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RESUMO

Na oftalmologia equina, as ceratites ulcerativas estdo entre as afec¢des mais comuns e, em geral,
surgem como consequéncia a algum trauma sofrido. Apesar do trauma ser a causa primaria, a
contaminag¢do subsequente por bactérias patogénicas ou residentes da microbiota ocular do cavalo
pode ter consequéncias nao desejaveis. Em condigoes fisioldgicas, a microbiota normal coexiste
com o estado imunolégico do hospedeiro. Serve como barreira, garantindo a saude da superficie
ocular e inibindo a proliferagdo de agentes patdogenos. No entanto, no desequilibro das barreiras
imunes, a microbiota normal pode se tornar patogénica e levar a infec¢do, agindo como um agente
oportunista. O objetivo do presente estudo ¢ demonstrar o efeito antimicrobiano do Plasma rico em
plaquetas (PRP), seu tempo de acdo e sua correlagdo com a concentracdo dos seus mesmos
componentes in-vitro sobre Staphylococcus sciuri, bactéria com alta prevaléncia na microbiota
ocular normal de cavalos higidos do municipio de Minas Gerais, avaliando diversos testes
antimicrobianos na busca de métodos mais rapidos, mais sensiveis ¢ com dados com maior
estabilidade. Para a confecgao do PRP, foram utilizados oito equinos adultos da raga Quarto de
Milha (QM) que forneceram apenas o sangue para processamento. Apos a coleta de sangue, foi
realizado hemograma, obtendo: contagem plaquetaria, contagem de hemacias e leucocitos em
hemocitometro de impedancia. O PRP individual foi elaborado pelo protocolo de dupla
centrifugacdo e em seguida, os PRPs foram somados em um pool, seguindo a ser testado sua
interagdo em cultivo com caldo Brain heart infusion (BHI) em diferentes dilui¢des frente a seis
cepas coletadas de diferentes animais. Apds 3, 6, 12 e 18 horas, foi avaliada a contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC) em placa de agar sangue de equino 5%, € a leitura da densidade optica
pelo método de espectrofotometria de massa, para cada tempo. Nosso estudo demostrou que o
Staphylococcus sciuri, € mais susceptivel que a cepa padrdo “American Type Culture Collection”
(ATCC) Staphylococcus aureus, micro-organismo patogeno, utilizado para a validagao de nosso estudo.
O efeito antibacteriano apresentado neste estudo foi bacteriostatico por até 6 horas. Onde nossas
diluigdes mais concentradas de PRP 1:1 (5) e 1:2 (6) foram as mais efetivas, garantindo que esse efeito

antibacteriano ¢ dependente do volume.

Palavras chaves: PRP, equino, Staphylococcus sciuri, atividade antimicrobiana, UFC,

bacteriostatico, Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

In equine ophthalmology, ulcerative keratitis is among the most common affections and, in general,
arises as a consequence of some trauma suffered. Although trauma is the primary cause, subsequent
contamination by pathogenic or resident bacteria of the horse's ocular microbiota can have undesired
consequences. Under physiological conditions, the normal microbiota coexists with the host's
immune status. It serves as a barrier, ensuring the health of the ocular surface and inhibiting the
proliferation of pathogens. However, in the imbalance of immune barriers, the normal microbiota
can become pathogenic and lead to infection, acting as an opportunistic agent. The aim of the present
study is to demonstrate the antimicrobial effect of platelet-rich plasma (PRP), its time of action and
its correlation with the concentration of its same components in-vitro on Staphylococcus sciuri, a
bacterium with high prevalence in the normal ocular microbiota of horses. in the municipality of
Minas Gerais, evaluating several antimicrobial tests in the search for faster, more sensitive methods
with more stable data. For the preparation of the PRP, eight adult Quarter Horse (QM) horses were
used, which only supplied the blood for processing. After blood collection, a complete blood count
was performed, obtaining platelet count, erythrocyte and leukocyte count in an impedance
hemocytometer. The individual PRP was prepared by the double centrifugation protocol and then
the PRPs were added into a pool, followed by testing their interaction in culture with Brain heart
infusion (BHI) broth at different dilutions against six strains collected from different animals. After
3, 6, 12 and 18 hours, was evaluated the colony forming units (UFC) count on a 5% horse blood
agar plate, and the optical density reading by spectrophotometry, were evaluated for each time. Our
study demonstrates that Staphylococcus sciuri, commensal microorganism of the ocular microbiota
of healthy horses in the municipality of Minas Gerais, is more susceptible than the standard
“American Type Culture Collection” (ATCC) strain Staphylococcus aureus, a pathogenic
microorganism, used for the validation of our study. The antibacterial effect presented in this study
was bacteriostatic for up to 6 hours. Where our most concentrated dilutions of PRP 1:1 (5) and 1:2

(6) were the most effective, ensuring that this antibacterial effect is volume dependent.

Keywords: PRP, horse, Staphylococcus sciuri, antimicrobial activity, CFU, bacteriostatic,

Staphylococcus aureus.
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1. INTRODUCAO

As ceratites ulcerativas estdo entre as afeccdes mais comuns na oftalmologia equina, em
geral, surgem como consequéncia a algum trauma sofrido (CARDENAS e CACERES, 2017).
Embora o trauma seja a causa inicial, a contaminacdo secundaria por bactérias patogenas ou
residentes da microbiota ocular do equino pode resultar em sequelas graves. Em situagdes
fisiologicas, a microbiota normal vive em equilibrio com a condi¢do imune do hospedeiro. Ela
cumpre uma fun¢do de barreira, mantendo a satde da superficie ocular e evitando crescimento
excessivo de agentes patogénicos. Porém, diante da redugdo das barreiras imunes, a microbiota
normal pode tornar-se patogénica e levar a infec¢@o, cursando como um agente oportunista (JOHNS
et al, 2011; KHOSRAVI et al., 2014). Os isolados bacterianos e fingicos da conjuntiva normal
podem variar conforme a localizagdo geografica, clima, idade, sexo e habitagdo dos animais. Mais
comumente predominam as bactérias Gram-positivas aerdbias (ANDREW ef al, 2003;
KHOSRAVI et al., 2014): Staphylococcus spp., Bacillus spp. e Corynebacterium spp. (BARAN et
al., 2015; FERREIRA et al., 2017; HAMPSON et al., 2018). Concordando com esses estudos,
Oliveira (2019) isolou micro-organismos de cavalos higidos em dois municipios de Minas Gerais
onde um dos agentes com mais prevaléncia foi o Staphylococcus sciuri sendo compativel também
com outros estudos na espécie (ANDREW et al., 2003; JOHNS et al, 2011; FERREIRA et al.,
2015; HAMPSON et al., 2018). Os Staphylococcus sao um dos principais géneros envolvidos nas
alteragdes oculares de equinos (WADA et al., 2010; KELLER e HENDRIX, 2005).

Os tratamentos para ceratite ulcerativa, muitas vezes, apresentam resultados limitados. Por
isso, surge a necessidade de encontrar novas estratégias terapéuticas que sejam de acdo multipla,
menos artificiais e sem potenciais alérgenos, como conservantes ou outros produtos que, em curto
ou longo prazo, possam induzir toxicidade na superficie ocular, que ¢ muito vulneravel (RIBEIRO
etal., 2017). Nesse contexto o plasma rico em plaquetas (PRP) que ¢ um produto bioldgico derivado
do sangue, utilizado para a promocao de melhor reparo tecidual, por meio de seus fatores de
crescimento (FC) contidos na sua composi¢do, cumpre com a maioria dos objetivos terapéuticos
para este tipo de patologias oculares. Bezerra ef al., (2020) demostrou a efetividade do PRP frente
a ceratite ulcerativa em um equino, em que houve reducao do tempo de consolidagdo e maior
qualidade da cicatrizagdo. Além das vantagens terapéuticas ja citadas, seu potencial antimicrobiano
vem recebendo atencdo. Bielecki et al., (2007) e Moojen et al., (2008) reportaram que o concentrado
de plaquetas humanas tem atividade antimicrobiana contra bactérias como Staphylococcus aureus

(Resistente e sensivel a meticilina), Escherichia coli e outros. Alvarez et al., (2011) e Lopez et al.,
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(2014) comprovaram também este efeito dos derivados das plaquetas do equino em um modelo in-
vitro frente a Staphylococcus aureus resistente e sensivel a meticilina. Esses estudos chegaram a
conclusao de que a combinagdo dos componentes do PRP como as plaquetas e seus granulos alfa
que liberam algumas proteinas microbicidas e fatores de crescimento, como os leucdcitos e o plasma
que contém complemento e proteinas de ligacdo ao complemento, produz uma substancia com
efeitos antimicrobianos (BLAIR e FLAUMENHAFT, 2009; ALVARES et al., 2011; LOPEZ et al.,
2014).

Esse estudo tem como objetivo, demonstrar o efeito antimicrobiano do Plasma rico em
plaquetas (PRP), seu tempo de acdo e sua correlagdo com a concentracdo dos seus mesmos
componentes in-vitro sobre Staphylococcus sciuri, bactéria com alta prevaléncia na microbiota
ocular normal de cavalos higidos do municipio de Minas Gerais. Até o presente momento, nao foram
encontrados estudos que tenham relatado a ag¢do antimicrobiana do PRP em bactérias isoladas da
microbiota ocular normal do equino, nem in-vitro nem in vivo. Para esse estudo aplicaram-se
diversos testes antimicrobianos, onde um dos objetivos deste fato foi a busca de técnicas que pudesse
reduzir a instabilidade da variavel UFC, teste padrao ouro para avaliar crescimento bacteriano
(TORTORA et al., 2017), para aquilo optou-se por utilizar também a espectrofotometria para avaliar

o padrao de crescimento bacteriano das diferentes diluigdes testadas.

Caso o efeito antimicrobiano nessa situagdo se confirme, poderd reduzir-se o uso de
antimicrobianos para tratamentos oculares em equinos, utilizando-se uma terapia bioldgica de facil
obtengdo, sem efeitos colaterais relatados. Além disso, essa terapia, provavelmente, também
apresentara vantagens na modulacdo da inflamagdo e reparo tecidual, assim como tem sido

observado para outros tecidos e doengas.
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plasma rico em plaquetas

O plasma rico em plaquetas (PRP) ou também chamado concentrado de plaquetas, ¢ um
produto biologico derivado do sangue, de forma autdgena, atoxica que apresenta em sua
composicdo, plaquetas, fatores de crescimento, proteinas plasmaticas, células mesenquimais
circulantes, proteinas séricas e algumas hemécias e leucocitos (ALVAREZ et al., 2011; FANTINI,
2014; MARQUES, 2014; SEIDEL, 2017).

O PRP para receber essa denominacdo, deve possuir uma concentracdo de plaquetas

significativamente maior quando comparado com as basais do sangue total (TEXTOR, 2011).
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Anitua et al. (2004) e Yamada ef al. (2012) pontuam que uma concentragcdo minima de 300.000
plaquetas/uL deve ser encontrada para receber essa denominagdo. No entanto, Baksh et al. (2013),
observou que a concentragao plaquetaria descrita na literatura para o uso do PRP em tenddes variou
de 1,5 a 10 vezes no PRP em relacdo a concentracao original do sangue total. Fontenot et al. (2012)
ressaltam que a contagem plaquetaria no sangue total de equinos estd entre uma das mais baixas
dentre os mamiferos e que, valores extrapolados da literatura de seres humanos, sugeridos como
concentracgoes ideais no PRP, podem nao se adequar a espécie equina. Esses autores ainda frisam
que essa extrapolacao da literatura humana também nao leva em consideragao a distinta fisiologia
dos mecanismos de degranulacdo e do conteudo de fatores de crescimento por plaqueta da espécie

equina (MIRANDA, 2016).

Na medicina veterinaria, o uso do PRP iniciou-se no campo da medicina esportiva
(CAMARGO et al., 2021) sendo utilizado como tratamento para doencas musculoesqueléticas
cronicas, como a osteoartrite (CARMONA ef al., 2009a), tendinite (CARMONA et al., 2009b),
desmite do ligamento suspensorio e supraespinhoso (WASELAU et al., 2008; FANTINI, 2014) e
feridas cutaneas (MONTEIRO et al., 2009). A racionalidade atras do uso do PRP, reside no fato que
as plaquetas possuem no seu citoplasma granulos alfa (a), densos e lissosomais, organelas contendo
moléculas bioativas que provém as propriedades cicatrizantes plaquetdria. Os granulos-a contém
diversos fatores de crescimento (FC) que sdo liberados apods a ativagdo plaquetaria. O efeito
combinado desses fatores cria um elaborado processo autdcrino e paracrino que posteriormente
resulta em resposta tissular regenerativa (WROBLEWSKI et al., 2010). Dentre os principais FC,
estdo: fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento beta transformante
(TGF-B), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
fator de crescimento fibroblastico (FGF) e fator de crescimento derivado de insulina I (IGF-I). Dentre
eles, os dois primeiros sdo os mais reconhecidos e estudados (TEXTOR, 2011).

Os FC que foram descobertos na década dos 80 por Kaplan ef al., (1979) tém propriedades
que incluem modula¢do da inflamacao, analgesia, aumento da capacidade regenerativa dos tecidos,
inducdo de quimiotaxia, neovascularizacao, deposi¢ao de matriz célular, proliferagdo, diferenciagao
celular e antimicrobiano (CARMONA et al., 2009b, TEXTOR, 2011; FANTINI, 2014; ANITUA
et al., 2015; RUSHTON et al., 2017; SEGABINAZZI et al., 2021).

