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RESUMO

MARQUES, Ana Paula Lopes. Plasma rico em plaguetas e mastite bovina: protocolo de
obtencao, atividade in vitro e resposta da glandula mamaria. 2014. 83p. Tese (Doutorado
em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Objetivou-se padronizar uma técnica manual para a obtencdo de plasma rico em plaquetas
(PRP) aut6logo em bovinos para uso na rotina clinica. O sangue (450 mL) de nove vacas foi
separado em aliquotas para avaliar 8 protocolos de centrifugagdo dupla que variaram quanto a
velocidade e o tempo de centrifugacdo. Todos os protocolos (P1 a P8) foram eficientes em
concentrar plaquetas sendo P5 e P8 os que mais se destacaram na concentracdo de plaguetas
(890,53 + 277,14 e 702,23 + 298,8 % em relacdo ao sangue total) (p>0,05). Ao se comparar
com o P5, o P8 apresentou maior nimero de leucdcitos e obteve maior concentracdo de TGF-
Bl (2422,67 + 509,97 pg/mL) (p<0,05). Os protocolos P5 e P8 que apresentaram bons
resultados foram utilizados para avaliar o efeito antibacteriano in vitro de PRP puro, plasma
pobre em plaquetas (PPP), gel de PRP e PPP e plasma (P) contra uma cepa padrdo de S.
aureus. A maior atividade antimicrobiana foi observada para os géis de PRP de ambos 0s
protocolos (p>0,05), confirmando a importancia da segunda centrifugacdo com maior
velocidade e tempo e a ativagdo plaquetaria para obtencdo de melhores resultados. Nos
ensaios in vivo a partir de aplicacdo intramamaria de PRP em vacas com mastite subclinica
houve efeito sistémico, alterou-se hematimetria e ocorreu mobilizacdo de leucdcitos
sanguineos com consequente aumento das células somaticas, mas reduzido estresse oxidativo
na glandula sugerindo atuacdo positiva do PRP como agente quimiotatico de atividade
deletéria nos tecidos reduzida.

Palavras chave: concentrado de plaquetas, fator de crescimento, TGF-B1, terapia celular,
efeito antimicrobiano
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ABSTRACT

MARQUES, Ana Paula Lopes. Platelet-rich plasma and bovine mastitis: obtaining
protocol, in vitro antimicrobial activity and response of the mammary gland. 2014. 83p.
Thesis (Doctor Science in Veterinary Medicine, Clinical Sciences). Institute of Veterinary,
Federal University of Rio de Janeiro, Seropédica, 2014.

Aimed to standardize a manual technique for obtaining autologous platelet-rich plasma (PRP)
in cattle for use in clinical practice. Blood (450 mL) from nine cows was divided into aliquots
for test eight protocols (double centrifugation) which varied as the speed and time of
centrifugation. All protocols (P1 to P8) were efficient to concentrate platelets being P5 and P8
the most concentrated platelets (890.53 + 277.14 and 702.23 + 298.8% compared to whole
blood) (p>0.05). Comparing with the P5, P8 showed a higher number of leukocytes and
obtained higher concentration of TGF-B1 (2422.67 + 509.97 pg/mL) (p<0.05). Because of
good results, protocols P5 and P8, were used to assess the antibacterial effect of pure PRP,
platelet-poor plasma (PPP), PRP and PPP gel and plasma (P) against a standard strain of S.
aureus. The highest antimicrobial activity was observed for PRP gels of both protocols (p>
0.05), confirming the importance of the second centrifugation with greater speed and time,
and platelet activation to obtain better results. In vivo assays from intramammary application
of PRP in cows with subclinical mastitis was observed systemic effect, has changed the red
blood cells and was mobilizing blood leukocytes with consequent increase in somatic cells,
but reduced oxidative stress in the gland suggesting positive actions of PRP as chemotactic
agent and reduced deleterious activity in the tissues.

Keywords: platelet concentrate, growth factor, TGF-B1, cell therapy, antimicrobial effect
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°C - graus centigrados (Escala Celsius de temperatura)
AMPs - Peptideos antimicrobianos

ASD - adenosina difosfato

CCS - Contagem de células somaticas

CD34+ - Tipo de célula mieldide progenitora pluripotente
CEUA - Comité de ética no uso de animais

CHCM - Concentracao de Hemoglobina Corpuscular média
CMT - California Mastitis Test

CP - Concentrado de plaquetas

CPDA-1 - citrato-fosfato-dextrose-adenina

CTGF - Fator de crescimento do tecido conjuntivo

DMCYV - Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria
DMIV - Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria
DNA - &cido desoxirribonucléico

ECN - estafilococos coagulase negativa

ECP - estafilococos coagulase positiva

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

EGF - Fator de crescimento epidermal

ELISA - Ensaio de imunoabsor¢do enzimatico

ERO - Espécies reativas de oxigénio

ESALQ/USP - Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz"/Universidade de Sdo Paulo
EUA - Estados Unidos da América

FC - fatores de crescimento

FCP - fator de crescimento plaquetério

FGF - Fator de crescimento fibroblastico

fl - Fentolitros

FPI - Fracdo plasmatica inferior

FPS - Fracdo plasmatica superior

G - Calibre das agulhas hipodérmicas (sistema inglés em polegadas)
g - grama

g/dL - grama por decilitro

GC - Gluconato de célcio

HCM - Hemoglobina Corpuscular média

Hm - Hematimetria, hemaécias, eritrécitos

IFN - interferons

IGF - Fator de crescimento semelhante a insulina

IL - Interleucina

kDa - Quilodaltons

LC - Capa leucocitéaria

LPC - Laboratorio de Pesquisas Clinicas

LPS - Lipopolissacarideos

LQEPV - Laboratorio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria
MDA - malondialdeido

min. - minuto
MKs - Megacariocitos
mL - Mililitros

mm - milimetros



mm? - milimetro quadrado (medida de &rea)
mMol/g Hb - miliMol por grama de hemoglobina
n. ou n° - numero

nm - Nandmetro

P - plasma

PBS - Tampao fosfato-salino

PDGF - Fator de crescimento derivado de plaqueta
PF - Fator plaquetario

pg/mL - Picogramas por mililitro

PMN - Polimorfonuclear(es)

PPP - Plasma pobre em plaquetas

PRP - Plasma rico em plaquetas

rpm - Rota¢Bes por minuto

SFM - sistema fagocitico mononuclear

TBA - &cido tiobarbiturico

TBARS - Espécies reativas ao acido tiobarbitdrico
TCA - &cido tricloroacético

TGF- Fator de transformacao

TNF - Fator de necrose tumoral

tPMP - Proteinas induzidas por trombina

UFC - Unidades formadoras de col6nia

UFRRJ - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
UV - raios ultravioletas

VCM - Volume Corpuscular Médio

VEGF - Fator de crescimento vascular endotelial
WMT - Wisconsin Mastitis Test

X g - forga gravitacional em centrifugagoes

uL — microlitros
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1 INTRODUCAO

O plasma rico em plaquetas (PRP) é obtido a partir do sangue total por meio de uma
ou duas centrifugacdes, sendo o produto final um pequeno volume de plasma com elevado
numero de plaquetas e fatores de crescimento (FC) com propriedades antibacterianas,
regenerativas, anti e pro-inflamatorias.

S&o descritos diversos protocolos para obtencdo do PRP em diversas espécies. Os
protocolos diferem em namero, tempo e velocidade de centrifugacdo. O volume da amostra
inicial de sangue e os tipos de tubos coletores e anticoagulantes utilizados também s&o
diferentes para cada método. Independente do método, o PRP contém diferentes
concentracdes de leuctcitos e eritrocitos, que podem influenciar no resultado final do
tratamento proposto. Preconiza-se que cada espécie deve ter um protocolo que se adeque as
suas caracteristicas individuais. Contudo, mesmo na medicina humana em que o PRP é
utilizado mais intensivamente, ainda ndo ha consenso em relacdo aos valores adequados para
se classificar o PRP, o que torna dificil a avaliacdo e comparacao de resultados.

Apesar dos beneficios demonstrados até o presente momento, sdo escassos 0s estudos
sobre a obtencdo e uso de PRP para fins terapéuticos em bovinos. Como em outras espécies,
clinica ou experimentalmente, existe um grande numero de possibilidades para emprego do
PRP nesta espécie. Na pecuaria leiteira a mastite é uma das afec¢es de maior importancia
econdmica, proporcionando prejuizos diretos e indiretos aos produtores de leite e a industria.
A etiologia da mastite é multifatorial e inUmeros microrganismos podem estar envolvidos,
sendo o Staphylococcus aureus um dos agentes de maior prevaléncia. A alta prevaléncia de S.
aureus esta relacionada ao seu poder de se estabelecer nos tecidos da glandula maméria,
formando focos encapsulados profundos e de dificil acesso aos antibidticos, bem como de
subverter 0os mecanismos de imunidade do hospedeiro. A capacidade de desenvolver
resisténcia aos antimicrobianos é um fator adicional desse agente.

Nesse contexto, foi proposto nesse estudo: 1) padronizar um protocolo para obtengéo
de PRP bovino autdlogo, de facil execucdo pelo método manual, com boa capacidade de
concentrar plaquetas e reduzida contaminacdo com leucdcitos e eritrocitos; 2) avaliar a
atividade in vitro do PRP com melhores resultados contra uma cepa padrdo de S. aureus; 3)
testar a aplicacdo intramamaria de PRP aut6logo em vacas com mastite subclinica.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plaquetas

Plaquetas sdo fragmentos derivados do citoplasma de grandes células multinucleadas
situadas na medula 6ssea, 0s megacariocitos (MKs) que se desenvolvem a partir de células
mielGides progenitoras pluripotentes CD34+ que residem no tecido hematopoiético e na
corrente sanguinea. As plaquetas surgem da fragmentacdo do citoplasma dos MKs, sendo
liberadas diretamente na corrente sanguinea, ao redor do espago hematopoiético medular. A
producdo de plaquetas € estimulada e regulada por citocinas, principalmente as interleucinas
(1, 3, 6 e 11) e pelo horménio trombopoetina (LEVEN, 2000) que regula o desenvolvimento
dos MKs e a liberagéo das plaquetas (REBAR et al., 2003).

As plaquetas de mamiferos possuem em seu citoplasma trés tipos de granulos: alfa,
lisossomais e densos. Os granulos alfa contém fatores de crescimento (FC), fatores de
coagulacdo, citocinas e proteinas de adesdo. Os granulos densos armazenam serotonina,
calcio, fésforo, ASD (adenosina difosfato) e ATP (adenosina trifosfato). O ASD induz a
migracdo plaquetaria e em combinacdo com a serotonina produz contracdo de artérias
lesionadas. Os granulos lisossomais possuem hidrolases, guanina, fosfolipases e cinases,
enzimas com ac@es hidroliticas e proteoliticas (WEISS; WARDROP, 2010).

Outras moléculas como albumina, fibrinogénio, fibronectina, fator V, Va e fator de
Von Willebrand estdo contidas nos granulos alfa, porém ndo sdo especificas das plaquetas
(ANITUA, 1999). Esses e outros componentes sdo importantes as funcbes das plaquetas
desde a formacdo de trombos e sintese da matriz extracelular durante a cicatrizacdo até a
modulacgéo da inflamacdo (WEISS; WARDROP, 2010).

A maioria das plaguetas (80%) se encontra na circulacdo e o restante fica
armazenado no bago, com movimentacéo livre entre estes dois compartimentos (ZAGO et al.,
2001). No sangue dos bovinos a concentracao de plaquetas varia entre 160.000 e 650.000 por
pL. Quando senis, as plaquetas sdo retiradas da circulagdo pelo sistema fagocitico
mononuclear (SFM) ap6s uma vida media de aproximadamente 10 dias (WEISS;
WARDROP, 2010).

Em condicGes fisioldgicas as plaquetas circulam num estado quiescente, protegidas
de ativacdo prematura. Disfuncdo endotelial e alteracbes na liberacdo de fatores
antiplaquetarios podem levar ao aumento da ativacdo das plaquetas e interagcdo com
neutrofilos e mondcitos (GACHET, 2005). A interagdo com neutrofilos promove o
recrutamento de mais neutrofilos e outros leucdcitos e, a ativagdo da producdo de citocinas
(FREYMILLER; AGHALOO, 2004).

Além de atuar no processo de hemostasia, cicatrizacdo de feridas e reepitelizacdo, as
plaquetas secretam uma série de polipetideos, denominados genericamente fatores de
crescimento (FREYMILLER; AGHALOQ, 2004). Estes fatores promovem a potencializacdo
da quimiotaxia, proliferacédo, diferenciacdo e secre¢do celular (FOSTER et al., 2009), além de
estimular a angiogénese e a proliferacdo de fibroblastos, que por sua vez proporcionam um
aumento na sintese de colageno (MARX, 2004).

Ao serem ativadas, as plaquetas mudam sua forma e apresentam projecOes
membranosas a partir da sua superficie, os pseudépodos (HOFFBRAND et al., 2004),
responsaveis pela agregacao plaquetéria liberando todas as suas organelas e componentes para
o tecido (Figura 01) (WEISS; WARDROP, 2010).
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Figura 01. Representacdo didatica da ativacdo plaquetdria pela trombina (estimulo
agonista) com emissdo de pseuddpodos e liberacdo dos fatores de crescimento. Fonte:
Pereira (2012), Adaptado de Everts et al. (2006).

2.2 Plasma rico em plaquetas

2.2.1 Conceitos

O PRP apresenta diversas definicbes na medicina e odontologia humanas:
concentrado de plaquetas (CP), plasma rico em fatores de crescimento, plasma enriquecido
em plaquetas ou gel de plaquetas (WHITMAN et al.,, 1997, MARX et al. 1998). Mais
precisamente, o PRP ou plasma enriquecido em plaquetas seria obtido a partir de uma
centrifugacdo leve do sangue total, se novamente centrifugado, desta vez em alta rotacéo,
originaria o CP (BRASIL 2010) e, apés a adi¢do de trombina ou gluconato de calcio ao PRP
ou CP, resultando na gelificacdo destes, originaria o gel de PRP (EFEOGLU et al., 2004).
Usualmente, o termo PRP se refere a um hemocomponente autélogo obtido a partir da
centrifugacdo do sangue total contendo um elevado numero de plaquetas e FC em um
pequeno volume de plasma (VENDRAMIN et al., 2006).

O PRP é uma fonte autdgena, atoxica e ndo imunogénica que apresenta em sua
constituicdo elevada concentracdo de plaquetas e outros compostos bioativos, 0s quais
desempenham um papel importante em processos de reparacdo de tecidos (ZARBOCK et al.,
2006; PIETRZAK et al., 2007) e no estimulo dos mecanismos de defesa contra as infec¢des
(YUAN et al., 2012) em diversas espécies animais.

Conforme Sheth et al. (2012) ndo ha ainda uma padronizacdo do PRP humano e
dependendo de como o PRP € produzido ele pode ter acGes distintas, desde estimular até
reduzir a cicatrizagdo. As diferencas obtidas em cada metodologia dificultam a comparacéo
dos efeitos entre diferentes estudos e limitam seu uso na pratica clinica. Genericamente o PRP
deve apresentar em sua composicdo elevado nimero de plaquetas integras e baixas
concentragOes de leucdcitos e eritrocitos. A qualidade do PRP é mensurada pela capacidade
de concentracéo de plaquetas e FC. Para humanos, Whitlow et al. (2008) consideram que um
bom PRP deve apresentar de trés a cinco vezes mais plaguetas que o sangue total. Marx et al.
(1998), Weibrich et al. (2002) e Lemos (2002) consideram ser necessaria uma concentragéo
superior a um milhao de plaquetas/pL.

Quanto a presenga e quantidade de leucocitos no PRP humano, Ruggeri (1997) e
Marx; Garg (1999) consideram que as células brancas conferem ao PRP resisténcia natural
aos processos infecciosos e/ou alérgicos, melhorando as expectativas dos tratamentos, uma
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vez que a principal funcdo do sistema de defesa do organismo é a protecdo contra
microrganismos e substancias estranhas.

O PRP deve ser sempre autélogo devido ao risco de rejeicdo. O sangue a ser
utilizado deve ser colhido de maneira asséptica. A manipulacdo do sangue durante a
centrifugacdo deve ser realizada de forma cuidadosa e em rotacdo adequada para assegurar a
separagdo das plaquetas e evitar ruptura ou danos a sua membrana (TOSTES et al., 2008).

Em experimentos realizados com humanos e equinos, trombina bovina (SANCHEZ
et al., 2003), gluconato de célcio (CARMONA, 2006), cloreto de célcio (MAIA et al., 2009) e
trombina autdloga (VENDRAMIN et al., 2009) séo as substancias utilizadas para ativacao de
plaquetas, conhecidas como agonistas e desencadeando seus efeitos por meio da interacdo
com receptores localizados na membrana plasmatica das plaquetas (BLOCKMANS et al.,
1995).

A liberacdo adequada de FC no local da lesdo depende da ativacao das plaquetas que
deve acontecer proximo ao momento da aplicacdo terapéutica como proposto por Maia et al.,
(2009) em equinos. A liberacdo dos FC se inicia aproximadamente dez minutos apés a
ativacdo plaquetaria (SALDALAMACCHIA, 2004) com 70% dos FC liberados nos primeiros
dez minutos chegando a 100% na primeira hora (MARX, 2000) e as plaquetas continuam a
sintetizar e a secretar proteinas adicionais até a sua morte (5 a 10 dias) nos estudos feitos com
PRP humanos.

2.2.2 Métodos de obtencao

O PRP pode ser obtido por uma (MACEDO, 2004; MESSORA et al., 2009) ou duas
centrifugagdes do sangue (VENDRAMIN et al., 2006; CARMONA et a., 2007; BARBOSA et
al., 2008; LOPEZ et al., 2012), utilizando-se preferencialmente o citrato de sodio como
anticoagulante, em velocidade baixa, de modo a sedimentarem-se as hemacias e manterem-se
os leucdcitos e grande numero de plaquetas em condicdo de liberar os FC, em pequeno
volume de plasma (DUSSE et al.,, 2008). A centrifugacdo deve ser precisa e cuidadosa
mantendo altas concentracdes de plaquetas integras, pois se as plaquetas se romperem
liberando os FC antecipadamente, a acdo terapéutica do PRP sera prejudicada (MARX, 2004).
Outras medidas para evitar a ativacdo prematura das plaquetas incluem adequada contencéo
dos animais e utilizacdo de vasos calibrosos para coleta de sangue (LOPEZ et al., 2012).

Atualmente os protocolos de dupla centrifugacdo sdo os mais utilizados em diversas
espécies. Na primeira centrifugacdo o sangue se separa em trés camadas. As hemacias por
terem peso maior, se depositam na camada inferior do tubo. Na regido intermediaria encontra-
se a “zona de névoa”, uma camada fina esbranquigada contendo leucdcitos e algumas
plaquetas maiores, e acima, a camada constituida pelo o plasma com as plaquetas difusamente
distribuidas. Na centrifugacdo dupla, apds o descarte das hemacias, a segunda centrifugacao
resulta na deposicao das plaguetas no fundo (VENDRAMIN, et al., 2006).

