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FERNANDES, L.L. Protocolos para a preparacdo de concentrados aut6logos
de trombdcitos em aves. Botucatu, 2018. 108p. Dissertacdo (Mestrado em
Animais Selvagens — Cirurgia) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O estudo visou comparar e avaliar protocolos de produtos autdégenos
sanguineos em aves, com base naqueles existentes para mamiferos. No
Experimento 1 foram analisados dois protocolos para obtencdo de plasma rico
em trombdcitos e leucécitos (L-PRT). Utilizaram-se 30 aves divididas em trés
Grupos equitativos: G1 - papagaios; G2 - tucanos-toco; G3 - galinhas
domésticas. No protocolo 1, a primeira centrifugacéo foi a 220 gravidade (Q)
durante 10 minutos e a segunda a 660 g por 10 minutos. Apds a segunda
centrifugacgéo, foi descartado 2/3 do sobrenadante, permanecendo apenas o L-
PRT. No protocolo 2, a primeira centrifugacao foi a 120 g durante 5 minutos e a
segunda a 240 g por 5 minutos. Concluiu-se que houve diferencas na
concentracdo de trombdcitos entre as espécies, porém independente do
protocolo a maior concentracdo foi nas galinhas, e entre os Protocolos o 2 foi 0
mais efetivo. No Experimento 2 foram produzidas e avaliadas histologicamente
membranas de fibrina rica em trombdcitos e leucécitos (L-TRF). Empregaram-
se 40 aves divididas em quatro grupos equitativos: G1 — araras, G2 - galinhas
domésticas, G3 — papagaios, G4 - tucanos-toco. Para cada ave foi coletado 0,5
ml de sangue, que foi depositado em tubo de vidro sem anticoagulante e
centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos. Membranas de L-TRF obtidas pela
compressdo dos coOagulos com gaze foram processadas para analise
histoldgica. Foi possivel concluir que é possivel produzir membranas de L-TRF
nas espécies de aves estudadas, porém histologicamente as proporcdes dos
elementos avaliados foram similares apenas nas galinhas domésticas e

papagaios.

Palavras-chave: Animal selvagem; Concentrado plaquetario; Centrifugacao,

Sangue.



FERNANDES, L.L. Protocols for the preparation of autologous thrombocyte
concentrates in birds. Botucatu, 2018. 108p. Dissertacdo (Mestrado em Animais
Selvagens — Cirurgia) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

This study aimed to compare and evaluate protocols of autogenous blood
products in birds, based on protocols developed for mammals. In Experiment 1,
two protocols were evaluated for obtaining Leukocyte- and Thrombocyte-Rich
Plasma (L-TRP). Thirty birds were divided into three equally sized groups: G1 -
parrots; G2 - toco toucans; G3 - domestic chickens. In Protocol 1 the first
centrifugation was at 220 gravity (g) for 10 minutes and the second one at 660 g
for 10 minutes. After the second centrifugation, 2/3 of the supernatant was
discarded, leaving only the L-TRP. In protocol 2, the first centrifugation was at
120 g for 5 minutes and the second one at 240 g for 5 minutes. In conclusion,
there were differences in thrombocyte concentration among the species, but
independently of the protocol, the highest concentration was in chickens.
Between the protocols, Protocol 2 was the most effective. In Experiment 2,
Leukocyte- and Thrombocyte-Rich Fibrin (L-TRF) membranes were developed
and assessed histologically. Forty birds were divided into four equally sized
groups: G1 — macaws, G2 - domestic chickens, G3 — parrots, G4 - toco
toucans. A total of 0.5 mL of blood was collected from each bird, which was put
into glass tube without anticoagulant and centrifuged at 3000 rpm for 10
minutes. L-TRF membranes produced after compression of the clot were
processed for histological analysis. In conclusion, L-TRF membranes can be
produced in the evaluated avian species, but the ratio of the elements evaluated

histologically were similar only in domesticated chickens and parrots.

Key words: Wild animal; Platelet concentrate; Centrifugation; Blood.
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CONSIDERACOES INICIAIS

Ao se considerar os problemas ortopédicos em aves, € necessario
observar as particularidades inerentes a espécie, tais como pequena
quantidade de 0sso esponjoso, 0ss0s com corticais finas e quebradicas e
pouca cobertura de tecidos moles sobre 0s ossos (BENNET e KUZMA, 1992;
FORBES, 1998; HELMER e REDIG, 2006). Desta forma, o emprego de
bioprodutos que pudessem estimular a consolidacao e regeneracdo 0ssea, em
especial nas fraturas complexas ou com perdas 0ssea, é fundamental para
aumentar a possibilidade de recuperacédo e, no caso de aves de vida livre, a

reintroducéo.

Diversos tipos de concentrados plaquetarios autdlogos tém sido usados
como método alternativo conservativo, ou como adjuvante de procedimentos
cirdrgicos, em diversas condi¢des ortopédicos de forma clinica ou experimental
(SOOMEKH, 2011; GIANAKOS et al., 2015; WU et al., 2016; SHETH et al.,
2017). H4 uma ampla variedade de técnicas de preparacdo desses
concentrados para uso em pacientes humanos (DHURAT e SUKESH, 2014;
MAUTNER et al., 2015; LANSDOWN e FORTIER, 2017) e alguns relatos em
cdes (FRANKLIN et al., 2015; CARR et al., 2016; FRANKLIN et al., 2017
SAUNDERS et al., 2018). Contudo, a metodologia ainda foi pouco explorada
em aves (MUDRONOVA et al., 2014).

Sendo assim, de maneira geral, o presente estudo visou comparar e
avaliar protocolos de produtos autélogos sanguineos, em aves de diferentes
espécies, com base nos protocolos existentes para mamiferos. Para tanto, a
pesquisa foi dividida em duas abordagens, sendo uma referente ao plasma rico
em trombdcitos (Trabalho cientifico 1 - Comparacédo de protocolos de plasma
rico em trombaocitos e leucocitos em aves) e a outra relativa a fibrina rica em
trombaocitos (Trabalho cientifico 2 - Producdo e avaliacdo de membranas de

fibrina rica em trombdcitos e leucécitos em aves).
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TRABALHO CIENTIFICO NO. 1

Comparacéo de protocolos de plasma rico em trombadcitos e

leucocitos em aves

RESUMO

Foram avaliados dois protocolos para obtengcdo de plasma rico em trombdcitos
e leucacitos (L-PRT) em aves de trés diferentes familias. Foram utilizadas 30
aves adultas, divididas em trés Grupos compostos por 10 individuos cada: G1 -
papagaios (Amazona aestiva); G2 - tucanos-toco (Ramphastos toco); G3 -
galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus). Mediante contencao fisica foi
coletado 1 mL de sangue, que foi distribuido em microtubos com citrato fosfato
dextrose. No protocolo 1 realizou-se uma primeira centrifugacdo a 220
gravidade (g) durante 10 minutos, 1/3 do sobrenadante foi descartado e
efetuou-se nova centrifugacdo a 660 g por 10 minutos. Apds a segunda
centrifugacéo, foi descartado 2/3 do sobrenadante, permanecendo apenas o L-
PRT. No protocolo 2, a primeira centrifugacao foi a 120 g durante 5 minutos e a
segunda a 240 g por 5 minutos. Com relacdo a concentracdo de trombdcitos,
no protocolo 1 foram detectadas diferencas estatisticas entre G1 e G3, G1 e
G2, e entre G2 e G3, sendo numericamente G3>G1>G2. Por sua vez, no
protocolo 2 foram observadas diferencas estatisticas entre G1 e G3, e G2 e
G3, mas sem diferencas entre G1 e G2, sendo numericamente G3>G1>G2. Ao
se comparar os dois protocolos em cada espécie foram detectadas diferencas
significativas em todos os Grupos, com maior concentracado de trombdcitos no
protocolo 2. Concluiu-se que houve diferencas na concentracdo de trombdcitos
entre as espécies, porém independente do protocolo a maior concentracdo foi
na espécie Gallus gallus domesticus, e entre os Protocolos o 2 foi 0 mais