Devido aos efeitos clinicos positivos deste tratamento no sistema musculoesquelético, e seus
diversos potenciais efeitos terapéuticos, o PRP também tem sido estudado como alternativa
terapéutica nas enfermidades dos demais sistemas (TEIXEIRA, 2014; ANITUA et al., 2015;
RUSHTON et al.,, 2017, CARDENAS, 2017; SEGABINAZZI et al., 2021).
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Nos ultimos anos os concentrados plaquetarios (CP) incluindo entre eles o PRP, tém sido
estudados com resultados clinicos positivos em tratamento de ulceras de cornea que ndo cicatrizam
e que sdo resistentes a terapia medicamentosa, € seu uso em ceratites ulcerativas, obtendo redugao
do tempo de consolidacao e maior qualidade da cicatrizagdo (BEZERRA et al., 2010; ALIO et al.,
2012, ANITUA et al., 2015; CARDENAS, 2017; RUSHTON et al., 2017).

Anitua et al., (2015) verificou que o Plasma rico em fatores de crescimento (PRGF) um
derivado do PRP, estimula a regeneragdo em cicatrizes da superficie ocular in-vitro. Os efeitos
benéficos do PRGF e do PRP na cicatrizagdo de feridas na cérnea t€ém sido atribuidos a alta
quantidade de fatores de crescimento (RUSHTON et al,, 2017). Uma das caracteristicas mais
interessantes desta terapia na oftalmologia ¢ a habilidade angiogénica. Diversos fatores pro-
angiogénicos como o fator de crescimento epitelial vascular (VEGF), fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), fator de crescimento beta transformante (TGF-B), fator de crescimento
epidermal (EGF) e angiopoietinas, sinalizam e mediam a atividade pro-angiogénese do PRP, o que
abre uma nova janela de aplicacdes terap€uticas desse rico material biologico MAMMOTO et al.,

2013; TEIXEIRA, 2014).

2.2 Plaquetas

As plaquetas ainda que carecam de nucleo, sdo fragmentos derivados do citoplasma dos
megacaridcitos (MKs), que possuem componentes estruturais, metabolicos e de sinalizacao,
proprios de células nucleadas (FANTINI, 2014; TEIXERIA, 2014). Meyers et al. (1982)
propuseram o conceito das plaquetas serem consideradas como células secretoras, com
armazenamento de diversas substancias em seus granulos alfa. Esse conceito esta sendo retomado
na literatura mais atual, posto que as plaquetas se demostram cada vez mais presente na
fisiopatologia de algumas doengas na medicina equina, nos casos de endotoxemia, laminite e
afec¢des do trato gastrointestinal (PAES LEME et al., 2006; SEGURA et al., 2006; PICCIONE et
al., 2010). Assim, a composi¢ao molecular das plaquetas e sua multiplicidade de fungdes atribuidas
recentemente, apoiam a decisdo de ser consideradas células complexas, multifuncionais e com

capacidade imunomoduladora (MCFARLAND et al., 2005; HAMZEH-COGNASSE et al., 2015).

As plaquetas surgem da fragmentacao do citoplasma dos MKs que se desenvolvem a partir
de células mieloides progenitoras pluripotenciais CD 34+ que residem no tecido hematopoiético e
na corrente sanguinea (MARQUES, 2014). O processo de trombopoese ¢ estimulado e regulado por
citocinas, principalmente as interleucinas 1, 3, 6 e 11, e pelo hormodnio trombopoietina que regula o

desenvolvimento dos MKs e a liberacao das plaquetas (REBAR et al., 2003).
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A vida util das plaquetas estd entre uma faixa de 5 a 9 dias na circulagdo sanguinea, sendo
eliminadas por apoptose apds alteracdes em sua estrutura de superficie, que ocorre
predominantemente por meio das células de Kuppfer e hepatocitos (SEIDEL, 2014). Segundo Zago
et al. (2001) 80% das plaquetas se encontram na circulag¢do e o restante fica armazenado no bago,
com movimentagao livre entre estes dois compartimentos. Na circulagdo as plaquetas sio suscetiveis
a sofrerem alteragdes fisicas, bioquimicas e funcionais, o que colabora para sua heterogeneidade. A
resposta funcional ¢ variavel e relacionada ao tamanho e idade, sendo atribuida as maiores e mais

jovens, a maior capacidade hemostatica (KARPATKIN, 1978; HARTLEY, 2007; PEREIRA 2008).

Morfologicamente, as plaquetas dos equinos apresentam forma discoide, medindo
aproximadamente 5 a 7um de comprimento, largura inferior a 3um, apresentam formato lentiforme
e podem alcangar até 20pm de didmetro (PEREIRA, 1993; FELDMAN et al., 2000; ARGUELLES
et al., 2006). Sao compostas por trés camadas: glicocalix que ¢ a mais externa e contém receptores
glicoproteicos que atuam no processo de ativagdo e adesdo plaquetaria. Nesta camada também estao
os antigenos de membrana das plaquetas, divididos em trés familias, sendo eles as integrinas,
proteinas ricas em leucina e as selectinas. A segunda camada ¢ a bicamada fosfolipidica que contém
glicoproteinas atuantes na interacao entre células e fosfolipidios necessarios para a coagulagdo. A
terceira camada ¢ a submembranosa que estd formada por microtibulos de actina, atuando como
um citoesqueleto que mantém a forma discoide da plaqueta em repouso e permite a altera¢do de
forma pos ativagdo (HALE ef al., 1996; TABLIN, 2000). As plaquetas de mamiferos possuem em
seu citoplasma trés tipos de granulos: alfa, lisossomais e densos. Os granulos alfa (o) sdo organelas
secretoras de proteinas reguladoras de processos biologicos, incluindo, adesdo e agregacgao
plaquetaria, coagulagdo, quimiotaxia, proliferagdo e inflamagao (LALKO et al., 2003). Entre estas
proteinas se encontram citocinas, quimiocinas, FC, fator plaquetario-4, tromboglobulina, albumina,
condroitina, fibrinogénio, fibronectina, trompospondina, fator V, fator Va e fator Von Willebrand
(ANITUA et al., 2004). Os granulos densos armazenam componentes de baixo peso molecular
serotonina, catecolamina, calcio, fosforo, adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP). O
ADP induz a migraga@o plaquetaria e em combinagao com a serotonina produz contragado das artérias
lesionadas, e o ATP antagoniza a agdo do ADP (MARQUES, 2014; PELAGALLI et al., 2003). Os
granulos lisossomais contém hidrolases dcidas, guanina, fosfolipases, e quinases, que atuam como

enzimas proteoliticas e hidroliticas (MARQUES, 2014; LALKO et al., 2003).

Segundo GACHET (2005) as plaquetas em condi¢des fisioldgicas encontram-se num estado
quiescente, protegidas de ativagdo prematura. Disfun¢des no endotélio e alteragdes na liberagdo de

fatores antiplaquetarios podem levar ao aumento da ativag@o das plaquetas. Carmona et al. (2007)
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afirmam que as plaquetas podem ser ativadas por agentes fisioldgicos (serotonina, epinefrina,
trombina, ADP, tromboxano, coldgeno) ou farmacoldgicos (cloreto de calcio, ionoforo de calcio).
Apos ativagao, as plaquetas mudam sua forma e apresentam projecoes membranosas chamadas de
pseudopodes (HOFFBRAND et al., 2004; FANTINI, 2014), responsaveis pela agregacao
plaquetaria liberando todas as suas organelas e componentes para o tecido, entre eles os FC. Além
de atuar no processo de hemostasia, cicatrizacdo de feridas e reepitelizagdo, as plaquetas por meio
do potencial terapéutico dos FC promovem potencializagdo da quimiotaxia, proliferagao,
diferenciagdo e secrecdo célular (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).

2.3 Atividade antimicrobiana do PRP

As propriedades antimicrobianas de diversos concentrados plaquetarios tem sido demostrada
em humanos 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 inibi¢do do crescimento in-vitro com o
uso do PRP contra FEnterococcus faecalis, Candida albicans, Streptococcus agalactiae e
Streptococcus oralis (DRAGO et al., 2013, 2014), S. epidermidis e Propionibacterium acnes
(INTRAVIA et al., 2014). Na medicina veterindria equina poucos estudos avaliaram o efeito
antimicrobiano dos hemocomponentes. O efeito antimicrobiano foi comprovado frente ao
Staphylococcus aureus sensivel a Meticilina e Staphylococcus aureus resistente a Meticilina

(ALVAREZ et al.,, 2011; LOPEZ et al., 2014) ¢ Escherichia coli (AKTAN et al., 2013).

Até o momento, os componentes responsaveis pela atividade antimicrobiana dos
concentrados de plaquetas permanecem pouco compreendidos. Varios fatores antimicrobianos tém
sido propostos, no caso das plaquetas, tem atribuido seu efeito antimicrobiano a proteinas
antimicrobianas plaquetarias (PMP), componentes de granulos-a plaquetarios, espécies reativas de
oxigénios (EROs) liberadas pelas mesmas e precursores que participam da ativacdo da via do
complemento (BLAIR e FLAUMENHAFT, 2009; AKTAN et al., 2013; DRAGO et al., 2014). Uma
hipotese sugerida € que as plaquetas sdo capazes de se ligar, agregar e internalizar microrganismos,
além de apresentarem fungdes citotoxicas, liberando uma variedade de peptideos com efeito

antimicrobiano direto (TANG ef al., 2002; TRIER et al., 2008).

As plaquetas sdo consideradas sentinelas do sistema vascular devido ao seu elevado niamero
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na circulagdo e a gama de imunorreceptores funcionais que expressam. As plaquetas expressam uma
ampla gama de potenciais receptores bacterianos, incluindo receptores de complemento, receptor
de baixa afinidade para fragmentos constantes de imunoglobulina G (FcyRII), receptores Toll-like,
mas também integrinas convencionalmente descritas na resposta hemostatica, como GPIIb-IIIa ou

GPIb (HAMZEH-COGNASSE et al., 2015).

Existem trés mecanismos de interac¢do entre bactérias e plaquetas que foram descritos: (1) A
ligacdo indireta de bactérias a uma proteina plasmatica (fibrinogénio), que por sua vez ¢ um ligante
de um receptor plaquetario (GPIIb-IIla) (OHSHIMA et al., 1991; PETERSEN et al., 2010; COX et
al., 2011); (2) a ligacdo direta de bactérias a receptores de plaquetas (GPIIb-Illa ou GPIb)
(PLUMMER ef al., 2005; BRENNAN ef al., 2009; MIAJLOVIC et al., 2010) e (3) a ligacao de
produtos bacterianos secretados, particularmente toxinas, as plaquetas (ARVAND et al., 1990;

BRYANT et al., 2005; FITZPATRICK et al., 2009).

As bactérias se ligam a esses receptores direta ou indiretamente via fibrinogénio,
fibronectina, ou receptores de plaquetas. O destino dessas bactérias ligadas as plaquetas ¢
questionado (HAMZEH-COGNASSE et al,, 2015). Clawson ef al. (1975) estudaram a interagdo
entre plaquetas e bactérias, onde ocasionalmente observaram a internalizacdo de Staphylococcus
aureus em algumas plaquetas. Esses fragmentos derivados do citoplasma dos megacaridcitos tem
maior capacidade de internalizagdo quando ativadas por um agonista convencional (ADP ou
trombina) o que ressalta um mecanismo comum entre ativacdo plaquetaria e internalizag¢do

(HAMZEH-COGNASSE et al., 2015).

Li et al. (2008) confirmaram a internalizagdo de S. aureus em plaquetas, mas somente apds
a ativagdo desta pelo ADP. O mesmo estudo mostra que Porphyromonas gingivalis também pode
ser internalizado nas plaquetas. Parece, no entanto, haver um mecanismo diferente de internalizagao
em acao em ambas as bactérias. De fato, o P. gingivalis ¢ capaz de induzi-lo sozinho, sem a adigao
de outro agonista plaquetario, pois os agregados plaquetarios sdo adequados para a internalizagao
da bactéria. Embora o resultado seja o0 mesmo, ¢ possivel que bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas possam ter mecanismos de internalizagdo diferentes, sugerindo que uma delas tenha uma

molécula adicional promovendo sua internalizagao.

O destino das bactérias internalizadas nas plaquetas permanece em discussdo, sendo um
meio de defesa do hospedeiro ou um mecanismo de fuga para as bactérias. No entanto, sem
progredir para a internalizacdo, a adesdao das bactérias ou produtos bacterianos na superficie das

plaquetas ¢ suficiente para induzir uma resposta de defesa das plaquetas (HAMZEH-COGNASSE
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et al., 2015). A mesma ativacdo plaquetaria ou sua interacdo com a bactéria faz que as plaquetas
tenham a capacidade de interagir com o sistema de complemento. Essa interagao pode ser bivalente.
Por um lado, as plaquetas podem auxiliar na destruicao de bactérias aumentando a atividade do
complemento, mas como se ligam as proteinas do complemento, elas proprias podem se tornar alvo
da atividade litica do complemento. Isto ¢ notavelmente o que ocorre no caso de purpura
trombocitopénica (PEERSCHKE e GHEBREHIWET 2010). As plaquetas, no entanto, possuem um
inibidor de C1 em seu granulo a, que, durante a estimulacao plaquetaria, permitiria a modulacao da

ativacdo do complemento (SCHMAIER et al., 1985).

De fato, embora a presenca de fagolisossomas ndo tenha sido demonstrada em plaquetas,
eles contétm PMP que se mostraram eficientes em S. aureus (YEAMAN 2010). As PMP sdo
liberadas sob a indugdo de trombina ou pelas mesmas bactérias. Essa familia de proteinas foi
ampliada através da integrag¢do das quinocidinas, que inclui as citocinas plaquetarias que tém efeito
bactericida direto. Elas sdo divididas em dois grupos, a-quinocidinas, que incluem as CXC-citocinas
[fator plaquetario 4 (PF-4), proteina basica plaquetaria (PBP), peptideo ativador do tecido
conjuntivo (CTAP3) e peptideo ativador de neutrofilos (NAP2)], enquanto as B-quinocidinas sao do

tipo CC (RANTES) (YANG et al., 2003).