As primeiras formas de extragdo do PRP autdélogo empregavam grandes
equipamentos de autotransfusdo para fazer a separacdo celular (JAMESON, 2007), com
necessidade de grandes amostras de sangue chegando a 500 mL e supervisdo de um
profissional experiente (VENDRAMIN et al., 2006). Alguns equipamentos automaticos
menos sofisticados foram propostos (ROUKIS et al., 2006), mas com custo elevado
restringindo o emprego do PRP (ROSSI JUNIOR; SOUZA FILHO, 2004). Com a finalidade
de simplificar o método foram desenvolvidos protocolos utilizando aparelhos mais simples
que obtinham em torno de 7 a 10 mL de PRP a partir de 50 a 60 mL de sangue retirado
através de puncao venosa periférica (KEVY; JACOBSON, 2004). Para reduzir gastos, novos
protocolos foram criados utilizando-se centrifugas convencionais (EFEOGLU et al., 2004).



Atualmente existem trés métodos para obtencdo de PRP: automatico, semiautomatico
e manual. Todas as técnicas apresentam vantagens e inconvenientes, e segundo Vendruscolo
et al. (2012), para equinos ainda ndo foi desenvolvido um método ideal e padronizado para
obtenc¢éo do concentrado de plaquetas e FC.

O método automatico tem como vantagem a eficiéncia em concentrar plaquetas com
bom indice de FC (WEIBRICH et al., 2002) e menor risco de contamina¢do bacteriana
durante a preparacdo, pois € realizado por aférese em equipamento especifico e por
profissional capacitado. Um grande volume de sangue (> 450 mL) é exigido em compara¢do
com outras técnicas descritas e, associado ao custo pela tecnologia empregada, o método
automatico ndo é usado em pequenas clinicas (WHITMAN et al., 1997; MARX et al., 1998;
WEIBRICH et al., 2002) ficando restrito a institutos de transfusdo de sangue e ambientes
hospitalares (SUTTER et al., 2004).

O método semiautomatico tem como vantagem em relacdo ao método manual
concentrar um maior nimero de plaquetas e FC (CARMONA et al., 2007) sendo o risco de
contaminacdo bacteriana maior que no automatico e menor que no manual (WEIBRICH et al.,
2005). Apresenta um maior nimero de leucdécitos quando comparado ao automatico e maior
investimento necessario se comparado ao manual (ZIMMERMANN et al., 2003; WEIBRICH
etal., 2003; EPPLEY et al., 2004).

O método manual é o mais simples e com menor custo. Exige uma rigorosa assepsia
para evitar a contaminacdo bacteriana. A desvantagem em relacdo aos outros métodos € a
menor concentracdo de plaquetas e FC, mas a possibilidade de ser realizado em ambiente
laboratorial (WEIBRICH et al., 2005) ou a campo utilizando uma centrifuga convencional,
permite a obtencdo do PRP com menor custo (VENDRAMIN et al., 2006) e
consequentemente maior aplicabilidade em medicina veterinaria.

Independentemente do protocolo utilizado, este deve aumentar a contagem
plaquetaria em uma concentracdo bem acima da encontrada no sangue total, preservando a
estrutura e a fungdo das plaquetas (LOPEZ et al., 2012).

2.2.3 Aplicagdes na pratica clinico-cirurgica

O uso terapéutico do PRP teve inicio em odontologia humana sob a forma de gel de
plaquetas em substituicdo a cola de fibrina autéloga, anteriormente utilizada para fixar
enxertos 0sseos e melhorar a hemostasia no local das cirurgias (MATRAS, 1982).

O PRP tornou-se popular na cirurgia oral e maxilofacial apés Marx et al. (1998)
demonstrarem que a combinacdo de PRP com o0 o0sso autdgeno em defeitos 6sseos
mandibulares resultou em uma maturacdo radiografica mais rapida e uma histomorfometria
mais densa do 0sso. O tempo de preparacédo (trés dias), o alto custo, a ocorréncia de reagdes
alérgicas e infecciosas em pacientes humanos resultaram na queda da sua utilizacdo em
cirurgias (WHITMAN et al., 1997).

Desde entdo, a maioria das pesquisas evidencia o efeito benéfico na regeneracéo
0ssea e tecidual, quando o PRP ¢ utilizado em cirurgias periodontais e maxilofaciais
(WHITMAN et al., 1997; MARX et al., 1998; ANITUA, 1999; MARX, 2004; ROSSI
JUNIOR et al., 2008), em cirurgias plasticas (VENDRAMIN et al., 2006, VENDRAMIN et
al., 2009), como adjuvante nos tratamentos de osteoartrites (SANCHEZ et al., 2012), de
lesGes tendineas (ANITUA et al., 2007), Glceras cutaneas cronicas (VENDRAMIN et al.,
2006) e ulceras cérneas (ROUKIS et al., 2006). Por outro lado, Aghaloo et al. (2002) em
cirurgias de defeitos 0sseos craniais e Bauer et al. (2009) em feridas experimentas em ratos
ndo encontraram melhorias significativas com a utilizagéo de PRP.

Em cées o uso de PRP esta se popularizando na cirurgia ortopedica (BARBOSA et

al., 2008; SILVA et al., 2011) e equinos nos tratamentos de afec¢des locomotoras crbnicas
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(CARMONA et al., 2009a, CARMONA et al, 2009b), traumatismos (LOPEZ et al., 2010),
feridas (CARTER et al., 2003; DE ROSSI et al., 2009, CARMONA; LOPEZ, 2011), lesbes
Osseas (CARMONA et al., 2007; CARMONA; LOPEZ, 2011), tendineas (MAIA et al., 2009;
YAMADA et al., 2011) e articulares (CARMONA et al., 2007).

Em bovinos, até 0 momento, os trabalhos sobre plaquetas envolvem alteraces na
coagulacdo (SEARCY et al., 1990), investigacdes sobre endotoxemia (DOHMEN et al., 2000;
WITTEK et al., 2004) e celularidade (LOPEZ et al., 2012), ndo sendo localizados trabalhos
cientificos abordando o uso clinico de PRP aut6logo nesta espécie.

2.3 Citocinas e fatores de crescimento

Citocinas séo polipeptidios ou glicoproteinas extracelulares, hidrossollveis, variando
entre 8 e 30 kDa (quilodaltons) que regulam reac6es imunoldgicas e inflamatorias. Sao
produzidas por diversos tipos de células no local da lesdo e por células do sistema
imunoldgico por meio da ativacdo de proteinoquinases (OLIVEIRA et al., 2011).

As citocinas sdo responsaveis pela producdo, estimulagdo e diferenciacdo de
maultiplos tipos celulares, bem como pela producédo de outras citocinas. Ndo sdo armazenadas
como moléculas pré-formadas e atuam por mecanismos paracrino (em células vizinhas) e
autocrino (nas proprias células produtoras) (CURFS et al., 1997).

Como ndo é possivel classificar as citocinas quanto a célula de origem ou quanto a
funcdo bioldgica, elas foram agrupadas em interleucinas (IL, numeradas sequencialmente de 1
a 35), fatores de necrose tumoral (TNF), quimiocinas (citocinas quimiotaticas), interferons
(IFN) e fatores de crescimento (FC) (RAEBURN et al., 2002). A tendéncia geral é usar a
denominacdo citocinas quando se refere a todas essas substancias (CURFS et al., 1997).

Citocinas se ligam a receptores especificos, ativando mensageiros intracelulares que
regulam a transcricdo génica. Dessa forma, influenciam a atividade, a diferenciacdo, a
proliferacdo e a sobrevida de células do sistema imune, assim como regulam a producdo e a
atividade de outras citocinas, capazes de estimular ou inibir a sintese de proteinas ou 0s
efeitos bioldgicos de determinados tipos celulares ou de outras proteinas, e podem aumentar
ou atenuar a resposta inflamatoria, reconhecidas como pro-inflamatérias (IL-1 alfa e beta, IL-
6, IL-8 e 0 TNF) e anti-inflamatérias (IL-4, 1L-10, IL-13 e TGF-B) (CURFS et al., 1997).

Fator de crescimento é a denominacdo genérica de um grupo de citocinas (BRAGA-
SILVA et al., 2006) envolvidas na proliferacdo e diferenciacdo celular, morfogénese de
tecidos e 6rgdos desde a embriogénese até a fase adulta, podendo atuar como agentes
mitogénicos, melhorando a proliferacdo de certos tipos de células, ou morfogénicos, alterando
o fenotipo celular (EVERTS et al., 2006). A sintese de DNA, quimiotaxia, citodiferenciacéo e
sintese de matriz extracelular sdo fungdes desses polipeptidios. Essas moléculas sdo o0s
iniciadores universais atuando como mediadores bioldgicos naturais de quase todos o0s
processos de reparo e regeneracédo tecidual (SCHLIEPHAKE, 2002).

Plaquetas ativadas liberam além dos fatores de coagulacdo, os FC plaquetarios
(FCP). Esta secrecdo é mais intensa na primeira hora e as plaquetas continuam a sintetizar
citocinas adicionais e FC por um minimo de sete dias (SENZEL et al., 2009). Além de
plaquetas ativadas os FC sdo secretados por leucdcitos, macrdfagos, fibroblastos e células
endoteliais, todas envolvidas no processo de coagulacdo e de cicatrizagdo (WEISS;
WARDROP, 2010).

Sdo inimeros os FCP contidos no plasma sanguineo, mas trés sdo 0s que atuam
basicamente na reparacdo celular: o fator de crescimento derivado de plaqueta (Platelet-
Derived Growth Factor, PDGF), o fator de transformacéo beta (Transforming growth factor
B, TGF-B) e o fator de crescimento vascular endotelial (Vascular Endotelial Growth Factor,

VEGF) (BRAGA-SILVA et al., 2006).
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O PDGF ¢ o primeiro a estar presente na ferida e guiar a neovascularizagéo, a sintese
de colageno e a neoformacdo 6ssea. No sitio da ferida ele se liga aos receptores da membrana
celular das células-alvo estabelecendo ligacdes de proteina tirosina-quinase. O aumento de
suas concentragfes nesses sitios parece acelerar os processos de reparo por estimular a
quimiotaxia de fibroblastos, macrdéfagos e neutrofilos e regular a sintese de colageno
(PONTUAL; MAGINI, 2003). E sintetizado primariamente nos granulos a-plaquetarios,
podendo ser produzido e secretado também por macrdfagos, células endoteliais, monacitos,
fibroblastos e matriz dssea (PIERCE et al., 1991). Tem acdo mitogénica sobre as células do
tecido conjuntivo e fibroblastos, € um importante regulador na proliferacdo e quimiotaxia de
células mesenquimais e estimula a reepitelizacdo da pele quando na presenca de lesdes e
perdas de tecidos (PONTUAL; MAGINI, 2003). O PDGF é guimiotaxico para macrofagos e
fibroblastos que ao chegarem ao foco da leséo liberam mais PDGF, além de TGF-B e fator do
crescimento fibroblastico (FGF) (PAGLIOSA; ALVES, 2007).

O TGF-B constitui uma familia de mediadores locais que regulam a proliferagéo e as
funcBes da maioria das células. Este fator é liberado por macréfagos e fibroblastos, mas é nas
plaquetas plasmaticas que se encontra sua maior concentracdo. Exerce agdo reparadora e anti-
inflamatdria de lesdes e tecidos. Seus efeitos sdo variados, dependendo do tipo de célula
afetada. Podem suprimir a proliferacdo celular, estimular a sintese da matriz extracelular,
estimular a formacdo 6ssea ou atrair células por quimiotaxia (MARSOLAIS; FRENETTE,
2005) sendo a quimiotaxia e a mitogénese as fungdes principais do TGF-B. Os mais comuns
no plasma sdo o TGF-B1 e o0 TGF-B2, que sdo ligados a cicatriza¢do do tecido conjuntivo e a
regeneragdo do tecido 6sseo. O TGFPB1 ¢ encontrado nas plaquetas, linfocitos e neutr6filos, o
B2 nos extratos dsseos, plaquetas e neutrofilos (VILELLA, 2007). O TGF-B1 ¢ o mais
importante sendo responsavel pela maturacdo celular, migracdo fibroblastica e sintese de
matriz extracelular. Existe um leve antagonismo entre 0 TGF- e o PDGF (MARSOLAIS;
FRENETTE, 2005) e em certas concentracdes, a acdo inibitéria de TGF-f é maior do que a
acéo proliferativa do PDGF (VILELLA, 2007).

O VEGF age na proliferacdo e migracdo das células endoteliais, adaptacdo das
integrinas aos receptores de VEGF e na diapedese das células endoteliais. E um potente
indutor na formacdo do vaso sanguineo atuando na neovascularizagdo por aumentar a
angiogénese e permeabilidade vascular (MARSOLAIS; FRENETTE 2005). Atrai 0s
fibroblastos para producéo de tecido conjuntivo e participa também da producdo de fibrina a
partir do fibrinogénio e em cuja malha ocorre o crescimento das células endoteliais e
fibroblastos (PONTUAL; MAGINI, 2003).

O fator de crescimento semelhante a insulina (Insulin-like growth fator, IGF) é
secretado durante a formacdo Ossea pelos osteoblastos aumentando a osteogénese e
acelerando a deposicdo Ossea. Existem dois tipos, IGF-1 e IGF-Il, que se aderem a um
receptor de membrana especifico que estimula a atividade da quinase, resultando na mitose de
células precursoras do 0sso. A atividade quimiotatica para fibroblastos, osteoblastos e células
progenitoras dos osteoclastos s&o outras fungdes importantes (GIANNOBILE, 1999).

O fator de crescimento fibroblastico (Fibroblast growth fator, FGF) é um potente
fator mitogénico para endotélio, condrécitos, fibroblastos e muasculo liso, atua sobre a
hematopoiese e é considerado um potente agente quimiotatico. E excessivamente liberado
durante a injuria tecidual nas cirurgias ou traumatismos. Participa na angiogénese e, 0 FGF-2
em particular, tem a habilidade de induzir os estagios necessarios a neovascularizagdo. Outras
fungdes incluem participacdo na migracdo de macrofagos, fibroblastos e células endoteliais
em tecidos danificados e migracdo do epitélio para formar a nova epiderme. Também
desempenha uma funcdo no desenvolvimento muscular esquelético (ROSIER et al., 1998).

O fator de crescimento epidermal (Epidermal growth fator, EGF), amplamente

distribuido nas secre¢des e nos liquidos teciduais, € mitogénico para uma variedade de células
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epiteliais, hepatocitos e fibroblastos. E produzido por queratindcitos, macréfagos e outras
células inflamatoérias que migram para areas onde esta ocorrendo cicatrizacBes de feridas
(STEENFOS, 1994).

O fator de crescimento do tecido conjuntivo (Connective tissue growth fator, CTGF)
promove a angiogénese, a regeneracdo da cartilagem, fibrose e a adesdo plaquetaria
(KUBOTA et al., 2004).

2.4 Atividade antibacteriana das plaquetas e do plasma rico em plaquetas

Os PRPs autdlogos séo utilizados com sucesso para estimular a regeneragdo de 0sso
e tecido mole. A razdo para a sua utilizacdo consiste no fornecimento de uma vasta gama de
moléculas bioativas derivadas de plaquetas, que promove a cicatrizagdo de feridas. Além
disso, propriedades anti-inflamatorias e antimicrobianas de PRP tém sido demonstradas
contra Staphylococcus aureus (BIELECKI et al., 2007; MOOJEN et al., 2008; MARIANI et
al., 2014; INTRAVIA et al., 2014, DRAGO et al., 2014) e Escherichia coli (BIELECKI et al.,
2007) em ensaios clinicos (YUAN et al., 2008) e in vitro (BIELECKI et al., 2007; MOOJEN
et al., 2008). Também foi evidenciada a inibicdo do crescimento in vitro de PRP contra
Enterococcus faecalis, Candida albicans, Streptococcus agalactiae e Streptococcus oralis
(DRAGO et al., 2013, 2014), S. epidermidis e Propionibacterium acnes (INTRAVIA et al.,
2014).

Contra Pseudomonas aeruginosa (CIESLIK-BIELECKA et al., 2009; MOOJEN et
al., 2008; DRAGO et al., 2013; LIHONG CHEN et al., 2013), Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli (LIHONG CHEN et al., 2013; MARIANI et al., 2014) o tratamento com
PRP n&o demonstrou efeito antimicrobiano significativo.

Apesar de algumas evidéncias sugerirem que fragmentos de plaquetas contém
moléculas com efeito microbicida o mecanismo do efeito antibacteriano do PRP ndo €
totalmente compreendido. Uma hip6tese sugerida é que as plaquetas sdo capazes de se ligar,
agregar e internalizar microrganismos e tem func@es citotoxicas liberando uma variedade de
peptideos com efeito antimicrobiano direto (TANG et al., 2002; TRIER et al., 2008).

Plaquetas podem desempenhar multiplas fungdes na defesa antimicrobiana, gerando
metabdlitos do oxigénio como superoxido, peréxido de hidrogénio e radicais de hidroxila
(YEAMAN, 1997; KRIJGSVELD et al., 2000). Os alfa granulos plaquetarios também contém
precursores C3 e C4 que participam da ativacdo da via do complemento (BLAIR;
FLAUMENHAFT, 2009).

Substancias como as proteinas induzidas por trombina (thrombin-induced platelet
microbicidal proteins, tPMP-1) e uma proteina semelhante ao fator 4 de plaguetas humanas
(platelet factor 4, PF-4) tém um importante efeito antibacteriano in vitro (YOUNT et al.,
2004; MUKHOPADHYAY et al.,, 2007; TRIER et al., 2008). Drago et al. (2014)
evidenciaram que a atividade antimicrobiana de PRP é sustentada por uma cooperacdo entre
0os componentes do plasma e os fatores derivados das plaquetas e que a ativagdo da
coagulacdo € um passo fundamental. Em testes in vitro o PRP apresenta atividade inibitoria
do crescimento de microrganismos a partir da primeira hora (MARIANI et al., 2014). Os
resultados sugerem que as moléculas fisioldgicas fornecidas in loco podem ser importantes no
periodo de tempo necessario para a ativacao da resposta imune inata.



2.5 Mastite

2.5.1. Definicdo e importéncia

A mastite, inflamacdo da glandula mamaria, classificada quanto a forma de
apresentacdo em clinica e subclinica (PHILPOT; NICKERSON, 2002) caracteriza-se por
alteracOes patoldgicas do tecido glandular e alteracdo nas caracteristicas fisicas, quimicas e
geralmente microbioldgicas do leite (RADOSTITIS et al., 2002).

A mastite, consequéncia da interagcdo entre fatores relacionados ao animal, aos
patdgenos e ao ambiente, € a doenca de maior prevaléncia em rebanhos leiteiros, e a mais
importante causa de perdas econdmicas, tanto para o produtor, quanto para a industria
(AKERS; NICKERSON, 2011).

A forma subclinica além de preceder a forma clinica (40% dos casos) é mais
prejudicial aos rebanhos pela falta de sinais classicos e necessidade de exames
complementares para deteccdo, determinando as maiores perdas da producdo (AKERS;
NICKERSON, 2011).