efetivo.
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INTRODUCAO

Os concentrados autélogos de plaquetas tém sido usados como
meétodos alternativos conservativos, ou como adjuvante de procedimentos
cirargicos, em diversas condi¢gbes ortopédicas (SOOMEKH, 2011; GIANAKOS
et al., 2015; WU et al.,, 2016; SHETH et al., 2017). Em defeitos de tamanho
critico induzidos experimentalmente nos o0ssos longos de varios animais,
incluindo coelhos, ratos, porcos, ovelhas, cabras e caes foi possivel verificar
efeitos benéficos no reparo 6sseo, seja por avaliacao histolégica, radiografica e
na qualidade biomecéanica (GIANAKOS et al., 2015).

Do ponto de vista clinico € um método considerado vantajoso por ser de
baixo risco, autélogo, de facil utilizacdo e boa tolerabilidade (SOOMEKH,
2011). Ha varios protocolos e técnicas para a producdo de concentrados
plaquetarios para pacientes humanos, inclusive com o0 uso de sistemas
comerciais automatizados de separacao, porém ndo ha ainda consenso do
melhor (SOOMEKH, 2011; DHURAT e SUKESH, 2014; DEGEN et al., 2017). O
tempo e o numero de centrifugacdes, o alcance de aceleracdo da centrifuga e
namero de rotacdes contribuem para as diferencas metodoldgicas e resultados
(SOOMEKH, 2011; DHURAT e SUKESH, 2014; WU et al., 2016), assim como
a concentracdo de plaguetas obtidas, o volume injetado e o numero total de
plaguetas entregue a regido afetada, a presenca ou ndo de células brancas
sanguineas e o uso de ativadores (ARNOCZKY e SHEBANI-RAD, 2013;
MAUTNER et al., 2015).

O mesmo se repete em Medicina Veterinaria, especialmente para caes
(FRANKLIN et al., 2015; CARR et al, 2016; FRANKLIN et al., 2017;
SAUNDERS et al., 2018), com resultados conflitantes com relag&o ao valor dos
concentrados plaquetarios na consolidacdo 6ssea (FRANKLIN et al., 2017).
Com relacdo as aves, 0 uso é ainda mais incipiente (MUDRONOVA et al.,
2014). O fato pode estar relacionado a algumas caracteristicas da espécie,
como coagulacdo sanguinea efetuada pelos trombdcitos, que sao células
nucleadas originadas de células tronco (CAMPBELL, 1994; MITCHELL e
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JOHNS, 2008; JONES, 2015), e ndo pelas plaquetas como em mamiferos, que
sdo ndo nucleadas e derivadas de megacariocitos (SOOMEKH, 2011).

As aves estdo sujeitas a varias desordens ortopédicas, sendo que os
principios basicos no reparo de fraturas se assemelham a de outras espécies
(HELMER e REDIG, 2006). Contudo, ha vérias particularidades que precisam
ser consideradas, tais como: a pequena quantidade de 0Sso esponjoso, 0 que
faz infrequente o uso de enxerto; ossos com corticais finas e quebradicas; a
pouca cobertura de tecidos moles sobre os 0ssos, favorecendo a ocorréncia de
fraturas expostas; além da necessidade de rdpida restauracdo do suporte de
peso, visto a locomocao ser bipedal (BENNET e KUZMA, 1992; FORBES,
1998; HELMER e REDIG, 2006). Desta forma, o emprego de concentrados de
trombdcitos nas doencas ortopédicas, em especial nas fraturas complexas ou
com perdas 0ssea, poderia ser uma op¢do para estimular a consolidacdo e a
regeneracao Ossea.

Sendo assim, 0 presente estudo visou avaliar dois protocolos para
obtencéo de plasma rico em trombdcitos e leucécitos (L-PRT) em aves de trés
diferentes familias, incluindo Psittacidae, Ramphastidae e Phasianidae. A
hipotese foi que pode ocorrer variagbes no produto final de acordo com o

protocolo e entre as espécies avaliadas.

MATERIAL E METODOS

Animais e ambiente de experimentacao

A metodologia adotada no presente trabalho foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP) -
Botucatu, segundo no. 79/2016 - CEUA (Anexo I). O projeto obteve também
autorizacdo do Sistema de Informacédo e Autorizacdo de Biodiversidade —
SISBIO, divisdao do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis - IBAMA sob n°® 53876-1 (Anexo II).

Foram utilizadas 30 aves adultas, divididas em trés Grupos: G1 - 10

papagaios (Amazona aestiva); G2 - 10 tucanos-toco (Ramphastos toco); G3 -



16

10 galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus), oriundos do Centro de
Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens (CEMPAS), Unesp — Campus
Botucatu. Para avaliacdo da higidez, as aves foram submetidas a exame fisico

e hemograma completo.

Protocolos para o L-PRT

Mediante contencdo fisica e prévia assepsia local, foi coletado
vagarosamente 1 mL de sangue da veia jugular direita, com o uso de agulha
descartavel estéril de 0,55 mm de diametro por 20 mm de comprimento
estéreis (24-gauge %) (BD Vacutainer®) acoplada a seringa de 3 mL
(Descarpack®). Nenhuma ave foi mantida em jejum. Para a realizagdo dos
protocolos o sangue foi distribuido em microtubos do tipo eppendorf estéril 1,5
mL graduado neutro (Cral®) contendo anticoagulante citrato fosfato dextrose
adenosina (CPDA) (Vacuette®), na proporcao de 1 parte (50 pl), para 9 partes
(450 pul) de sangue, totalizando 500 ul de sangue acrescido de CPDA por
frasco. Além disso, foi realizado um esfregaco do sangue (5 pl), que foi corado

com pandtico rapido (Romanowski) para a contagem de trombdcitos.

No protocolo 1 os tubos foram armazenados ao abrigo de luz em
temperatura ambiente (média de 25°C), durante 30 minutos, e posteriormente
centrifugados a 220 gravidade (g) durante 10 minutos. Na sequéncia, 1/3 do
sobrenadante foi descartado (Figura 3) e o restante transferido para tubos tipo
eppendorf de 1,5 mL estéreis e centrifugados novamente a 660 g por 10
minutos. ApOs a segunda centrifugacéo, foi descartado 2/3 do sobrenadante,
sendo este o plasma pobre em trombadcitos (PPT), permanecendo apenas o L-
PRT, o qual foi homogeneizado cuidadosamente (MERLINI, 2014).
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Figura 1 Descarte de 1/3 do sobrenadante ap6s primeira centrifugacdo com auxilio de
pipeta (Protocolo 1).