As quinocidinas estdo integradas nos mecanismos da imunidade inata, na medida em que
conservam seu papel primario, que ¢ a quimioatragdo de leucocitos, possibilitando a cooperagao
entre fatores plaquetdrios e leucocitarios na depuragdo bacteriana (AGERBERTH et al., 2006;
GUANI-GUERRA et al., 2010).

Além de todos esses mecanismos antibacterianos plaquetarios estudados, os leucocitos
também foram estudados como fator envolvido no efeito antimicrobiano dos concentrados
plaquetarios. Segundo Cieslik-Bielecka ef al. (2018) o efeito antibacteriano em um plasma rico em
plaquetas e leucdcitos (L-PRP) ¢ causado por leucdcitos, pois encontraram uma relacdo entre o
aumento dos subtipos de leucdcitos (Linfocitos T reguladores CD25, linfocitos T citotoxicos e
Células Natural Killer) e o diametro da zona de inibi¢ao pelo método de difusdo em disco de Kirby-
Bauer. Os mesmos autores encontraram ainda uma associa¢ao negativa entre contagens aumentadas

de mondcitos e a atividade antimicrobiana.

D’asta et al. (2017) em uma revisdo sistematica referente a contribuicao dos leucécitos no
efeito antimicrobiano nos concentrados plaquetarios, ndo encontram evidéncia suficiente para
atribuir esse efeito a presenca de leucocitos nos hemocomponentes. Um dos fatores para afirmar

isso foi que em estudos comparativos entre PRP ¢ L-PRP in-vitro (LOPEZ et al., 2014; MARIANI
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et al., 2014) ambos foram efetivos, mas ndo apresentaram diferenca significativa em seu efeito
antimicrobiano. No entanto, buscando resultados em cepas bacterianas especificas, Anitua et al.
(2012b) mostraram que seu hemoderivado com concentragao mais alta de leucocitos (quase quatro
vezes a linha de base) foi a tnica preparagao capaz de reduzir efetivamente o Staphylococcus aureus
sensivel a meticilina (MSSA). Além disso, Intravia et al. (2014) relataram que as preparagoes de L-
PRP (com alta concentracdo de leucdcitos) foram superiores ao PRP (sem leucdcitos) contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Staphylococcus epidermis sensivel a
meticilina (MSSE) e Propionibacterium acnes. Também em comparacao com o sangue total, ambas
as preparacdes limitaram o crescimento bacteriano, mas para MSSA o L-PRP mostrou uma inibigao
mais longa (24 horas de duragdo). Além disso, Lopez et al. (2014) mostraram que a preparacao nao
ativada enriquecida com leucdcitos apresentou melhor efeito bacteriostatico contra MSSA (em 6 e
24 horas) em comparag¢ao com preparagoes pobres em leucdcitos. Em contraste, a forma ativada da
preparacdo com leucocitos parecia ter um desempenho melhor do que as outras preparacdes testadas

em 24 horas contra MRSA.

Embora haja controvérsia nesses estudos in-vitro sobre o papel que tem os leucécitos na
atividade antimicrobiana dos CPs, se sabe que in vivo, os leucocitos em especial os neutrofilos e
macrofagos sdo responsaveis pela fagocitose de patdogenos estranhos. Esse sistema parece
representar uma das defesas mais importantes do hospedeiro contra infeccio (MOOJEN et al,
2007). Os neutréfilos secretam peptideos antimicrobianos: lactoferrina, defensinas, proteina
bactericida que aumenta a permeabilidade, azurocidina/proteina de ligagdo a heparina, catelicidinas,
fosfolipases A2 e calprotectina (CIESLIK-BIELECKA et al., 2008), que desempenham os papéis
mais importantes na defesa imune. Essas moléculas desempenham papéis bioldgicos que nao sdo
apenas antibacterianos, mas também antivirais, antiparasitarios e antifingicos. Essas proteinas
antimicrobianas destroem os micrdbios usando cargas positivas, o que permite que se liguem a
superficie carregada negativamente da célula alvo (UVELL e ENGSTROM 2007). Ao interagir com
o corpo celular de bactérias gram-negativas, as proteinas antibacterianas reagem com
lipopolissacarideos, mas para bactérias gram-positivas, as proteinas reagem com acido teicoico e
peptidoglicano, suportando ions bivalentes (LOHNER, 2017; MISTOU et al., 2016; MALANOVIC
e LOHNER 2016)

Os neutréfilos também sdo ricos em granulos contendo mieloperoxidase (MPO), que ¢
liberado nos tecidos apos ativacao e degranulagao. A MPO catalisa a oxidacao do cloreto para gerar
acido hipocloroso e outros derivados reativos de oxigénio. Essas substancias atuam como potentes

oxidantes bactericidas e sdo tdxicas para micro-organismos e fungos (ARTANI, 2018).
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Outro fator antimicrobiano do PRP estudado ¢ o plasma e seus componentes como o
complemento que ¢ conhecido por desempenhar um papel importante na imunidade inata (DAHA,
2010). Drago et al. (2014) testaram diversos produtos como PRP concentrado em 2 e 4 vezes (PRP
x2, PRP x4), plaquetas suspensas em tampao fosfato salino (PBS) e plasma pobre em plaquetas
(PPP) frente a Enterococcus faecalis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
oralis e Staphylococcus aureus, onde o grupo de concentrado de plaquetas suspenso em PBS ndo
mostrou nenhuma atividade antibacteriana, e os outros grupos, PRP x2, PRP x4 e PPP inibiram o
crescimento de todas as cepas testadas. Com esses resultados foi observado ainda que a atividade
antimicrobiana do PRP nio esta associada s6 a concentragdo de plaquetas, uma vez que compararam
duas concentracdes diferentes e ndo houve diferenga entre elas. Além disso esses resultados sugerem
que a atividade antimicrobiana dos concentrados plaquetarios ¢ sustentada por uma cooperagao de
fatores derivados das plaquetas e os componentes do plasma, como o sistema de complemento que
¢ um elemento do sistema imunoldgico essencial para os mecanismos de defesa humoral contra
agentes infecciosos. A ativacdo da cascata do complemento determina a lise celular bacteriana e o

recrutamento de leucocitos (VARSHNEY, 2019).

Burnouf et al. (2013) tentaram entender melhor quais componentes dos concentrados de
plaquetas podem apresentar atividade antimicrobiana, testando amostras antes ¢ apds a inativagao
térmica do complemento plasmatico a 56° C por 30 minutos. A auséncia de qualquer inibi¢do
bacteriana por qualquer um dos componentes do plasma e das plaquetas, tratados termicamente,
apoiou a hipdtese de que o complemento plasmatico (e/ou outros compostos sensiveis ao calor)

desempenhava o papel principal nas propriedades bacteriostaticas dos concentrados de plaquetas.

A atividade antimicrobiana dos concentrados plaquetarios esta influenciada também pelo
método de ativagdo deles. Ainda sejam controversos os resultados das possiveis relagdes entre esse
efeito e a ativagdo das preparagdes, Drago et al. (2014) observaram que seus concentrados
plaquetarios sem ativagao, nao inibiram o crescimento das bactérias testadas in-vitro, sugerindo que
a ativagdo da coagulacdo ¢ uma etapa fundamental deste processo bioldgico. Burnouf et al. (2013)
sugeriram que a ativagdo de plaquetas pelo cloreto de calcio diminuiu as propriedades
antimicrobianas contra cepas bacterianas selecionadas. Da mesma forma, Wu et al. (2013)
mostraram que as preparagdes de PRP ativado por trombina t€ém menor atividade antimicrobiana
contra E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae em comparacdo com as preparacdes inativadas.
Acredita-se que esses achados sejam devidos ao consumo de complemento durante a ativacao da
coagulacao (BURNOUF et al., 2013). Também Lopez et al. (2014) indicaram que apos 24 horas de

incubagdo, as preparagdes de PRP ativado por gluconato de calcio exibiram menos atividade
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antimicrobiana contra MSSA em comparacdo com as preparagdes inativadas. Quando as
preparagdes foram testadas contra MRSA em 6 horas, o efeito antimicrobiano mais forte contra
MRSA foi exercido pela forma ndo ativada da preparagdo enriquecida com leucocitos.
Controversamente outros estudos indicam que o PRP ativado com trombina leva & um aumento

significativo da atividade inibitoria sobre as bactérias (AKTAN et al., 2013; CHENG et al., 2013).

2.4 Microbiologia do crescimento bacteriano

Uma populacdo microbiana em crescimento ativo, em meio nutritivo, constitui uma cultura
(LARPENT e GOURGAUD, 1975). Apds crescimento 0s micro-organismos agrupa-se em colonias
(grupo de células que podem ser visualizadas sem a utilizagdo de um microscopio). Essas colonias
sdo formadas por uma célula vidvel, que ¢ definida como aquela capaz de dividir-se, originando
células filhas, e, na maioria das situagdes de contagens de células, sdo as células de maior interesse
(MADIGAN et al., 2016). Para o crescimento microbiano sdo necessarias uma combinagdo de
nutrientes e certas condi¢des que podem ser divididas em fisicas e quimicas (ALVES, 2006;

PELCZAR et al., 1997).
2.4.1 Condigdes fisicas e quimicas

Dentro das condig¢des fisicas necessarias para um cultivo bem-sucedido, encontra-se: a
temperatura, o potencial hidrogenionico (pH) e a pressdo osmdtica. A taxa de crescimento, que se
traduz no nimero de divisdes celulares por um devido tempo, estd associada a temperaturas
favoraveis. Os micro-organismos sao classificados em trés grupos primdrios de acordo com as

variacoes de temperatura de crescimento (TORTORA et al., 2017):

- Psicrofilos: Crescem a baixas temperaturas (Micro-organismos que podem crescer entre 0°C a

25°C).

- Mesofilos: Crescem a temperaturas moderadas (Micro-organismos que podem crescer entre 25°C

a 40°C).

- Termofilos: Crescem em altas temperaturas (Micro-organismos que podem crescer entre 50°C a

60°C).

O pH influencia o meio fisico de um micro-organismo pois, a maioria deles cresce bem em
meios com uma faixa de pH entre 6,5 a 7,5, ainda que muitas espécies tolerem variagdes entre 4 a 9

(ALVES, 2006).

A pressdao osmdtica também exerce um papel importante no crescimento microbiano
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influenciando o meio fisico de um micro-organismo. A pressdo osmotica ¢ a for¢ca com a qual a
dgua se move através da membrana citoplasmatica de uma solugdo contendo uma baixa
concentracdo de sustancias dissolvidas (solutos) para outra contendo uma alta concentracao de
solutos. Os meios de cultura com pressdes osmoticas inferiores as do interior da bactéria, geralmente
ndo afetam sua viabilidade, uma vez a rigidez da parede celular impede a entrada excessiva de dgua

(TRABULSI e ALTHERTUM, 2015).

O conhecimento das necessidades nutricionais dos micro-organismos € importante para seu
cultivo. As bactérias necessitam de uma variedade de elementos quimicos como nutrientes. Esses
elementos sao necessarios tanto para a sintese como para fung¢des normais dos componentes
celulares. Os principais elementos quimicos para o crescimento das células incluem carbono,

nitrogénio, hidrogeno, oxigeno, enxofre e fosforo (TORTORA et al., 2017).
2.4.2 Meios de cultura e método de contagem em placa

A supervivéncia dos micro-organismos depende do fornecimento adequado de nutrientes e
condigdes favoraveis para seu crescimento. Os meios de cultura definem-se como uma solugao

nutriente utilizada para promover o crescimento de micro-organismos (MADIGAN et al., 2016).

Os meios de cultura podem ser liquidos, semissolidos ou so6lidos. Um meio liquido sem
agente solidificante ¢ chamado de caldo nutritivo. O caldo nutritivo combinado com o agente
solidificante, geralmente agar, cria um meio semissolido ou solido. O 4gar € um extrato de algas
marinhas, ele contém um carbo-hidrato complexo, na sua maioria, galactose e possui muito valor
nutritivo. Ele ¢ um excelente agente solidificante porque se liquefaz a 100°C e solidifica a 40°C.
Devido a estas propriedades os micro-organismos podem ser cultivados a temperaturas de 37°C

(ALVES, 2006).

Para o crescimento de micro-organismos em laboratorios hd uma variedade de meios de
cultura. Os mais utilizados na microbiologia sao os meios definidos e meios complexos. Os meios
definidos sdo preparados pela adi¢do precisa de compostos quimicos inorganicos ou organicos,
tendo uma composicao exata e conhecida. Quando a composi¢do do meio ndo ¢ bem definida e se
empregam componentes como produtos microbianos, animais e vegetais, ou varias substancias
nutritivas, esses meios sao chamados de complexos (MADIGAN et al.,, 2016; TORTORA et al.,
2017).

Em situagdes particulares, especialmente na microbiologia diagnostica, frequentemente os

meios de cultura sdo produzidos de modo a tornar-se seletivos ou diferenciais (ou ambos). Sua
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elaboracdo surge pela necessidade de determinar a presenga de micro-organismos especificos

associados a doengas ou com condic¢des de pouca sanidade (TRABULSI e ALTHERTUM, 2015).

Os meios seletivos sdo elaborados para impedir o crescimento de bactérias indesejadas e
favorecer o crescimento dos micro-organismos de interesse; por exemplo o agar Sabouraud
dextrose, com pH de 5,6, ¢ utilizado para isolar os fungos que superam a maioria das bactérias neste
pH (PELCZAR et al, 1997). Os meios diferenciais facilitam a diferenciacdo das coldnias de
organismos desejados em relagdo a outras coldnias crescendo na mesma placa; o agar-sangue (que
contém hemacias) ¢ um meio utilizado com frequéncia pelos microbiologistas para identificar

espécies bacterianas que destroem hemacias (SOUZA, 2008).

O método mais frequentemente utilizado para a mensuragao de populagdes bacterianas ¢ a
contagem em placas ou também chamado contagem de células vidveis. O procedimento de
contagem de células viaveis infere que cada célula viavel é capaz de crescer e dividir-se, originando
uma colonia. Assim, o nimero de colonias e o numero de células sdo proporcionais. Uma
desvantagem desse método é que sdo necessarias 24 horas ou mais para que colonias visiveis sejam

formadas (MADIGAN et al., 2016; TRABULSI e ALTHERTUM, 2015).