No Brasil, a alta prevaléncia em rebanhos leiteiros representa prejuizo de 12 a 71%
na producdo (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004) e custos estimados em U$126 por vaca
acometida (HOLANDA JUNIOR et al., 2005). Nos EUA o custo total com mastites chega aos
dois bilhdes de ddlares anuais (AKERS; NICKERSON, 2011).

2.5.2. Etiologia

A mastite pode ser relacionada a causas alérgicas, fisioldgicas, metabolicas e
traumaticas, sendo mais comum a de origem infecciosa e uma das principais caracteristicas da
mastite é a diversidade de agentes com potencial patogénico. Mais de 130 espécies de
microrganismos estdo envolvidas com a etiologia da enfermidade (RIBEIRO et al., 2003).

Apesar de diferentes agentes possiveis, a etiologia bacteriana assume um lugar de
destague na epidemiologia do processo infeccioso intramamario. Os principais patégenos
envolvidos séo Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Corynebacterium spp. e Mycoplasma
bovis. Também sdo relevantes os coliformes e estreptococos ambientais (PHILPOT;
NICKERSON, 2002). Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. sdo 0s agentes mais isolados em
infeccdes intramamarias em bovinos (COSTA, 2010).

Mastites ocasionadas por Staphylococcus spp. ocorrem em todo 0 mundo e mais de
50 espécies e subespécies tém sido caracterizadas. O género é dividido em estafilococos
coagulase negativos (ECN) e positivos (ECP), segundo sua habilidade em coagular o plasma
(PYORALA; TAPONEN, 2009).

No Brasil S. aureus estd amplamente distribuido nos rebanhos (LOMBARD, 2008),
com frequéncia de isolamento de até 70% (ZANETTE et al., 2010). A glandula mamaéria é a
principal fonte de infeccdo, sendo as méos dos ordenhadores e equipamentos de ordenha
infectados as principais vias de transmissdo (FONSECA; SANTQOS, 2000).

A longa duragéo da infecgéo, o dificil tratamento, o0 comprometimento da qualidade
do leite e a reducdo da producdo justificam a relevancia de S. aureus como agente etiol6gico
de mastite (BANDOCH; MELO, 2011).



2.5.3. Diagnostico e tratamento

A mastite clinica manifesta-se por edema, aumento de temperatura, endurecimento e
dor na glandula mamaria, além da alteracdo das caracteristicas do leite, e pode ou nédo estar
acompanhada de reagdes sistémicas. Na mastite subclinica, em que ndo se observa alteracbes
do leite e da mama, o aumento na CCS é a principal caracteristica utilizada para o
diagndstico. Testes como contagem microscépica direta em laminas, California Mastitis Test
(CMT), Wisconsin Mastitis Test (WMT) e contagem eletronica podem ser empregados para
avaliar CCS do leite (OLIVEIRA, 2013). O isolamento bacteriano e respectivo antibiograma
além de uteis para confirmar o diagndstico clinico podem indicar medidas especificas de
controle (RUEGG, 2003).

A administracdo intramamaria de antimicrobianos € a forma mais frequente de
tratamento (POL; RUEGG, 2007). Tratamentos de maior duracdo foram associados com
maiores chances de cura, porém é necessario avaliar 0s custos e retornos econdmicos para
justificar seu uso (RODRIGUES, 2008). Falhas de tratamento sdo geralmente atribuidas a
baixa eficAcia da droga, quando na verdade, fatores da vaca, do patdgeno, ou a droga
utilizada, deveriam ser responsabilizados (MORIN, 2004).

2.6 Mecanismos de defesa da glandula mamaria

A invasao do organismo hospedeiro pelo patdgeno é controlada tanto pela imunidade
inata, quanto pela adquirida, sendo que o reconhecimento do microrganismo constitui o
primeiro passo da defesa imunolégica do hospedeiro. Apés invasdo do microrganismo,
geralmente pelo ducto ou canal da teta, ocorre a infeccdo onde o agente coloniza e se
multiplica no tecido glandular (RADOSTITS et al., 2002). Em consequéncia da inflamagéo
ocorrem alteragOes qualitativas e quantitativas do leite (BRAMLEY, 1992) que procedem do
aumento da permeabilidade vascular na glandula mamaria (NICKERSON, 1994).

Os patdgenos envolvidos na mastite possuem diversos fatores de viruléncia que
facilitam a colonizacdo e a infeccdo mamaria. Para prevenir o estabelecimento da doenca, o
hospedeiro deve responder apropriadamente aos fatores de viruléncia, mediante a elaboracéo
de respostas imunoldgicas adequadas (SORDILLO, 2005).

Para a sua protecdo a glandula mamaéria possui mecanismos de defesa que consistem
em um complexo de barreiras externas (pele e canal do teto), e internas divididas em
humorais especificas (imunoglobulinas) e ndo especificas (lactoferrina, lactoperoxidade,
lisozimas, citocinas e complemento), e celulares (CARNEIRO et al., 2009).

A imunidade inata, é responsdvel por impedir a entrada e/ou colonizacdo de
microrganismos eliminando ou limitando a multiplicacdo dos patdgenos nos estagios iniciais
do processo infeccioso (BUITENHUIS et al., 2011) e, estimula as respostas imunoldgicas
adquiridas tornando-as eficazes contra os diferentes tipos de patdgenos (ABBAS et al., 2008).

Os efetores da resposta imune nesta etapa incluem ativagdo de peptideos
antimicrobianos (AMPs), as defensinas (reconhecem estruturas microbianas lisando a parede
de bactérias), o sistema complemento e fagocitos (ROOIJAKKERS et al., 2005). Mondcitos,
macrofagos, mastdcitos, fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais e epiteliais, também
produzem e secretam proteinas quimioatrativas para neutrofilos (RIGBY; DELEO, 2012).

Na glandula maméria sadia, a CCS é geralmente menor que 200.000 células por mL
de leite e com predominio de macrofagos e linfocitos. A presenca de bactérias inicia o
recrutamento quimiotatico de polimorfonucleares, principalmente neutréfilos, da corrente
sanguinea ou medula 0ssea para o sitio da infeccdo (DELEO et al., 2009; FOSTER, 2009),

resultando em um afluxo rapido de células para a glandula mamaria (RIGBY; DELEO, 2012).
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A contagem celular aumenta rapidamente passando a predominar neutrofilos, seguidos por
macréfagos e linfocitos e, as células epiteliais permanecem inalteradas (PHILPOT;
NICKERSON, 1991).

As citocinas principalmente interleucinas (IL-1a, IL-18, IL-6, IL-8, IL-12) e 0 TNF-
a, agentes quimiotaticos e considerados marcadores de defesa da glandula maméria,
desencadeiam o processo inflamatorio por alteracdo na permeabilidade vascular, e além de
promoverem o recrutamento de leucdcitos, estimulam as células endoteliais a expressarem
adesinas aos neutrofilos, induzindo-os a se infiltrar no tecido mamario para a funcdo
fagocitica (BANNERMAN et al., 2006).

A fagocitose de neutrofilos provoca a sintese de fatores moduladores com
recrutamento de neutréfilos adicionais e ativacdo de outros tipos celulares, tais como
monacitos, macrdfagos, células dendriticas e linfocitos. Mondcitos e macrofagos, além de
atuarem na imunidade inata, sdo também células especializadas na apresentacdo de antigenos
para linfécitos T, com capacidade de secretar grande variedade de citocinas pré-inflamatérias
(CARNEIRO et al., 2009), o que lhe confere grande capacidade de defesa da glandula
mamaria (CRUVINEL et al., 2010). Uma vez no local de infec¢do, os neutrdfilos exercem
efeito bactericida mediante o fendmeno de “explosdo respiratdria”, que produz espécies
reativas do oxigénio (ERO), proteinas antibacterianas e defensinas, fundamentais para a
defesa do hospedeiro contra microrganismos invasores (DELEO et al.,, 2009; RIGBY;
DELEO, 2012).

As ERO atuam como fatores de transcricdo na sinalizacdo intracelular, e podem
danificar células saudaveis (BARBOSA et al., 2010). A membrana é uma das mais atingidas
em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta alteracbes na sua estrutura e
permeabilidade (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Os produtos da peroxidacao lipidica,
como o malondialdeido (MDA, C3H40,) encontram-se em niveis elevados em condicdes
associadas ao estresse oxidativo e podem ser utilizados como indicadores da agdo das ERO no
organismo (DEL RIO et al, 2005).

A alta prevaléncia de S. aureus esta relacionada ao seu poder de invadir e se
estabelecer nos tecidos mamarios, formando focos encapsulados profundos, que protegem a
bactéria dos mecanismos de defesa da mama e dificultam a penetracdo do antibidtico até o
sitio da infeccdo, o que favorece o desenvolvimento de processos que geralmente evoluem
para a forma cronica (GUNTHER et al., 2011).

A infeccdo cronica é acompanhada por alteracdo morfofuncional da glandula
mamaria, reducdo significativa da producdo de leite, flutuacdo na CCS e uma intermitente
excrecdo do agente, além de reduzidas taxas de cura microbiolégica (NICKERSON, 1994;
AKERS; NICKERSON, 2011).

S. aureus, ao contrario de outros agentes etioldgicos de mastite, induz uma resposta
inflamatdria deficiente (BANNERMAN et al., 2006; GUNTHER et al., 2011; SCHUKKEN et
al., 2011). A eliminagdo deficiente esta relacionada com a habilidade de S. aureus de
sobreviver dentro de fagdcitos, células epiteliais e endoteliais (CAMPQOY; COLOMBO, 2009;
SINHA; FRAUNHOLZ, 2010; DAS; BISHAYI, 2010). Alguns S. aureus moderam e/ou
contornam os mecanismos de defesa da glandula mamaria pela resisténcia a peptideos
antimicrobianos (DELEO et al., 2009) e/ou pela lise de neutréfilos ap0s a fagocitose
(KOBAYASHI et al., 2012). A capacidade de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos
contribui para a alta prevaléncia de S. aureus (PELLEGRINO et al., 2011).

S. aureus secreta proteinas que inibem a deposi¢do ou ativacdo do complemento,
bem como a quimiotaxia de polimorfonucleares (PMNs) (KIM et al., 2012). Outros
polipeptidios excretados por S. aureus alteraram ou inibem a funcdo de células da imunidade
inata (GRAVES et al., 2010; RIGBY; DELEO, 2012). S. aureus expressam tambeém varios
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peptideos que, em baixas concentracdes, recrutam e ativam neutrofilos desencadeando a
resposta inflamatéria, e em concentragGes mais elevadas lisam neutréfilos (FOSTER, 2009).

A presenca de citocinas pro-inflamatérias e a expressao de moléculas de adesdo na
superficie de neutréfilos e macréfagos em animais cronicamente infectados por S. aureus
(NAGAHATA et al., 2011), indicam que a migracao de neutréfilos e macrofagos a glandula
mamaria é continua, sugerindo reconhecimento microbiano e ativacdo dos mecanismos de
resisténcia do hospedeiro, no entanto, insuficientes para eliminar a bactéria (OVIEDO-
BOYSO et al., 2007; SCHUKKEN et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado em reunifo ordinaria da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) realizada em 05 de novembro de 2012 (Protocolo n° 86/2012, Anexo A).

3.1 Padronizacéo de protocolos para obtencéo de plasma rico em plaquetas de bovinos
3.1.1 Local e animais

Foram utilizadas nove vacas da raca Red Angus (Figura 02) da fazenda do Laboratorio
de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), com idade variando entre 3 e 8 anos (média 5,5).
Os animais foram considerados clinicamente saudaveis mediante avaliagdes do historico,
anamnese, exame fisico e parametros hematoldgicos. Animais que apresentaram evidéncias
de doencas e carga parasitaria alta ndo foram inseridos no estudo. Apenas animais higidos,
com parametros hematologicos dentro dos limites fisioldgicos estabelecidos para a espécie
(KANEKO et al., 1997; KRIMER, 2011) e condicéo corporal de 5 a 6 (escala de 1 a 9) foram
utilizados.

Figura 02. Vacas da ra Red Angus da fazenda do Labor de Quimiotrapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV), UFRRJ, utilizadas na padronizagdo do
PRP.

Os exames hematoldgicos e a padronizagdo do PRP foram realizados no Laboratério
de Pesquisas Clinicas (LPC) do Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria (DMCV)
também na UFRRJ.

3.1.2 Avaliacao hematoldgica

Amostras de sangue foram colhidas, apds antissepsia, por puncdo da veia coccigea
com agulha 21G, em frascos de 4,0 mL contendo o anticoagulante EDTA (4cido
etilenodiaminotetracético), mantidas em caixa isotérmica contendo gelo e transportadas até o
LPC para processamento em até duas horas ap0s a coleta.
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A contagem global de hemacias ou hematimetria (células x 10%/uL), o volume globular
(%), a concentracdo de hemoglobina (g/dL), a leucometria global (células x 10%/uL) ¢ a
contagem total de plaquetas (células/uL) foram determinados em analisador hematoldgico por
impedancial. Os indices hematimétricos: Volume Corpuscular Médio (VCM — fL),
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular média (CHCM - %) e Hemoglobina Corpuscular
média (HCM) foram calculados pelo préprio aparelho considerando as contagens de
hemaécias, 0 hematocrito e a taxa de hemoglobina.

A leucometria especifica (contagem percentual de neutréfilos, linfécitos, eosinofilos,
monocitos e basofilos) foi avaliada em microscopio 6tico em imersdo com objetiva de 100x a
partir de esfregacos do sangue total em superficie de ld&minas coradas com Hematoxilina-
Eosina (JAIN, 1993). Do plasma foram mensuradas as concentracdes de fibrinogénio e
proteinas por refratometria (COLES, 1987).

3.1.3 Avaliacéo clinica e escore de condi¢do corporal

AvaliacGes clinicas abordando os pardmetros comportamento, postura, temperatura,
frequéncias respiratoria, cardiaca e de movimentos de rimen, coloracdo de mucosas e demais
avaliagOes (Anexo B) foram feitas previamente para incluséo dos animais no estudo. O escore
de condicdo corporal foi definido de acordo com Nicholson e Butterworth (1986) para gado
de corte (Tabela 01) sendo utilizadas vacas que, além de boa condicdo fisica e pardmetros
hematoldgicos normais, apresentavam escore 5 a 6.

Tabela 01. Escore de Condi¢do Corporal (ECC) de acordo com critérios sugeridos por
Nicholson e Butterworth (1986) para gado de corte.

Escore  Condicdo Descrigéo

1 Magro - Processo de emaciagéo acentuado

2 Magro Processo transverso proeminente, espinhas dorsais acentuadas

3 Magro + Espinhas dorse_xis agudas ao tato; fileos, isguios,_inser(;éo da cauda e
costelas proeminentes; processo transverso ainda visivel

4 Médio - Costelas, ileos e is_qu?os visiveis; musculatura céncava nas ancas;
processo transverso ligeiramente coberto

5 Médio Costelas ainda visiveis, espinhas dorsais ndo podem ser vistas, mas
sentidas facilmente ao tato

5 Médio + Suave cobertura muscular, espinhas dorsais ndo podem ser vistas,
mas sentidas facilmente ao tato
Boa cobertura muscular (ndo de gordura), espinhas dorsais podem ser

7 Gordo - . e
sentidas ao tato, mas com dificuldade

g Gordo Depositos de gordura visiveis, em algumas areas; processo transverso
ndo pode mais ser visto ou sentido

9 Gordo + Acumulo de gordura acentuado na insercdo da cauda e maca do peito;

espinhas dorsais, costelas, ileos e isquios cobertos

! Analisador hematolégico POCH-100iV Diff , Sysmex®
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3.1.4 Protocolos utilizados

Ap0s tricotomia e antissepsia adequadas, colheu-se 450 mL de sangue de cada animal,
por puncdo da veia jugular com agulha 16G em bolsas de transfusdo de sangue do tipo
CPDA-1°% As nove bolsas de sangue foram mantidas em recipiente isotérmico contendo gelo
durante o transporte até o LPC e processadas em até quatro horas apds a coleta. De cada bolsa
foram avaliados oito protocolos (P1 a P8) para a obtencdo de PRP, com as centrifugacdes
variando quanto a velocidade e tempo (Tabela 02).

Tabela 02. Protocolos de dupla centrifugacao utilizados para padronizacdo do plasma rico em
plaquetas (PRP) autélogo bovino.

12 Centrifugacéo 2% Centrifugacédo
Protocolo Velocidade  Tempo Velocidade Tempo Referéncias
(9) (min.) (9) (min.)
P1 120 5 240 5 Carmona et al. (2007)
P2 120 5 473 5 Maia et al. (2009)
P3 120 10 473 10 Maia et al. (2009) modificado
P4 300 10 640 10 Vendramin et al. (2006)
P5 400 10 800 10 Vendramin et al. ( 2009)
P6 640 10 640 5 *
P7 720 5 720 5 Lopez et al. (2012)
P8 640 5 120 10 *

Nota: Carmona et al. (2007) e Maia et al. (2009) trabalharam com equinos; Vendramin et al. (2006) e
Vendramin et al. (2009) com humanos e Lépez et al. (2012) avaliaram a celularidade do PRP de
bovinos. * P6 e P8 foram criados durante o experimento.

Para cada protocolo foram utilizados 30 mL de sangue acondicionados assepticamente
em dois tubos Falcon de 15 mL que foram centrifugados® para separar o sangue total em trés
camadas: plasma (sobrenadante), zona de névoa (capa leucocitaria, camada intermediaria) e
eritrocitos (camada inferior). O plasma sobrenadante foi arbitrariamente dividido em duas
fracdes, fracdo plasmatica superior (FPS) e fracdo plasmatica inferior (FPI). A FPI foi
considerada como sendo 50% do plasma mais préximo a capa leucocitaria e a FPS foi
classificada como 50% da fracdo plasmatica imediatamente superior a FPI, sendo descartada.
A FPI foi removida com pipeta Pasteur e transferida para um terceiro tubo Falcon de 15 mL, e
novamente centrifugada, conforme cada protocolo testado. Apds esta segunda centrifugacao,
0 sobrenadante considerado como sendo 75% do plasma, foi nomeado plasma pobre em
plaquetas (PPP) e descartado, sendo conservado apenas 25% da porcéo inferior, o PRP
(Figura 03).

A partir de cada protocolo de cada bolsa CPDA-1, uma aliquota de PRP foi
armazenada sob refrigeracéo (2-8°C) por no maximo duas horas em frascos plasticos de 2 mL

263 mL de solucdo CPDA-1 (2630 mg de citrato de sédio; 222 mg de fosfato de sédio monobésico; 2900 mg de
dextrose anidra; 27,5 mg de adenina e 300 mg de &cido citrico anidro), JP Industria Farmacéutica S.A., lote n°
0214 12.
? Centrifuga clinica para rotina laboratorial, Centribio, Modelo: 80-2B-15ML.
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para quantificacao de plaquetas, hemaécias e leucocitos como descrito a seguir e, outra aliquota
foi estocada em frasco criogénico a -80°C para dosagem do fator de crescimento TGF-B1.