No segundo protocolo os tubos foram mantidos em descanso sob abrigo
da luz por 5 minutos. Em seguida foram centrifugados a 120 g durante 5
minutos. Ao fim da primeira centrifugacdo foram descartadas as hemacias
sedimentadas, mantendo o botdo leucocitario (Figura 4). Os frascos foram
novamente mantidos sob abrigo de luz por mais 5 minutos, o plasma
remanescente foi centrifugado a 240 g por 5 minutos. Apés a segunda
centrifugacéo, descartou-se 50% do plasma da porcdo superior, ou seja, 0
PPT, permanecendo apenas o L-PRT (CARMONA et al., 2007).
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Figura 2 Descarte das hemacias apds primeira centrifugacdo (Protocolo 2).

A centrifugacdo do sangue para os dois protocolos foi realizada com
equipamento da marca Fanem®, centrifuga Excelsa Baby 206. Um Unico
pesquisador manipulou as amostras e foi responsavel pela producao do L-PRT.
Apoés cada centrifugagdo de ambos os protocolos, a aliquota que deveria ter
sido descartada foi depositada individualmente em microtubos do tipo
eppendorf estéril 1,5 mL graduado neutro (Cral®) e identificada de acordo com
0 grupo, o numero do individuo, volume do descarte e protocolo
correspondente. O L-PRT foi também cuidadosamente identificado (Figura 5).
Apés esta manipulacdo, esfregacos foram confeccionados usando um volume
de 5 ul de cada amostra, secos ao ar e corados com Panético Rapido LB®
(Figura 6).
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Figura 3 Microtubos contendo amostras de descarte e plasma rico em trombdcitos e
leucécitos dos protocolos 1 e 2.

Figura 4 Esfregacos confeccionados com 5ul de amostra e corado com Panético
Réapido®.

Em ambos os protocolos foi realizada a contagem estimada de
trombdcitos, tanto do esfregago do sangue total de cada individuo, quanto do L-
PRT e aliquotas de descarte. A contagem estimada de trombdcitos foi obtida
utilizando a mesma féormula empregada para a estimativa da contagem de
leucécitos totais em esfregaco sanguineo indicada por Campbell (2015),
contando o numero médio de trombdécitos em cinco campos em 6leo de
imers&o (1.000x) e aplicando a uma férmula para se obter o numero estimado
de trombdcitos por pl. Também foi verificada a presenca ou ndo de células nas
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porcoes descartadas em cada fase de cada protocolo, usando a mesma
metodologia de contagem.

Trombdcitos estimados/ul = Média de trombécitos em 5 campos X 3.500.000

1.000

Analise estatistica

Para comparacéo da contagem de trombdcitos no sangue total entre as
trés espécies, bem como realizar a comparacéo do protocolo 1 e do protocolo 2
entre as trés espécies, foi utilizada Andlise de varidncia para amostras
independentes (ANOVA One-way), seguida pelo teste de Tukey-Kramer. Para
realizar a comparacao das contagens de trombdcitos entre sangue total com o
protocolo 1 e sangue total com o protocolo 2, bem como dos dois protocolos
utilizados (protocolo 1 X protocolo 2), em cada uma das espécies, foi utilizado o
teste de “T” ndo pareado. A normalidade dos dados foi avaliada pelo método de

Kolmogorov e Smirnov. Foi considerado o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Para a realizacdo dos protocolos empregou-se 500ul de volume de
sangue total para todas as aves. Inicialmente foi avaliada todas as aliquotas de
descarte de cada fase dos protocolos, constatando que nédo houve perda de
células do composto sanguineo, nestas porc¢des. Para o protocolo 1, o volume
obtido de L-PRT foi de aproximadamente 100puL, para todas as espécies, € no

protocolo 2 aproximadamente 200pL.

Na comparacdo da contagem de trombdcitos no sangue total entre as
trés espécies foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre
0s Grupos 1 e 2 (P<0,05) e entre os Grupos 1 e 3 (P<0,001). Nao houve
diferenca significativa entre os Grupos 2 e 3 (P>0,05). A maior média de
contagem de trombdcitos foi do Grupo 3, seguida pelo Grupo 2 e por ultimo

pelo Grupo 1 (Tabela 1).
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Tabela 1 Valores dos trombdécitos no sangue total (ul), de acordo com o Grupo (G1 —

papagaio, G2 - tucano-toco, G3 - galinha doméstica) e Protocolos 1 ou 2

Grupos Média + Desvio Padréao 95% do Intervalo de Confianca
1 9,240 + 2,13 7,714 — 10,766
2 14,840 + 3,45 12,367 -17,313
3 18,830 + 7,33 13,587- 24,073

O protocolo 2 concentrou mais trombdcitos comparativamente ao
protocolo 1 em 90% das aves nos Grupos 1 e 3, e em 100% das aves no grupo
2. Na Tabela 2 estdo descritos as Médias (+ Desvio padrdo) do aumento em
vezes das concentracdes de trombdcitos em relagdo ao sangue total, de

acordo com o grupo.

Tabela 2 Aumento da concentragdo de trombdcitos em relagdo ao sangue total, de
acordo com o Grupo (Gl - papagaio, G2 - tucano-toco, G3 - galinha domeéstica) e

Protocolos 1 ou 2.

Grupos Protocolo 1 Protocolo 2
(Média = Desvio Padrao) (Média = Desvio Padrao)
1 4,4 vezes + 1,3 6,3 vezes + 2,0
2 1,7 vezes £ 0,6 3,1vezes +1,0
3 4,5vezes + 1,3 8,6 vezes + 5,6

Ao se comparar a contagem de trombdcitos no sangue total e apos a
realizacdo do protocolo 1 foram observadas diferencas extremamente
significativas (P<0,0001) para todos os Grupos, mostrando maior numero de

trombdcitos com o protocolo 1. O mesmo foi detectado com o protocolo 2.

Ao se comparar o protocolo 1 entre as 3 espécies de aves foram
detectadas diferencgas estatisticamente significantes entre Grupo 1 e Grupo 3
(P<0,001), Grupo 1 e Grupo 2 (P<0,05) e entre Grupo 2 e Grupo 3 (P<0,001).
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Com relacdo a concentragcdo de trombdcitos neste protocolo, essa foi maior no
Grupo 3, seguida pelo Grupo 1 e por ultimo pelo Grupo 2.

Na comparacdo do protocolo 2 entre as 3 espécies de aves foram
detectadas diferencas estatisticamente significantes entre Grupo 1 e Grupo 3
(P<0,001) e entre Grupo 2 e Grupo 3 (P<0,001). Nao foram detectadas
diferencas entre os Grupos 1 e 2 (P>0,05). Com relacdo a concentracdo de
trombdcitos neste protocolo, essa foi maior no Grupo 3, seguida pelo Grupo 1 e

por ultimo pelo Grupo 2.

Por sua vez, ao se comparar os dois protocolos em cada espécie
detectou-se diferenca significativa no Grupo 1 (P=0,0480), e diferencas
extremamente significativas no Grupo 2 (P<0,0001) e no Grupo 3 (P<0,0001)
(Tabela 3). Em todos os Grupos o protocolo 2 mostrou maior concentracao de

trombdcitos que o protocolo 1.

Tabela 3 Comparacdo das concentracdes de trombécitos para plasma rico em
trombécitos e leucécitos (L-PRT) em protocolos 1 e 2, de acordo com os Grupo (G1 -

papagaio, G2 - tucano-toco, G3 - galinha doméstica).