Tortora et al., (2017) afirmam que ndo sempre essas células vidveis, originam por se s6 uma
colonia, pois as bactérias frequentemente crescem unidas em agregados ou cadeias. Para refletir essa
realidade, as contagens em placas sdo frequentemente reportadas como unidades formadoras de

colonias (UFC).

Quando ¢ efetuada uma contagem de colonias em placa, ¢ importante que somente um
numero limitado de coldnias se desenvolva na placa. Tendo excesso de coldnias, algumas células
sao reprimidas e nao podem se desenvolver, essas condi¢des causam imprecisao na contagem. Uma
recomendacdo pelos microbiologistas ¢ a contagem de placas com somente 25 a 300 UFC. Para
garantir que as contagens de colOnias estejam nessa faixa, o indculo inicial € diluido vérias vezes,

em um processo chamado de dilui¢do seriada (ALVES, 2006).

Existem dois métodos de preparacdo das placas para contagem, método de incorporagdo em
placa ou também chamado (Pour plate) e método de espalhamento em placa (PELCZAR et al.,

1997).

O método de incorporagdo em placa € feito com 1 ml a 0,1 ml das dilui¢des da suspensdo
bacteriana, onde ¢ introduzido na placa de Petri. O meio 4gar € mantido em fase liquido a 50°C, e

vertido sobre a amostra, que ¢ entdo misturada com o meio por agitagdo lenta da placa. Quando o
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agar solidifica, a placa é incubada. Essa técnica tem algumas desvantagens, pois 0s micro-
organismos sensiveis a temperaturas altas podem ser danificados pelo agar fundido, sendo incapazes
de formar colonias. Além disso, o observar a aparéncia diferenciada da colonia na superficie ¢
essencial para fins diagnosticos. As colonias que se formam abaixo da superficie da placa por

incorporagdo ndo sdo adequadas para este teste (TRABULSI e ALTHERTUM, 2015).

O método de espalhamento em placa ¢ muito mais efetivo e, porém, aplicado com mais
frequéncia. Para esse método ¢ colocado um inoculo de 0,1 ml das diluicdes da suspensdo
bacteriana, adicionando na superficie de um meio agar previamente solidificado. O inoculo ¢é
espalhado de modo uniforme na superficie do médio com uma alga driglasky ou bastdao de vidro,

esterilizados (TORTORA et al., 2017).
2.4.3 Espectrofotometria

Durante o crescimento bacteriano exponencial, todos os componentes celulares aumentam
proporcionalmente. Um desses componentes ¢ a massa celular. As células dispersam luz, e um
método rapido e bastante 1til para estimar a massa celular ¢ a turbidez (MADIGAN et al., 2016). A
turbidez ¢ a habilidade das particulas em suspensdo para desviar radiagdo eletromagnética (BARON

et al., 1994).

O aparelho utilizado para mesurar a turbidez € o espectrofotometro. No espectrofotometro,
um feixe de luz ¢ transmitido através de uma suspensdo bacteriana até um detector fotossensivel. E
uma das técnicas mais simples e frequentemente empregadas para culturas liquidas (KULSTAD et
al., 2004). Essa luz transmitida pelo prisma ou grade de difracdo deve ter um comprimento de onda
especifico. Os componentes de onda normalmente utilizados para medir turbidez bacteriana incluem
480 nm (azul), 540 nm (verde), 600 nm (cor de laranja) e 660 nm (vermelho). A sensibilidade ¢
maior nos comprimentos de onda mais curtos, porém as medidas de suspensoes celulares densas sao
mais precisas com o uso de comprimentos de onda mais longos. A unidade de medida da turbidez
corresponde a densidade Optica (DO) no comprimento de onda especificado, como por exemplo,

DO 540 para medidas de densidade optica a 540 nm (TORTORA et al., 2017).

A técnica utiliza a propriedade das solugdes de absorver ou transmitir a luz para quantificar
reagOes. Na pratica, a quantidade de luz absorvida ou transmitida € proporcional a concentragao da
substancia em solucdo (DIAZ et al., 2016). A transmitancia exprime a fracdo da energia luminosa
que consegue atravessar uma determinada espessura de um material, sem ser absorvida. Ou seja, a
capacidade de transmitir a luz. Por outro lado, a absorbancia exprime a fracdo da energia luminosa

que ¢ absorvida por uma determinada espessura de um material. Ou seja, a capacidade de absorver
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a luz. A absorbancia de uma solucdo esta relacionada com a transmitancia. Quando a absorbancia

de uma solucdo aumenta, a transmitancia diminui (XAVIER et al., 2016).
2.5 Conjuntiva ocular e sua microbiota

A superficie ocular ¢ formada pela conjuntiva bulbar, superficie das palpebras inferior,
superior e terceira palpebra, com suas respectivas conjuntivas, limbo, epitélio da cornea e filme
lacrimal (SILVA, 2014; OLIVEIRA, 2019).

A conjuntiva ¢ uma delgada membrana mucosa, movel, semitransparente, imida, brilhante
e ricamente vascularizada que recobre toda a superficie interna palpebral (conjuntiva palpebral), a
esclera (conjuntiva bulbar) e toda a terceira palpebra. O espago formado entre a conjuntiva palpebral
e bulbar ¢ chamada de saco conjuntival (BROOKS, 2005; LEITES et al., 2013; NETO, 2016).
Histologicamente a conjuntiva palpebral ¢ revestida por um epitélio colunar pseudoestratificado
superficial, células caliciformes, capsula de tenon ¢ um epitélio escamoso estratificado nao
queratinizado que reveste a conjuntiva bulbar. (CARASTRO, 2004; GILGER, 2005).

A conjuntiva é uma estrutura resistente e altamente regenerativa que desempenha um papel
na dindmica lacrimal, na prote¢do imunologica do olho, nos movimentos oculares e na cicatrizagao
da cornea, onde ¢ usada com frequéncia para tratar lesoes ulcerativas. (CARASTRO, 2004; NETO,
2016).

Entre os mecanismos de protecao da superficie ocular encontram-se as palpebras que através
do reflexo de piscar, realizam a protecdo mecanica contra corpos estranhos € a remogao regular de
particulas estranhas, restos celulares e bactérias. O filme lacrimal tem em sua composi¢do
macrofagos e substancias bactericidas (lisozima, lactoferrina, fosfolipases e imunoglobulinas A), e
efetua a remocao de debris e células esfoliativas através da drenagem (OLIVEIRA, 2019).

A conjuntiva estd continuamente exposta a bactérias, fungos e virus presentes no ambiente
(SANTOS, 2011), mas nem todos os microrganismos adaptam-se ao colonizar um hospedeiro.
Alguns falham em estabelecer uma interag@o e outros podem colonizar por periodos variaveis. Por
isso, essa microbiota pode ser classificada em: microrganismos residentes, transitorios e
patogénicos (HERITAGE et al, 2003). A microbiota residente consiste em microrganismos nao
invasivos que conseguem se estabelecer por um periodo longo e indefinido, habitando a conjuntiva
e a cornea. A formagdo desta microbiota residente se inicia no momento do parto, a partir de entdo
sera composta principalmente por microrganismos da pele e trato respiratorio superior (OLIVEIRA,
2019). A microbiota transitdria, sao aqueles agentes que sao adquiridos do meio ambiente que cerca

o hospedeiro, em geral esses microrganismos ndo conseguem estabelecer uma colonizacao efetiva,
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seja por competicdo com outros organismos ou por nao conseguir superar o sistema de defesa do
hospedeiro (HERITAGE et al., 2003). Para conseguir classificar os micro-organismos em residentes
ou transitorias, devesse realizar varias culturas, em diferentes periodos (SANTOS, 2011).

A maioria dos organismos da microbiota conjuntival ndo ¢ considerada patogénica desde
que haja a integridade da conjuntiva e do epitélio da cérnea. Se ocorrer a quebra da barreira de
protecdo da superficie ocular, como uma abrasdo da coérnea, microrganismos residentes e
transitorios podem infiltrar no estroma corneano e resultar em uma ulcera de cornea ou ainda, em
casos de lesdao da conjuntiva, causar uma conjuntivite bacteriana (ANDREW et al., 2003).

A microbiota bacteriana ocular do equino tem predominancia de microrganismos nao
patogénicos, principalmente as Gram-positivas aerobicas (KHOSRAVI et al., 2014; OLIVEIRA,
2019) Staphylococcus spp., Bacillus spp. e Corynebacterium spp. (ANDREW et al., 2003; JOHNS
et al, 2011; BARAN et al,, 2015; FERREIRA et al., 2015; HAMPSON et al., 2018; OLIVEIRA,
2019). Espécies de bactérias Gram-negativas ¢ fungos também sdo considerados normais, porém
sdo tidos como microrganismos transitorios (ANDREW et al, 2003). Pode-se ainda encontrar
Gram-negativas potencialmente patogénicas, como Pseudomonas spp. (JOHNS et al., 2011). Entre
os fungos, os mais frequentes sdo Aspergillus spp., Cladosporium spp. e Penicillium spp.
(ANDREW et al., 2003; ROSA et al., 2003; SOUSA et al., 2011; BARAN et al., 2015; HAMPSON
et al., 2018). Leveduras também podem ser encontradas em algumas regidoes (KHOSRAVI et al.,

2014).
2.5.1 Staphylococcus sciuri

Staphylococcus sciuri ¢ uma das espécies bacterianas mais primitivas do género
Staphylococcus, que atualmente compreende mais de 50 espécies e subespécies (NEMEGHAIRE
et al., 2014a). S. sciuri foi descrito pela primeira vez por (KLOOS et al., 1980) quando cepas foram
isoladas da pele de animais e humanos. Esse micro-organismo ¢ coagulase-negativa, oxidase-
positiva, resistente a novobiocina e oxacilina (meticilina) (BEIMS et al., 2016); principalmente
associada a animais, comumente presente na pele e superficies mucosas. Além de encontra-se em
uma ampla variedade de animais de estimagao e animais de fazenda e selvagens (STEPANOVIC ef
al., 2001; HAUSCHILD et al., 2003), também ¢ isolada em alimentos de origem animal (GARCIA
etal., 2002; PAPAMANOLI et al., 2002) e no ambiente, como solo, areia, agua e grama do pantano
(KLOOS, 1980).

Embora Staphylococcus sciuri tenham se mostrado patogenos facultativos, esse micro-

organismo possui alguns fatores de viruléncia que tem atividade (lipofilica, proteolitica ou
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hemolitica) semelhantes as de outros estafilococos envolvidos em processos patogénicos como o S.
aureus (STEPANOVIC et al., 2001). Outros fatores de viruléncia estdo tipicamente relacionados a

outros estafilococos como enterotoxinas (de S. aureus) ou a toxina esfoliativa C (de S. hyicus).

Nemeghaire et al., (2014a) demostrou em uma revisao profunda sobre S. sciuri a capacidade
desses micro-organismos carregar uma grande variedade de genes antimicrobianos e de viruléncia,
indicando que essa espécie bacteriana contém um grande reservatério de genes trocaveis por
transferéncia horizontal com outros estafilococos e outros géneros bacterianos, o que pode fortalecer

ainda mais o potencial patogé€nico dessas bactérias.

Porém seja uma bactéria com baixas taxas de isolamento nasofaringe, pele e trato urogenital
na espécie humana, sua relevancia clinica estd aumentando, ja que foi isolada em infec¢des, como
endocardite (HEDIN ¢ WIDERSTROM, 1998), peritonite (WALLET et al., 2000), choque séptico
(HORII et al., 2001), infeccao do trato urinario (STEPANOVIC et al., 2003), doenga inflamatoria
pélvica (STEPANOVIC et al., 2005) e mais frequentemente em infecdes de feridas (KOLAWOLE
et al., 1997; SHITTU et al., 2004; STEPANOVIC et al., 2002).

Na medicina veterindria o S. sciuri tem sido associada a varios casos de mastite bovina
(LUTHIJE e SCHWARZ, 2006; NAM et al., 2010; FREY et al., 2013), bem como em caprinos que
sofrem o virus da peste de pequenos ruminantes ou também chamada “peste des petites ruminants”
(PPR) (UGOCHUKWU e AGWU, 1991), em dermatite canina (HAUSCHILD e WOICIK, 2007;
HAUSCHILD et al., 2010), em surtos de epidermite exsudativa fatal em leitdes (CHEN et al., 2007;
NEMEGHAIRE et al., 2014b) e em ferida de pele de equino (BEIMS et al., 2016).

Curiosamente Moodley e Guardabassi (2009) e Aslantas et al., (2012) relataram uma
transmissdo entre animais domésticos sauddveis colonizados com S. sciuri foi observada
repetidamente, o que respalda a hipdtese de que pelo fato de ser uma bactéria que de vida livre a
colonizag¢do desta bactéria na pele ou mucosas dos animais, pode ser promovida por insetos servindo
como vetores de transmissdo. Ao respeito, um relatorio também sugeriu que a possivel fonte de
colonizagdo de S. sciuri em feridas cirargicas pode ser moscas pousando em feridas abertas
(KOLAWOLE e SHITTU, 1997). Assim, assume-se que o contato frequente com animais
domésticos e de fazenda saudaveis pode também contribuem para uma coloniza¢do pelo menos
temporaria da pele e, posteriormente, das feridas, por S. sciuri (KLOOS, 1980; NEMEGHAIRE et
al., 2014b).
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O género Staphylococcus ¢ relatado sempre como 1° ou 2° género mais frequente da
microbiota conjuntival equina, com ocorréncias acima de 18%. Sua espécie Staphylococcus sciuri
encontra-se dentro das bactérias mais predominantes dentro do género (ANDREW et al., 2003;
JOHNS et al.,, 2011; FERREIRA et al., 2015; HAMPSON et al., 2018). Sendo este também uma
das principais espécies envolvidas em alteracdes oculares em equinos (WADA et al., 2010;

KELLER; HENDRIX, 2005).

