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RESUMO

Uma das biotecnologias com propdsito relevante a saude humana € o plasma rico
em plaquetas (PRP) o qual, ndo ha registro protocolar padronizado para Rattus novergicus
(Wistar). De fato, a falta de padronizagdo do método leva pesquisadores a duvida sob qual
protocolo seguir para os melhores resultados referente as concentragées e mudancgas
morfolégicas plaquetarias. Tal indeterminagdo promove morosidade nas pesquisas
cientificas. Frente a conjectura, usou-se o minimo de animais possiveis em experimentagao
duplo-cego, retirando-se 3,2 mL de sangue de cada animal por pulsdo cardiaca o qual
posteriormente, foi testado em trés protocolos distintos. Cada protocolo foi designado como
P1; P2; P3 e o grupo controle designado PSP. Desta forma, i. P1 foi submetido a uma unica
centrifugacdo de 160G por 6min resultando em 100 pL de PRP; ii. P2 foi resignado a dupla
centrifugacao sendo a primeira etapa 160G por 20min e a segunda etapa 400G por 15 min,
resultando em 100 yL de PRP e iii. P3 destinado a dupla centrifugagdo sendo a primeira
etapa 300G por 10 min e a segunda etapa 640G por 10 min, resultando em 100 pL de PRP.
Obtivemos maiores concentragdes plaquetarias dos protocolos P2 e P3 com concentracdes
superiores a 519%. Quanto a visualizagdo morfologica plaquetaria por esfregago, os trés
protocolos apresentaram boa visualizagao, no entanto P3 sobressaiu-se aos demais quanto
ao tempo global de preparo e menor inclusao eritrocitaria. Assim, padronizamos um modelo
animal in vivo para futuras investigag¢des cientificas interessadas na utilizagdo do PRP de

Rattus novergicus (Wistar).

Palavras chave: desenvolvimento protocolar, protocolos, biotecnologia, padronizacédo de

métodos, morfologia plaquetaria, concentracao plaquetaria, Rattus novergicus, Wistar.
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ABSTRACT

One of the biotechnologies with a relevant human health purpose is platelet rich
plasma (PRP), which has no standardized protocol record for Rattus novergicus (Wistar). In
fact, the lack of standardization of the method leads researchers to doubt which protocol to
follow for the best results regarding platelet concentrations and morphological changes.
Such indeterminacy promotes slowness in scientific research. In view of the conjecture, how
few animals were used in a double-blind experiment and 3.2 mL of blood was drawn from
each animal by heartbeat and subsequently tested in three separate protocols. Each protocol
was designated as P1; P2; P3 is the control group designated PSP. i. P1 was subjected to
a single 160G centrifugation for 6min resulting in 100 pL of PRP, ii. P2 was resigned to
double centrifugation with the first stage 160G for 20min and the second stage for 400G for
15 min, resulting in 100 pyL of PRP and iii. P3 intended for double centrifugation with the first
stage of 300G for 10 min and the second stage of 640G for 10 min, resulting in 100 uL of
PRP. We obtained higher platelet concentrations of protocols P2 and P3 with concentrations
higher than 519%. Regarding the morphological visualization of platelet smears, the three
protocols presented good visualization, but P3 stood out for the others in terms of total
preparation time and less erythrocyte invasion. Thus, we standardized an in vivo animal
model for future scientific investigations interested in the use of PRP Rattus novergicus
(Wistar).

Keywords: Protocols, biotechnology, method standardization, platelet morphology, platelet

concentration, Rattus novergicus, Wistar.
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1. INTRODUGAO

Inimeras pesquisas cientificas ligadas a area da saude utilizam varias espécies de
animais como modelos experimentais. Entretanto, a preferéncia se da aos roedores por
apresentarem caracteristicas préprias relacionadas ao tamanho, prole numerosa, facil
domesticacao, adaptacado a ambientes variados e por possuirem caracteristicas fisiologicas
que mimetizam os seres humanos (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007). Os modelos
experimentais in vivo possibilitam a compreens&o dos eventos relativos ao desenvolvimento
de métodos e/ou protocolos cientificos (LIMA et al., 2014). Nesse contexto, a busca por
novos procedimentos que acelerem o entendimento de mecanismos metabdlicos, assim
como para processos terapéuticos regenerativos é cada vez maior.