4
. 50% FPs{ 75% PPP

Lc —
' Hm' :|»25% PRP
«>
1 1 2
A

C

Figura 03. A: Os tubos de numero 1 representam a primeira fragdo de plasma (FPS e FPI)
obtida durante a 12 centrifugagdo. O tubo de nimero 2 representa as fragdes de PRP e PPP
obtidas ap6s centrifugacdo das FPIs dos tubos iniciais. B: tubos com a primeira fracdo do
plasma. C: PRP e PPP.

FPS: fracdo plasmatica superior; FPI: fracdo plasmatica inferior; Lc: Capa leucocitéria;
Hm: Eritrocitos; PPP: plasma pobre em plaquetas; PRP: plasma rico em plaquetas.
Adaptado de Lopez et al. (2012).

_ 50% FPI -[

3.1.5 Plaquetas, hemécias, leucdcitos e TGF-p1

Amostras de PRP obtidas a partir de cada protocolo foram diluidas e homogeneizadas
para contagem de plaquetas, hemécias e leucocitos, em camara de Neubauer. As contagens
foram feitas em duplicata, utilizando-se as médias dos valores obtidos para cada amostra.

Para determinacdo do numero de plaquetas o PRP foi diluido a 1/200 (10 pL de PRP
em 1990 pL de liquido de Brecher com oxalato de aménio a 1%), a camara de Neubauer foi
preenchida com tubo capilar e apds 20 minutos foi realizada a contagem em microscépio
Optico com objetiva de 40x no reticulo central (25 quadrados médios centrais = area de 1
mm?). As plaquetas apresentaram-se azuis escuras e refringentes. Devido as propriedades
intrinsecas das plaquetas (alta capacidade de agregacéo e facilidade de rompimento), cuidados
como uso de material apenas de plastico foram tomados para se obter resultados exatos e
reprodutiveis.

Para determinacdo do nimero de hemacias, o PRP foi diluido a 1/1 (10 puL de PRP em
10 pL de liquido de Gower), a camara de Neubauer foi preenchida com tubo capilar e apds 5
minutos foi realizada a contagem em microscopio optico com objetiva de 40x no reticulo
central (25 quadrados medios centrais). Para leucdcitos, o PRP foi diluido a 1/1 (10 uL de
PRP em 10 pL de liquido de Thoma), a camara de Neubauer foi preenchida com tubo capilar
e ap6s 5 minutos foi realizada a contagem em microscopio éptico com objetiva de 40x nos
quatro quadrados laterais maiores (area de 4 mm>).

A férmula utilizada para obtencéo de células por pL de PRP foi: n° de células contadas
x diluicdo x 10 (altura de 0,1 mm) x area.
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Amostras de PRP destinadas a dosagem do fator de crescimento foram descongeladas
em temperatura ambiente e em seguida submetidas a um ensaio imunoenzimatico utilizando-
se kit* para determinacdo quantitativa de TGF-B1 em cultura celular, plasma e soro de
humanaos, ratos e bovinos.

Amostras e padrbes foram adicionados conforme instrucdes do fabricante aos pocos
previamente revestidos com um anticorpo monoclonal especifico para o TGF-B1. A placa foi
incubada por uma hora e, apds uma primeira lavagem com a solucdo tampéao fornecida pelo
kit, o TGF-B1 presente na amostra ligou-se aos anticorpos monoclonais da placa. Uma
solucdo contendo um anticorpo policlonal para o TGF-B1 foi adicionado aos pocgos para que
se ligasse a0 TGF-B1 capturado na placa e incubou-se novamente por duas horas. Uma
segunda lavagem foi realizada para remocao do excesso de anticorpos. Apos, uma solucéo de
anticorpo conjugado foi adicionada a cada poco, se ligando ao anticorpo policlonal para o
TGF-B1. Apos incubacdo de 30 minutos e nova lavagem, foi adicionada uma solucéo
contendo um substrato que gerou uma cor azul quando catalisada pelo anticorpo conjugado.
Ao final, uma solucdo de parada (stop) foi adicionada para parar a reacao do substrato. A cor
amarela resultante (Figura 04) foi lida a 450nm, estando a quantidade de absorcao diretamente
proporcional ao nivel de TGF-B1 na amostra. Nas etapas que envolveram incuba¢do com
agitacdo de placa e leitura em nm foi utilizado um aparelho multiskan® (Figura 04). O
coeficiente de correlacdo da curva foi 0,9996 e os coeficientes de variacdo, CV(%), intra e
inter ensaio foram 27,86 e 27,77, respectivamente.

A o B
Figura 04. A: Multiskan para leitura de ELISA conectada a notebook para posterior analise dos
dados (Laboratério de Pesquisas Clinicas, UFRRJ). B: placa de ELISA evidenciando a cor amarela
resultante anteriormente lida a 450 nm (absorcéo diretamente proporcional ao nivel de TGF-B1 na
amostra).

3.1.6 Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo. Os resultados foram
analisados por andlise de variancia (ANOVA) e foi feita a comparacdo multipla entre as
médias das concentra¢fes encontradas pelo teste de Duncan com 95% de probabilidade
(p<0,05). A correlacdo de Pearson foi usada para testar a correlagdo entre plaquetas, TGF-1

* ELISA sanduiche, kit Enzo Life Science, ADI-900-155.
% Multiskan Go, ThermoScientific.
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e leucocitos. As analises foram realizadas usando o programa Prism versao 6.0 para Windows
(GraphPad Software, California, EUA).

3.2 Atividade in vitro de plasma rico em plaquetas, plasma pobre em plaquetas e plasma
de bovinos contra S. aureus

3.2.1 Local e animais

Foram utilizadas quatro vacas Red Angus da fazenda do LQEPV, UFRRJ, de idade
variando entre 3 e 8 anos (média 5,5) e avaliadas como clinicamente saudaveis mediante
historico, anamnese, exame fisico, condi¢do corporal (como descrito no tépico 3.1.3),
hemograma, fibrinogénio sérico, proteinas plasmaticas (como indicado no tépico 3.1.2).

Os exames hematologicos foram realizados no LPC do DMCV e 0s ensaios in vitro
foram realizados no LPC e no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria (DMIV) ambos na UFRRJ.

3.2.2 Obtencéo do plasma, plasma rico em plaquetas e plasma pobre em plaguetas

De cada animal, apds antissepsia adequada da pele na regido do pescoco, 60 mL de
sangue foi colhido por puncéo venosa da jugular com cateter 16G, armazenado em 13 tubos
de 4,5 mL contendo citrato de sodio a 3,2%°. Para efeito comparativo entre dois protocolos de
bons resultados apds os testes iniciais como descrito em 3.1, seis tubos foram destinados ao
protocolo 5 (400 g e 800 g ambos por 10 minutos), seis tubos ao protocolo 8 (640 g por 5
minutos e 120 g por 10 minutos), e, um tubo foi utilizado para obtencao de plasma.

Para obtencdo de PRP o processo de centrifugacdo foi como descrito no item 3.1.4
sendo que na primeira centrifugacao foram utilizados os tubos contendo sangue total e citrato
de sodio a 3,2% e na segunda, tubos sem anticoagulante. Dos produtos obtidos apds a segunda
centrifugacdo em ambos os protocolos, 75% do plasma sobrenadante (PPP) e 25% do plasma
inferior (PRP) (Figura 05), foram armazenados sob refrigeracao (2-8°C) por no maximo duas
horas em tubos plésticos de 2 mL para o ensaio in vitro.

75% PPP

}25% PRP

2a. centrifugagao

Figura 05. Tubo apds a segunda
centrifugacdo. PPP: plasma
pobre em plaguetas; PRP:
plasma rico em plaquetas.

® Tubos BD Vacutainer® com Citrato de S6dio Tamponado 0,109 mol/L (3,2%)
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O 13° tubo contendo sangue com citrato de sodio a 3,2% foi centrifugado a 1500 g por
10 minutos e o sobrenadante (plasma, P) foi armazenado. Os PRPs (PRP5 e PRP8), PPPs
(PPP5 e PPP8) e o plasma de cada animal, foram armazenados sob refrigeracdo em tubos
plasticos de 2 mL para uso em até duas horas.

3.2.3 Ensaio antibacteriano

A atividade antimicrobiana dos produtos obtidos do sangue (PRP e PPP) e o plasma
(P) foi investigada in vitro a partir de incubacdo com a cepa liofilizada de Stathylococcus
aureus subsp. aureus CCCD S008 similar a ATCC 6538P.

O contetdo liofilizado foi reconstituido adicionando-se 1,0 mL de solucéo soro estéril.
Duas aliquotas de 0,1 mL foram semeadas em dois tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo
Casoy®, incubados a 37°C por 6 horas (Figura 06). Apos, retirou-se duas aliquotas de 0,01 mL
que foram semeadas pelo método de esgotamento por estrias compostas em duas placas de
Petri contendo &gar-sangue de carneiro a 8% incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por
24 horas. A identificacdo e confirmacdo do S. aureus foi realizada por meio das caracteristicas
morfolégicas e tintoriais pelo método de Gram (Figura 07), prova de catalase, presenca de
hemolise (Figura 08) e da fermentacdo de aclcares (KONEMAN, 2008).

Figura 06. Caldo Casoy. A: turbidez pelo
crescimento bacteriano; B: limpido, sem
inoculacéo.

” Cepas Cefar Diagnostica®; www.atcc.org/Products/All/6538P.aspx#generalinformation
8 Caldo Triptona de Soja (Tryptic Soy Broth, Difco)
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Figura 07. Microscopia Gptica (objetiva de 40x)
evidenciando cocos Gram positivos (coloracéo
de Gram) caracteristicos de S. aureus.

Figura 08.Crescimento de S. aureus e presenca
de B-hemolise em agar sangue de carneiro a 8%
apos incubagdo a 37° por 24 horas.

Para uso nos ensaios bacterianos, a partir do crescimento da cultura de S. aureus no
caldo Casoy, foram realizados repiques até que as suspensdes tivessem a densidade ajustada
para 0,5 de turvacdo na escala de McFarland, que corresponde a concentracdo de
aproximadamente 1,5 x 10 unidades formadoras de coldnias (UFC) por mL.

As amostras experimentais foram constituidas de dez grupos: grupo 1 (PRP 5), grupo
2 (gel de PRP 5), grupo 3 (PPP 5), grupo 4 (gel de PPP 5), grupo 5 (plasma), grupo 6 (solucéo
fisiol6gica 0,9%), grupo 7 (PRP 8), grupo 8 (gel de PRP 8), grupo 9 (PPP 8), grupo 10 (gel de
PPP 8). O grupo 6 foi concebido como controle positivo do crescimento da bactéria na
diluicdo dos demais grupos. Os grupos 2, 4, 8 e 10, representaram 0s géis de PRP e PPP,
ativados com gluconato de célcio. A composi¢do dos grupos foi instituida com caldo Casoy, a
suspensdo da bactéria, o respectivo derivado do sangue e para os géis, o gluconato de célcio
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(Tabela 03). Para cada grupo foi mantido um controle negativo contendo exclusivamente o
PRP ou PPP, definido como “controle de qualidade” dos produtos e estes ndo foram incluidos
nas analises.

Tabela 03. Constituigdo dos grupos de plasma rico em plaquetas (PRP), plasma pobre em
plaquetas (PPP) e plasma (P) para ensaios in vitro contra a cepa CCCD S008 similar a ATCC
6538P de Stathylococcus aureus.

Grupo Composicéao Inicial Produto do Sangue + Gluconato de Ca*  Definicdo Final
Gl 1 mL de PRP 5 PRP5
G2 0,9mL de PRP5+0,1 mL PRP5A**
G3 1 mL de PPP 5 PPP5
Ga  >0mLde Ea'do Casoy 0,9 mL de PPP 5+ 0,1 mL PPPSA
G5 0,1 mL da suspensdo de 1 mL de P P
G6 ’ S aureus 1 mL de soro CT+***
G7 0,5 McFarIand) 1 mL de PRP 8 PRP8
G8 ’ 0,9mL de PRP 8 + 0,1 mL PRP8A
G9 1 mL de PPP 8 PPP8
G10 0,9 mL de PPP 8 + 0,1 mL PPP8A

* 1 ml dos produtos puros obtidos a partir do sangue ou 0,9 ml desses produtos com adigdo de 0,1 ml
gluconato de calcio formando os géis: gel de PRP e gel de PPP.

** A significa “ativado” (adi¢do do gluconato de célcio).

*** Grupo controle positivo.

PRP - plasma rico em plaquetas, PPP - plasma pobre em plaquetas, P - plasma.

Todos os tubos foram incubados a 37°C por 1, 2, 6, 12 e 24 horas e, para cada tempo,
uma amostra de 1,0 mL foi obtida e utilizada para diluicGes em série de 1:10, 1:100, 1:1.000,
1:10.000 e 1:100.000 em 9 mL de solucdo salina estéril (1:10). Destas dilui¢cdes, 0,1 mL das
amostras foram plagqueadas pela técnica spread-plate em placas de Petri contendo agar padrdo
para contagem®. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas quando foram enumeradas as
unidades formadoras de coldnias (UFC) equivalentes ao nimero de bactérias vidveis na
amostra.

A quantidade de UFC de cada placa foi contada individualmente sendo calculada a
média aritmética por diluicdo e, as UFC/mL foram determinadas da seguinte maneira:
UFC/placa x (1/0,01 mL aliquota plaqueada) x fator de diluicdo. Para que os resultados
obtidos fossem estatisticamente validos, fez-se a duplicata de placas para cada dilui¢do e
foram consideradas as médias de cada diluig&o.

3.2.4 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo. Para normalizagdo, as
contagens de bactérias em UFC/mL foram convertidas em log de base 2 conforme (YANG et
al., 2012). Os resultados foram analisados pelo teste de Friedman feita & comparacdo mdaltipla
entre as médias com 95% de probabilidade (p<0,05) utilizando-se o Action 2,7
[http://www.plataformaaction.com/index.php?lang=pt].

% Agar Extrato de Levedura Glicose Triptona (Tryptone Glucose Yeast Extract Agar, Difco)
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3.3 Ensaio in vivo: aplicacdo intramamaria de plasma rico em plaquetas em vacas com
mastite subclinica

3.3.1 Local e animais

O estudo foi realizado com animais do rebanho de bovinos de leite da fazenda da
UFRRJ com idade variando entre 5 e 10 anos (média 7,5), no terco final de lactacdo e
avaliados como clinicamente saudaveis mediante histérico, anamnese, exame fisico, avaliagdo
hematoldgica e, diagnosticados com mastite subclinica pelo CMT. Os exames hematoldgicos
e 0s ensaios para avaliacdo do metabolismo oxidativo foram realizados no LPC (DMCYV,
UFRRJ).

Amostras de leite foram analisadas quanto a composicdo (gordura, proteina, lactose e
solidos totais e ndo gordurosos) por espectrofotometria por radiacdo infravermelha e CCS em
contador eletrénico por citometria de fluxo em laboratério da Rede Brasileira de Qualidade do
Leite (RBQL, Clinica do Leite, ESALQ/USP, Piracicaba SP). Os parametros de composi¢do
foram expressos em porcentagem (% m/m) e a CCS em unidades x mil/mL.

3.3.2 Sele¢do dos animais

Foram utilizadas seis vacas pluriparas, mesticas (holandés x zebu), mantidas sob
regime de pastejo, recebendo concentrado comercial, além de mistura mineral completa e
agua sem restricdo. Avaliacdes clinicas e hematoldgicas foram realizadas como descrito nos
itens 3.1.2 e 3.1.3. O escore de condicdo corporal foi definido de acordo com Wildman et al.
(1982) e Edmonson et al. (1989) para gado de leite (Tabela 04) sendo utilizadas vacas que,
além de boa condicdo fisica e parametros hematologicos normais apresentavam escore 3,0 e
infecgdo intramamaria subclinica identificada pelo CMT realizado no inicio da ordenha .

Tabela 04. Escore de Condicdo Corporal (ECC) de acordo com critérios sugeridos por
Wildman et al. (1982) e Edmonson et al. (1989) para gado de leite.

Grupos ECC Descrigéo
. Vaca extremamente magra com severa perda de musculatura, com as
Muito magra 1 . .
costelas e espinha dorsal extremamente proeminentes.
Maara ) Vaca magra com pequeno ou nenhum enfraquecimento da estrutura
g muscular, espinha dorsal e costelas ainda proeminentes.
Condicdo ideal. Vaca com estrutura muscular normal. Alguma
Moderada 3

evidéncia de deposicéo de gordura nas costelas, espinha dorsal e peito.
Vaca gorda, mas ainda com estrutura firme, considerando deposicdo de
Gorda 4 gordura no quarto dianteiro, na inser¢do da cauda e estrutura esquelética
ndo aparente.
Vaca muito gorda com consideravel maciez, peito largo, muita deposi¢do
Muito gorda 5 de gordura na insercdo da cauda, espinha dorsal, costelas, quarto dianteiro
e traseiro.
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Os mesmos animais foram utilizados como grupo controle a partir de uma primeira
coleta (TO) que foi realizada apds as avaliagdes e antes de receberem qualquer tipo de
tratamento.

Animais que apresentaram, além da mastite, evidéncias de outras afeccdes, condigdo
corporal ruim e parametros hematoldgicos fora dos padrfes estabelecidos para a espécie ndo
foram inseridos no estudo. Os animais foram monitorados quanto aos sinais de inflamagéo na
glandula mamaria e reacGes sistémicas mediante exame clinico, avaliacdes da CCS no leite e
avaliacBes hematolodgicas.

3.3.3 Diagndstico de mastite e formagéo dos grupos

Inicialmente as vacas foram avaliadas quanto a ocorréncia de mastite clinica por
exame fisico (inspecdo e palpacdo) da glandula mamaria e observacdo do aspecto dos trés
primeiros jatos de leite de cada quarto mamario em caneca de fundo escuro. A presenca de
grumos, secrecdo purulenta, coloragdo amarelada ou consisténcia aquosa foram considerados
sinais de mastite clinica e estes animais ndo foram inclusos no estudo.

A infeccdo intramamaria subclinica foi identificada pelo California Mastitis Test
(CMT) realizado no inicio da ordenha, ap6s higiene da pele do teto e 6stio com algodéao
embebido em alcool 70% (PHILPOT; NICKERSON, 1991).

O CMT foi realizado mediante mistura, em bandeja prdpria, de partes iguais de leite e
detergente aniénico (alquil-lauril sulfato de sodio). Ap6s homogeneizacao, a interpretacdo do
teste baseia-se na observacédo visual da reagdo que se processa entre o reagente e o material
genético das células somaticas. O resultado é dado em cinco escores: negativo (-), suspeito
(tracos), fracamente positivo (+), positivo (++) e fortemente positivo (+++) (SCHALM;
NOORLANDER, 1957). Para este estudo, incialmente foram selecionadas seis vacas com
quartos mamarios com reacdo positiva e fortemente positiva ao CMT (6 vacas, n=24 quartos
mamarios).

O teste da caneca de fundo escuro e o CMT foram realizados antes da aplicacdo dos
tratamentos (T0), 24 e 48 horas depois. Para as analises estatisticas foram considerados os
quartos que apresentaram CCS superior a 200.000 células/mL indicando a ocorréncia de
mastite subclinica (SANTOS; FONSECA, 2007). Quartos mamarios positivos ao CMT, mas
com CCS abaixo de 200.000 células/mL n&o foram considerados nas andlises.