Intervalo de
Tipos de Média + Desvio Confianca de Valor de
Grupos Protocolo Padréo 95% P
1 Protocolo 1 40.040 + 14.03 30.001 - 50.079
0.0480
Protocolo 2 56.980 + 20.99 41.964 -71.996
2 Protocolo 1 24.220 £ 4.04 21.327 -27.113
<0.0001
Protocolo 2 44.240 £ 9.309 37.581 -50.899
3 Protocolo 1 78.610 + 18.99 65.022 - 92.198
<0.0001

Protocolo 2

132.65 + 26.69

113.56 - 151.74
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DISCUSSAO

Embora exista uma ampla variedade de técnicas de preparacdo de
concentrados plaquetérios, particularmente em humanos (EHRENFEST et al.,
2009), no atual estudo optou-se pelo L-PRT, visto a dificuldade de separacéo
dos leucdcitos dos trombdécitos em aves, ja que se tratam de células nucleadas
(CAMPBELL, 1994; MITCHELL e JOHNS, 2008; JONES, 2015). A
padronizacdo de cada fase da preparacdo do concentrado plaquetario é
essencial para que haja reprodutibilidade e possibilidade de comparagéo entre

estudos, sendo que cada uma delas sera discutida abaixo.

No presente estudo empregou-se a agulha 24-gauge, cujo calibre foi
adequado para a coleta e compativel com a veia jugular direita das trés
espécies de aves. Antes do processamento do concentrado plaquetario, varios
cuidados tém sido indicados em paciente humanos, tais como, aspiracao
vagarosa do sangue, ja que a velocidade pode influenciar na qualidade da
plagueta, e uso de agulhas de 21G (0,8X25mm) ou maiores, ja que com
agulhas de menor calibre pode ocorrer ativagcdo prematura das plaquetas
(LANSDOWN e FORTIER, 2017).

O tubo utilizado para a preparacéo das plaquetas foi o de polipropileno,
considerado melhor quando comparado ao de vidro e o de poliestireno, que
podem promover ativacdo prematura ou alteracbes de morfologia das
plaguetas (LANSDOWN e FORTIER, 2017). Embora existam diversos
anticoagulantes, optou-se pelo citrato fosfato dextrose adenosina. O citrato
previne a coagulacao, ao passo que a dextrose e outros componentes auxiliam
no metabolismo e viabilidade das plaguetas (ALSOUSOU et al., 2009).
Anticoagulantes com citrato e citrato de soédio-dextrose sdo mais indicados do
que o EDTA, visto este ultimo ter o potencial de danificar a membrana
plaquetaria (ALSOUSOU et al., 2009; DHURAT e SUKESH, 2014).

O volume coletado de sangue total esta diretamente correlacionado com
a quantidade de plaquetas disponiveis (ARNOCZKY e SHEBANI-RAD, 2013).
Isso é uma dificuldade em aves, desde que o valor maximo seguro para coletas

sanguineas é fixado em 1% do peso vivo total, correspondendo a 10% do
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sangue total dos animais, e a venopuncdo é o método de escolha para
obtencdo de amostras sanguineas em aves grandes (FUDGE, 2000). O volume
de 1mL coletado para cada espécie do atual estudo permitiu a adequada

avaliacdo dos protocolos, sem risco aos individuos.

Os dois protocolos de preparacdo do L-PRT foram efetuados
exclusivamente pelo método de separacdo gravitacional, usando sistema de
centrifuga de mesa (ALSOUSOU et al.,, 2009). Um estudo em galinhas o
preparado foi realizado primeiro pelo isolamento das células mononucleares do
sangue periférico, com o0 uso de meio de separacdo de linfocitos
(MUDRONOVA et al., 2014). Embora existam varios sistemas comercias de
centrifugacdo automatizados, que separam as plaguetas do sangue total
(FRANKLIN et al., 2015; CARR et al, 2016; DEGEN et al., 2017;
FITZPATRICK et al., 2017), esses sdo especificos para mamiferos.

Outro fator de influéncia nos resultados é o método utilizado para medir
a concentracdo de plaquetas (ALSOUSON et al., 2009). No atual estudo a
contagem foi de forma manual. Contudo, um dos problemas da contagem
celular em aves é o fato dos trombdcitos serem nucleados (CAMPBELL, 1994).
Embora um estudo com galinhas tenha empregado a citometria de fluxo
(MUDRONOVA et al., 2014), essa se mostrou inviavel no atual estudo, visto

nao haver antigenos especificos para papagaios e tucanos.

Em ambos os protocolos foi realizada uma primeira centrifugacdo em
baixa forca, para separar o sangue em trés camadas, e a segunda numa
rotacdo mais elevada. Para pacientes humanos a primeira centrifugacao tem
sido de 200 g a 600 g e a segunda de 700 g a 2,300 g (PICCIN et al., 2017).
Essa centrifugacéo se assemelha ao protocolo 1 (220 g na primeira e 660 g na
segunda), que permitiu a obtencédo de aproximadamente 100uL para todas os
grupos. Por sua vez, o protocolo 2 (120 g na primeira e 200 g na segunda)
gerou um volume de aproximadamente 200uL, provavelmente associado ao

peso do trombdcito.

O gradiente de concentracao é influenciado pelo tamanho das plaquetas,
diferencas entre individuos e variabilidade do hematécrito (DHURAT e
SUKESH, 2014; PICCIN et al.,, 2017). No atual estudo, a contagem de
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trombdcitos no sangue total ndo variou estatisticamente entre os Grupos 2 e 3,
embora a maior média tenha sido do Grupo 3 e a menor do Grupo 1. Por outro
lado, ao se analisar os protocolos entre as trés espécies, foram observadas
diferengas entre os grupos, com excec¢do entre os Grupos 1 e 2 que se
comportaram de forma similar no protocolo 2. Contudo, a concentracdo de
trombadcitos, tanto no protocolo 1 como no 2, foi maior no Grupo 3, seguida pelo
Grupo 1 e por ultimo pelo Grupo 2. Esses achados podem ter sido
influenciados pelas diferencas de tamanho de trombdcitos entre as espécies,
mas também pelo nimero de trombdcitos do sangue periférico em cada

espécie.

Com respeito ao contetudo de plaquetas, em medicina humana tem sido
sugerido usar concentracdes de plaguetas no PRP que estejam 4 a 6 vezes
maior ao observado no sangue total, sendo que concentra¢cées muito maiores
podem proporcionar nenhum efeito adicional ou mesmo promover inibigdo (WU
et al., 2016). Nos Grupos 1 e 3 a concentracdo de trombdcitos em relacdo ao
sangue total foi de aproximadamente 4,4 vezes maior no protocolo 1. J& no
protocolo 2 foi 6,3 e 8,6 maiores, respectivamente, para os Grupos 1 e 3.
Comparativamente o Grupo 2 mostrou uma menor concentracdo, 1,7 e 3,1
respectivamente para os protocolos 1 e 2. Deste modo, o protocolo 2 foi mais
eficiente para concentrar trombdcitos nas trés espécies de aves avaliadas,
porém o tucano foi 0 que mostrou a menor concentracdo a despeito do
protocolo, o que pode indicar menor eficiéncia do L-PRT nesta espécie com

esses protocolos.