2.5.2 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus ¢ um micro-organismo patégeno, multirresistente, coagulase —
positivo, que ¢ uma das causas mundiais mais frequentes de morbidade e mortalidade por agente
infeccioso (CHEUNG et al., 2021). No decorrer da historia, esse patdogeno adquiriu sua importancia
devido a ocorréncia frequente de resisténcia a antibioticos em isolados, entre os quais S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) s3o os mais importantes clinicamente (CHEUNG et al.,
2021). Porém infecdes causadas por S. aureus sensivel a meticilina (MRSA), podem ter alta

viruléncia, causando infecgoes fatais (BONESSO et al., 2016; BOUILLER et al., 2020).

A resisténcia a outros antibidticos também ¢ comum em S. aureus. Por exemplo, a
resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos tradicionais (penicilina e derivados) que sdo sensiveis a
beta-lactamase ¢ praticamente onipresente em S. aureus (LOWY, 2003). Além disso, o S.
aureus pode apresentar, muitas vezes na forma combinada, resisténcia a quase todos os antibidticos

disponiveis.

Em contraste com muitos outros patégenos bacterianos, que muitas vezes dependem de
apenas uma ou algumas toxinas para promover doencas, o S. aureus produz uma impressionante
variedade de fatores de viruléncia. Estes incluem uma infinidade de toxinas e fatores de evasdo
imune, € uma vasta gama de fatores proteicos e ndo proteicos que permitem a colonizagdo do

hospedeiro durante a infeccdo (CHEUNG et al., 2021).

Dentro de seus mecanismos de viruléncia mais importantes se encontra uma proteina
chamada coagulase que permite a conversdo de fibrinogénio a fibrina, interagindo com proteina de
ligagdo ao fator de von Willebrand, que se liga a protrombina (fator II da cascata de coagulacao),
formando um complexo denominado estafilotrombina (FRIEDRICH et al., 2003; CHENG et al.,
2010) que em seguida, usa proteinas de ligacdo ao fibrinogénio, como o fator de agregacao (A) para
aderir aos codgulos de fibrina e formar agregados bacterianos contendo fibrina (MCADOW et al.,

2011). Esta membrana de fibrina faz que a bactéria por meio deste mecanismo possa resistir a



33

fagocitoses (BURNOUF et al., 2013; CHEUNG et al., 2021).

Outra das particularidades deste micro-organismo ¢ a interagao que realiza com as plaquetas.
O S. aureus se liga com as plaquetas, diretamente pelo receptor de plaquetas (GPIIb-11Ia ou GPIb)
(PLUMMER et al., 2005; BRENNAN et al., 2009; MIAJLOVIC et al., 2010) ou indiretamente via
fibrinogénio, que a sua vez ¢ um ligante do receptor plaquetario (GPIIb-IlIa) (OHSHIMA et al.,
1991; PETERSEN et al, 2010; COX et al, 2011). Trier et al. (2008) avalio a resposta
antiestafilococica plaquetéria, onde reportaram que a ligacdo dos estafilococos com as plaquetas
humanas ou de coelho lavadas in-vitro afeta a velocidade e a extensdo da agregagdo plaquetéria

induzida por S. Aureus.

O género Staphylococcus sdo das bactérias mais estudadas, com o potencial de causar
infec¢do em diversos tecidos do corpo. Na microbiota ocular equina ¢ relatado sempre como 1° ou
2° género, com ocorréncias acima de 18%. Além disso este género também faz parte dos agentes
patolégicos junto com os Streptococcus nos casos de ceratite ulcerativa em cavalos. Sendo o
Staphylococcus aureus o agente patoldogico mais prevalente nos isolados (VERCRUYSSE et al,

2022).

3. MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo Etica de Uso de Animais (CEUA/UFMG), sob o
nimero de protocolo 231/2020 (Anexo 1). O experimento foi realizado na Escola de Veterinaria,
utilizando a estrutura dos laboratorios da unidade multidisciplinar de pesquisa animal (MULTILAB)
no Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias (Anexo 2), no Laboratorio de Micologia e
Micotoxinas (LAMICO), no Departamento de Medicina Veterindria Preventiva (Anexo 3) e no

Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais de Tra¢do (LEPET), no Hospital Veterinario.

3.1 Animais

Para a producdo do PRP, foram utilizados 8 animais jovens a adultos (4-13 anos) higidos,
da raca Quarto de milha (QM) (4 machos e 4 fémeas) da regido Ribeirdo das Neves - Minas Gerais,
abrigados em propriedade rural distante a 40 km (35 minutos) da Escola de Veterinaria da UFMG.
Os animais permaneceram na propriedade, em baias de 4 x 4m, com cama de maravalha de madeira,
agua ad libitum, sal mineral e alimentacdo a base de feno de graminea e concentrado. Em nenhum
momento do experimento, os animais foram retirados do seu ambiente de origem nem da sua rotina.
Os critérios de exclusao no estudo foram: alteragdes no exame fisico inicial, uso de recente de anti-

inflamatérios e antibioticos (nos 7 dias anteriores), doenga sistémica recente ou viagem no ultimo
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No exame fisico inicial, foram avaliados parametros como: comportamento, postura,
condicdo fisica, condi¢do corporal, anormalidades anatdmicas, frequéncia respiratoria, frequéncia
cardiaca, pulso, temperatura retal, tempo de preenchimento capilar, cor das mucosas (oral, ocular e
nasal), presenca de linfonodos reativos, auscultacao (cardiaca, respiratoria e digestiva). Nenhum dos
animais apresentou qualquer alteracdo. Além disso, todos os proprietarios dos animais envolvidos
no estudo receberam e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para permitir a

coleta do material.

3.2 Coleta e processamento do PRP

Para a extracao de sangue e processamento do PRP, foi utilizado um protocolo adaptado de
ARGUELLES et al. (2006). Foi realizada coleta asséptica de sangue por venopungao da veia jugular
externa, por meio do sistema de tubo a vacuo, com agulha vacutainer de 22 G (BD Vacutainer®) e
tubos a vacuo (Biocon®). Em cada coleta, um total de 37 tubos por animal, extraindo um volume
de 130,6 ml de sangue por animal. Uma amostra foi coletada em um tubo de 1,0 ml de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), para realizacdo do hemograma inicial. Essa amostra forneceu as
seguintes informacdes de cada individuo: concentracdo plaquetdria, contagem de hemécias e
leucocitos. Em seguida, coletou-se 36 tubos de 3,6 ml com 3,2% de citrato de sodio (CIT) por
animal, para posteriormente confeccionar o pool de PRP. As amostras foram homogeneizadas por

inversao manual lenta dos tubos.

O sangue coletado em tubos com CIT foi processado utilizando-se protocolo de dupla
centrifugagdo. Na primeira etapa, o sangue foi transferido para tubos falcon estéreis de 15 ml para
otimizar o tempo de processamento e imediatamente centrifugado (CENTRIBIO 80-2B®, Biovera,
Brasil), utilizando-se 120 g por 5 min com um repouso posterior de 10 min em posigao vertical. A
primeira fracao de plasma sobrenadante (50%) foi aspirada desde a parte mais superficial para evitar
o turbilhonamento das plaquetas e logo depois foi descartada. Os outros 50% de plasma foram
aspirados a 4 mm acima da capa leucocitaria com auxilio de pipeta graduada de at¢é 1 ml e
micropipeta de 200 uL. Essa fragdo foi transferida para outros tubos falcon estéreis de 15 ml, sendo
todo o processamento realizado sob condi¢des assépticas, sob capela de fluxo laminar. Apds a
segunda centrifugacao, realizada a 240 g por 5 min com repouso posterior de 10 min em posi¢do
vertical, descartou-se 75% da primeira fragdo da mesma forma que na primeira centrifugagdo. Os
25% restantes foram pipetados para dissolucdo do pellet formado na por¢ao final do tubo. Esta

ultima fragdo foi considerada como PRP apds a contagem plaquetaria final acima de 300.000/puL,
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conforme o descrito por (YAMADA et al., 2012; ANITUA et al., 2004). Também foi realizada a
contagem de hemdcias e leucéceitos por hemocitdmetro de impedancia (Icounter Vet®, DIAGNO,

Brasil).

Finalmente, o PRP de cada individuo foi transferido a um Becker de polipropileno para obter
um Unico pool de todos os animais, obtendo uma quantia final de 66 ml de PRP. A partir desse pool,
foi separada mais uma aliquota para obtencao da concentracao plaquetaria, da contagem de hemacias

e de leucdcitos em hemocitdmetro de impedancia do pool.

3.3 Preparacio das Bactérias e inéculo

As cepas de Staphylococcus sciuri se encontravam armazenadas a -80° C, no setor da
Medicina Preventiva da UFMG (Laboratorio de Bacteriologia). As cepas utilizadas fazem parte de
um banco de bactérias coletadas diretamente de olhos de cavalos higidos (Oliveira, 2019), ndo se
tratando de cepas padrdao. Optou-se por utilizar essa bactéria por esse ter sido o agente mais isolado
em animais sauddveis da regido metropolitana de Belo Horizonte, que podem, portanto, ter
importancia clinica nas afec¢des oculares de equinos. Pela possivel variabilidade individual das
cepas, optou-se por trabalhar com seis cepas isoladas de diferentes animais, conservadas em caldo
BHI + Glicerina para a replicagcdo. Vinte e quatro horas antes de comegar o estudo, as bactérias
foram descongeladas por 20 minutos a -21° C, depois 10 minutos a 4 ° C e logo retiradas para ser
totalmente descongeladas a temperatura ambiente e serem replicadas diretamente do caldo para as
placas de petri com 4gar sangue de equino 5%, sob condi¢des assépticas, sob capela de fluxo laminar,
sendo cultivadas por 24 horas a 37 ° C. Apos o tempo de cultivo, observou-se suas caracteristicas
morfoldgicas descritas em placa, onde todas revelaram crescimento de colonias uniformes, ndo
hemoliticas, brancas opacas, cumprindo com sua descri¢cao (BEIMS et al., 2016). Nao foi necessario
fazer teste de identificagdo, posto que estas bactérias foram isoladas em colonias purificadas e
identificadas pelo método “matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight” MALDI-TOF
(OLIVEIRA, 2019). Com o fim de garantir a confiabilidade dos resultados e a reprodutibilidade da
experimentacdo (DRAGO et al., 2013; D’ASTA et al., 2017), utilizou-se simultaneamente uma cepa
padrao de Staphylococcus aureus “American Type Culture Collection” (ATCC 29213), que passou

por todas as etapas descritas para o Staphylococcus sciuri.

Para chegar a concentragao desejada do indculo para o estudo (1 x 10° UFC/ml), foi extraida
uma alg¢a das colonias de cada cepa bacteriana replicada na placa de petri e colocada em PBS 0,90%.
Considerou-se a concentragdao de 1,5 x 108 UFC/ml toda solugdo com densidade optica de 0,5 na

escala de McFarland. Dessa solucdo, foram extraidos 100 pL de cada tubo com PBS 0,90% da
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solucdo inicial de bactérias e transferidos para um tubo Falcon com 15 ml de BHI, para chegar a
uma concentragdo bacteriana de 1 x 10° UFC/ml. A partir dessa ultima diluicdo, foram transferidos
400 pL para cada tubo experimental, cujo volume final foi de 4 ml para ter uma concentracao final

do inoculo de 1x10° UFC/ml.

3.4 Desenho do estudo e ensaio antibacteriano in-vitro

Para a determinagdo da agdo antimicrobiana do PRP na microbiota ocular, foram testadas
seis cepas de Staphylococcus sciuri coletadas por meio de um swab estéril no fornice conjuntival
inferior de diferentes animais e identificada pelo método “matrix-assisted laser desorption ionization

time-of-flight” MALDI-TOF por Oliveira (2019).

Avaliou-se pelo método de macro-dilui¢do em tubos com caldo de cultivo “Brain heart
infusion” (BHI) (Brain heart infusion Broth ®, KASVI, Brasil), a concentragdo minima inibitdria
(MIC) para todos os tempos ¢ amostras sendo inspecionados visualmente, conforme os padrdes
estabelecidos pelo “National Comite for Clinical Laboratory Standard” (NCCLS) (2003). Para o
estudo, se incluiram seis cepas de Staphylococcus sciuri, denominadas C1, C2, C3, C4, C5, C6, e
uma cepa padrao (CP) de Staphylococcus aureus “ATCC 29213” que foi incluida como controle do
experimento. Para cada cepa, se estabeleceram quatro controles (Controle negativo, controle PRP,
controle positivo e controle ATB) onde um deles (Controle ATB) testou-se 3 posologias (1 pL/ml;
0,5 pL/ml; 0,25 pL/ml) de Eritromicina purificada para teste de sensibilidade de antibiotico
(Drogavet®, Brasil) determinadas como a MIC por (BEIMS et al., 2016) para Staphylococcus
sciuri, ¢ conforme os padrdes estabelecidos pelo “NCCLS” 2003 para Staphylococcus aureus
“ATCC 29213”. Além dos controles, se estabeleceram cinco dilui¢des experimentais do produto,

neste caso PRP junto ao caldo BHI e 400 pL de bactéria, conforme demonstrado na Figura 1.

Grupos experimentais Conteudo

(1) Controle Negativo 4 ml BHI

(2) Controle PRP 2 ml BHI + 2 ml PRP

(3) Controle Positivo 3,6 ml BHI + 400 pL Bactéria

(4) Controle ATB BHI + 400 pL Bactéria + A) 1 uL/ml; B) 0,5 uL/ml; C)
0,25 uL/ml.