3.3.4 Obtencéo e aplicacdo do plasma rico em plaquetas

Apds antissepsia adequada da pele na regido do pescoco, de cada animal, foram
coletados 60 mL de sangue por pungéo venosa da jugular com cateter 16G acondicionado em
12 frascos de 4,5 mL contendo citrato de s6dio a 3,2%. Estes tubos foram submetidos a duas
centrifugacdes, a primeira a 400 g por 10 minutos e a segunda centrifugacdo 800 g por 10
minutos. Apos a segunda centrifugacdo, 75% do plasma sobrenadante foi considerado PPP e
foi descartado, restando os 25% do plasma considerado PRP que foi acondicionado em frasco
estéril e mantido em recipiente isotérmico por até duas horas quando foi preparado para
aplicacdo por via intramamaria.

Cada quarto mamario constituiu-se de uma unidade experimental. O PRP, num
volume final de 3 mL foi assepticamente inoculado em dois quartos mamarios de seis vacas
com mastite subclinica, perfazendo um total de 12 quartos mamarios tratados com PRP
autologo e os outros dois quartos mamarios de cada vaca foram inoculados com igual volume
de solucéo fisioldgica estéril a 0,9% (soro). Os produtos (PRP e soro) foram inoculados na
glandula mamaria por meio de seringa de plastico e sonda uretral estéril n° 6, imediatamente
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apos ordenha completa e antissepsia com alcool 70°. Apds, seguiu-se imersdo dos tetos em
solugéo de glicerina iodada a 5%.

3.3.5 Sangue

Amostras de sangue foram colhidas por venopuncao da coccigea com agulha 21G em
seringas descartaveis ap0s antissepsia imediatamente antes (TO0), 2, 6, 24 e 48 horas ap0s a
inoculacdo. Para cada momento foram colhidas trés aliquotas: Al (4,0 mL) acondicionada em
frascos com EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) encaminhadas para hemograma, A2 (10
mL) acondicionada em frascos com heparina sédica para avaliacdo da peroxidacao lipidica e
A3 (10 mL) em frascos sem anticoagulante ou aditivo para obtencdo do soro que foi
acondicionado a -80°C para posteriormente, dependendo dos resultados, ser utilizado na
determinacdo mediadores inflamatorios.

A) Hemogramas

Os hemogramas, a contagem diferencial dos leucécitos, a determinacdo de
fibrinogénio e proteinas plasmaticas foram realizados como descrito no topico 3.1.2.

B) Peroxidacéo lipidica - Ensaio TBARS

Espécies reativas ao acido tiobarbitirico foram determinadas de acordo com
OHKAWA et al. (1979) em metodologia modificada.

As amostras sanguineas colhidas com heparina sodica foram acondicionadas em
frascos plasticos de 2 mL e centrifugadas a 1000 g por 10 minutos a 4 °C. Transcorrido 0
tempo, 0 sobrenadante contendo plasma e leucdcitos foi removido, tendo sido o plasma
armazenado em tubos criogénicos a -80°C e a capa leucocitaria desprezada. Em seguida foram
adicionados em cada frasco solugéo de PBS num volume correspondente ao dobro do volume
de hemacias. O tubo foi fechado e o contetdo ressuspendido, por inversdo cuidadosa dos
frascos por trés vezes (para ndo promover hemolise). O contedo foi novamente centrifugado
a 1000 g por 3 minutos a 4°C e o procedimento repetido duas vezes. Apo6s, foram diluidos
com agua milli-Q para obtencdo do hemolisado 1:20 e entdo envasados frascos criogénicos de
2 mL, identificados e estocados a —80 °C até 0 momento das analises.

Para a determinacdo do TBARS utilizou-se o hemolisado de hemacias na proporc¢do de
1:20 preparado anteriormente. Desta solucdo, 1,0 mL do hemolisado foi pipetado em tubos
plasticos de fundo cénico estéreis com capacidade de 15 mL e adicionado 1,0 mL de &cido
sulfossalicilico a 3%. A mistura foi agitada em vortex por 10 segundos, centrifugada a 1400 g
por 3 minutos e deixada em repouso por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um
novo frasco e neste foi acrescentado 500 pL do &cido tiobarbitarico 0,67%, seguindo-se de
agitacdo por 10 segundos em vortex e os tubos incubados por 30 minutos a 80°C. Para leitura
utilizou-se como padrdo 500 pL &gua bidestilada deionizada acrescida de 500 pL de solucédo
de TBA 0,67% e a amostra representada pelo sobrenadante. A absorbancia foi determinada
em 532nm e os resultados expressos em nM de malodialdeido (MDA) por grama de
hemoglobina (nM/gHDb).

Para mensurar a concentragdo de TBARS em mMol/g Hb utilizou-se a seguinte
equacdo: TBARS = ((D/0,149)x4)/Hb)x1000 (mMol/g Hb), onde D corresponde ao valor da
absorbancia da amostra, 0,149 ao coeficiente de extingdo UM do TBA em 535 nm, 4 diluicdo
do hemolisado (1:20), Hb a concentracdo de hemoglobina no hemolisado em g/dL e 1000 o
fator de conversdo de uM (proveniente do coeficiente de extingdo) para mMol .
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3.3.6 Leite

Amostras de leite foram coletadas imediatamente antes (T0), 24 e 48 horas apos a
aplicacdo intramamaéria de soro e PRP. As amostras obtidas foram mantidas refrigeradas (+
4°C) durante o transporte até o LPC onde foram destinadas aos exames especificos: CCS e
composicdo, contagem diferencial de células em lamina e peroxidagdo lipidica pela
determinacdo de malondialdeido (MDA). Uma aliquota de cada amostra colhida nos
diferentes momentos foi armazenada a -80°C em frascos criogénicos para, na dependéncia dos
resultados obtidos, ampliar o estudo dos mediadores inflamatérios.

A) Contagem de células somaticas e composicao

Aliquotas de 40 mL de leite foram acondicionadas em recipientes contendo o
conservante bronopol. Os frascos foram homogeneizados por inversdo, mantidos sob
refrigeracdo e encaminhados por Sedex, em no maximo 48 horas, para analises na Clinica do
Leite (ESALQ-USP) por métodos de referéncia (BRASIL, 2011). As amostras foram
analisadas para determinacdo da composicao (gordura, proteina total, lactose, solidos totais e
extrato seco desengordurado, em porcentagem), por espectrofotometria no infravermelho e
CCS por citometria de fluxo em contador eletronico (células/mL).

B) Contagem diferencial de células

Laminas foram preparadas conforme técnica descrita por Pilla et al. (2012),
modificada. Uma aliquota de 2,0 mL de leite foi diluida com 5,0 mL de PBS contendo 0,5%
de EDTA (PBS-EDTA) e centrifugada a 125 g por 15 minutos em tubos falcon. A camada de
gordura e o sobrenadante foram desprezados e 10 pL do botdo de células do fundo do tubo foi
ressuspendido em 2,0 ml de PBS-EDTA, e posteriormente por meio de pipeta Pasteur foi
distribuido homogeneamente na superficie de laminas perfazendo uma éarea de 1 cm® As
laminas foram feitas em duplicata, secas ao ar e coradas com May-Griinwald Giemsa.

Para essa coloracdo, a lamina foi coberta com o corante de May-Grinwald por 2
minutos; acrescentou-se 20 gotas (aproximadamente 1 mL) de dgua destilada tamponada (pH
7,0-7,2)
por 1 minuto e homogeneizou-se com uma pipeta. Apds retirar as solugdes por inversdo da
lamina, sem lavar, cobriu-se com a solucdo de Giemsa diluida (1 gota de corante de Giemsa
para cada 1 mL de &gua destilada tamponada pH 7,0-7,2) por 15 minutos. Ao final, lavou-se
com agua destilada tamponada e as laminas foram secas ao ar em posicéo vertical.

Em cada lamina foram contadas 100 células, observadas em microscopio optico com
objetiva de imersdo (100x). Estas celulas foram diferenciadas em linfécitos, macrofagos e
neutréfilos (COLES, 1987). Células epiteliais nem sempre sdo diferenciadas dos macréfagos,
sendo assim foram contadas como macrofagos.

C) Formacao de malondialdeido

O malondialdeido (MDA) do leite foi mensurado pelo método de Smith (1980)
modificado como descrito por Suriyasathaporn et al. (2006, 2010). Adicionou-se 1,0 mL de
acido tricloroaceético (TCA) a 10% a 100 pL de leite e agitou-se em vortex. A seguir, 400 pL
de &cido tiobarbitarico (TBA) a 2% foram adicionados e a mistura foi fervida a 60°C durante
30 minutos em banho-maria, arrefecida por dgua da torneira e mensurada quatro vezes por
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espectrofotometria de UV a 532 nm contra a sua reacdo em branco (sem TBA). A média de
densidades Opticas obtidas a partir de cada amostra foi utilizada para determinar a
concentracdo de MDA em ppb.

3.3.7 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média e desvio padréo.

A CCS foi convertida em log de base 2 para normalizacdo, a quantificacdo da
celularidade em lamina foi feita em porcentagem e os valores foram relacionados a CCS
individual de cada amostra sendo também convertida em log de base 2 para normalizacéo.

Os parametros do hemograma e leite foram avaliados quanto & normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk. Variaveis do leite (CCS, diferencial de células e MDA) foram analisadas
por ANOVA fator duplo com repeticdo e o teste de Tukey a 95% de probabilidade (p<0,05)
foi usado para identificar as diferencas.

Os valores de TBARS foram analisados pelo Teste T pareado e foi feita a comparacéo
maultipla entre as médias pelo teste exato de Fischer com 95% de probabilidade (p<0,05).

Os valores encontrados foram confrontados com a literatura.

As analises foram realizadas usando os programas Prism versdo 6.0 para Windows
(GraphPad Software, California, EUA) e Action 2,7 [http://www.plataformaaction.
com/index.php?lang=pt].
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Padronizacéo de protocolos para obtencéo de plasma rico em plaquetas de bovino

Como o resultado final do PRP depende da contagem inicial de plaquetas no sangue
total do animal, e segundo Barbosa et al. (2008) a trombocitopenia ou um nimero reduzido de
plaquetas sdo fatores limitantes para obtencdo do PRP, apenas animais com parametros
hematologicos dentro dos limites fisiologicos estabelecidos para a espécie (KANEKO et al.,
1997; KRIMER, 2011), principalmente em relacdo a quantidade de plaquetas, objeto principal
deste estudo, foram utilizados.

O 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) de origem orgéanica age formando
complexos estaveis com varios ions metalicos sendo usado como anticoagulante do sangue,
por quelar os ions de célcio que promovem a coagulacdo sanguinea (JAIN, 1993) e foi a
escolha para realizagcdo dos hemogramas.

Kolenkin (2002) identificaram uma pseudoplagquetopenia em sangue colhido com
EDTA. Segundo Rebar et al. 2003 e Sink e Feldman (2006) o citrato de sodio é o melhor
anticoagulante para os estudos de plaquetas e testes de coagulacdo, preserva a integridade da
membrana das plaquetas (TRINDADE-SUEDAM et al., 2007) e, tem sua agéo anticoagulante
revertida com a adicdo de calcio na amostra, viabilizando o seu uso como o0s géis de PRP
(KERR, 2003). Assim, o citrato de sodio foi o escolhido para padronizacdo do PRP.

As terapias com hemoderivados em medicina veterinaria séo realizadas ha muitos anos
e, uma das formas de obtencdo do PRP é por meio da bolsa de transfusdo CPDA-1 (&cido
citrico, citrato de sodio, fosfato de sodio, dextrose e adenina) (BRASIL, 2010). Desde a
adicdo de adenina aos outros componentes, a CPDA-1 tem se mostrado eficiente para
conservacdo de todos os tipos celulares por reduzir a fragilidade osmética (NAKAO et al.,
1960) e, em bovinos, a viabilidade de hemécias tem sido preservada por 2 a 3 semanas
(DeLOACH JR; SPRANDEL, 1985) podendo chegar até a 35 dias (RIBEIRO FILHO et al.,
1994), por isso a escolha deste tipo de bolsa para o acondicionamento do sangue utilizado
para padronizacdo do protocolo de preparacao do PRP.

A obtencdo do PRP pelo método manual exige a definicdo de um melhor protocolo
com base na velocidade e tempo de centrifugacdo. Fatores como anticoagulante, sistema de
coleta de sangue, quantidade de sangue a ser utilizado, treinamento pessoal, bem como, 0
método de contagem das plaquetas (EFEOGLU et al., 2004; JAMESON, 2007) devem ser
considerados na escolha do método. Neste estudo foram selecionados apenas protocolos de
dupla centrifugacdo ja que protocolos de centrifugacdo Unica resultam em uma mistura de
PPP e PRP com baixa concentracéo total de plaquetas (MACEDO, 2004)

Como diversos protocolos de dupla centrifugacdo em centrifugas convencionais para
diversas espécies tém sido propostos, a escolha dos protocolos se baseou nos volumes de
hemécias de equinos e bovinos (37-59 fl e 36-50 fl, respectivamente) e volume de plaquetas
de equinos, bovinos e humanos (5,6-8,3 fl, 4,6-8,5 fl e 7,0-10,0 fl, respectivamente) (WEISS;
WARDROP, 2010). Em relacdo ao P6 e ao P8 estes foram propostos levando em
consideracdo menor tempo e menor forgca (g), respectivamente, no segundo momento de
centrifugacdo o que contrariou grande parte da literatura por também apresentaram bons
resultados para confeccdo de PRP em bovinos.

N&o foram selecionadas centrifugaces mais altas do que 2300 g, como as realizadas
para obtencdo de PRP em cées por Ferraz et al. (2007), estes e Adler e Kent (2002) em
humanos verificaram que a velocidade de centrifugacéo excessiva pode danificar as plaquetas
e resultar em um PRP de méa qualidade. Os resultados alcancados por Ferraz et al. (2007)
demonstraram que o emprego de 3200 rpm na segunda centrifugacdo concentrou maior
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quantidade de plaquetas, mas estas se encontravam morfologicamente alteradas, interferindo
na qualidade do produto.

Mesmo a menor concentracdo de plaquetas em P1 (1.750,00 + 286,01 x10°
plaquetas/uL) (Tabela 05) foi superior aos resultados obtidos por Carmona et al. (2007)
(250.000 plaguetas/uL) utilizando método manual, Carter et al., (2003) (490.000
plaquetas/uL) e Schnabel et al. (2007) (3,77 vezes) utilizando o método automatico e Sutter et
al., (2004) (855.000 plaquetas/pL) utilizando o método semiautomatico em equinos e, 0S
resultados dos oito protocolos evidenciaram boa qualidade segundo Marx et al., (1998) e
Lemos (2002) ja que estes autores, para 0 PRP de humanos, consideram ser necessaria uma
concentragdo superior a 1.000.000 de plaquetas/pL.

Na figura 09 se observa que em todos os protocolos avaliados o numero de plaquetas
aumentou (p<0,05) em relacdo ao sangue total.

Tabela 05. Quantificacdo de plaguetas, eritrocitos e leucdcitos no sangue total e nos oito
protocolos para obtencdo de plasma rico em plaquetas autélogo de bovinos (média + desvio
padréo).

Sangue total Plaquetas (x10*/uL) Eritrécitos (x10%/pL) Leucocitos (x10%/uL)
494,56 + 124,38 6,02 £ 1,22 8677,78 = 2775,24
Protocolos Plaquetas (x10*/uL) Eritrécitos (células/pL) Leucocitos (x10%/uL)
P1 1750,00 £ 286,01 1122,22 +£ 939,23 1406,11 + 266,74
P2 1969,33 + 872,07 1484,44 + 360,8 1918,33 + 212,53
P3 3422,22 + 1590,03 1800,00 £ 975,45 1261,67 £ 562,56
P4 3822,00 + 952,85 962,22 + 444,23 1491,67 + 528,73
P5 4129,78 + 755,98 820,00 + 496,99 637,78 + 178,45
P6 3292,67 + 956,41 780,00 + 283,02 768,33 + 295,28
pP7 2768,00 = 893,32 753,33 + 454,86 1027,22 + 403,28
P8 3242,22 +1099,72 648,89 + 302,67 731,67 + 184,54
o -
22 g LI
40004 +1590,0 32027 3242,2
+956,4 +1099,7
2780,0
+893,3
3000-
1969,3
17505 +8721
20004 +286,0
1000 4945
+1243
0- T T T T T
Sangue P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Total

Figura 09. Quantidade de plaquetas nos diferentes protocolos
para obtencdo de plasma rico em plaquetas de bovino em
relagdo ao sangue total.
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Whitlow et al. (2008) consideram que a concentracdo plaquetaria no PRP deve ser trés
a cinco vezes superior (ou 300 a 500 % a mais) do que a presente no sangue total,
significando que todos os protocolos (P1 a P8) foram eficientes em concentrar plaquetas e
adequados para confecgdo de PRP com 365,24 = 79,5 % (P1) o menor valor encontrado
(Tabela 06). O maior valor foi 890,53 + 277,14 % (P5), sem diferenca (p>0,05) para P3, P4,
P6 e P8 e estes quatro ultimos sem diferenca (p>0,05) para o P7, mas diferindo (p<0,05) dos
menores valores encontrados em P1 e P2.

Tabela 06. Concentracdo de plaquetas, eritrocitos, leucécitos e TGF-B1 em 8 protocolos de

plasma rico em plaquetas aut6logo de bovino.

Protocolos Plaquetas* Eritrécitos (x102) * Leucdcitos* TGF-B1 (pg/uL)
P1 365,24 ©+ 79,5 1,76 ™+ 1,16 17,93° + 6,65 2432,95 *+ 555,67
P2 406,09 © + 160,62 2,46® +0,57 24,40+ 9,78 2174,27 % + 783,87
P3 711,14 % + 262,53 2,91%+0,14 13,80 ™ + 3,93 2157,30  + 507,05
P4 813,01 * + 268,41 1,64 " +0,87 17,42° + 4,89 2324,43* + 629,35
P5 890,53 % + 277,14 1,30 °+ 0,61 7,67%+2,68 1744,21" + 766,13
P6 708,65 * + 309,61 1,29°+ 0,39 8,95 + 253 2288,32 * + 582,82
P7 608,71 * + 271,36 1,27°+0,79 11,90% + 3,28 2261,28 *° + 518,66
P8 702,23 +298,8 1,10°+ 0,56 9,26 + 3,79 2422,67 * + 509,97

* % em relagéo ao sangue total.

Valores apresentados como média + desvio padréo.

Médias na mesma coluna seguidas por letras diferentes indicam diferenca estatistica a 95% de
confianca.

A média de concentracdo das plagquetas no P1 e no P2 foi semelhante ao observado por
Carmona et al. (2007) e Maia et al. (2009) em equinos, respectivamente, mas quando se
compara as médias obtidas no P4 e no P5 em humanos por Vendramin et al. (2006; 2009) e os
dados de P7 (LOPEZ et al., 2012) em plasma de bovinos, se observa que as médias obtidas
neste trabalho foram superiores as descritas por estes autores em seus respectivos estudos
utilizando as mesmas velocidades e tempos de centrifugacdo, porém com diferentes volumes
de sangue e uma Unica metodologia para obtencdo de PRP que foi adaptada a todos.

