melhora da funcionalidade e sustentabilidade
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de articulagdes lesionadas em cavalos com média a moderada claudicacdo, devido a
osteoartrite na articulagdo metacarpo-falangeana em até doze meses ap0s o tratamento
(BROECKX etal., 2014).

A associagdo de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (AdMSCs/FVA)
com o PRP mostrou sucesso na reabilitacdo de tendinites em 14 de 16 cavalos que
mostraram recuperacdo funcional e retorno as suas atividades. As ADMSCs/FVA foram
inoculadas no tenddo lesionado apds sua dispersdéo em PRP, um arcabougo fisioldgico
que teve papel importante no desenvolvimento e manutencdo das células nos sitios de
lesbes, contribuindo para o processo de reparacdo tecidual (DEL BUE et al., 2008). Em
outro estudo com nove cavalos atletas, em que se realizou a terapia combinada de
AdMSCs/FVA e PRP , os achados ultrassonograficos das lesGes tendineas apds o
tratamento combinado, demonstraram sinais indicativos de reparacdo tecidual
morfologicamente comparavel , em termos de tamanho e alihhamento das fibras
tendineas, com o tecido saudavel (GUERCIO et al., 2015).

E comum na préatica clinica para o tratamento de tendinites, o uso da aplicagdo do
PRP assim que se estabeleceu a lesdo com concomitante realizagdo do aspirado de
medula-6ssea e em uma segunda etapa do tratamento, com inje¢do de MO-MSCse PRP
apos o cultivo celular do aspirado. Células-tronco e PRP ndo devem ser misturados numa
mesma seringa, pois 0 PRP pode formar um coégulo que ndo permite a injecdo, para evitar
esse problema, injeta-se o PRP e a MO-MSCs sequencialmente, usando amesma agulha,
mas ndo misturados juntos antes da aplicacdo (SCHNABEL et al., 2013).

A avaliacdo invitro daassociagdo de lisado de plaquetas (PL), que se difere do PRP
pela presenca do plasma no mesmo e ADMSC, mostrou que o lisado de plaquetas foi
capaz de promover a proliferacdo de AAMSC, provavelmente como consequéncia de seu
alto teor de fatores de crescimento e diferenciagdo, indicando seu potencial como um
suplemento promotor de crescimento para MSC equinas como substituto do soro fetal

bovino ou equino (DEL BUE et al., 2008).

Mesmo o Plasma Pobre em Plaguetas (PPP) ndo sendo tdo concentrado em
plaquetas, ele foi capaz de sustentar efetivamente o crescimento e a sobrevivéncia de
células-tronco derivadas de tecido adiposo. Como subproduto, pode ser Util em aplicaces
onde é desejavel cultivar células autdlogas para aplicagdes terapéuticas. Usando PPP,
seria possivel cultivar células-tronco derivadas de tecido adiposo sem soro de origem
bovina ou outras fontes xenogénicas e, portanto, nos fornecer a oportunidade para
produtos de engenharia de tecidos que podem ser usados em pacientes sem o risco de
xenoimunizacdo de proteinas bovinas acumuladas ou contaminagdo por prions
(SCHALLMOSER etal., 2007) (TAVAKOLINEJAD etal., 2014).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de sangue para obtencdo do PRP

O sangue para obtencdo do PRP foi coletado de seis equinos, provenientes do
Jockey Club Brasileiro (Rio de Janeiro-RJ), da ragca Puro Sangue Inglés, higidos, com
idade entre 3 a 5 anos de idade, machos e fémeas. Os animais foram previamente
submetidos a exame clinico (anamnese, exame de mucosas, frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratoria, tempo de perfusdo capilar, ausculta intestinal, respiratoria e
cardiaca) e avaliagdo hematologica (hemograma completo) previamente a coleta, para
entdo serem qualificados para inclusdo no experimento.

Foram coletados cerca de 45 ml de sangue total na veia jugular de cada animal,
apos antissepsia da pele. Para a coleta foram utilizados tubos para coleta de sangue a
vacuo com 0,5ml do anticoagulante citrato de sédio.!