(5) Diluigao 1:1 3,6 ml PRP + 400 pL Bactéria
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(6) Diluigao 1:2 1,6 ml BHI + 2 ml PRP + 400 pL Bactéria

(7) Diluigao 1:4 2,6 ml BHI + 1 ml PRP + 400 pL Bactéria

(8) Diluicao 1:8 3,1 ml BHI + 0,5 ml PRP + 400 pL Bactéria

(9) Diluigao 1:16 3,35 ml BHI + 0,25 ml PRP + 400 pL Bactéria
Fonte: Torres, 2022.

Figura 1 - Desenho dos subgrupos de cada tratamento

Todas as amostras foram incubadas a 37°C durante 24 horas. Para a realizacao do cultivo
bacteriano, no transcurso das 24 horas de incubagdo no caldo das amostras foram extraidas aliquotas
de 100 puL nos tempos 3, 6, 12 e 18 horas para cada dilui¢ao testadas do produto 5, 6, 7, 8 ¢ 9 (Figura
1). Essas aliquotas foram diluidas em solu¢do tampao fosfato salino (PBS 90%) até ter uma
concentragdo final de 1073. Logo em seguida, semeou-se 100 pL. da amostra dentro das placas de
Petri com Agar sangue de equino 5% (Agar sangue base ®, KASVI, Brasil) e se semeou com uma
al¢a Driglaski uniformemente sobre toda a superficie da placa. Todo o processamento foi feito em
condicdes assépticas em capela de fluxo laminar. Essas placas foram marcadas e incubadas a 37°C
por 24 horas para depois fazer a contagem de UFCs manualmente em cada placa. O maior
crescimento observado para qualquer amostra foi limitado a 300 UFC/ placa para todas as diluigdes.
O niimero de UFC / mL serd determinado pela seguinte formula: UFC / mL = UFC / placa x 1/0,1
ml (Fator aliquota) x 10° (Fator de dilui¢do) (LOPEZ et al., 2014).

Com objetivo de se testar uma técnica que pudesse reduzir a instabilidade da variavel UFC,
optou-se por utilizar também a espectrofotometria para avaliar o padrao de crescimento bacteriano
das diferentes diluigdes testadas. Para a realizagdo da leitura da densidade Optica no
espectrofotometro, no transcurso das 24 horas de incubacao das amostras, foram extraidas aliquotas
de 400 pL nos tempos 0, 3, 6, 12 e 18 horas para cada dilui¢ao testada do produto (5, 6, 7, 8 € 9)
(Figura 1). Essas aliquotas foram lidas em microcubeta de quartzo, pelo método de
espectrofotometria (Spectrophotometer 35 D ®, Coleman, Brasil) em absorbancia, com um
comprimento de onda de 620 nm, utilizando caldo BHI para zerar o aparelho e logo depois fazer as

leituras das amostras.

Ao cumprir as 24 horas de cultivo para o Controle ATB (Figura 1) e suas trés dosagens MIC
de antibidticos, se realizou primeiro uma leitura visual procurando formacdo de massa bacteriana
ou turbidez das amostras, para logo depois semear em placa de petri para avaliar o crescimento

bacteriano e a efetividade do antibiotico nestes micro-organismos.
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No tempo 0 horas, foram selecionadas ao acaso algumas amostras dos controles 1 e 2 (Figura
1) tanto para fazer a leitura no espectrofotometro como para fazer semeadura e cultivo em placa de

petri e validar a esterilidade dos produtos.

ApoOs a primeira fase experimental e com o objetivo de se comparar com a curva de
crescimento das diversas dilui¢des do PRP, optou-se por selecionar 4 cepas (C1, C3, C5 e CP) do
“controle positivo (3) — Figura 1” para avaliar a curva de crescimento normal da bactéria nos tempos
3,6, 12 ¢ 18 a mesma concentragdo bacteriana que foram inoculadas (1 x 10° UFC/ml) as amostras

testadas com o PRP.

3.5 Analise Estatistico

Nesse estudo, o equino ndo constitui a unidade experimental, pois o carater individual nao
sera considerado, principalmente porque sera realizado um pool/ dos diferentes PRPs. O niimero de
animais utilizados para coleta de sangue foi definido baseando-se apenas na quantidade de sangue
necessario para todas as analises, utilizando-se volume bem menor que ao méximo permitido por
animal (8% do peso vivo). GILBERTIE et al. (2018), estudando o efeito do PRP lisado sobre
sinoviocitos, também utilizaram pool, composto por 6 animais doadores de 240ml de sangue cada.

Para testar as diferengas entre cepas, entre tempos e entre diluigdes, foram ajustados modelos
de regressdo linear. As distintas cepas, tempos e diluicdes foram utilizados como variaveis
preditoras. Foi necessario aplicar a transformagao logaritmica as varidveis resposta para controlar a
variancia e reduzir o impacto dos pontos discrepantes. Apds o ajuste do modelo, calcularam-se os
valores médios e seus respectivos intervalos de 95% de confianca e graficos ilustrativos foram
construidos. Testes de comparagdes multiplas (pairwise) foram realizados aplicando-se a corre¢ao
de Sidak. Para todos os testes, utilizou-se um nivel de significancia de 5%.

Foi calculada a correlagdo ndo paramétrica de Spearman entre a densidade optica e UFC.
Um grafico de dispersdo foi construido.

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do software R versao 3.6.1 (R Core

Team, 2019).

4. RESULTADOS

Uma das cepas (C2) foi retirada da analise de dados de UFC/ml e densidade optica por

apresentar inatividade bacteriana no transcurso do experimento.
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4.1 Animais e avaliacdo do sangue total comparado com o PRP

Os resultados dos hemogramas dos individuos se encontraram dentro dos valores de
referéncia para a espécie equina e sua respetiva raca descritos por (GRONDIN e DEWITT, 2010;
MATTOSINHO, 2018). As médias dos hemogramas foram de 6,57 x 10¢ £ 0,38 células/uL para
contagem de hemacias, 11,02 x 10° + 2,5 células/pl para contagem de leucoécitos, e 187 x 103 + 47,4

células/uL para contagem de plaquetas.

O protocolo utilizado foi adequado para producao de PRP nos parametros estabelecidos pela
literatura. Os PRPs dos 8 animais apresentaram valores médios de 0,01 x 10° = 0,002 células/uL
para hemadcias, 2,62 + 0,80 x 10° células/uL para leucécitos (reducdo de 4,2 x) e 344,4 x 10° £ 13,2
células/puL para plaquetas.

Depois de aferir os valores individuais de PRP, os mesmos foram agrupados em um poo!/
que foi definido como o produto final a ser testado. Os valores desse poo!/ foram: 0,01 x 10°
células/uL. de hemacias, 2,06 x 10° células/uL para contagem de leucdcitos e 382 x 10° células/uL.
para contagem de plaquetas, observando-se uma concentracao plaquetaria de 2,05 vezes maior em

relacdo a concentragao basal.

4.2 Comportamento das cepas e as diluicoes ao longo do tempo relacionadas com a contagem

de unidades formadoras de colonias (UFC)

As 5 cepas de Staphylococcus sciuri e a cepa padrao de Staphylococcus aureus selecionadas
para o estudo foram analisadas conforme seu comportamento nos diversos tempos, considerando-
se as médias das dilui¢des do PRP testadas (5, 6, 7, 8, 9) para as contagens de UFC. Na Tabela 1,
encontram-se os valores das medianas e seus respetivos quartilhes. Os valores registrados no estudo

como >300 x 10* foram transformados em 300 x 10*.

No tempo 0, foram calculadas médias descritivas para os grupos controles (1), (2) e (3) tanto
para Staphylococcus sciuri como para Staphylococcus aureus. Para os dois micro-organismos, 0s
valores das médias obtidas nos grupos controles (1) e (2) foram de 0,0 x 10* UFC/ml e 0,0 x 10*
UFC/ml respectivamente, o que reflete que para todos os grupos controles (1) houve esterilidade na
elaboragdo do caldo BHI, para o grupo controle (2) demostra que o PRP nao se contaminou na sua
elaboragdo e para os grupos controles (3) com um valor de 8 x 10* UFC/ml o que demostra a

vitalidade das bactérias e sua capacidade de replicacao.



40

Tabela 1 - Medianas de UFC/ml das cepas em cada tempo, considerando-se todas as medianas das dilui¢des.

Tempo 3 Tempo 6 Tempo 12 Tempo 18

Cepas
1° Quartil Mediana 3° Quartil 1° Quartili Mediana 3° Quartil 1° Quartili Mediana 3° Quartil 1° Quartii Mediana

3° Quartil

C1 00x10* 00x10* 3,0x10* 20x10* 30x10* 46x10* 54x10* 300x10* 300x10* 300x10* 300x 10*
C3 00x10* 0,0x10* 10x10* 00x10* 38x10* 153x10* 1,0x10* 300x 10* 300x10* 239x10* 300x 10*
Cc4 00x10* 4,0x10* 10x10*  62x10* 300x 10* 300x10* 300x10* 300x 10* 300x10* 300x10* 300x 10*
Cs5 00x10* 0,0x10* 00x10* 1,0x10* 14x10* 70x10* 136x10* 300x 10* 300x10* 300x10* 300x 10*
Ccé6 0,0x10* 40x10* 20x10* 0,0 x 10* 1x10* 300x10* 147x10* 300x 10* 300x10* 300x10* 300 x 10*

CcP 104x10*  117x10* 154x10* 3x10* 88x 10* 300x10* 300x10* 300x 10* 300x10* 300x10* 300x 10*

300 x 10*

300 x 10*

300 x 10*

300 x 10*

300 x 10*

300 x 10*

C1-6 Staphylococcus sciuri, CP Staphylococcus aureus.

Na Figura 2, observa-se o grafico linear que representa o comportamento da variavel UFC

de cada cepa ao longo do tempo.

Comparando as diferencas entre cepas para um mesmo tempo, observou-se que no tempo 3 a CP

“ATCC Staphylococcus aureus” teve um maior crescimento bacteriano (P<0,05) do que todas as

demais cepas de Staphylococcus sciuri (Fig. 2). Dentro dos demais tempos (6, 12 e 18), ndo houve

diferenga de crescimento bacteriano entre cepas, independentemente das diluigdes.
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Figura 2 -Médias de UFCs/ml das cepas ao longo do tempo considerando-se todas as medias das dilui¢cdes. Fonte:
pessoal. *C1-6 Staphylococcus sciuri, CP Staphylococcus aureus. Letras maitsculas especificam diferengas entre
cepas para um mesmo tempo e minusculas especificam as diferengas entre tempos para uma mesma cepa, com
nivel de significancia de 5%.

Comparando-se as diferengas entre tempos para uma mesma cepa na (Fig. 2), observou-se

que as cepas C1, C3 e C6 apresentaram crescimento bacteriano significativo (P<0,05) a partir do
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tempo 12. As cepas C4 e C5 passaram a crescer de forma significativa (P<0,05) mais cedo, a partir
do tempo 6. A cepa C6 continuo crescendo significativamente (P<0,05) mesmo apds o tempo 6. A

CP mostrou, ao longo do tempo, um comportamento de crescimento instavel.

As 5 diluigdes testadas 1:1 (5), 1:2 (6), 1:4 (7), 1:8 (8) e 1:16 (9) de nosso produto (PRP) e
a dilui¢do controle (3), também foram analisadas e comparadas entres elas ao longo do tempo
considerando todas as medias das cepas para as contagens de UFC. Na Tabela 2, encontramos os

valores das medianas e seus respetivos quartilhes.

Tabela 2 - Medianas das UFC/ml das dilui¢des de acordo a tempo considerando-se todas as cepas.

Variavel

Tempo 3 Tempo 6 Tempo 12 Tempo 18

1° Quartil Mediana 3° Quartil 1° Quartili Mediana 3° Quartil 1° Quartili Mediana 3° Quartil 1° Quartii Mediana 3° Quartil

()] 32,5x 104 38x 10* 110,5x 10* 300x 10* 300x 10* 300x10* 300x10* 300x 10* 300x10* 300x10* 300x 10* 300x10*

) 0,0x10* 0,0x10* 00x10* 00x10* 0,0x10* 20x10* 72x10* 300x10* 300x10* 239x10* 300x 10* 300x 10*
(6) 0,0x10* 00x10* 00x10* 00x10* 0,0x10* 30x10* 25x10* 300x 10* 300x10* 66x10* 300x 10* 300x10*
(@) 0,0x10* 30x10* 40x10* 1,0x10* 14x10* 300x10* 300x10* 300x 10* 300x10* 300x10* 300x 10* 300x10*
8) 0,0x10* 1,0x10* 154x10° 46x10* 88x10* 300x10* 300x10* 300x 10* 300x10* 300x10* 300x 10* 300x10*

(&) 0,0x 10* 14x10* 23,0x10* 300x10* 300x10* 300x10* 300x10* 300x 10* 300x10* 300x10° 300x 10* 300x 10*

UFC/ml (x 10°5)

*(3) controle, (5) 1:1, (6) 1:2, (7) 1:4, (8) 1:8, (9) 1:16.
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Figura 3 — Medias de UFC/ml das diluigdes ao longo do tempo considerando-se as medias das cepas. Letras
maiusculas especificam diferencas entre dilui¢des para um mesmo tempo. Letras minusculas especificam as
diferencas entre tempos para uma mesma dilui¢do, com nivel de significancia de 5%. Fonte: pessoal. *(3) controle,
(5) 1:1, (6) 1:2,(7) 1:4, (8) 1:8, (9) 1:16.

Na Figura 3, comparou-se as diferencas do crescimento bacteriano (UFC/ml) entre as
diluicdes do PRP testadas e o controle ao longo do tempo. Houve menor crescimento de UFCs
(P<0,05) e por conseguinte um maior efeito antimicrobiano nas diluicdes 1:1 e 1:2 quando

comparado com a dilui¢do 1:4 em diante e o controle (3), em todos os tempos. Isso também foi
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observado na Figura 4, considerando todas as medias unificadas das cepas e tempo. Por sua vez,
quando comparadas as diferencas entre tempos para uma mesma dilui¢do (Fig. 3), observa-se que

todas as diluigdes apresentaram crescimento bacteriano (P<0,05) nos tempos 3, 6 e 12.
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Figura 4 — Medias de UFC/ml das dilui¢des consideranso-se todas as medias das cepas e tempos agrupadas. Fonte:
pessoal. *(3) controle, (5) 1:1, (6) 1:2, (7) 1:4, (8) 1:8, (9) 1:16.