O uso das engenharias e suas biotecnologias tém trazido grandes resultados na
reparagao e regeneragao celular por meio de modelos experimentais (CARVALHO et al.,
2010). A capacidade de reconstrucao tecidual esta ligada ao tipo celular biolégico, local
afetado e aos sinalizadores que desencadeiam estimulos necessarios teciduais (LACOSTE;
MARTINEAU; 2003; FERREIRA; BOMFIM; ANDRADE, 2012). Sendo assim, o processo de
reparagdo consiste em uma restauragdo sem que este apresente as caracteristicas
biolégicas génicas, promovendo a manutengdo das caracteristicas existentes do tecido e
sua similaridade original (LENHARO et al., 2004; CHEN; ZHANG; WU, 2010). Assim, uma
das tecnologias estudadas com propdsito regenerativo, buscando promover a hemostasia
e a sobrevivéncia do organismo € o plasma rico em plaquetas (PRP) (DUSSE et al., 2008;
CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2018). O PRP deve ser definido como uma
concentragao autologa, isto €, um numero ideal de plaquetas obtidas por meio do sangue
do préprio paciente com predicados para a regeneragao e restruturagdo tecidual (MAN;
PLOSKER; WINLAND-BROWN, 2001; YAZIGI et al., 2015) Foi elaborado como uma
alternativa viavel para minimizar as complicagdes alérgicas decorrentes do uso da cola de
fibrina (SIERRA, 1993; SILVER; WANG; PINS, 1995; WHITMAN; BERRY; GREEN, 1997).
Desta forma, apresenta poder de cicatrizagdo advindo das fung¢des plaquetarias e seus
constituintes, os fatores de crescimento (FC) (MARX et al., 1998).

Os mecanismos terapéuticos do PRP medeiam a ativagado mitogénica e os fatores de
crescimento que facilitam a angiogénese, a reepitelizacdo e a proliferagdo de fibroblastos
(ANTONIADES, 1981; MARX, 2001, 2004; LIEBERMAN; DALUISKI; EINHORN, 2002;
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VENDRAMIN et al., 2006; BARRIENTOS et al., 2008). Além do mais, as plaquetas do PRP
apresentam proteinas osteocondutoras que auxiliam na migracao epitelial responsavel pela
formacao 6ssea e de tecido conectivo por meio dos fatores de crescimento derivado das
plaguetas (PDGF) e fator transformador do crescimento 3 (TGF-B) (EVERTS et al., 2006;
VENDRAMIN et al., 2006; DeROSSI et al., 2009). Outros fatores também sao liberados
pelas plaquetas como o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento epitelial (EGF), o fator de
angiogénese derivado da plaqueta (PAF) e o fator plaquetario (PF4) (DUSSE et al., 2008;
DeROSSI et al., 2009; COSTA; SANTOS, 2016).

Com tantas expressbes moleculares, pesquisadores do ambito da saude vém
empregando o PRP em diversas terapias e pesquisas para melhor compreensdo dos
fragmentos plaquetarios. Terapeuticamente, os odontélogos se destacaram inicialmente na
utilizacdo do PRP, acumulando grande experiéncia neste segmento (MARX, 2001). Tal
postura chamou a atengdo de outros profissionais da area da saude, estimulando-os a
buscar novos desafios e novas aplicabilidades para o PRP (DUSSE et al., 2008; PAZZINI
et al., 2016). Assim, o plasma rico em plaquetas passou a ser amplamente utilizado em
cirurgias plasticas (EVERTS et al., 2006), na estética como “anti-aging” (HEBA et al., 2017),
na consolidagao 6ssea (LUCARELLI et al., 2005), em lesdes por queimaduras (PALLUA,;
WOLTER; MARKOWICZ, 2010), restabelecimento de tendinopatias, injurias musculares
(MISHRA et al., 2009), implantes dentarios, cirurgias periodontais (DEMIR et al., 2007;
KECELI et al., 2008) e para estudos de novos farmacos antiplaquetarios ou farmacos
antitrombaticos hiporresponsivos (CASTRO et al. 2006; SILVA; D'AMICO, 2010; SOARES
et. al., 2010)

Devido a amplo utilizagdo e grandes varia¢gdes metodoldgicas descritivas para obter
o PRP, delineamos trés protocolos distintos designados P1; P2 e P3. Desta forma,
objetivamos oferecer a comunidade cientifica um protocolo animal de Rattus novergicus
(linhagem Wistar) com menor tempo global para a execug&o, maior concentragao

plaquetaria e boa visualizagdo morfoldgica.
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