Marx e Garg (1999) relatam que a presenca de leucdcitos no PRP de humanos é
benéfica contribuindo na resisténcia natural a processos infecciosos e/ou alérgicos. Contudo,
Carmona et al. (2007) recomenda minimizar o numero de leucdcitos no PRP quando se deseja
utiliza-lo em articula¢bes de equinos e McCarrel e Fortier (2009) também nédo consideraram
um fator positivo a presenga de leucocitos no PRP humano relacionando um aumento do
catabolismo e diminuigdo da sintese de matriz extracelular nos tecidos aos leucdcitos. Estas
células podem interferir na acéo regenerativa do PRP em alguns tecidos (uso intra-articular,
por exemplo), mas néo sdo fatores negativos quando se deseja usar 0 PRP como modulador de
respostas imunes ja que parece haver uma correlagdo positiva entre as células brancas do
sangue, o fator de necrose tumoral e a IL-1 (McCARREL e FORTIER, 2009), com aumento
da producdo de citocinas inflamatdrias e melhoramento nos efeitos catabdlicos in vivo
(SCHNABEL et al., 2007).

Sabendo-se que o tamanho e o0 peso das plaquetas, hemécias e leucécitos determinam
o0 protocolo mais efetivo para concentrar plaquetas em cada espécie (LOPEZ et al., 2012) e
que o processo de centrifugacdo e separacdo do plasma deve ser executado com muita
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precisdo para separar as plaquetas dos eritrocitos e leucdcitos que sdo considerados
contaminantes das amostras de PRP (MARX, 2004), P2 e P3 foram os protocolos que
apresentaram mais eritrocitos e P2 o maior numero de leucocitos (Tabela 06), podendo estes
resultados estarem relacionados conforme Pereira et al. (2013) a menor forca gravitacional (g)
e menor tempo de centrifugacéo destes protocolos. Vendruscolo et al. (2012) observaram em
sangue de equinos, altas contagens de plaquetas associados a menores forgas de
centrifugacdo.

O protocolo que apresentou menos leucécitos foi o P5, mas sem diferir (p>0,05) em
relacdo ao P6, P8 e P7, e estes diferentes (p<0,05) de P2 e P1. Em relacéo aos eritrocitos, o P8
apresentou menor valor acompanhado por P7, P6 e P5 (p>0,05). As concentracfes de
eritrocitos e leucdcitos em cada protocolo estdo na Tabela 06.

O P1 e o P8 apresentaram maior quantidade de TGF-f1 (Tabela 06). No P1 obteve-se
grande quantidade de leucdcitos e eritrdcitos e inversamente pouca quantidade de plaguetas
evidenciando como descrito por Weibrich et al. (2003) em humanos, que além das plaquetas,
células como os leucdcitos, tém a capacidade de liberar FC.

A maior concentracdo de TGF-B1 obtida (2432,95 a £ 555,67 pg/mL) foi inferior ao
descrito por Carter et al. (2003) (7.480 pg/mL), Sutter et al. (2004) (23.600 pg/mL) e
Carmona et al. (2007) (12.515 pg/mL) em equinos e superior aos niveis obtidos em protocolos
testados por Vendruscolo et al. (2012), também em equinos, evidenciando que nao s6 o
protocolo como também a técnica sdo importantes no preparo do PRP.

O aumento da velocidade na segunda centrifugacdo como realizado por Aghallo et al.
(2002), Scarso Filho (2002) e Ferraz et al. (2007) em coelhos, humanos e caes,
respectivamente, baseou-se no fato de que uma segunda centrifugacdo do sangue, de maior
intensidade, permitiria separar melhor a fracdo do plasma pobre em plaquetas, que
corresponde a parte superior, da parte inferior, que representa o PRP (BARROSO et al.,
2007).

Os protocolos P6 e P8, criados com segunda centrifugacdo menor em tempo (P6) e em
intensidade (P8) do que a primeira, nesse método manual, apresentaram boa capacidade de
concentracdo de plaquetas associada a altos valores de TGF-B1. Os resultados foram
adequados a meta de aumentar a contagem plaquetaria em uma concentracdo bem acima da
encontrada no sangue total, preservando a estrutura e a funcdo das plaquetas, como indicado
por Lopez et al. (2012) sugerindo a possibilidade de resultados favoraveis in vivo em que, a
acdo terapéutica do PRP é prejudicada se as plaquetas se rompem ou se ativam
antecipadamente liberando os FC e isto ocorre em velocidades (forca g) altas (FERRAZ et al.
2007).

O protocolo que mais concentrou plaquetas (P5) obteve os menores valores do fator de
crescimento TGF- B1, com diferenca (p<0,05) em relacdo ao P1 e P8, resultado divergente
dos obtidos por Vendruscolo et al. (2012) que ndo observaram diferenca entre protocolos que
mais concentraram plaquetas em relagéo aos niveis de FC.

Houve correlagdo negativa moderada entre plaquetas e TGF-B1 (p= -0,48), e entre
plaquetas e leucocitos (p= -0,69) e uma correlacdo positiva fraca entre leucocitos e TGF-B1
(p= 0,26) o0 que se assemelha a observacdes de Weibrich et al. (2003) que evidenciaram que
outras células, além de plaquetas sdo capazes de produzir FCs e, esses valores sdo divergentes
dos encontrados por LoOpez et al. (2012) que evidenciaram correlagcBes positivas entre
leucdcitos e plaquetas.

De acordo com os resultados, o protocolo usado por Vendramin et al. (2009) em
humanos (P5) apresentou bons resultados em concentrar plaquetas de bovinos e o P8,
confeccionado neste estudo, se destacou pela maior quantidade de TGF-B1 e altas
concentragdes de plaquetas.
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4.2 Atividade in vitro de plasma rico em plaquetas, plasma pobre em plaquetas e plasma
de bovinos contra S. aureus

4.2.1 Procedimento

EDTA e citrato de sodio se ligam ao calcio do sangue impedindo a coagulagédo
(WEISS; WARDROP, 2010), mas para preparo do PRP escolheu-se citrato de sddio por ser
considerado mais adequado por preservar a integridade das plaquetas (MARX 2000,
TRINDADE-SUEDAM et al. 2007) e pela possibilidade de se reverter o efeito anticoagulante
com a adi¢do de célcio (KERR, 2003).

Os tipos de meios de cultura sdo selecionados de acordo com o microrganismo ou
grupo de microrganismos que se quer cultivar, possuindo os requisitos nutritivos em
condigdes ambientais favoraveis para propiciar um bom desenvolvimento. S. aureus crescem
rapidamente em meios de cultura ndo seletivos, tanto em condi¢bes aerdbias quanto
anaerdbias, com formacédo de grandes colonias lisas em 24 horas (SILVA et al., 2007). A ndo
seletividade € uma condicdo que se aplica ao caldo Casoy e ao Agar padrdo utilizados neste
estudo os quais possibilitaram um bom desenvolvimento do S. aureus.

A técnica de espalhamento em superficie (spread-plate), também conhecida como
método das diluicdes seriadas, escolhida para o ensaio in vitro do efeito antibacteriano, serve
tanto para o isolamento quanto para contagem de microrganismos (QUINN et al., 2005). Ap6s
0 plagueamento e incubacdo por tempo e temperatura adequados previamente definidos para
cada microrganismo, as celulas ou pequenos agrupamentos crescem isoladamente, dando
origem a colonias que serdo contadas na diluicdo apropriada e, portanto, chamadas de
unidades formadoras de colénias (UFC).

Nos tubos com maiores diluigdes (1:100.000) ndo houve crescimento bacteriano
suficiente em todos os grupos e/ou em todos os tempos analisados, a0 mesmo tempo em que
nos tubos de menor diluicdo cresceram células em excesso ndo sendo possivel a quantificacdo
adequada das UFC. Segundo Silva et al. (2007), as diluigdes da amostra devem ser feitas para
viabilizar a contagem de microrganismos quando ndo se tem no¢do do nimero de UFC. O
ideal é que cada placa escolhida para a contagem contenha um nimero, que para bactérias,
varia de 30 a 300 coldnias, sendo assim, as diluicdes de 1:1.000 a 1:100.000 foram as que se
apresentaram mais apropriadas para as contagens.

4.2.2 Atividade in vitro dos componentes do sangue contra S. aureus

Nos ensaios de inibi¢cdo do crescimento in vitro do S. aureus, comparou-se 0s dois
melhores protocolos (P5 e P8) a partir dos resultados descritos no item 4.1 em suas categorias:
plasma rico em plaquetas (PRP5 e PRP8), géis de PRP (PRP ativado com GC - PRP5A e
PRP8A), plasma pobre em plaquetas (PPP5 e PPP8), géis de PPP (PPP ativado com GC -
PPP5A e PPP8A) e plasma (P) em relacdo ao controle (CT+) em quatro momentos (1, 2, 6 e
12 horas), representando o tempo em que 0s produtos atuaram contra o S. aureus antes do
plagueamento. O tempo de 24 horas ndo foi analisado, pois 0 crescimento microbiano em
todos os tratamentos e controle se expressou em incontaveis UFC em todas as dilui¢des.

Observou-se nos grupos de PRPs ativados (PRP5A e PRP8A) que o crescimento
bacteriano foi inibido significantemente (p<0,05) em relacdo ao CT+ (caldo + cultura +
salina) em todos os momentos. Os demais grupos de PRP, PPP, gel de PPP e P tiveram
resultados semelhantes (p>0,05) quando comparados entre si e ao grupo controle (Figura 10).
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Figura 10. Crescimento microbiano (UFC/mL - Log,,) de Staphylococcus aureus em relacdo
aos tratamentos com plasma rico em plaquetas (PRP), plasma rico em plaquetas ativado com
gluconato de célcio (PRPA), plasma pobre em plaquetas (PPP), plasma pobre em plaquetas
ativado (PPPA) em dois protocolos (5 e 8), plasma (P) e controle positivo (CT+) em diferentes
tempos.

Apdbs uma hora de incubacdo da bactéria com os produtos testados, PRP5A e PRP8SA
ja demostravam inibicdo no crescimento bacteriano ao se comparar com 0 grupo controle
(Figura 11) e demais grupos (p<0,05), enquanto que o grupo tratado com o PPP5 teve o
mesmo comportamento do CT+ (p>0,05).

Na segunda hora o crescimento bacteriano no CT+ foi maior que em todos 0s
tratamentos, mas com diferenca (p<0,05) observada apenas em relacdo aos géis de PRP
(PRP5A e PRP8A).

Na 62 hora 0 PRP8A expressou atividade semelhante aos géis de PPP e ao P (p>0,05),
€ mesmo com menores crescimentos bacterianos ao serem comparados com o CT+ (p>0,05),
apenas 0 PRP5A diferiu do controle (p<0,05) divergindo dos resultados obtidos por Alvarez
et al. (2011) que relataram que a inibicdo do crescimento em todos os produtos do sangue
diferindo do controle se iniciou ap6s 8 horas.

O plasma apresentou efeito limitado, com resultado semelhante ao controle ap6s 12
horas. A diminuicdo da acéo do plasma sobre o crescimento do microrganismo foi evidente no
estudo de Alvarez et al. (2011) também na 122 hora.

Comparou-se o PRP e o gel de PRP com a finalidade de confirmar se a ativagdo com
gluconato de célcio influenciaria a atividade do PRP nos ensaios de inibi¢do do crescimento
de S. aureus. Obteve-se em ambos os protocolos melhores resultados com o PRP ativado, mas
de forma significativa somente na 22 hora (p<0,05).
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Figura 11. Unidades formadoras de colnia observadas nas placas
de Petri contendo meio 4gar padrdo para contagem (APC), em
duplicata, referentes ao plagueamento da primeira hora do PRP5A
(caldo + cultura + PRP5 + gluconato de Ca); controle positivo
(caldo + cultura + salina) (CT+) e PRP8A (caldo + cultura + PRP8
+ gluconato de Ca), na dilui¢do 1:10.000.

O gluconato de célcio que resulta na gelificacdo do PRP facilitando a aplicacdo em
feridas traumaticas e cirdrgicas (EFEOGLU et al., 2004), em meios de cultura liquidos, como
o caldo Casoy usado neste ensaio, pode promover o aprisionamento da bactéria e, este pode
estar relacionado ao crescimento bacteriano menor no PRP5A em todos os momentos, e em
alguns momentos no PRP8A. Observou-se que a viscosidade do gel de PRP diminui em seis a
oito horas, coincidindo com o aumento do crescimento bacteriano. A possibilidade de que o
crescimento de microrganismos seja limitado pelo aprisionamento no gel ndo se justifica
plenamente, visto que o crescimento no gel (produtos ativados), embora nédo significativo, foi
menor que no controle em todos 0s momentos.

Um melhor efeito antibacteriano do gel de PRP seguido pelo gel de PPP em
comparagio com o PRP puro foi obtido por Alvarez et al. (2011). Argiielles et al. (2006)
evidenciaram que os sais de célcio produzem uma melhor ativacdo de plaquetas.
Corroborando com esses dados, no presente estudo, efeito inibitdrio significativo foi
evidenciado somente para gel de PRP na segunda hora em relacéo ao controle.

A inibicdo do crescimento microbiano pelas plaquetas segundo Blockmans et al.
(1995), ocorre por meio da interagdo dos microrganismos com receptores destas promovendo
a liberacdo de FC e outras substancias que agem limitando ou impedindo o crescimento de
patogenos (HARRISON; CRAMER, 1993).

Ainda que néo significativo, observou-se um menor crescimento bacteriano nos PPP e
PRP puro em relacdo ao controle, sugerindo que a defesa contra patégenos do PRP pode
envolver outros fatores alem da ativacdo de plaguetas. Até o momento os resultados
encontrados em ensaios in vitro com PRP sugerem que o efeito antimicrobiano ndo depende
apenas da presenca de plaquetas e da sua ativagdo com liberacdo das citocinas, mas também
envolve fatores humorais presentes no plasma como sugerido por Moojen et al. (2008).
Mecanismos de defesa como estimulacdo do S. aureus sobre a glicoproteina Ib da membrana
das plaquetas ativando-as (SHENKMAN et al., 1999) e geracdo de metabdlitos do oxigénio
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pelas plaquetas destruindo a parede de microrganismos (YEAMAN, 1997; KRIJGSVELD et
al., 2000) sdo mencionados.

Dohan et al. (2009) sugeriram que as células brancas do sangue podem auxiliar a
atividade antibacteriana dos componentes sanguineos, mas ndo se observou diferenca
(p>0,05) entre os protocolos 5 e 8 quanto ao efeito inibitério do crescimento microbiano,
sendo o protocolo 5 com maior nimero de plaquetas e 0 8 com maior numero de leucdcitos.
Estudos conduzidos por Anitua (1999) também sugeriram que uma dose adicional de
leucdcitos ndo melhorou significantemente as propriedades antimicrobianas do PRP.

Weibrich et al. (2003) evidenciaram que além das plaquetas, diversas células sdo
capazes de produzir FC incluindo os leucdcitos e, embora as citocinas possam interferir
negativamente na acdo regenerativa do PRP em tecidos (uso intra-articular, por exemplo),
transformam o PRP em modulador de respostas imunes. Neste sentido, com uma e duas horas
o melhor efeito inibitorio contra S. aureus foi obtido com o gel de PRP do protocolo 8 com
mais leucdcitos e FC (TGFB-1) e menos plaquetas que o protocolo 5. Nas horas seguintes a
condicdo foi inversa, com melhores efeitos inibitérios obtidos com o PRP do protocolo 5. A
davida neste caso é se os leucocitos estariam envolvidos com a atividade inibitdria do
crescimento nos momentos 1 e 2 do protocolo 8.

Intravia et al. (2014) ao avaliarem protocolos diferentes de PRP, um com menores
concentracdes de plaquetas e leucdcitos e outro com concentragfes mais elevadas, nao
observaram diferencas significativas na atividade antibacteriana. Ambos o0s produtos
mostraram uma diminuicdo significativa (p<0,05) no crescimento de S. aureus em até 8 horas.

Drago et al. (2014) avaliaram o efeito de diferentes concentragdes de plaquetas na
atividade antimicrobiana de PRP e observaram que independentemente da concentracdo de
plaquetas, a atividade antibacteriana era similar. Os resultados obtidos pelos autores néo
mostram nenhuma correlacdo entre a atividade antimicrobiana e a concentracdo de plaquetas
no PRP.

Os PRP8A e PRP5A se mostraram mais eficientes em inibir o crescimento bacteriano
(Figura 12). Em estudos de Drago et al. (2014) observa-se no gel de PRP uma maior e mais
sustentada concentracdo de TGF-B1 e PDGF ao longo do tempo em comparagcdo com o0s
outros componentes do sangue (gel de leucdcitos, PPP e PRP puro) e, associado aos
resultados, sugere-se que a atividade antimicrobiana do gel de PRP contra S. aureus e outras
bactérias € devido a uma cooperacdo entre diversos componentes do plasma e os FCP apds a
ativacdo das plaquetas.

Um aumento do crescimento microbiano ao longo do tempo foi observado em todos os
tratamentos, inclusive no controle. Segundo Quinn et al. (2005) observaram que em um novo
meio as bactérias ndo se reproduzem imediatamente, este periodo é chamado de Fase Lag que
pode ser estender por horas a varios dias. Depois, as células iniciam o processo de divisdo
celular com crescimento exponencial atingindo valores constantes e maior atividade
metabolica, seguindo-se de uma fase de estabilizagdo do crescimento. Observa-se que com 0S
géis de PRP houve inibicdo do crescimento na segunda hora enquanto que no controle
manteve-se 0 crescimento constante em padrdo exponencial diferente dos tratamentos com
PRP ativado (Figura 12).
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Figura 12. Crescimento de S. aureus ap6s 1, 2, 6 e 12
horas de incubacdo com plasma rico em plaquetas
ativado com gluconato de célcio (PRPA, protocolos 5 e
8). CT+: caldo + cultura + salina.

Mariani et al. (2014) observaram que o PRP e o PPP inibiram o crescimento de
bactérias por até 2 horas sendo o PRP significativamente melhor que o PPP e, esses resultados
indicaram que o PRP pode fornecer uma protecdo precoce contra contaminagdes bacterianas a
partir da primeira hora de tratamento, o que sugere que a atuacéo in loco pode ser importante
por um periodo de tempo necessario para a ativacao da resposta imune inata.

4.3 Ensaio in vivo: aplicacdo intramamaria de plasma rico em plaquetas em vacas com
mastite subclinica

4.3.1 Sangue

De acordo com Parker e Blowey (1974) a composicao do sangue venoso depende em
parte da fisiologia do tecido que a veia drena. A avaliacdo seriada de parametros
hematoldgicos auxilia no monitoramento da salde do rebanho leiteiro e alteracdes
hematologicas podem estar associadas a diferentes doencas. Desta forma, para
acompanhamento dos parametros hematoldgicos foi escolhida a veia coccigea ja que seus
componentes ndo sdo modificados pela passagem por 6rgaos secret6rios como acontece com
as veia jugular e epigastrica superficial (BORGES et al., 1997).