4.3 Comportamento das cepas e as diluicdes ao longo do tempo relacionadas com a densidade

optica medida por absorbancia.

As 5 cepas de Staphylococcus sciuri e a cepa padrao de Staphylococcus aureus selecionadas
para o estudo foram analisadas conforme seu comportamento nos diversos tempos, considerando-
se as medias das diluicdes do PRP testadas para a absorbancia, medida de densidade Optica das
amostras realizada no espectrofotdmetro a uma onda de 620 nm. Na Tabela 3, apresentou-se os

valores descritivos das medianas e seus respetivos quartis.

Tabela 3 - Medianas da Absorbéncia (A s20) das cepas ao longo do tempo considerando-se todas as medias das
diluigdes

Tempo 0 Tempo 3 Tempo 6 Tempo 12 Tempo 18
Varidvel Qll:a Mediana Qsl:a Qll:a Mediana Q::a Qll:a Mediana (;;a Ql|:a Mediana ()31::1 Qll:a Mediana ()31::1
Cl1 0,2800 0,4300 0,6200 0,0260 0,0310 0,0610 0,0020 0,0170 0,1160 0,0120 0,0195 0,0250 0,0080 0,0685 0,0700
C3 0,0470  0,0635 0,0730 0,0060 0,0240 0,0460 0,0200 0,0720 0,0850 0,0460 0,0625 0,0770 0,0500 0,0765 0,0800
C4 0,0230 00,0575 10,0700 0,0220 0,0320 0,0710 0,0400 0,0700 0,1000 0,0180 0,0510 0,0640 0,0500 0,0725 0,0880
C5 0,0450 00,0575 0,1050 0,0040 0,0300 0,0490 0,0360 0,0600 0,0970 0,0580 0,0950 0,1170 0,0580 0,0860 0,1120
C6 0,0400 0,0890 0,1350 0,0150 0,0530 0,0880 0,0500 0,0530 0,0890 0,0600 0,0765 0,1220 0,0460 0,0870 0,1220
CP 0,0280 00,0600 0,0770 0,0020 0,0280 0,0740 0,0050 0,0070 0,0260 0,0240 0,0390 0,0760 0,0370 0,0835 0,1210
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Fonte: pessoal. *C1-6 Staphylococcus sciuri, CP Staphylococcus aureus.

Na Figura 5, o grafico representa o comportamento da absorbancia das cepas ao longo do

tempo.

Comparando as diferengas entre cepas para um mesmo tempo na Figura 5, encontramos que
a C1 apresentou absorbancia maior (P<0,05) que as cepas C3, C4, C5 e CP ao tempo 0, em qualquer

das dilui¢gdes. Dentro dos demais, ndo houve diferenga entre as leituras de densidade Optica nos

tempos.
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Figura 5 — Médias da Absorbancia (A ¢0) das cepas ao longo do tempo considerando-se todas as medias das
diluicdes. Letras maitisculas especificam diferengas entre cepas para um mesmo tempo. Letras minusculas
especificam as diferengas entre tempos para uma mesma cepa, com nivel de significancia de 5%. Fonte: pessoal.
*C1-6 Staphylococcus sciuri, CP Staphylococcus aureus.

Comparando-se as diferencas entre tempos para uma mesma cepa na (Fig. 5), independente
das dilui¢des, observamos que a C1 iniciou no tempo 0 a leitura com uma absorbancia mais alta que
se reduziu (P<0,05) logo ao tempo 3, se mantendo assim até o final. O aumento da absorbéancia do
C3, C6 e CP somente se tornou significativa (P<0,05) no tempo 18. Na C5, isso aconteceu no tempo

12.

Na Tabela 4, encontramos os valores descritivos das medianas e seus respetivos quartis de

cada diluig¢do ao longo do tempo, considerando-se as medias das cepas.

Tabela 4 - Medianas da absorbancia (A ) das dilui¢des ao longo do tempo considerando-se todas as cepas.

B Tempo 0 Tempo 3 Tempo 6 Tempo 12 Tempo 18
Variavel Q11:a Mediana Qsl:a Qllja Mediana Q31:a Qllja Mediana (;Za Ql|:a Mediana ()31::1 Qll:a Mediana ()31::1
5) 0,0700 0,0770 0,1050 0,0460 0,0610 0,1160 0,0850 0,1290 0,1350 0,0730 0,0760 0,1220 0,0880 0,1220 0,1410
6) 0,0230 00,0580 0,1350 0,0240 0,0530 0,1160 0,0700 0,0845 0,1090 0,0250 0,0600 0,1250 0,0780 0,1120 0,1220
(@) 0,0470  0,0570 0,0980 0,0430 0,0490 0,0740 0,0410 0,0710 0,0890 0,0240 0,0600 0,0810 0,0240 0,0460 0,0700
®) 0,0280 0,0400 0,0750 0,0070 0,0260 0,0300 0,0400 0,0550 0,0590 0,0140 0,0230 0,0530 0,0270 0,0320 0,0580

(&)

0,0110 0,0280 0,0450 0,0100 0,0130 0,0310 0,0050 0,0200 0,0510 0,0150 0,0390 0,0720 0,0170 0,0670 0,0790
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Fonte: pessoal. *(3) controle, (5) 1:1, (6) 1:2, (7) 1:4, (8) 1:8, (9) 1:16.

Na Figura 6, considerando-se todas as medias das cepas, comparou-se as diferencas da
absorbancia como medida de densidade optica entre as diluigdes do PRP testadas ao longo do tempo,

e na Figura 7 considerando-se todas as medias das cepas e tempos agrupados.
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Figura 6 — Médias da Absorbancia (A e20) das dilui¢cdes ao longo do tempo considerando-se as medias das cepas. Letras
maiusculas especificam diferencgas entre dilui¢des para um mesmo tempo. Letras mintsculas especificam as diferengas
entre tempos para uma mesma dilui¢cdo, com nivel de significancia de 5%. Fonte: pessoal. *(5) 1:1, (6) 1:2, (7) 1:4, (8)
1:8, (9) 1:16.

Na Figura 6, comparando as diferengas entre diluigdes para um mesmo tempo, observa-se
que a diluigdo 1:1 teve absorbancia maior (P<0,05) no tempo 3 e 6 que a diluicao 1:16. A dilui¢ao
1:4 também apresentou absorbancia maior (P<0,05) no tempo 3 que a dilui¢do 1:16. Além disso, a
dilui¢do 1:1 teve uma absorbancia significativamente (P<0,05) maior no tempo 18 que a dilui¢do
1:8 (8). Por outro lado, comparando as diferengas entre tempos para uma mesma dilui¢do, apenas a

diluicao 1:16 apresentou menor absorbancia no tempo 3 em relagdo ao tempo 18 (P<0,05).
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Figura 7 — Médias da Absorbancia das diluigdes considerando-se todas as medias das cepas e tempos agrupados.
Fonte: pessoal. *(5) 1:1, (6) 1:2, (7) 1:4, (8) 1:8, (9) 1:16.

Na Figura 7, observa-se que a absorbancia da dilui¢do 1:1 foi maior do que as dilui¢des 1:8
e 1:16. Para a diluigdo 1:2 teve uma densidade oOptica significativamente (P<0,05) maior quando

comparado a diluicao 1:16.

5. DISCUSSAO

A contagem plaquetaria do PRP obtido neste estudo, foi em média de 344.400 plaquetas/puL
para os 8 equinos utilizados e 382.000 plaquetas/puL para o pool. A relagdo entre a concentracao
ideal de plaquetas e leucocitos no PRP e seus efeitos terapéuticos na oftalmologia equina ainda ndo
foi definida. A concentragdo absoluta de plaquetas €, geralmente, extrapolada de trabalhos
realizados em seres humanos, desconsiderando as variagdes interespécies na contagem plaquetdria,
fisiologia da degranulagdo e constituicdo de fatores de crescimento (FONTENOT et al., 2012;
LOPEZ et al., 2014; GARMIN et al., 2021). Em equinos, Fontenot et al. (2012) estimaram que
concentragdes plaquetdrias superiores a 250.000 plaquetas/uL no PRP seriam clinicamente
relevantes. Outros autores recomendam que concentragdes maiores ou iguais a 300.000
plaquetas/uL sdo adequadas para equinos, expressando uma concentragdo suficiente de fatores de
crescimento e sendo eficazes quando utilizadas em diferentes terapias (ANITUA et al., 2004;
FOSTER et al., 2009; McCARREL e FORTIER, 2009; CARMONA et al., 2011; YAMADA et al.,
2012).

O método manual utilizado neste estudo para a elaboracdo do PRP produziu concentragao
satisfatoria de valores de leucodcitos 2,62 + 0,80 x 10? leucdceitos/ul para a média de todos os
individuos e 2,06 x 10° leucécitos/uL para a contagem de leucédcitos do pool, conforme a literatura.
Vendruscolo et al. (2012), ao testar dez protocolos diferentes de PRP, obtiveram em média uma
concentragdo maior, 3,214 x 10* leucécitos/pL. Fontenot ef al. (2012) definiram como concentragdo
otima de leucocitos o valor de <3,0 x 10 leucécitos/uL, para menor efeito catabdlico nos tecidos

tratados.

E importante lembrar que a contagem automatica por impedéncia apresenta limitagdes. Uma
vez que a técnica considera apenas o volume celular (HARRISON et al., 2000), fragmentos de
eritrocitos, microcitos e complexos imunoldgicos podem ser erroneamente contados como
plaquetas, excedendo o seu niimero real em casos de trombocitopenia. Outras técnicas tém sido

adotadas para este fim. De acordo com Teixeira (2014), a contagem de plaquetas na camara de



46

Neubauer no PRP ¢ considerada padrdo ouro, na auséncia de citometria de fluxo. Em seu estudo,
os autores compararam as contagens de plaquetas de PRP aut6logos e heter6logos por impedancia
e contagem manual na cdmara de Neubauer. A correlagdo entre as técnicas foi moderada, mas
significativa (P<0,05), em que as contagens na camara de Neubauer apresentaram valores mais altos
de plaquetas. Assim, pode-se inferir que a contagem plaquetaria encontrada aqui poderia ser
superior caso houvesse sido realizada a contagem manual. Por outro lado, a contagem manual é uma
técnica demorada e laboriosa, o que dificulta sua aplicabilidade em um grande volume de amostras.
A citometria de fluxo, por sua vez, apresenta um custo muito alto, o que limita sua utilizagdo em
muitos cendrios. Por esses motivos, a impedancia tem sido amplamente aceita nos estudos de PRP
(ALVAREZ et al., 2011; ANITUA et al., 2012b; DRAGO et al., 2013; DRAGO et al., 2014;
LOPEZ et al., 2014)

Em relacdo a aplicacdo de PRP nas enfermidades oculares em equinos, ha muito ainda a ser
definido. Anitua (1999) publicou o uso de um kit comercial para produgdo de PRP enriquecido para
tratamento oftdlmico em humanos. Em seguida, foram realizados estudos avaliando o kif para uso
na medicina veterinaria em diversos tecidos (VILAR et al., 2013; RUSHTON et al., 2017; LOPEZ
et al., 2019). No presente estudo, o PRP ndo foi produzido por meio de kit comercial, o que se
constitui uma vantagem, pois trata-se de técnica facilmente acessivel e replicavel com equipamentos
basicos. Nesse contexto, Rushton et al. (2017) compararam os efeitos in-vitro do soro autdlogo ao
PRGF e PRP em células da cornea equina. Tal estudo demonstrou que o PRP produzido teve menor
concentracdo de leucocitos (2,32 x 10° leucdcitos/uL). Esse valor foi superior ao encontrado no
presente estudo (2,06 x 10° leucdcitos/puL). Ainda ndo estd clara a relacdo da concentragdo
leucocitaria no PRP e seu comportamento no reparo de tecido ocular equino. Em humanos, Sudman
et al. (2011) e McCarrel et al. (2012) afirmam que preparagdes de PRP com altas concentragdes de
leucocitos devem ser evitadas em tenddo e articulagdes, porque sua presenca aumenta a
concentragao das citocinas pro-inflamatorias como interleucina-1p (IL-1p), fator de necrose tumoral
o (TNF-a) e metaloproteinases MMP-9 e MMP-13. Embora o presente estudo ndo tenha avaliado a
capacidade de reparo em tecidos oculares, o PRP produzido se encaixa nas caracteristicas de baixa
concentracdo leucocitaria. Nosso PRP pode ser classificado como plasma puro rico em plaquetas
(P-PRP) (CARMONA et al., 2013) ou como concentrado de plaquetas leucoreduzido (GIRALDO
et al., 2013; DOHAN et al., 2012), o que valida seu uso na oftalmologia equina.

O género Staphylococcus ¢é relatado sempre como 1° ou 2° género mais frequente da
microbiota conjuntival equina, com ocorréncias acima de 18%. O Staphylococcus sciuri ¢ uma

espécie que se encontra dentro das bactérias mais predominantes dentro do género (ANDREW et
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al., 2003; JOHNS et al., 2011; FERREIRA et al., 2015; HAMPSON et al., 2018, OLIVEIRA, 2019).
Uma vez que a microbiota comensal pode atuar como patogénica frente a uma lesdo primaria
(JOHNS et al., 2011), foi testado o efeito do PRP produzido sobre cepas selvagens de

Staphylococcus sciuri 1soladas da microbiota conjuntival de equinos higidos.