4.2 Definicdo do protocolo de obtencdo de PRP

O PRP foi obtido (Figura 1), apos adaptacdes de protocolos de duas centrifugacdes
descritos por Arglelles et al, (2006), Amable et al, (2013), DeRossi et al, (2009) e
Venddramin et al, (2006). A partir das fracbes obtidas nas variagdes da técnica,
quantificou-se o nimero de plaquetas e de leucécitos através do contador de células?, no
Laboratorio de Analises Clinicas do Jockey Club Brasilkeiro (LACVET) de onde
obtivemos o protocolo nimero 4 incluido no estudo®. O protocolo 6 foi determinado apds
execucdo do primeiro estudo, quando resolvemos combinar as técnicas de nimero 1e 2,
a fim de obtermos maior concentracdo plaquetaria e menor leucocitaria, assim como é
preconizado na literatura como sendo o protocolo ideal para obtencdo de PRP.

Cada protocolo foi repetido cinco vezes. Em cada repeticdo, o sangue utilizado era
de um Unico doador para a execucdo de todos os protocolos estudados.

1 Vacuplast
2 HORIBA ABC Vet/ ABX Diagnostics
3 Fornecido pela médica-veterinaria responsaveltécnicado LACVET, Rosalie Joslin Kowal
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Figura 1 llustragdo das etapas para obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP),
utilizadas neste experimento. Fonte: http//hardwickclinic.co.uk/treatments/prp/

O concentrado de plaquetas que obtivemos apds as duas centrifugacdes
estipuladas em cada protocolo, foi ressuspendido em 8% do volume inicial de sangue
total em Phosphate Buffered Saline/ Tampdo Fosfato-Salino (PBS). Toda manipulacédo
dos produtos obtidos ap6s cada centrifugacdo, foi realizada em capela de fluxo laminar,
sob condicGes ideais para evitar a contaminacdo de quaisquer tipos de contaminantes
externos.

Toda execucdo dos protocolos foi realizada no laboratério de Biologia da Matriz
Extracelular do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal do Rio de

Janeiro (LBMEC/ICB/UFRJ).

Na tabela a seguir (Tabela 1), estdo demonstrados os tempos de centrifugacéo e
velocidades estudados para obtencdo do PRP equino.
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Tabela 1 Protocolos estudados para obtencdo do PRP (Plasma Rico em Plaguetas)

Protocolo Forca(g)da Tempodal* Forga(g)da Tempoda 22 Autores

18 centrifugacdo 22 centrifugacdo
centrifugacdo (minutos) centrifugacdo (minutos)
1 114 5 247 5 (ARGUELLES
etal., 2006)
2 293 5 697 16 (AMABLE et
al., 2013)
3 293 5 624 5 (DEROSSI et
al., 2009)
4 203 10 400 10 LACVET
5 293 10 660 10 VENDDRAMIN
etal., 2006)
6 114 5 697 16 (Protocolo
proposto)

4.3 Analise hematoldgica

Uma amostra de sangue total foi coletada em tubo a vacuo com EDTA* e
destinada
a andlise hematologica para conhecimento da linha de base leucocitaria e plaquetaria dos
animais.

A analise hematoldgica foi realizada através do contador de células! no Laboratério
de Andlises Clinicas do Jockey Club Brasileiro (LACVET).

4.4 Coleta de tecido adiposo equino, isolamento e cultivo de células-tronco
mesenguimais (MSCs) obtidas a partir do tecido adiposo

Cinco equinos da raca Puro Sangue Inglés, provenientes do Jockey Club Brasileiro
de ambos os sexos, de dois a cinco anos de idade, foram sedados com cloridrato de
xilazina 10%° (1 mg/Kg, via intravenosa), mantidos em estagdo num tronco para
contencao.

O tecido adiposo para obtencdo das MSCs, foi coletado daregido localizada sobre
a superficie dorsal do musculo gliteo, na base da cauda préximo a inser¢do da mesma.
Apds a tricotomia e antissepsia da regido, infiltrou-se pele e tecido subcutaneo com
cloridrato de lidocaina 2% %. Realizou-se uma incisdo de aproximadamente 5 cm de
comprimento e divulsdo do tecido subcutaneo, que permitiu a visualizacdo do tecido
adiposo entre a pele e a musculatura para a coleta do mesmo. Aproximadamente 5 ml de
tecido adiposo foi coletado e estocado em um tubo cénico de 50 ml contendo meio
RPMI7, onde a amostra foi totalmente imergida e mantida sob refrigeracdo num recipiente