Os parametros eritrocitarios ao serem avaliados quanto aos valores de referéncia para a
espécie bovina (KANEKO et al., 1997; KRIMER, 2011) apresentaram-se normais em todos
0S momentos, excecdo para hematimetria 48 horas apds o tratamento, que ficou abaixo do
limite de 5 milhdes estabelecido como fisioldgico para a espécie.

Para os demais parametros do hemograma, observou-se um aumento (acima dos
fisiolégicos) na leucometria global no T2, aumento do fibrinogénio em T24 e T48 (p>0,05) e
proteinas plasmaticas elevadas em todos os momentos (Tabela 07).

A leucometria global teve um aumento no T2 e decresceu progressivamente nos
momentos seguintes com diferenca (p<0,05) observada entre duas e 48 horas (Tabela 07,
Figura 13) ap6s aplicagdo intramaméria do PRP (12,42 + 4,39 e 9,10 + 2,84 células x 10%/uL
nos tempos 2 e 48, respectivamente).
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Costa et al. (2004) observaram que a leucometria global de vacas com mastite estava
aumentada em relagéo aos valores de referéncia, esses autores observaram clinicamente sadias
apresentaram 11,69 x 103/uL, com um aumento de 13,67% e 9,75% (13,29 e 12,83 x 103/],tL)
em relacdo as vacas que apresentaram mastite subclinica e clinica, respectivamente. Os
valores encontrados pelos autores foram mais altos que os observados em nosso estudo em
que também se utilizou vacas com mastite subclinica.

Tabela 07. Parametros hematoldgicos (média + desvio padrdo) das seis vacas antes (TO) e
apos a aplicagdo intramamaria de plasma rico em plaquetas e soro.

Referéncias* TO T2 T6 T24 T48

VG 21-30 26+ 6 25+6 265 26+ 6 25+4
Hg 8,0-15,0 92+19 8,9+20 92+19 9+20 8,8+1,6
Hm 5,0-10,0 582+1,6 5,68 1,61 573+1,41 57+152 4,82 +1,26
LG 4,0-12,0 10,70+ 4,07 12,42+439* 11,03+3,29 9,93 +3,78 9,10 +2,84°
Eos 0-2400 1317 £1150 1212 + 376 1458 + 685 1229 + 781 1101 + 516
Seg 600 - 4000 2431 £ 742 3422 +2300 3312+2421 2305+1106 2478 +1039
Lin 2500-7500 6335+ 3012 7372+2903 5779+ 1409 5889 +2409 5097 + 2380
Mon 0-800 567 + 259 343 + 259 411 + 340 470 £ 322 444 + 297
Plag 100 - 800 163 + 45 260 + 136 276 +192 183 + 29 248 + 152
FB 200-600 500 + 179 533+ 151 467 + 175 750 + 455 667 + 294
PPT 6,0-8,0 82+04 84+04 8,4+0,5 8,5+0,3 8,5+0,6

* Valores de referéncias segundo Kaneko et al. (1997) e Krimer (2011)

a e b: Diferenca estatistica a 95% de confianca (Anova medidas repetidas)

TO: antes do tratamento; T2, T6, T24, T48: 2, 6, 24 e 48 horas, respectivamente, apds a aplicacdo
intramamaria do plasma rico em plaquetas.

VG: Volume globular ou hematdcrito (%), Hg: concentragdo de hemoglobina (g/dL), Hm:
hematimetria (células x 10%uL), LG: leucometria global (células x 10% /uL), Eos: eosin6filos
(células/ul), Seg: segmentados (c€lulas/ul), Lin: linfécitos (células/ul), Mon: monocitos
(células/pL), Plaq: plaquetas (células x 10%/uL), FB: Fibrinogénio (g/dL), PPT: proteinas plasmaticas
totais (g/dL).
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Figura 13. Leucometria global (células/uL) em TO (antes do
tratamento), T2, T6, T24, T48 (2, 6, 24 e 48 horas, respectivamente)
apos a aplicacdo intramamaria do plasma rico em plaquetas (PRP).
*Diferenca estatistica a 95% de confianca (Anova medidas
repetidas).
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As alteracdes leucocitarias observadas podem ser justificadas segundo Garcia Navarro
(2005) ao afirmarem que ha mobilizacdo de células dos compartimentos de reserva com
aumento da leucometria apds 2 horas e quimiotaxia de leucécitos para a glandula mamaria
(MONFARDINI et al., 2004) apds o estimulo do PRP, resultando em queda progressiva da
leucometria até 48 horas, quando foram observadas as menores contagens de leucdcitos.
Questiona-se se em aplicagdes repetidas estes valores estariam alterados.

Em ruminantes, diferentemente de outras espécies animais nos estados inflamatorios
agudos os neutrofilos imaturos aparecem rapidamente na circulacdo (TAYLOR, 2000). Garcia
Navarro (2005) atribuem essa diferenca ao fato de ruminantes possuirem um compartimento
de reserva leucocitéria limitado na medula 6ssea. Neutrofilia e desvio a esquerda séo
atribuidos ao aumento da mobilizacdo a partir da medula 6ssea, onde o nimero de neutréfilos
maduros é relativamente pequeno. Segundo Paape e Schultze (1974) o numero de PMN do
sitio de armazenamento que respondem a uma inflamacdo na glandula mamaria depende da
gravidade da inflamacdo e da capacidade do agente de estimular a quimiotaxia. Assim, a
auséncia de neutrdfilos imaturos na circulacdo dos animais deste estudo indica que a resposta
inflamatoria induzida pela acdo do PRP na glandula mamaria ocorreu prematuramente (2
horas), porém ndo intensa o suficiente para a liberacdo de células imaturas nas 48 horas em
que foram avaliados.

Sutherland e Whitney (1995) explicaram que devido a variabilidade da resposta
leucocitaria em bovinos, a avaliagdo de proteinas plasmaticas juntamente ao leucograma,
oferece melhor parametro de interpretacdo do que a contagem de leucdécitos isoladamente. E,
como proposto por Petersen et al. (2004), o monitoramento dessas proteinas em vacas leiteiras
¢ atil para identificar situacdes clinicas e subclinicas, como as afec¢fes mamarias. No
presente estudo observou-se a proteina plasmatica elevada em todos os momentos (p>0,05)
(Tabela 07) ndo sendo possivel atribuir ao tratamento o motivo para tal elevacao.

Sutton e Hobman (1975) observaram que a concentracdo plasmatica do fibrinogénio
aumentou apds 24 a 36 horas da injuria tecidual, permaneceu elevada durante a doenca, e
decresceu com a melhora do animal. De forma coerente, houve um aumento (p>0,05) do
fibrinogénio plasmatico ap6s 24 horas da aplicagdo do PRP intramamario e que se manteve
por 48 horas. O fibrinogénio é considerado um bom marcador e avaliador do processo
inflamatorio e curso da doenca (WEISS; PERMAN, 1992).

Para a reducdo dos parametros eritrocitarios na circulacdo (hematocrito, hemoglobina
e hematimetria), que ocorreu apds o aumento (p>0,05) do TBARS em 24 horas (Figura 14),
sugere-se aumento da remocdo de eritrdcitos da circulacdo periférica por aumento da
lipoperoxidacdo da membrana eritrocitaria. Segundo Tang et al. (2007) a oxidacdo da
membrana induz a um aumento da rigidez, menor deformabilidade celular, e maior
reconhecimento por macrofagos com consequente fagocitose destes eritrdcitos.
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Figura 14. TBARS (mMol/g Hb) do sangue em TO
(antes do tratamento), T2, T6, T24, T48 (2, 6, 24 e 48
horas, respectivamente) apds a aplicacdo intramamaria
do plasma rico em plaguetas (PRP).

Apbs aplicacao intramamaria do PRP houve um aumento do TBARS entre a 62 e 242
hora, porém n&o significativa (p>0,05). Os metabdlitos do oxigénio embora altamente reativos
sdo parte integrante do metabolismo normal, incluindo o processo de respiracéo e producéo de
energia, a funcdo fagocitica contra microrganismos, o metabolismo do acido araquiddnico na
producdo de prostaglandinas e leucotrienos e a ovulacéo e fertilizacdo (FREEMAN; CRAPO,
1982). Assim, o aumento da atividade metabolica e a leucocitose em resposta a aplicacdo do
PRP podem ser a causa da elevacdo discreta do TBARS sérico, sem configurar um estresse
oxidativo, que ocorre pelo desequilibrio entre os agentes oxirredutores e as defesas
antioxidantes (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Conforme Kubow (1993), os radicais livres sdo capazes de reagir rapidamente com
varios compostos ou atingir alvos celulares, como as membranas. Como a membrana é uma
estrutura vital para a célula, a lesdo induzida por ERO pode influenciar os pardmetros
eritrocitarios. Assim, embora ndo significativo, o aumento do TBARS pode estar relacionado
as alteragdes eritrocitarias observadas.

4.3.2 Leite

Sabendo-se que a mudanca na composicao do leite é proporcional ao grau de prejuizo
causado as células secretoras e capilares sanguineos da glandula (KITCHEN, 1981),
observou-se que os parametros de composicdo (gordura, proteinas, lactose, solidos totais e
solidos ndo gordurosos) ndo variaram (p>0,05) em funcdo dos tratamentos e tempos de
avaliacdo (Tabela 08).

Os teores de proteina, solidos totais e estrato seco desengordurado foram normais nos
quartos mamarios tratados com PRP e soro em todos os tempos. As concentragdes de gordura
e lactose foram baixas em relagcdo aos tores médios do leite de vacas de diferentes ragas
(GONZALEZ et al., 2001). A gordura foi inferior ao valor encontrado por Oliveira e Caruso
(1996) (3,80%) quando fizeram um levantamento das médias de gordura encontradas por
diversos autores, e no TO e T24 inferiores ao minimo estabelecido como critério de qualidade
para o leite no Brasil (3,0%) (BRASIL, 2011).

O baixo teor de gordura das amostras justifica-se pelo momento de coleta (antes da
ordenha), sendo que o leite do inicio da ordenha apresenta em torno de 1,0 a 2,0% de gordura
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podendo chegar a niveis de 5 a 10% no final da operacdo (MACHADO et al., 1998).
Observou-se contudo um valor mais elevado no T48, sendo este discordante dos valores
sugeridos por Machado et al. (1998) para amostras obtidas no inicio da ordenha. Outros
fatores como fase de lactagéo, intervalo entre ordenhas, idade e alimentagdo tém influéncia
sobre a concentracdo de lactose e gordura no leite (GONZALEZ et al., 2001), mas
provavelmente foram irrelevantes nas condigdes deste estudo.

Tabela 08. Média + desvio padrdo da composicdo (% m/m) do leite em TO (antes do
tratamento), T24 e T48 (24 e 48 horas, respectivamente) apds a aplicacdo intramamaria de
plasma rico em plaquetas (PRP) e soro em vacas com mastite subclinica.

Composicao Grupo TO T24 T48

Soro 2,87+1,11 2,88 + 0,68 3,20+ 0,54

Gordura
PRP 2,567+0,84 2,70+ 0,81 3,28 £ 0,50
Proteina Soro 3,19+ 0,44 2,96 + 0,38 2,99 +0,31
PRP 3,28+ 0,45 3,18 + 0,57 3,17+0,42
Soro 4,31+0,12 4,37+0,19 4,39+0,13

Lactose
PRP 4,27 +0,42 4,08 +0,47 4,31+0,29
Sélidos Totais Soro 11,37 +1,49 11,19 + 0,69 11,59 +0,55
PRP 11,12 + 1,11 10,94 + 1,02 11,79 + 0,51
Estrato Seco Soro 8,50 £ 0,49 8,32 +£0,48 8,39+0,41

Desengordurado PRP 8,55+0,70 8,24 + 0,99 8,51 £ 0,68

Nota: Sem diferencas estatisticas a 95% de probabilidade.

A CCS do leite dos quartos mamarios tratados com PRP aumentou em 24 horas e
manteve-se elevada até 48 horas ap6s a aplicacdo intramamaria. A diferenca foi significativa
(p<0,05) em relacdo ao TO no grupo tratado com PRP e em relagcdo aos tempos do controle
(soro) em que a CCS ficou estavel, com ligeira reducdo em 48 horas (Figura 15).
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Figura 15. Contagem de células sométicas (CCS) em Log , do leite
em TO (antes do tratamento), T24 e T48 (24 e 48 horas,
respectivamente) ap0s a aplicacdo intramamaria do plasma rico em
plaguetas (PRP) e soro. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica a 95% de significancia (Anova medidas repetidas).
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A avaliagdo ao CMT nos mesmos momentos confirmou uma correspondéncia
aproximada do escore ao CMT com a CCS no TO (Figura 16) conforme indicado por Ruegg
(2003). Contudo, a diferenca entre as celulas somaticas do leite foi menos evidenciada pelo
escore ao CMT em ambos o0s grupos, confirmando a subjetividade do teste.
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Figura 16. CMT (escores) dos quartos mamarios em TO (antes do
tratamento), T24 e T48 (24 e 48 horas, respectivamente) apos a
aplicacdo intramamaria do plasma rico em plaquetas (PRP) e soro.
Grupos e tempos sem diferenca estatistica a 95% de significancia.

Destaca-se que a divisdo dos quartos mamarios entre tratamentos foi efetuada
mediante o escore ao CMT avaliado antes do tratamento (TO) de forma a manter uma relativa
homogeneidade entre os grupos. A CCS inicial foi equivalente entre os grupos (9,70 £ 1,98 e
9,82 + 1,12 Log , células/mL no grupo PRP e soro, respectivamente) (Tabela 09) e ap6s o
tratamento o grupo tratado com PRP diferiu do controle (soro). A semelhanca na CCS no TO
entre animais tratados e controles atesta a adequacao dos critérios estabelecidos para a divisao
dos grupos, apesar da subjetividade do CMT (DELLA LIBERA et al., 2011).

Tabela 09. Média + desvio padrdo da contagem de células somaticas (CCS — Log base 2) do
leite em TO (antes do tratamento), T24, T48 (24 e 48 horas, respectivamente) apés a aplicacédo
intramamaria de plasma rico em plaquetas (PRP) e soro em vacas com mastite subclinica.

TO T24 T48
ces Soro 982+1,12° 9,81+0,66° 942+1,06°
PRP 9,70+1,98° 12,01 +1,13°" 10,99+ 1,46 ®

As médias diferem a 95% de significancia quando seguidas de letras diferentes.

Barber e Yang (1998) demonstraram que ambas as secrecdes mamarias, normal e
mastitica apresentam atividade quimiotadxica para o aumento das células somaticas,
especificamente os neutrofilos. A resposta inflamatoria é desencadeada por leucocitos
residentes em conjunto com as células epiteliais (PAAPE et al., 2002; RAINARD; RIOLLET
2003) que liberam substancias quimiotaxicas para o rapido recrutamento de neutrofilos
promovendo assim o aumento das células somaticas no leite como evidenciado no grupo
tratado com PRP 24 horas ap0és a inoculagéo.
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A hipdtese para 0 uso intramamario do PRP baseia-se no aumento da atividade
imunologica local. O PRP possui moléculas bioativas que estimulam a quimiotaxia de
neutrofilos (MARSOLAIS; FRENETTE, 2005) e também estimula a producdo de citocinas
pro-inflamatorias. Assim, a elevacdo da CCS nos quartos mamarios inoculados com PRP
ocorreu conforme esperado.

Verificou-se que o tratamento intramamario com PRP promoveu o0 aumento de
leucdcitos do sangue apoOs 2 horas da aplicacdo sugerindo-se mobilizacdo para a glandula
mamaria como indicado por Paape et al. (2002) e Rainard e Riollet (2003). A maior atividade
fagocitica e bactericida destas células como observado por Paschoal et al. (2005) e Bouwstra
et al. (2008) seria evidenciada pelo aumento da producdo de radicais livres e estresse
oxidativo local e sistémico.

Foi demonstrado que o leite com maior teor de células sométicas possui mais
infiltrados PMNs e com isso um aumento de reagdes oxidativas e que a CCS do leite esta
associada positivamente com o nivel malondialdeido (SURIYASATHAPORN et al., 2006;
YANG et al., 2011). Por sua relacdo com a CCS, o MDA, produto final da peroxidagédo
lipidica, foi considerado um indicador de Uberes com mastite subclinica e € um dos mais
utilizados para mensurar o estresse oxidativo (ESTERBAUER et al., 1991) sendo usado na
presente investigacao para avaliacdo da atividade oxidativa no leite.

As variacdes do MDA quanto aos tratamentos (PRP ou soro) ndo foram significativas,
mas em relacdo aos tempos, os valores de MDA diminuiram em 24 horas (p<0,05) e se
elevaram (valores proximos dos iniciais, p>0,05) 48 horas apds a inoculagdo intramamaria em
ambos os grupos (Figura 17).
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Figura 17. Malondialdeido (MDA - ppb) mensurado no leite em TO
(antes do tratamento), T24 e T48 (24 e 48 horas, respectivamente)
apos a aplicacdo intramamaria do plasma rico em plaquetas (PRP) e
soro. Letras diferentes indicam diferenca estatistica a 95% de
significancia.

Os valores de MDA para os grupo PRP e controle no TO foram 1,62 + 0,27 e 1,57 £
0,14 ppb (p>0,05), respectivamente (Tabela 10). Estes valores foram semelhantes ao valor
médio obtido por Suriyasathaporn et al., (2010) de 1,57 ppb ao analisarem leite de 133
tanques de expansdo de pequenos produtores de leite de propriedades com alto indice de
mastite subclinica.
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Tabela 10. Média £ desvio padrdo dos valores de malondialdeido (MDA) do leite em TO
(antes do tratamento), T24, T48 (24 e 48 horas, respectivamente) ap0s a aplicacdo
intramamaria de plasma rico em plaquetas (PRP) e soro em vacas com mastite subclinica.

TO T24 T48
Soro 1,57 +0,14° 1,37 £0,14° 1,64 +0,27°2
MDA (ppb) PRP 1,62+ 027° 138+ 0.21° 163 +0.24°

Suriyasathaporn et al., (2010), ao correlacionarem o0 MDA com a CCS concluiram que
ha correlacdo positiva forte entre estas variaveis, o que nao foi observado neste estudo em que
a CCS aumentou no T24 no grupo tratado e se manteve estavel no grupo controle, enquanto o
MDA diminuiu em ambos os grupos também no T24, o que resultou em correlacdes negativa
no grupo com PRP e fracamente positiva no controle ap6s 24 horas (Tabela 11).

Tabela 11. Coeficiente de correlacdo de Pearson entre a contagem de células somaticas,
(CCS) e malondialdeido (MDA) no leite de vacas com mastite subclinica em TO (antes do
tratamento), T24 e T48 (24 e 48 horas, respectivamente) apds a aplicacdo intramamaria de
plasma rico em plaquetas (PRP) e soro.

Controle (soro) Tratado (PRP)
TO T24 T48 TO T24 T48
MDA
CCS 0,642 0,120 0,094 0,602 -0,373 -0,726

O PRP possui agdes imunoestimulantes auxiliando a producdo de anticorpos,
proliferacdo celular, producdo de citocinas, aumento da quimiotaxia de neutrofilos, a
fagocitose e atividade bactericida (POLITES et al., 2004). O aumento da CCS ap6s o
tratamento justificaria um aumento significativo do MDA no leite dos animais tratados com o
PRP e a manutencdo da correlagdo entre MDA e CCS relatada por outros autores
(SURIYASATHAPORN et al., 2006; 2010, YANG et al., 2011), o que ndo ocorreu.