Uma limitacdo do atual estudo € que, embora todas as aves fossem
adultas, o sexo nao foi determinado. Contudo, em pacientes humanos, a idade
e 0 sexo aparentemente ndo influenciam na concentragdo de plaguetas, ou na
concentracdo dos fatores de crescimento (DHURAT e SUKESH, 2014). O

mesmo precisaria ser avaliado em aves.

CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

a - A maior concentracéo de trombdcitos foi com o protocolo 2.
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b - Houve diferenca na concentracdo de trombdcitos entre as espécies
avaliadas, porém independente do protocolo a maior concentracdo foi na

espécie Gallus gallus domesticus.
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TRABALHO CIENTIFICO NO. 2

Producdao e avaliacdo de membranas de fibrina rica em
trombdcitos e leucocitos em aves

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi produzir e avaliar histologicamente
membranas de fibrina rica em trombdcitos e leucocitos (L-TRF) produzidas com
sangue de quatro espécies de aves. Foram empregadas 40 aves adultas,
clinicamente saudaveis, divididas em quatro grupos, com 10 individuos em
cada um: Grupo 1 — araras (Ara ararauna), Grupo 2 - galinhas domésticas
(Gallus gallus domesticus), Grupo 3 — papagaios (Amazona aestiva), Grupo 4 -
tucanos-toco (Ramphastos toco). Para cada ave foi coletado 0,5 ml de sangue,
que foi depositado em tubo de vidro seco (sem anticoagulante) e centrifugado
imediatamente apos a coleta a 3000 rpm por 10 minutos. Membranas de L-TRF
obtidas pela compressdo dos cobagulos com gaze foram processadas para
analise histolégica. Os Grupos 2, 3 e 4 nado apresentaram diferencas
significativas no nimero de trombdcitos/area. Por sua vez, o Grupo 1 diferiu
estatisticamente do Grupo 2, sendo que o Grupo 1 concentrou maior namero
de trombacitos/area. Em relacéo a quantidade de leucécitos por area, os quatro
grupos nao apresentaram diferencas estatisticas. Quanto a relacédo fibrina x
células, os Grupos 1, 2 e 3 ndo apresentaram diferencas estatisticas, porém o
Grupo 4 diferiu dos demais. A relagéo trombaocitos x leucocitos mostrou que 0s
Grupos 2, 3 e 4 ndo apresentaram diferencas estaticamente significantes.
Diferencas foram observadas apenas entre os Grupos 1 e 2. Foi possivel
concluir que é possivel produzir membranas de L-TRF nas espécies de aves
avaliadas, porém histologicamente as propor¢cdes dos elementos avaliados

foram similares apenas nas galinhas domésticas e papagaios.
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INTRODUCAO

A fibrina rica em plaquetas (PRF) consiste de uma matriz de fibrina
autdloga, que tem por vantagens a mais facil preparacédo, com tempo e custo
inferiores ao plasma rico em plaquetas (PRP), além de nao requerer
manipulacdo quimica do sangue por anticoagulante, trombina bovina ou cloreto
de célcio, sendo assim adequado para a pratica diaria (EHRENFEST et al.,
2009; BORIE et al., 2015; GIANNINI et al., 2015; MIRON et al., 2017). Em
esséncia o PRF é formado por fibrina, plaquetas, fatores de crescimento e
varios tipos celulares, incluindo leucdécitos e células-tronco (HARTSHORNE e
GLUCKMAN, 2016a). Quando aplicado no tecido, o PRF dissolve
vagarosamente, com isso ha liberacdo de fatores de crescimento e citocinas
por um periodo de 10 dias (MIRON et al., 2017). A conformacéo espacial da
fibrina obtida no PRF serve como substrato para plaguetas e atua com um sinal

quimiotatico para a células tronco (GIANNINI et al., 2015).

A producdo da PRF é também fundamentada na centrifugacdo do
sangue total, mas o objetivo final é a produ¢cdo de um biomaterial baseado em
fibrina e ndo uma suspensdo de plaqueta liquida (BIELECKI e EHRENFEST,
2012). As caracteristicas da centrifuga e protocolos possuem impacto
significante nas células, fatores de crescimento e arquitetura da fibrina
HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b).

A PRF pode ser usada na forma de gel ou na forma de membrana, com
0 intuito de promover a cicatrizacdo de feridas, crescimento &sseo,
estabilizacdo de enxerto e hemostasia, entre outros (SALUJA et al., 2011). A
arquitetura tridimensional da matriz de fibrina proporciona uma membrana com
grande densidade, elasticidade, flexibilidade e forca, facilitando a manipulacao
e sutura (GIANNINI et al., 2015; HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016c). O
PRF tem sido utilizado em pacientes humanos em cirurgias orais, maxilofaciais,
plasticas, e de orelha, nariz e garganta (EHRENFEST et al., 2009). Os
produtos podem ser classificados em PRF puro (P-PRF) ou em Plasma Rico
em Fibrina e Leucécitos (L-PRF), de acordo com a auséncia ou presenca de
leucécitos nas preparacbes (DHURAT e SUKESH, 2014; MAUTNER et al.,
2015; LANSDOWN e FORTIER, 2017).
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As aves estao sujeitas a varias injurias, tais como fraturas e perdas de
tecido por projétil balistico, trauma, predacao, acidentes domésticos (FORBES
e GUZMAN, 2017), entre outros, que poderiam ser beneficiadas pelo uso deste
tipo de produto. No entanto, antes da utilizacdo € importante determinar
parametros de efetividade do biomaterial, jA que estudos relativos ao uso de
concentrados sanguineos em aves sdo bastante escassos (MUDRONOVA et
al., 2014). Desta forma, o objetivo do presente estudo foi produzir e avaliar
histologicamente membranas de fibrina rica em trombdcitos e leucdcitos (L-
TRF) produzidas com sangue de araras canindé, galinhas domésticas,
papagaios e tucanos-toco. A hipétese é que mesmo seguindo 0 mesmo

protocolo, a qualidade pode variar entre as espécies.

MATERIAL E METODO

Animais e ambiente de experimentacao

A metodologia adotada no presente trabalho foi aprovada pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP) -
Botucatu, segundo no. 79/2016 - CEUA (Anexo I). O projeto obteve também
autorizacdo do Sistema de Informacdo e Autorizacdo de Biodiversidade —
SISBIO, divisdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis - IBAMA sob n°® 53876-1 (Anexo II).

Foram empregadas 40 aves adultas, clinicamente saudaveis, divididas
em quatro grupos, com 10 individuos em cada um: Grupo 1 — araras (Ara
ararauna), Grupo 2 - galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus), Grupo 3
— papagaios (Amazona aestiva), Grupo 4 - tucanos-toco (Ramphastos toco). As
aves foram procedentes do Centro de Medicina e Pesquisa em Animais
Selvagens (CEMPAS), Unesp - Campus Botucatu. As aves foram
consideradas clinicamente saudaveis, por base no exame fisico e hemograma

completo.
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Protocolo para confec¢cdo de membranas de L-TRF

Para cada ave foi coletado vagarosamente 0,5 ml de sangue da veia
jugular direita, mediante contencéo fisica, utilizando seringas (3 ml) e agulhas

(20x5,5mm) estéreis. Nao foi realizado jejum.