4 BD Vacutainer

5 Xilazina 10% Venco

6 Xylestesin 2%

7" RPMI-16407 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)
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térmico até ser encaminhada ao laboratorio para o processamento da amostra. A pele foi
suturada com fio nylon 08 com pontos simples separados (RIBEIRO et al, 2013). A regido
da base da cauda, foi o local de coleta por ser uma area de facil acesso com auséncia de
vasos importantes e Otima visualizacdo e obtencdo de tecido adiposo (Figura 2) (DE
MATTOS CARVALHO et al, 2009). Uma dose Unica de 1,1mg/kg de peso do anti-
inflamatério ndo esteroidal flunixim-meglumine® foi aplicada por via intravenosa para
efeitos anti-inflamatorios.

Figura 2 Coleta de tecido adiposo equino da regido glitea para obtencdo de
células tronco (Fonte: arquivo pessoal)

Para o isolamento da fragdo vascular do tecido adiposo foram realizadas 3 lavagens
da amostra do tecido adiposo com PBS em tubos Falcon para eliminar as células
vermelhas (AMABLE et al, 2013). Para o isolamento da fragdo vascular estromal, as
amostras de tecido adiposo foram submetidas a picotes do tecido em fragmentos de 1 a 2
mm, usando lamina de bisturi n° 1519 (RIBEIRO et al, 2013) e acdo digestiva da
colagenase tipo 1Al 0,1% p/v em meio de cultivo 12, pré-incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente, seguido de 15 minutos em banho maria a 37° C com agitacdo
(AMABLE et al, 2013). Efetuou-se a neutralizacdo do agente proteolitico adicionando 1
volume de DMEM suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino!® e posteriormente

8 Shalon

9 Flunixim Injetavel Chemitech

10 Splidor

11 Sigma, C9891

12 Dubelcco’ s Modified Eagle Medium - DMEM
13 vitrocell
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realizamos a fittragem com cell strainer 10 micras!4. A suspensdo de células foi
centrifugada a 697xG durante 10 minutos e o pellet de células obtido, foi ressuspenso em
DMEM 1% suplementado com 10% de soro fetal bovino® (DF10) e plagueado em garrafas
de cultivo com concentragdo de 2g de tecido inicial para cada 25 cm? de area de cultivo
(AMABLE etal, 2013).

As garrafas de cultivo celulares foram mantidas em temperatura de 37° C em
atmosfera contendo 5% de CO2. O meio de cultivo foi trocado duas vezes por semana e
quando a confluéncia méaxima de 75% foi atingida, as células aderentes foram soltas
usando uma solucdo de tripsinal® 0,125% PBS EDTA tetrassodico 0,02% em PBS e em
seguida quantificadas em Camara de Neubauer através da técnica de exclusdo de células
ndo vidveis coradas pelo corante azul de tripan!’ 0,4% em PBS (“dye exclusion method”),
a fim de obtermos o total de células vidveis (AMABLE et al, 2013). Apds esse processo,
as MSCs foram criopreservadas em botijdo de nitrogénio liquido em pellets contendo 5
milhdes de celulas, que posteriormente foram colocadas em novo cultivo celular e quando
atingiram a confluéncia maxima de 75%, eram tripsinizadas como descrito acima e
mantidas em cultivo até obtermos o nimero final de 20 milhdes de células para serem
utilizadas no teste de proliferacdo celular.

Figura 3 — Células-tronco mesenquimais obtidas a partir de tecido adiposo
equino. Fotografia de microscépio dptico invertido, aumento de 100 X. (Fonte:
arquivo Cellen)

45 Cultivo de PRP com células mesenquimais equinas- Teste de proliferagdo
celular

Avaliou-se aproliferacdo celular de MSCs cultivadas em conjunto com o protocolo
de obtencdo de PRP que proporcionou a obtencdo de maior concentracdo plaquetaria. Os
cultivos celulares foram mantidos em garrafas de cultivo celular com volume de 5ml, em

14 CLS431752 Sigma
15 vitrocell

16 SIGMA

17 Azul de tripan Vetec
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temperatura de 37°C e 5% de CO2, durante dez dias até obtermos o total de 20 milhGes
de células.