Observou-se que a CP (S. aureus) teve maior crescimento as 3 horas, o que faz sentido
considerando-se o fato de ser um agente patogénico (CHEUNG et al., 2021). As demais cepas (C1-
C6) s3o cepas da microbiota ocular de animais higidos, portanto, possivelmente ndo possuem a
mesma eficiéncia de replicacao e colonizacdo. Ficou claro que o PRP foi eficaz na inibi¢ao dessas
bactérias ja as 3 horas. A inibicdo do PRP sobre a CP ocorreu somente a partir do tempo 6 horas, o
que pode significar que os fatores inibidores presentes no PRP precisaram de maior tempo para
apresentar efeito. Do ponto de vista clinico, isso pode ser particularmente importante quando se
pretende identificar o S. aureus como agente causador de ceratite ulcerativa em cavalos
(VERCRUYSSE et al., 2022). Resultados diferentes foram observados por outros pesquisadores.
Lopez et al. (2014) cultivaram o PRP e outros hemoderivados, em uma concentragao bacteriana de
1 x 10° UFC/ml de MSSA e MRSA direto na placa de agar sangue, sem ser cultivado previamente
em caldo como em nosso estudo. Eles fizeram leitura das placas as 6 horas e 24 horas comparando
seus tratamentos e o controle entre eles. Na leitura apos 6 horas de cultivo no caso do PRP ele inibiu
totalmente o crescimento bacteriano comparado com seu grupo controle. As 24 horas os valores de
UFC/ml do PRP foram menores que os obtidos no grupo controle. Porém, os ultimos autores nao
semearam nos tempos 3, 6, 12 e 18 h apds cultivo no caldo. Além disso, nosso estudo apresentou
outras variaveis que podem ter influenciado o crescimento bacteriano. Ao cultivar primeiro o PRP
com a bactéria em caldo BHI, pode ter ocorrido a dilui¢do dos componentes do PRP. Também foi
observada coagulacdo das amostras da CP de todos os subgrupos desde o tempo 3. Esse fato
encontra respaldo na literatura. O Staphylococcus aureus possui uma proteina chamada coagulase
que permite a conversao de fibrinogénio a fibrina, interagindo com proteina de ligagdo ao fator de
von Willebrand, que se liga a protrombina (fator II da cascata de coagulagdo), formando um
complexo denominado estafilotrombina (FRIEDRICH et al., 2003; CHENG et al., 2010) que em
seguida, usa proteinas de ligagdo ao fibrinogénio, como o fator de agregacao (A) para aderir aos
coagulos de fibrina e formar agregados bacterianos contendo fibrina (MCADOW et al., 2011). Esta
membrana de fibrina faz que a bactéria por meio deste mecanismo possa resistir a fagocitoses
(BURNOUF et al., 2013; CHEUNG et al., 2021). Esse mecanismo demonstra claramente que houve
interacdo do PRP com a bactéria, o que ndo poderia ter sido demonstrado em curvas de MIC com

antibioticos. Possivelmente, tal mecanismo influenciou no maior crescimento bacteriano da CP no
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tempo 3 quando comparado as cepas de Staphylococcus sciuri. Também ¢é possivel que a redugao
de UFCs de CP apenas ao tempo 6, embora ndo significativa, possa ser atribuida a um atraso na

efetividade do PRP, devido aos mesmos mecanismos.

Embora o presente estudo tenha se proposto também a analisar e definir uma MIC para o
PRP pelo método de macro-diluicao em caldo BHI, essa nao se mostrou uma técnica efetiva para
avaliacdo dos efeitos do PRP na metodologia utilizada. No presente estudo, foi utilizada uma
concentragdo bacteriana mais alta (1 x 10° UFC/ml) em relagdo a estudos anteriores (DRAGO et al.,
2014). Além disso, nosso estudo se propds a fazer observagdes em intervalos de tempo mais curtos
e ndo apenas ap6s 24 horas de cultivo. Outro fator de importancia foi o fato de a densidade do PRP
dificultar a avaliacdo visual das amostras, especialmente dos subgrupos da CP ATCC de S. aureus,
pela coagulagdo das amostras. Nao foram encontrados estudos que tenham utilizado a metodologia
de avalia¢do visual para definicio da MIC em PRP equino. Assim, optou-se por interpretar os
resultados das diluicdes nas contagens de UFCs, sendo este o teste padrdo ouro para avaliar
crescimento bacteriano (TRABULSI e ALTHERTUM, 2015; MADIGAN et al., 2016; TORTORA
etal., 2017).

Neste estudo o PRP ndo foi ativado, porém demostrou-se nos resultados, que houve de fato
efeito inibidor, achado que gera controversa quando comparado com (DRAGO et al., 2014) que
afirmaram com seu estudo, que hemoderivados sem ativacdo previa, ndo apresentaram efeito
inibitorio. Por outro lado, Wu ef al. (2013) e Lopez et al. (2014) mostraram que as preparacoes de
PRP ativado tiveram menor atividade antimicrobiana frente alguns micro-organismos testados em
comparagdo com as preparagdes inativadas. Acredita-se que esses achados sejam devidos ao
consumo de complemento durante a ativagdo da coagulacdo (BURNOUF et al., 2013). A ativagdo
plaquetaria ficou evidente na CP, uma vez que ela promoveu coagula¢do das amostras ap0s contato
com o PRP. Esse acontecimento ¢ respaldado pela literatura, posto que as plaquetas tém diversos
mecanismos de interagdo com as bactérias, o que faz que elas se ativem (MIAJLOVIC et al., 2010;
PETERSEN et al.,, 2010; COX et al., 2011; HAMZEH-COGNASSE et al., 2015). Além disso,
embora as cepas 1-6 ndo tenham alguns fatores de viruléncia para gerar a coagulagdo do PRP, ficou
evidente a interagdo entre produto e bactéria pelos proprios resultados obtidos, apresentando

inibicao do crescimento bacteriano destas cepas, demonstrados na Figura 3.

O PRP neste estudo apresentou uma inibi¢do do crescimento bacteriano de todas as cepas
testadas durante as primeiras horas de incubagdo, mas sem chegar a quebra completa da carga

microbiana, apresentando uma recuperacao do crescimento bacteriano. Com isso pode-se indicar



49

que o PRP apresentou uma atividade inibitdria bacteriostatica ao invés de microbicida, sendo esses
resultados, compativeis com o falado por alguns autores que também avaliaram o potencial do PRP
e outros hemoderivados (MOOIJEN et al., 2008; ANITUA et al., 2012b; LOPEZ et al, 2014;
MARIANI et al., 2014; INTRAVIA et al., 2014; VARSHNEY, 2019).

O tempo que o PRP testado neste estudo apresentou um efeito inibitério no crescimento
bacteriano foi de até 6 horas tanto para Staphylococcus sciuri como para Staphylococcus aureus.
Outros autores reportaram um tempo de efeito inibitorio do PRP e outros hemoderivados frente a
diversos micro-organismos entre uma faixa de 4 — 8 horas, sendo compativeis com os obtidos neste
estudo (MOOIJEN et al., 2008; ANITUA et al., 2012; MARIANI et al., 2014; INTRAVIA et al.
2014; LOPEZ et al., 2014). Esse tempo inibitério pode ser variavel e discrepantes por diversos
fatores, entre eles as caracteristicas intrinsecas das cepas bacterianas utilizadas, que podem
apresentar uma suscetibilidade diferente aos concentrados de plaquetas, ou a sensibilidade diferente
do teste utilizado para avaliar a atividade antibacteriana. Outras razdes importantes para explicar a
variabilidade dos resultados obtidos em diversos estudos, podem ser atribuidas aos tipos de
concentrados de plaquetas utilizados, que podem diferir, bem como na concentragdao de plaquetas,

conteudo de leucocitos, o modo de ativagao.

Levando em consideragdo os resultados obtidos neste estudo, podemos afirmar que o uso do
PRP, pode ser utilizado tanto puro (1:1), como diluido até 1:2, apresentando um efeito
bacteriostatico de até 6 horas, frente a todas as cepas de Staphylococcus sciuri micro-organismo
residente da microbiota conjuntival ocular de cavalos higidos e frente a Staphylococcus aureus (CP),
micro-organismo patdégeno multirresistente. Com isso também pode-se inferir que as propriedades
antimicrobianas do PRP sdo dependentes da concentragdo, sendo compativel com os resultados de

(SEGABINAZZI et al., 2021).

Embora esse estudo tenha-se proposto utilizar a absorbancia como medida na densidade
Optica por espectrofotometria na procura de um método mais rapido, mais sensivel e com dados
com maior estabilidade enquanto comparado com as UFCs. Essa busca foi restringida pelo
comportamento estavel das cepas (Figura 5), por conseguinte sem seguir nenhum padrdo nem
positivo, nem negativo no crescimento bacteriano e pelo fato de que o PRP ao ser um hemoderivado
que contém uma mistura de plaquetas, leucocitos, fatores de crescimento, proteinas séricas e
plasmaticas (ALVAREZ et al., 2011; DRAGO et al.,, 2014; FANTINI, 2014; MARQUES, 2014;
SEIDEL, 2017), afeta diretamente o resultado da absorbancia, fazendo a leitura de toda essa

celularidade do PRP e além disso as bactérias estejam vivas ou mortas. Ademais o PRP apresento
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em suas dilui¢des 1:1 e 1:2 maior (P<0,05) absorbancia que as demais dilui¢des, fato que apoia que
a mesma concentracdo do PRP interferiu nos resultados deste teste. Um achado interessante neste
teste, foi o fato de que a dilui¢do 1:16, com a menor concentragao de PRP, apresentou uma diferencia
significativa no crescimento bacteriano no tempo 3, tempo no qual tinha a menor absorbancia, frente
o tempo 18, tempo no qual apresentou seu maior valor de absorbancia. Esse fato demostro uma
tendencia desta cepa aumentar sua absorbancia pelo mesmo fato que concentracdes menores de

PRP, ndo levam a um efeito antibacteriano efetivo como em concentragdes maiores.

6. CONCLUSOES

Nas condigdes do presente experimento, avaliando o efeito antimicrobiano do PRP frente a
Staphylococcus sciuri, micro-organismo residente da microbiota ocular conjuntival normal de

cavalos do municipio de Minas Gerais, pode se obter as seguintes conclusoes:

e As cepas isoladas da microbiota conjuntival normal de Staphylococcus sciuri foram mais

susceptiveis ao efeito antimicrobiano do PRP que a cepa ATCC de Staphylococcus aureus.

e O PRP apresentou efeito antimicrobiano bacteriostatico in-vitro até o tempo 6, nas dilui¢des

1:1(5)e 1:2(6).
e O efeito antimicrobiano do PRP ¢ dependente da concentracao.

e A espectrofotometria ndo ¢ um método aplicavel para avaliar a interagcdo e o comportamento

das bactérias frente ao PRP.
7. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de terapias que possam auxiliar ou substituir a a¢do dos antibioticos,
visando na diminuicdo da resisténcia antimicrobiana aos farmacos € um esforgo atual tanto na
medicina humana quanto na veterinaria. O PRP terapia biologica derivada do sangue utilizado com
seguranga para a regeneracao tecidual, apresentou um efeito bacteriostatico de 6 horas frente
bacterias isoladas da microbiota ocular, acrescentando ainda outro benefico terapeutico na sua
utilizagdo ja que contém moleculas com efeito antimicrobiano, podendo ser utilizado efetivamente
até a diluigdo 1:2. Pesquisas in-vitro e in-vivo sdo necessarias na busca da contribui¢do de cada
componente na acdo antimicrobiana, e sua variabilidade de resposta frente as bactérias (Gram + e

Gram -) e fungos.
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9. ANEXOS

Anexo - 1
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UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

COMPROVANTE

Comprovamos o recebimento da solicitagdo de uso de animais para o projeto
intitulado

"ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN-VITRO DO PLASMA RICO EM
PLAQUETAS (PRP) NA MICROBIOTA OCULAR NORMAL DE EQUINOS
HIGIDOS DE DOIS MUNICIPIOS DE MINAS GERAIS.", protocolo do CEUA:
231/2020 sob a responsabilidade de Renata de Pino Albuquerque Maranhao que
envolve a producdo, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino).

Belo Horizonte, 23/10/2020.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa II — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br




Anexo -2

CARTA DE ANUENCIA

Eu, Fabiola Paez Lemes inscrito sob RG 20945432-5 SSP/SP e CPF 091.233.158-57
CRMV MG 9471 autorizo a realizagdo do experimento intitulado “Atividade
antimicrobiana in-vitro do plasma rico em plaquetas (PRP) na microbiota ocular normal de
equinos higidos de dois municipio de Minas Gerais” (protocolo CEUA/UFMG 231/2020),
sob orientagdo da professora Renata de Pino Albuquerque Maranhdo, no MULTILAB da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), a ser conduzido
pelo mestrando Luis Ernesto Campos Torres, RNM F065706-1, CPF 097.797.591-66,
inscrito na pos-graduacdo em Ciéncia Animal da Escola de veterinaria da UFMG.

Belo Horizonte, 26 de outubro de 2020.
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Anexo -3

CARTA DE ANUENCIA

Eu, Kelly Moura Keller inscrito sob RG 12300170-3 e CPF 085.878.127-18 CRMV MG
13579 autorizo a realizacdo do experimento intitulado “Atividade antimicrobiana in-vitro
do plasma rico em plaquetas (PRP) na microbiota ocular normal de equinos higidos de
dois municipio de Minas Gerais” (protocolo CEUA/UFMG 231/2020), sob orientagdo da
professora Renata de Pino Albuquerque Maranhao, no Laboratorio de Micologia e
Micotoxinas (LAMICO) da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), a ser conduzido pelo mestrando Luis Ernesto Campos Torres, RNM
F065706-1, CPF 097.797.591-66, inscrito no Programa de Pds-graduagao em Ciéncia
Animal da Escola de Veterinaria da UFMG.

Belo Horizonte, 19 de outubro de 2020.

JéfL,! Momne. kel

Assinatura do Responsavel
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