O sangue foi depositado em tubo de vidro seco (sem anticoagulante) e
centrifugado imediatamente apds a coleta a 3000 rpm por 10 minutos
(centrifuga Excelsa Baby 206, marca Fanem®). Os coagulos de L-TRF foram
recuperados delicadamente com auxilio de pingca anatbmica e a porcao
concentrada de glébulos vermelhos foi removida parcialmente removida com
uso de lamina de bisturi esterilizada n° 11 (marca Solidor®). Em seguida, os
coagulos foram mantidos entre duas compressas estéreis umidecidas com
solucéo fisioldgica, a fim de se obter membranas de fibrina (Figuras 1 e 2). Na
sequéncia, as membranas foram fixadas em formol a 10%, por 48 horas, e
depois transferidas para frascos contendo alcool 70°, por mais 48 horas (Figura
3).

—

2

Figura 1 Coagulo de fibrinarica em trombécitos e leucécitos, obtido de tucano-toco.
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Figura 2 Membrana de fibrina rica em trombocitos e leucocitos, obtida de Arara-canindé

apds compressao.

Figura 3 Membrana de fibrina rica em trombdcitos e leucécitos, obtida de Arara-canindé

e fixada em formol a 10%.

Posteriormente, as membranas foram diafanizadas em xilol e incluidas
em parafina. Cortes de 4 micrometros de espessura foram obtidos e corados

pela Hematoxilina-Eosina (Figura 4).

As andlises morfométricas foram realizadas conforme padronizacéo ja
estabelecida por Fabro et al, (2015) com as adaptagbes necessarias.
Resumidamente, as laminas coradas pela Hematoxilina & Eosina foram
analisadas para avaliar a celularidade em termo de area total em microscépio

optico, equipado com um analisador de imagem. O sistema utilizado consistiu
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de uma camera CCD Sony acoplada a um microscépio Olympus BX51, a partir
do qual as imagens foram visualizadas no monitor. Por meio de um sistema
digital inserido em computador (Pentium3 300Mhz), as imagens foram
processadas por um software Image ProPlus. Entdo, foram selecionados
aleatoriamente 10 campos, visualizados sob um aumento de 400 vezes. A area
total medida pelo analisador em cada campo foi de 68.265,680 mm2 A
presente area correspondente a diferentes morfologias celulares no campo
analisado foi medido por meio da selecdo manual destas areas
correspondentes as células em estudo, com posterior medida de é&rea
digitalizada.

As membranas foram analisadas quanto a quantidade de células por
area, para identificacdo mais precisa da composicdo da membrana. Avaliou-se
especificamente, trombdcitos por &rea, leucdcitos por area, relagéo fibrina x

células e relacdo trombdcitos x leucécitos.

Figura 4 Corte histologico de membrana de fibrina rica em trombécitos e leucécitos.

Observe &rea composta somente de fibrina (seta). Hematoxilina-Eosina (40x).

Andlise estatistica

Para a andlise estatistica descritiva, foram calculadas as médias,
desvios padrdes, medianas, minimos, maximos e coeficientes de variancia de
todas variaveis continuas para cada um dos grupos. Foram construidos

graficos Box-plot para as variaveis continuas estudadas para se observar a
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distribuicdo dos dados, verificando simetria ou assimetria dos mesmos.
Considerando a andlise estatistica univariada, as variaveis continuas foram
analisadas utilizando a Analise de Variancia (ANOVA) para detectar diferencas
nas meédias dos grupos, considerando o nivel de significancia do teste de 5%.
Quando existiu diferencga significativa entre os grupos, foi realizado o teste de
comparacgdes multiplas (Teste de Dunnett - comparagdo multipla das médias

dos grupos tratados).

RESULTADOS
As membranas obtidas em todos os grupos mostraram-se flexiveis e

aparentemente resistentes.

Os Grupos 2, 3 e 4 nado apresentaram diferencas significativas no
namero de trombdcitos/area. Por sua vez, o Grupo 1 diferiu estatisticamente do
Grupo 2, sendo que o Grupo 1 concentrou maior numero de trombdcitos/area
(Figura 5). Em relacdo a quantidade de leucdcitos por area, 0s quatro grupos
nao apresentaram diferencas estatisticas (Figura 6). Quanto a relagao fibrina x
células, os Grupos 1, 2 e 3 ndo apresentaram diferencas estatisticas, porém o
Grupo 4 diferiu dos demais (Figura 7). A relacdo trombdcitos x leucécitos
mostrou que os Grupos 2, 3 e 4, ndo apresentaram diferencas estaticamente
significantes. Diferencas foram observadas apenas entre os Grupos 1 e 2
(Figura 8).
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Figura 5 Quantidade de trombécitos por area em membrana de fibrina rica em

trombécitos e leucécitos, conforme o grupo (G1 - araras, G2 - galinhas domésticas, G3 —

papagaios, G4 - tucanos-toco).
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Figura 6 Quantidade de leucocitos por &rea em membrana de fibrina rica em trombécitos
e leucdcitos, conforme o grupo (G1 - araras, G2 - galinhas domésticas, G3 — papagaios,

G4 - tucanos-toco).
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Figura 7 Quantidade de fibrina X células em membrana de fibrina rica em trombdcitos e
leucdcitos, conforme o grupo (G1 - araras, G2 - galinhas domésticas, G3 — papagaios, G4

- tucanos-toco).
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Figura 8 Relagao trombocitos X leucdcitos em membrana de fibrina rica em trombdcitos
e leucdcitos, conforme o grupo (G1 - araras, G2 - galinhas domésticas, G3 — papagaios,

G4 - tucanos-toco).

Pela analise histologica das membranas (Figuras 9, 10, 11 e 12) nao foi
possivel delimitar individualmente as camadas celulares. Em algumas imagens
a identificacdo dos leucdcitos foi dificultada pelo fato de estarem dispersos e
entremeados aos eritrocitos. A fibrina foi facilmente identificada, uma vez que

se mostrava como uma camada densa e rosa (Figuras 9, 10, 11 e 12). Os
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trombocitos também foram de facil identificagdo, ja que sempre estavam

agrupados.

Figura 9 Aspectos de membranas de fibrina rica em trombodcitos e leucdcitos de araras
(Grupo 1). Observe fibrina (seta pequena), trombdcitos (seta grande) e leucécitos
(cabeca de seta). Hematoxilina-Eosina (40x).
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Figura 10 Aspectos de membranas de fibrina rica em trombécitos e leucdcitos de
galinhas domésticas (Grupo 2). Observe fibrina (seta pequena), tromboécitos (seta

grande) e leucdcitos (cabeca de seta). Hematoxilina-Eosina (40x).



Figura 11 Aspectos de membranas de fibrina rica em trombédcitos e leucdcitos de

papagaios (Grupo 3). Observe fibrina (seta pequena), trombécitos (seta grande) e

leucdcitos (cabeca de seta). Hematoxilina-Eosina (40x).
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Figura 12 Aspectos de membranas de fibrina rica em trombocitos e leucécitos de toco
tucanos (Grupo 4). Observe fibrina (seta pequena), trombécitos (seta grande) e

leucdcitos (cabeca de seta). Hematoxilina-Eosina (40x).

DISCUSSAO

Mesmo com uso somente de contencéo fisica, a coleta de sangue pela
veia jugular direita, que € de maior calibre que a esquerda em aves
(CAMPBELL, 1994), permitiu a transferéncia do sangue para o tubo de vidro
seco sem que ocorresse prévia coagulacdo. O sucesso da producdo do PRF é
dependente da velocidade da coleta do sangue e transferéncia para a
centrifuga; se a manipulacdo nao for rapida, a fibrina polimerizara de uma
forma difusa no tubo e apenas um pequeno codgulo sem consisténcia sera

obtido (DOHAN et al., 2006).