Realizamos o estudo com trés diferentes concentragfes de PRP e de PPP, que
foram respectivamente de 2; 5 e 10%. A concentragdo de PRP e PPP nos cultivos foi
determinada em v/iv e os valores escolhidos foram determinados em razdo de
normalmente utilizar-se em meios de cultivo de MSCs, como suplemento, a concentracao
de soro fetal bovino a 10%, sendo assim, abordamos trés concentracfes diferentes de PRP
tendo como valor maximo 10%. Estabeleceu-se ainda os grupos de Controle Positivo
(CP) e Controle Negativo (CN).

Os grupos foram assim denominados:

1- Controle Positivo (CP)- meio DF 10 sem célcio e 2 X 10°MSCs

2- Controle Negativo (CN)- meio DMEM com calcio e 2 X 10°MSCs
3- Grupo 1- DMEM sem célcio com 2% de PRP e 2 X 10° MSCs

4- Grupo 2- DMEM sem célcio com 5% de PRP e 2 X 10° MSCs

5- Grupo 3- DMEM sem célcio com 10% de PRP e 2 X 10°MSCs

6- Grupo 4- DMEM sem célcio com 2% de PPP e 2 X 10°MSCs

7- Grupo 5- DMEM sem célcio com 5 % de PPP e 2 X 10°MSCs

8- Grupo 6- DMEM sem célcio com 10% de PPP e 2 X 10°MSCs

DF 10 constitui-se num meio ja estabelecido para cultivo celular, composto de
meio DMEM (Dubelcco’ s Modified Eagle Medium) acrescido de 10 % de soro fetal
bovino, por isso foi estabelecido controle positivo. O controle negativo foi estabelecido
como o0 meio DMEM com célcio, sem o acréscimo de soro fetal bovino.

Nos grupos onde o PRP e o PPP foram usados como suplementos dos meios de
cultivo, utilizou-se o DMEM sem célcio para evitar a formacdo de rede de fibrina, que

inviabilizava os cultivos.

Toda execucdo dos cultivos celulares foi realizada no laboratorio de Biologia da
Matriz Extracelular do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (LBMEC/ICB/UFRJ).

4.6 Estatistica

Osdados brutos foram testados pelo método estatistico Shapiro-Wilk e em seguida,
os dados foram normalizados aplicando-se transformacéo logaritmica (Log,), em
seguida analisados pelo teste ANOVA e teste de Turkey. Os dados ndo normais foram
analisados pelo teste Kruskal-Wallis com o = 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Definicdo do protocolo de obtencédo do PRP

A partir da avaliacdo de seis protocolos de obtencdo do PRP, cinco utilizados em
outros laboratdrios e um protocolo proposto pelo presente estudo apds observagdo das
diferentes concentracfes plaquetarias e leucocitarias em cada fase de obtencdo do PRP
nos cinco protocolos ja descritos, obtivemos 0s seguintes resultados referentes as

concentragdes plaquetarias e leucocitarias (Tabela 2):

Tabela 2 - Concentracdes plaquetérias e leucocitarias médias dos protocolos de obten¢do
do PRP

Protocolo Conc plaquetéria Conc leucocitéria Autores
1 479.000/ mm? 467/ mm? (ARGUELLES et al., 2006)
2 644.000/ mm? 333/ mm? (AMABLE etal., 2013)
3 512.000/mm? 934/ mm? (DEROSSI etal., 2009)
4 467.000/ mm? 1.296/ mm? Laboratério JCB-LACVET
5 376.000/ mm? 69/ mm?3 (VENDDRAMIN et al., 2006)
6 1.173,000/mm? 600/ mm? (Protocolo proposto)

Comparando a capacidade de concentragdo plaquetaria nos diferentes protocolos
de PRP, em relacdo a concentracdo plaquetaria basal, observamos o seguinte grafico
(Figura 3):
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Figura 3 Capacidade de concentragdo de plaquetas dos protocolos testados para
obtencdo do PRP, em relacdo a média basal de plaquetas. Boxplot com * indica
diferenca estatisticamente significativa entre os protocolos (Valor P=0,000025456).
Teste Kruskal-Wallis.