Durante o desencadeamento da resposta imunoldgica ha producdo de metabdlitos do
oxigénio por meio de reacdes de oxirreducdo. O mecanismo de explosao respiratoria tem por
finalidade a destruicdo dos patdgenos e potencialmente pode afetar as células sadias do tecido
infectado (SORDILLO et al., 1997). Dessa forma as defesas na glandula mamaria devem
atuar de forma intensa o suficiente para a destruicdo dos patégenos, mas preservando as
células e tecidos mamarios, bem como os componentes do leite. Os valores diminuidos de
MDA no T24 indicam que a peroxidagéo lipidica no leite diminui entre TO e T24 (p<0,05),
sugerindo que nao houve estresse oxidativo na glandula mamaria, sendo este um resultado
favoravel, pois um maior acimulo de ERO em quartos infectados pode contribuir, pelo menos
em parte, com o0 maior recrutamento de leucécitos para a glandula mamaria e a persisténcia do
processo inflamatorio (BASTOS et al., 2012) com maior leséo tecidual.

Segundo Yang et al. (2011), o estresse oxidativo diminui a fagocitose. Assim, a
diminuigdo significativa do MDA no leite no T24 sugere que ndo houve aumento do
metabolismo oxidativo (LAMBETH, 2004). Portanto, a hipotese de aumento da imunidade
nos quartos mamarios tratados com PRP deve ser mais bem investigada, especialmente em
relacdo aos demais fatores de defesa da glandula mamaria em resposta ao PRP j& que houve
afluxo de células de defesa mas sem evidéncia de acréscimo na fagocitose.
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A diminuicdo da capacidade fagocitica com consequente reducdo da atividade
oxidativa dos PMN ocorre fisiologicamente durante a diapedese atraves de epitélio mamario
(SMITS et al., 1999). Adicionalmente, a fagocitose dos PMN de glébulos de gordura e
caseina do leite reduz a capacidade fagocitaria de agentes microbianos (PAAPE et al., 1975;
1977), sendo necessarios milhares de células para manter as defesas na glandula mamaria
(YANG et al., 2012).

Bastos et al. (2012) observaram correlagéo positiva entre a CCS, viabilidade celular e
os indices de fagocitose e, correlacdo negativa entre a liberacdo de peréxido de hidrogénio
(H20,) com CCS e H,0, com viabilidade celular corroborando observacdes de Yang et al.
(2011) sobre diminuicéo da fagocitose em meio a estresse oxidativo.

Os dados deste estudo confirmam os achados de Pessoa et al. (2012) que
encontraram maior viabilidade de leucdcitos e menor porcentagem de apoptose em amostras
de leite com alta celularidade. Similarmente, Sladek e Rysanek (2010) observaram maior
porcentagem de macrdfagos residentes em apoptose que os macréfagos inflamatérios que
migraram apo6s inducdo de resposta inflamatéria com solugédo salina tamponada (pH 7,4) ou
lipopolisacarideos em glandulas mamarias de novilhas clinicamente saudaveis e, concluiram
que a apoptose de macrofagos na glandula mamaria esta envolvida na resolucéo da resposta
inflamatoria.

Ao avaliarem a fagocitose de neutréfilos Sladek e Rysanek (2000) demonstraram que
o0 influxo dessas células induzido pela administracdo intramamaria de um derivado de
muramil sintético (componente da parece celular de bactérias Gram negativas) demonstrou
alteraces tipicas de apoptose em 24 horas e, chegaram a conclusdo que estas observacGes
foram limitadas a um curto periodo de tempo, sendo a questdo da dinamica da fagocitose de
neutrofilos que migram para a glandula mamaria envolta numa grande variedade de
processos.

Um dos fatores relacionados a observacgdo de fagocitose € que 24 horas corresponde ao
tempo de vida médio de neutrofilos, estimado de 1 a 2 dias por Squier et al. (1999). A
ocorréncia de neutrofilos apoptdéticos as 24 horas apds a administracdo de LPS ou salina
tamponada (PBS) indica que neutréfilos foram recrutados a partir do sangue, desenvolveram
sua atividade fagocitica entre 24 e 48 horas e entraram em processo de apoptose como
observado por Ishii et al (1998). As alteracdes morfoldgicas indicativas de apoptose sao
lentas, mas o reconhecimento pelo sistema monocitico fagocitario (SMF) para que ocorra a
fagocitose e degradacdo de neutrdfilos apoptoticos é extremamente rapido (NEWMAN et al,
1982).

Alguns estudos tém demonstrado que o SMF comeca a fagocitar neutr6filos numa fase
precoce de apoptose quando a membrana citoplasmatica ainda esta intacta (SAVILL, 1994).
Isto poderia explicar a baixa concentragcdo de MDA em ambos 0s grupos no T24, a maioria
das células que participaram ativamente da fagocitose podem ter sido degradadas e removidas
pelo SMF.

A lipoperoxidacdo é uma reacdo em cadeia, representada pelas etapas de iniciacao,
propagacdo e terminacdo (SEVANIAN; HOCHSTEIN, 1985). A reacdo inicia-se com 0
sequestro do hidrogénio da membrana celular dos &cidos graxos poli-insaturados com
consequente formacdo do radical lipidico. A fase de terminacdo € resultado da reacdo em
cadeia entre os proprios radicais produzidos nas etapas anteriores (FERRARI, 2000). Uma
vez iniciada a reacdo de oxidacao lipidica segue em cadeia e somente termina quando forem
esgotadas as reservas de acidos insaturados e o oxigénio do meio (FERRARI, 2000). Desta
maneira, com o0 esgotamento dos substratos, as reacdes de propagac¢édo védo cessando e inicia-
se a formac&o dos produtos finais estaveis ou ndo reativos (KUBOW, 1993; ESTERBAUER,
1993).
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Assim, para a reducdo do MDA no grupo tratado com soro sugere-se que ndo havendo
estimulo inflamatorio significativo, como evidenciado pela CCS estavel em todos os
momentos, as células de defesa residentes perderam parte da capacidade de fagocitose
reduzindo-se assim a lipoperoxidacdo. Em experimentos conduzidos por Sladek e Rysanek
(2000, 2001 e 2010) e Sladek et al. (2005), a aplicacdo intramamaria de salina e LPS ou
similares induziu resposta inflamatdria em ambos os grupos, caracterizada pelo influxo de
células somaticas para glandula mamaria, evidenciando que solucdo salina ndo se mantém
totalmente inerte na glandula mamaria, o que também observamos em nosso estudo.

O aumento de leucdcitos no sangue das vacas foi identificado com duas horas e a
CCS aumentou com 24 horas. E possivel que o recrutamento celular na glandula mamaria
tenha aumentado antes de 24 horas e em consequéncia também o MDA pela maior atividade
fagocitéria e, no T24, as células tivessem diminuido sua atividade fagocitica. Os momentos de
avaliacdo do leite (0, 24 e 48 horas), em comparacdo com as analises do sangue foram menos
efetivos na deteccdo da resposta ao PRP, recomendando-se em estudos posteriores coletas
com menores intervalos e extensdo do ensaio para mais de 48 horas.

Quanto a avaliacdo da citologia lactea a predominancia em todos os tempos foi de
macrofagos e neutrofilos seguidos de linfdcitos (Tabela 12).

As proporgdes encontradas diferem daquelas relacionadas para o leite de glandulas
mamarias sadias (PAAPE et al., 2003; SLADEK; RYSANEK, 2010) em que predominam
macrofagos (60%) e linfocitos (28%) e mamas infectadas nas quais os neutréfilos PMN
chegam a 90% do total de células (SLADEK et al., 2005).

Tabela 12. Média * desvio padrdo (Log ,) da celularidade do leite em laminas em TO (antes
do tratamento), T24 e T48 (24 e 48 horas, respectivamente) apds a aplicacdo intramamaria de
plasma rico em plaquetas (PRP) e soro em vacas com mastite subclinica.

GRUPO CONTROLE (SORO) GRUPO TRATADO (PRP)
T0 T24 T48 T0 T24 T48

Macréfagos 18,65+ 1,37°° 18,34 +0,84° 18,55+ 0,95° 18,72 +1,75° 20,73+0,96° 20,48 + 1,54%°
Linfécitos 14,43 +2,18° 14,85+ 156® 1269+1,87° 1516+2,67® 17,27+3,02° 14,30 +1,16®
Neutréfilos 18,24+ 1,40 18,13 +257® 17,19+2,92° 1812+237® 20,90+ 1,23% 17,95+ 2,37®

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica a 95% de significancia.

Antes dos tratamentos (T0) ndo houve diferenca (p>0,05) na celularidade entre quartos
tratados com PRP e com soro. A celularidade no grupo controle se manteve analoga em
relacdo a todos os momentos analisados e em relacdo ao TO do grupo tratado com PRP. No
grupo PRP observou-se mudanca de padrdo na celularidade do leite. Linfocitos e neutréfilos
tiveram mesmo comportamento. Houve aumento em T24, mas ndo significativo ao se
comparar com 0s outros momentos do grupo tratado, diferindo (p<0,05) apenas do T48 do
grupo controle. No T48, em ambos 0s grupos, houve tendéncia a diminui¢cdo dos diferentes
tipos celulares (Figuras 18 e 19).
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Figura 18. Linfécitos (Log ,) quantificados no leite em TO (antes do
tratamento), T24 e T48 (24 e 48 horas, respectivamente) apés a
aplicacdo intramamaria do plasma rico em plaquetas (PRP) e soro. *
diferentes a 95% de significancia.
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Figura 19. Neutrdéfilos (Log,) quantificados no leite em TO (antes do
tratamento), T24 e T48 (24 e 48 horas, respectivamente) apés a
aplicagdo intramamaria do plasma rico em plaquetas (PRP) e soro. *
diferentes a 95% de significancia.

Neutrofilos sdo as primeiras células recrutadas (PAAPE et al., 2000) durante a
infeccdo mamaria e predominam nas secre¢cGes mamarias no inicio da inflamacdo (PAAPE et
al., 2002; SORDILLO et al., 1997), porém atuam por curtos periodos (SORDILLO et al.,
1997), justificando-se o aumento significativo de neutrdfilos na secrecdo de mamas tratadas
com PRP em T24 e decréscimo destas células no T48.

Os maiores estimulos para os neutrofilos migrarem da circulacdo sanguinea para a
glandula mamaria sdo promovidos pelos mediadores inflamatérios, principalmente pelo
estimulo das citocinas (TARGOWSKI, 1983), encontradas também nos concentrados de
plaguetas (MARSOLAIS; FRENETTE, 2005). Rainard e Riollet (2006) ressaltaram o fato dos
neutrofilos bovinos, diferentes de outras espécies, ndo serem atraidos por bactérias ou por
seus produtos, mas apenas por sinalizadores bioquimicos. Os dados do presente estudo
sugerem o efeito do PRP também sobre as citocinas pro inflamatorias da glandula maméaria a
partir do aumento da celularidade no leite.

Devido a ingestdo de caseina e globulos de gordura pelos neutrofilos no leite ha perda

dos pseuddpodos, o que diminui drasticamente sua atividade fagocitica e bactericida ao se
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fazer uma comparacdo com sua funcdo na corrente sanguinea (PAAPE et al., 2002;
RAINARD; RIOLLET, 2006). Como se observa um aumento significativo de neutréfilos em
T24, a reducdo dos niveis de MDA pode estar relacionada também a essa reducdo de
fagocitose pelos neutrofilos.

No leite de quartos mamarios tratados com PRP os macrdfagos tiveram um aumento
significativo no T24 com diferenca (p<0,05) em relacdo ao TO e todos 0s momentos do grupo
controle (Figura 20).
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Figura 20. Macrofagos (Log ,) quantificados no leite em TO (antes do
tratamento), T24 e T48 (24 e 48 horas, respectivamente) ap6s a
aplicagdo intramamaria do plasma rico em plaquetas (PRP) e soro. *
diferente de ** a 95% de significancia.

A presenca em grande quantidade de macréfagos no T24 que permanece no T48 é
justificada por Rainard e Riollet (2003) ao afirmarem que sdo células fagociticas de meia-vida
longa que removem detritos teciduais, patdgenos da mastite e fagocitam os neutréfilos
apoptoticos.

Como as células somaticas sao células epiteliais e leucdcitos residentes e migrados do
sangue para a glandula mamaria, o aumento da celularidade e a predominancia de neutréfilos
no T24 e valores altos de macr6fagos no T24 e T48 indicam que houve aumento da reacdo
inflamatdria local induzida pela quimiotaxia de leucocitos apos a aplicacdo intramamaria do
PRP.

Alteracbes na celularidade do leite, principalmente por elevacdo de macrofagos e
linfocitos foram observadas por Bertagnon et al. (2014) ao avaliarem o efeito
imunomodulador da vitamina E na imunidade sisttmica e na glandula mamaria de bovinos
leiteiros alimentados com silagem. Os autores sugeriram um estimulo da capacidade
proliferativa de subpopulagfes de linfdcitos para justificar a elevacdo destas células no leite,
como ocorrido neste estudo em que foi usado o PRP como possivel modulador da resposta
imune da glandula mamaria.

A cultura e o isolamento do patdgeno poderia esclarecer melhor o padréo celular desse
ensaio em ambos 0s grupos ja que o agente etioldgico também influencia na celularidade e
resposta imune da glandula mamaria (PHILPOT; NICKERSON, 2000; O’RIORDAN; LEE,
2004; RAINARD; RIOLLET, 2006; WELLNITZ; BRUCKMAIER, 2012).

Observou-se que os valores de leucocitos, TBARS e MDA tenderam a voltar aos
niveis iniciais (TO) enquanto que a celularidade no leite atingiu o pico em 24 horas
diminuindo apés esse momento. Esses resultados estdo de acordo com afirmagdes de Sordilo
(2005), que alegou que as células fagociticas ao migrarem rapidamente do sangue com
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capacidade de eliminar o estimulo inflamatdrio, ocasionam menor recrutamento dos
leucdcitos com retorno de neutrdfilos aos niveis normais.

O prolongamento da migragdo leucocitaria, assim como a duracdo e a severidade da
resposta inflamatoria, podem causar danos ao tecido mamario com reducgdes na qualidade e
quantidade de leite (ZHAO; LACASSE, 2008). Hibbitt (1983), Rainard e Riollet (2003)
afirmaram que vacas que mobilizam um grande nimero de células soméaticas em curto
periodo de tempo apresentam maior resisténcia a mastite.

As expectativas propostas neste estudo foram admitidas, o aumento da celularidade no
leite indica um aumento da imunidade local uma vez que leucocitos sdo fagdcitos e tem
atividade bactericida (PEIXOTO et al., 2002). Finalizando, em uma glandula mamaria, o
importante é a capacidade de mobilizar células somaéticas em tempo habil de combater o
agente etiologico e reduzir a reacdo inflamatoria com menor agressdo tecidual possivel. A
competéncia de mobilizacao celular € mais essencial do que o tipo ou a quantidade celular que
serd mobilizada.
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5 CONCLUSOES

O tempo e a velocidade da centrifugacdo sdo relevantes para concentragcdo das
plaquetas, hemacias, leucdcitos e fatores de crescimento do PRP.

A quantidade final do fator de crescimento TGF-f1 néo esta relacionada diretamente a
concentracdo plaquetaria. Maiores valores de TGF-p1 foram observados nos protocolos com
menor nimero de plaquetas e elevados valores de leucdécitos (P1).

Em ensaios in vitro contra S. aureus (ATCC 6538P), ao se avaliar o crescimento
microbiano, os melhores resultados e por tempo mais prolongado sdo encontrados em
protocolos de PRP ativados mediante adi¢do de gluconato de célcio.

No ensaio in vivo a partir da aplicacdo intramamaria de PRP em vacas com mastite
subclinica houve alteracdo da resposta inflamatoria da glandula mamaria. A partir de efeito
sistémico, alterou-se a série vermelha e ocorreu mobilizacdo de leucdcitos sanguineos com
consequente aumento das células somaticas, mas reduzido estresse oxidativo na glandula
sugerindo atuacédo positiva do PRP como agente quimiotatico de reduzida atividade deletéria.

O preparo do PRP a partir de sangue bovino pelo método manual em centrifuga
comum foi viavel e relativamente facil e apresentou bom potencial para uso clinico.
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ANEXOS
Anexo A

FAP&R

Fundagdo de Apoio a Pesquisa Cientifica e Tecnolégica da UFRRJ

Seropédica 05 de dezembro de 2012

N° 86/2012
DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que foi aprovado o protocolo intitulado “EFEITO
DA APLICACAO INTRAMAMARIA DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)
SOBRE A RESPOSTA IMUNE DE VACAS COM MASTITE POR Sraphylococcus
spp” encaminhado pelo Professor (a) do Departamento Parasitologia Animal do Instituto de
Veterinaria. Rita de Cassia Campbell Machado Botteon . Informamos que foi aprovado em
reunido ordinaria da CEUA-FAPUR realizada no dia 05 de dezembro de 2012. apds

avaliacdo do plenario da referida Comissao.

Coordenador da CEUA-FAPUR

{DM: T?’ réc 045‘[7

Fabio Barbour Scott
Coordenador CEUA-FAPUR

CNPJ 01.606.606/0001-38
Estrada Rio S8o Paulo S/N, KM 47 Campus da UFRR.J - Seropédica — RJ
www_fapur.org.br
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Anexo B
FICHA DE AVALIACAO INDIVIDUAL

Data: / /

Nome/Identificagdo: Raga:

Propriedade: Data de Nasc.: / /
Historico/Anamnese:
Temperatura: oC Pulso: bpm Freq. Resp.; mrpm
Mov. Rumen: /3min. Peso: kg ECC:
Numero de ordenhas por dia: Quantidade de leite produzido por dia: (média)

INSPECAO / PALPACAO

Temperamento: () Linfatico ( ) Sanguineo
Postura: Atitude: (_ ) Normal ( ) Apatico ( ) Deprimido ( ) Decubito
Apetite: () Normal ( ) Diminuido ( ) Ausente ( )N&o observado
Pelagem: () s/ alteracdo ( ) c/ alteracdo: ( ) Generalizado ( )Focal
Pele: () s/ alteraciio ( ) cf alteracdo: ( ) Generalizado ( ) Focal
Ectoparasitas:

Corrimentos:(_) ausente ( ) presente:

Mucosas: () Normocoradas ( ) Hipocoradas ( ) Congestas ( )Ictéricas ( ) Outros:

Globo ocular: ( ) Normal ( )Retraido
Linfonodos: () s/ alteracdes ( ) alterados:

Sist. Genital: () s/alteracio ( ) alterado:

Gléandula Mamaria: () s/ alteracdio ( ) alterado:

PERCURSSAO
Cardiaca: () s/ alt/mate ( ) outros:

Pulmonar: () s/alt/claro ( ) outros:

Digestiva: () s/alt ( ) outros:

Outros problemas observados:

Quais as principais doencas que ocorrem na regidao?

Observacoes:
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