As caracteristicas da centrifuga e protocolos de centrifugacdo tém
impacto significante na célula, nos fatores de crescimento e arquitetura da
fibrina, seja de uma membrana ou coagulo de L-PRF (EHRENFEST et al.,
2018). No atual estudo a centrifugacao foi a 3000 rpm por 10 minutos, em
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centrifuga de bancada, possibilitando a formacéo inicialmente de um coagulo.
Ha varios processos de centrifugacdo, que influenciam da producdo do PRF: o
protocolo original ou método de Choukroun, o sangue venoso é coletado em
tubo de vidro seco sem anticoagulante e centrifugado a velocidade de 3000
rpm, aproximadamente 400 g, por 10 minutos; no protocolo Leucdcito e PRF
(L-PRF), a velocidade é 2700 rpm por 12 minutos; no PRF Choukroun
avancado (A-PRF), enriquecido com leucdcitos, a velocidade € 1300 rpm por 8
minutos; no i-PRF Choukroun (solucdo/gel) é usado 700 rpm por 3 minutos
(HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b). Embora a centrifugacdo do presente
estudo simule o protocolo original de Choukroun, pela andlise histologica foram
observados leucdcitos, sugerindo uma membrana ndo pura, que foi

determinada como (L-PRT).

No atual estudo tomou-se o cuidado para preservar uma pequena
camada de células sanguineas vermelhas na extremidade do coagulo, como
indicado por outros autores, ja que a porcdo do coagulo sanguineo unido ao
coagulo de fibrina contém as células-tronco (HARTSHORNE e GLUCKMAN,
2016b). Vale ainda citar que, segundo outros estudos, as plaquetas nao
ficavam distribuidas igualmente dentro e na superficie do coagulo de PRF
(HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b). Pela analise histologica, isso também

foi comprovado no atual estudo.

Ao ser prensado entre duas gazes, o coagulo de PRF torna-se uma
membrana (EHRENFEST et al., 2009; GIANNINI et al., 2015), como observado
no atual estudo. Para paciente humanos, ha também caixas desenhadas
especificamente (BoX grid) para coleta e transformagdo do codgulo em
membrana, sob condi¢cdes estéreis (HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b).

Contudo, essas ainda néo foram testadas para aves.

Em todos o0s grupos, as membranas mostraram-se flexiveis e
aparentemente resistentes. Em geral, é citado que a arquitetura tridimensional
da matriz de fibrina proporciona uma membrana com grande densidade,
elasticidade, flexibilidade e forcga, facilitando a manipulacéo e sutura (GIANNINI

et al., 2015). Para melhor comprovar essas premissas nas membranas das
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diferentes espécies avaliadas, torna-se necessario a realizacdo de estudos

biomecanicos.

Independente da espécie, histologicamente nédo foi possivel distinguir
individualmente as camadas celulares nas membranas. Por sua vez, em estudo
sobre padrbes de rede de fibrina em coagulo de PFR, foi possivel observar
histologicamente uma camada mais externa de hemacias, seguida de uma
camada de rede de fibrina densa com um numero maximo de plaguetas e
leucdcitos aprisionados e uma camada mais interna com rede de fibrina frouxa
e com reduzido aprisionamento de plaquetas e leucdcitos (YAJAMANYA et al.,
2016).

Em estudo sobre influéncia da centrifuga na qualidade da membrana
PRF, foi detectado que diferentes membranas mostraram uma organizacao
similar pela andlise histolégica, ou seja, 75% da maioria dos corpos celulares
se concentraram no um tergo proximal da membrana, o remanescente no terco

central e apenas 0s corpos residuais no terco distal (EHRENFEST et al., 2018).

Entre os elementos ativos do PRF em humanos, que séo responsaveis
pela regeneragéo e cicatrizagdo tecidual, incluem-se a fibrina, as plaquetas e
células (leucécitos e células-tronco) (HARTSHORNE e GLUCKMA, 2016a).
Extrapolando esses dados, no atual estudo avaliou-se comparativamente entre

as membranas, a quantidade de fibrina, leucdcitos e trombdcitos.

Com relacdo a proporc¢éo de fibrina x células, essa foi maior no Grupo 4,
sem diferengas entre os demais. Esse € um dado importante, ja que a fibrina
serve como uma matriz de suporte e tem influencia direta na biologia dos
biomateriais autdlogos baseados em fibrina (EHRENFEST et al., 2018).

Por sua vez, o numero de leucotcitos por area néo diferiu entre os
grupos. Embora os leucocitos sejam responsaveis pela acdo antibacteriana e
atividade osteocondutiva (HARTSHORNE e GLUCKMA, 2016a), a importancia
dos mesmos na biologia do PRF é ainda controverso (EHRENFEST et al.,
2009). Vale salientar que estudos in vitro que tem atestado a superioridade ou
inferioridade dessas preparacdes, ndo tem ainda sido validados em
experimentos clinicos (HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b).
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O maior ndmero de trombdcitos/area foi verificado nas membranas do
Grupo 1, sendo que nos demais grupos apresentaram numeros similares. Em
mamiferos, o niumero de plaquetas nas membranas € um valor importante, ja
que as plaquetas séo ricas em fatores de crescimento (EHRENFEST et al.,
2010; HARTSHORNE e GLUCKMA, 2016a). Essa extrapolacdo deve ser
realizada com cuidado em aves, visto que a coagulacdo sanguinea se deve
aos trombocitos, que sdo células nucleadas ao invés de fragmentos
citoplasmaticos como as plaquetas (CAMPBELL, 1994). Diferente das
plaquetas em mamiferos, os trombdcitos aviarios séo originados de células
tronco e ndo de megacariocitos (MITCHELL e JOHNS, 2008; JONES, 2015). A
funcdo dos trombdcitos ndo estd completamente esclarecida, mas além da
hemostasia e producédo de tromboplastina, possuem também acédo fagocitica
(MITCHELL e JOHNS, 2008; JONES, 2015). Desta forma, o maior numero de
trombdcitos nas membranas das araras (Grupo 1), provavelmente indica um

fator de positividade.

CONCLUSAO
Foi possivel concluir que é possivel produzir membranas de L-TRF nas
espécies de aves avaliadas, porém histologicamente as proporcbes dos
elementos avaliados foram similares apenas nas galinhas domésticas e

papagaios.
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3. REVISAO DA LITERATURA



51

REVISAO DA LITERATURA

Aplicacdes dos PRP

As plaguetas sdo fundamentais na cascata de coagulacdo e nos
processos de cicatrizacdo (SOOMEKH, 2011; BIELECK e EHRENFES, 2012).
Sdo designadas em mamiferos como células ndo nucleadas derivadas de
megacariocitos e formadas na medula, sendo consideradas um tipo de célula
branca sanguinea (SOOMEKH, 2011; WILLITS et al., 2013).