Em relacdo a contagem leucocitaria nos diferentes grupos, temos o gréfico abaixo
(Figura 4), que indica a concentracdo leucocitaria nos diferentes grupos de PRP:
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Figura 4 Concentracdo de leucdcitos por mm? nos diferentes protocolos de obtengdo de
PRP. Valor P=0,150369. Teste Kruskal-Wallis.

A partir dos resultados iniciais de cinco protocolos de obtencdo de PRP ja
descritos na literatura, nos foi possivel propor um novo protocolo e assim avaliamos seis
protocolos para obtencdo de PRP equino. O parametro de concentracdo plaquetaria final
no PRP, foi o principal em nosso estudo, permitindo em nosso trabalho, elegermos o
melhor protocolo dentre os seis estudados, aquele que obtivesse maior concentragao
plaquetaria final.

O PRP humano deve conter em media, cinco vezes o valor de plaguetas a partir
dos niveis fisioldgicos, (MARX et al, 2004). O protocolo 6 produziu concentracdo de
plaguetas de 1.173,000/ mm?3, sendo 10,2 vezes maior que o valor da plaquetometria basal
de 115.000/ mm?.

Em relacdo a concentracdo leucocitaria, o protocolo 6 mostrou perfil similar aos
demais, ndo apresentando diferenca significativa dos demais protocolos estudados. A
concentragdo leucocitaria no PRP, é um ponto de discussdo comum sendo abordado com
recorréncia na literatura pertinente. Carmona et al (2005), descrevem que concentrados
plaguetarios com maiores concentracfes de leucdcitos, produziram reacdes inflamatorias
nos primeiros dias apos a aplicacdo intra-articular em cavalos com degeneragéo articular,
provavelmente devido ao efeito quimiotatico dos leucdcitos presentes nesse concentrado.
Arglelles et al (2005), ndo encontraram reac6es inflamatdrias apos aplicacdes de similar
concentrado plaquetario em tecidos moles. Arglelles et al (2006), relatam que essa
observacdo clinica pode sugerir que os componentes celulares de concentrados de
plaquetas de equinos podem ter uso terapéutico modificado dependendo do tipo de lesao
a ser tratada.
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Em consideracdo ao uso de protocolos de medicina humana para obtencdo de PRP
equino, Arglelles et al (2006), descrevem que protocolos humanos ndo devem ser
adotados para cavalos, pois o efeito da sedimentagdo no citoplasma das plaquetas entre
essas espécies, é diferente. O protocolo 2, que é de medicina humana, teve como resultado
em nossas condi¢fes de estudo, uma concentracdo de 5,6 vezes o valor médio basal de
115.000/ mm?, podendo desta forma ser utilizado em medicina equina de forma eficiente

quando o Unico parametro adotado é a contagem plaquetaria final do PRP.

Apenas 0 protocolo 5 em nossas condicfes de estudo, ndo obteve a concentragcéo
plaquetaria final nos niveis recomendados de 5 vezes o valor basal em humanos (MARX,
2004). Venddramin et al (2006), relataram que alcancaram concentracdo plaquetéria de
4,5 vezes o valor basal médio, entretanto, em nossas condicdes de estudo, conseguimos
com adaptacdo da técnica descrita pelos autores, o valor de 3,3 vezes o valor basal
plaquetario médio de 115.000/ mm?.

O protocolo de nimero 3 em nosso trabalho, foi adaptado com redugédo dos tempos
de centrifugacdo empregados em relagdo ao protocolo original de De Rossi et al (2009).
Reduzimos os tempos de centrifugacdo pela metade e observamos como resultado final
uma concentracdo plaquetaria de 4,5 vezes o valor médio basal de nosso estudo. De Rossi
et al (2009), obtiveram concentracdo plaquetaria de 4 vezes o valor basal em seu estudo.
Diante desse resultado, podemos sugerir que o tempo de centrifugacdo € um importante
parametro nas técnicas de obtencdo de PRP e pode determinar variagdes na concentragao
plaquetaria final do PRP obtido.

O protocolo 4, utilizado na rotina do LACVET, apesar de ndo possuir referéncias
anteriores na literatura, foi incluido em nosso trabalho, pois acreditamos ser relevante seu
estudo, visto ser um protocolo adotado em um laboratério de relevancia na medicina
equina de cavalos de corrida em especial. Obtivemos nesse protocolo, concentracdo de
4,1 vezes o valor plaquetario basal médio, sendo considerado apropriado seu uso para
obtencdo de PRP equino.

5.2 Teste de Proliferagdo de MSCs com diferentes concentracées de PRP e PPP

A caracterizacdo das MSCs em medicina veterinaria, baseia-se nos mesmos
critérios adotados em medicina humana, sendo eles, sua capacidade de proliferacdo como
células aderentes, sua capacidade de diferenciar-se em linhagens osteogénica,
condrogénica e adipogénica e seu imunofenotipo (MARX et al, 2015). Também se sabe
que o cultivo de MSCs com outros produtos, afeta seu potencial de diferenciacdo
(CASTRO et al, 2014) e por acharmos de extrema importancia a compreensdo dos
possiveis efeitos invitro do PRP e do PPP sobre as MSCs, estudamos o efeito dos mesmos
sobre a proliferacdo celular das MSCs.

Apos o cultivo de MSCsem conjunto com diferentes concentracdes de PRP e PPP
durante dez dias, avaliamos em camara de Neubauer a contagem celular final de MSCs e
assim concluimos como a concentracdo de PRP e PPP influenciou a proliferacdo de tais

células in vitro quantitativamente (Tabela 3) e qualitativamente (Figura 7).

Somente foi possivel quantificar o total de células nos grupos: controle positivo
(CP)- DF 10, 2% de PRP, 5 % de PRP e 2 % de PPP, os demais grupos (controle negativo
(CN), 10% de PRP, 5 % de PPP e 5 % de PPP) ndo apresentaram proliferacdo celular

suficiente suficientes para contagem em camara de Neubauer.
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Tabela 3 - Numero de MSCs em cultivo com diferentes concentracdes de PRP e PPP

Grupo Meédia do nimero de MSCs Teste de Tukey
/(Logz)
CP 1,21 x 105(19,3) a
PRP 2% 1,99 x 10° (16,2) ab
PPP 2 % 3,34 x 104 (14,3) ab
PRP 5 % 2,36 x 104 (13,8) b

Dados convertidos no log base 2 (Parénteses) para normalizagdo e posterior analise de variancia, teste de
Tukey, letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos. Valor P = 0,029426016

Nossos resultados demonstraram que o acréscimo de PRP nas concentracdes de 2
e 5% e de PPP a 2%, ndo inibiram a proliferacdo celular das MSCs. A proliferacdo das
MSCs exibida pelo acréscimo de PRP e PPP na concentragdo de 2 % foi estatisticame nte
comparavel a proliferacdo observada no grupo controle positivo, onde sabidamente a
proliferacdo celular é estimulada, ou seja, os grupos CP, PRP e PPP na concentragdo de
2% foram quantitativamente semelhantes estatisticamente.

Figura 5 Cultivo de células tronco mesenquimais (MSCs). Controle positivo “a”.
Controle negativo “b”. Cultivo de MSCs com 2 % de plasma rico em plaguetas (PRP)
“c”. Cultivo de MSCs com 5 % de plasma rico em plaquetas (PRP) “d”. Cultivo de

MSCs com 2 % de plasma pobre em plaquetas (PPP) “e”.

Observamos que inicialmente o Grupo PRP nas concentracGes de 5 e 10% exibiam
maior proliferacdo celular das MSCs ao visualizarmos o0s meios de cultivo ao
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microscopio. Essa proliferacdo diminuia de forma considerdvel a partir da segunda troca
de meio com notada reducdo de sua morfologia fibroblastoide. O cultivo das MSCs com
PRP a2 % demonstrou n&o alterar a morfologia celular inicial, indicando que este meio
além de ndo inibir a proliferacdo, também foi capaz de manter a sua morfologia.

Nos cultivos com PRP a 5% e PPP a 2 %, as células perdiam suas caracteristicas
morfoldgicas iniciais, demonstrando alteracdo fenotipica, de fibroblastoide, para células
aparentemente de maior &rea citoplasmética, sugerindo que ocorreram alteracdes de
morfologia, que podem estar associadas a diminuicdo da proliferacdo celular in vitro,
assim como recentemente, Yang et al (2018), observaram o0 comprometimento da
capacidade replicativa de células-tronco mesenquimais conforme aumentou-se 0 nimero
de passagens das mesmas, com perda de suas caracteristicas fibroblastoides inicial,
tornando-se mais achatadas e maiores nas Gltimas passagens.

Amable et al (2014), estudaram diferentes concentracfes de PRP humano (de 1
até 50 % de PRP) sobre a proliferacdo celular de células-tronco mesenquimais. O PRP na
concentracdo de 10% obteve o efeito médximo no aumento da proliferacdo celular.
Concluiram também, que células mesenquimais estromais derivadas de diversos tecidos,
possuem propriedades diferentes quanto & diferenciacdo, angiogénese, inflamacdo e
potencial de remodelamento da matrix extracelular quando cultivadas em meio com
suplementacdo de PRP. Nosso estudo em medicina equina, demonstrou que a
concentracdo de 10% de PRP n&o foi capaz de estimular a proliferagdo celular das MSCs,
impossibilitando inclusive a contagem de células ao final do experimento nessa

concentracdo de PRP equino.

Naskou et al (2018), obtiveram ap06s o cultivo de MSCs com lisado de plaquetas,
proliferacdo celular comparavel a obtida com soro fetal bovino utilizado rotineirame nte
com a finalidade de suplementar o meio de cultivo de MSCs e sugeriram inclusive, que o
soro fetal bovino poderia ser substituido pelo lisado de plaquetas.

Stessuk et al (2015), avaliaram a proliferacdo celular de células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSCs) sob influéncia de diferentes
concentragbes de PRP e observaram que a concentracdo de PRP é inversamente
proporcional a proliferacdo celular de ADSCs, ou seja, menores concentragdes de PRP
determinaram maior proliferacdo celular. Os resultados obtidos em medicina humana por
esses autores, se assemelham aos nossos em medicina equina, entretanto, 0s mesmos
obtiveram melhor proliferacdo no grupo PRP 10% e trabalharam com concentragfes de
PRP até 100%, em nosso estudo, a proliferacdo celular foi inibida na concentracdo de
10% de PRP e este foi o valor maximo de concentracdo por nds avaliada. A diferenca
entre os estudos que pode justificar tal diferenca, refere-se ao tempo escolhido para os
ensaios, que em nosso caso, foi de dez dias de cultivo e pelos pesquisadores acima, apos
dois dias de cultivo. O cultivo em dez dias justifica-se pela rotina de aplicacdo das MSCs
para seu uso in vivo.

Felthaus et al (2017), em seu estudo sobre diferentes concentracdes de PRP e de
PPP sobre a vitalidade e diferenciacdo de células-tronco aut6logas derivadas de tecido
adiposo, observaram que tanto o PRP como o PPP poderiam ser usados pra expandir as
células-tronco sem aditivos xenogénicos na cultura das células e que o PRP na
concentracdo de 20 % tem efeitos inibitorios. Também descrevem que o PPP embora
possua muito menos plaquetas que o PRP, ainda € um suplemento valioso para promover
0 crescimento e diferenciacdo celular sem aditivos xenogénicos, além de ser obtido em
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um volume maior do que o PRP. Em nossa avaliagdo, obtivemos resultados semelhantes,
tendo sido o PPP também capaz de promover a proliferagdo celular.

A continuidade de nossos estudos pode esclarecer algumas perguntas sobre o uso
combinado de PRP e MSCs em equinos. Realizamos, a avaliagdo in vitro do efeito do
PRP sobre a proliferacdo celular de MSCs, mais abordagens da combinacdo PRP e MSCs

podem elucidar melhor tal associacdo e contribuir para o uso clinico direcionado e mais
eficiente dessa combinag&o.
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6 CONCLUSAO

O protocolo de obtencdo de PRP proposto nesse estudo, foi mais eficaz em concentrar
plaquetas que os demais protocolos estudados.

Os resultados dos protocolos para obtencdo de PRP de outros estudos, ndo se
repetiram nas nossas condicdes de estudo, indicando a necessidade de adequacdo de um
protocolo proprio para cada laboratorio.

As concentracfes de PRP e de PPP no meio de cultivo celular, influenciaram a taxa
de proliferacdo das células-tronco mesenquimais obtidas de tecido adiposo equino.

O PRP na concentracdo de 2%, ndo inibiu a proliferacdo celular e nem prejudicou a
sua morfologia, sendo esses resultados comparaveis aos obtidos no grupo controle
POSItivo.
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