Em aves, a coagulacdo sanguinea se deve aos trombdcitos, que séo
células nucleadas ao invés de fragmentos citoplasméticos como as plaquetas
(CAMPBELL, 1994). Diferente das plaguetas em mamiferos, os trombdcitos
aviarios sao originados de células tronco e ndo de megacariécitos (MITCHELL
e JOHNS, 2008; JONES, 2015). A funcdo dos trombdcitos ndo esta
completamente esclarecida, mas além da hemostasia e producdo de
tromboplastina, possuem também acao fagocitica (MITCHELL e JOHNS, 2008;
JONES, 2015). Desta forma, os trombdcitos, juntamente com granuldcitos
(heterdfilos, eosindfilos e basofilos) e células mononucleares estdo inclusos
como leucdcitos em aves (JONES, 2015).

Os trombadcitos maduros séo classificados como células pequenas ovais,
gue parecem ser mais redondas do que os eritrocitos, com nucleo picnético
(cromatina nuclear densa) e citoplasma cinza palido ou levemente azul
(CAMPBELL, 1994; JONES, 2015). Esse ultimo pode conter um ou mais
granulos vermelhos e vacuolos pequenos ou espacos claros (CAMPBELL,
1994; MITCHELL e JOHNS, 2008).

BERTRAM (1998) identificou trombdécitos de pato em células
mononucleares do sangue periférico purificadas a partir do sangue total,
usando gradientes de densidade de Ficoll-Paque, por meio de esfregacos
tingidos dessas células. Segundo o autor, os trombdcitos podem ser purificados
de linfocitos pelo aumento da dispersdo lateral. Os trombdcitos foram

considerados similares aos da galinha tanto em aparéncia como fungao.

As plaquetas possuem varios fatores de crescimento, tais como fator de
crescimento vascular endotelial, fator de crescimento transformante e fatores

de crescimento derivados das plaquetas, que sao liberados das plaquetas no



52

momento da ativagdo, ou ao serem secretadas, ou mesmo agregadas por
coldgeno ou epinefrina (FREYMILLER e AGHALOO, 2004; WU et al., 2016). A
racionalidade do uso terapéutico do PRP € que as moléculas bioativas
liberadas das plaquetas ativadas promove a recuperacao do tecido danificado
por recrutamento e proliferacdo celular, ou morfogénese e modulagéo da
inflamacéo (PIUZZI et al., 2017). Desta forma, as propriedades do PRP se
baseiam na producdo e liberacdo de multiplos fatores de crescimento e
diferenciacdo, quando as plaquetas sdo ativadas (ALSOUSOU et al., 2009).
Basicamente o PRP é usado com o intuito de aumentar a concentracdo de
plaquetas no local alvo (SOOMEKH, 2011).

O primeiro uso clinico do PRP em pacientes humanos foi em 1987, nos
Estados Unidos, com o intuito de facilitar a cicatrizacdo de ferida apds cirurgia
cardiaca (MAUTNER et al., 2015). O potencial de aplicagcbes do PRP é
considerado amplo (DHURAT e SUKESH, 2014) e j4 tem sido aplicado na
cicatrizacdo de feridas, bem como em procedimento cirdrgicos nas areas de
plastica, coluna vertebral, oral e maxilofacial, ortopédica e pediatrica, cirurgia
cardiovascular, entre outros (SOOMEKH, 2011; ARNOCZKY e SHEBANI-RAD,
2013; WILLITS et al., 2013; MAUTNER et al., 2015; WU et al., 2016). Uma
outra possivel vantagem das terapias ricas em plaquetas é o efeito bactericida
e fungicida que apresentam (WILLITS et al., 2013). A despeito disso, ha uma
série de fatores que contribuem para a variabilidade dos resultados, que
precisam ser melhor compreendidos (LANSDOWN e FORTIER, 2017).

Em estudo de meta-analise, efetuado por Gianakos et al. (2015), sobre o
uso do PRP em modelos defeitos 6sseos criticos em 0ssos longos de animais
(porco, rato, coelho, cabra, ovelha, céo) foi observado que em 89% deles
houve melhora da consolidacdo Ossea pela avaliacdo histologica/morfologica,
100% mostrou aumento significante na formacdo Ossea pela avaliacdo

radiogréafica e 80% pela microtomografia, 100% teve maior rigidez torcional.

Sheth et al. (2017) ao efetuarem revisdo sistematica e meta-analise para
avaliar o tempo de retorno ao esporte e taxa de nova injdria, ap0s 0 uso de

PRP em pacientes humanos com distens6es musculares grau | e Il, concluiram
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haver sugestdes de retorno precoce ao esporte nos individuos que se valeram

da terapia sem significante aumento de nova injaria no seguimento de 6 meses.

Em aves, o primeiro estudo sobre concentrados “plaquetarios” foi
desenvolvido por Mudronova et al. (2014), que avaliaram a citometria de fluxo e

testaram carreadores para aplicacao do produto.

Preparagcdo do PRP

A preparacdo do PRP é considerada relativamente simples e, na
realidade, trata-se de um preparado obtido por filtragdo, ou por centrifugacao
diferencial do sangue de um paciente, em que a forca da aceleracédo é ajustada
para sedimentar certos constituintes celulares, de acordo com a gravidade
especifica (FREYMILLER e AGHALOO, 2004; SOOMEKH, 2011; DHURAT e
SUKESH, 2014). Pelo processo de plasmaferese, as particulas de maior
diametro, como as células sanguineas vermelhas e células sanguineas
brancas, se acomodarao mais rapidamente que as plaquetas quando sujeitas a
forca gravitacional, de forma que as plaquetas ficardo seletivamente suspensas
no plasma (ARNOCZKY e SHEBANI-RAD, 2013). Na tecnologia de filtracdo
seletiva, as plaquetas sdo capturadas por um filtro e depois coletadas, sem a
necessidade de centrifugacdo (ALSOUSOU et al., 2009).

Mudroriova et al. (2014), avaliaram a citometria de fluxo para contagem
de trombdcitos e leucécitos mononucleares, bem como testaram carreadores
para aplicacdo em feridas. Para a andlise foi utilizado 1 ml de sangue, obtido
da veia jugular em 15 Gallus domesticus com aproximadamente 1,5 anos de
idade. O sangue foi coletado em tubo contendo heparina e as células
mononucleares do sangue periférico foram isoladas por meio de separacédo de
linfécitos (LSM 1077). Os tubos foram centrifugados durante 25 minutos (600 x
g) e, na sequéncia, a interface de células mononucleares do sangue periférico
foi transferida para outro tubo (12 ml). As células foram lavadas por duas vezes
com salina tamponada com fosfato e centrifugadas por 2 min (250 x @),
finalizando com a ressuspencdo do sedimento de células mononucleares do
sangue periférico em 0,5 ml de salina tamponada com fosfato. Segundo os
autores, a citometria de fluxo foi considerada como um método rapido de
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contagem de trombdcitos, linfocitos, eventualmente mondécitos ou debris. O
melhor carreador foi uma esponja de gelatina (Gelaspon) por apresentar o

maior nimero e viabilidade celular.

Ha uma ampla variedade de técnicas de preparacdo de concentrados
plaquetarios para uso em pacientes humanos e, entre os sistemas de
classificagao, pode ser citado o desenvolvido por Ehrenfest et al. (2009), que
dividiram em quatro categorias: Puro Plasma Rico em Plaquetas (P-PRP) ou
PRP pobre em leucadcitos (LP-PRP) — preparacdes sem leucdécitos e com baixa
densidade de rede de fibrina apds ativacdo; Leucocitos e PRP (L-PRP) —
preparacdes com leucdcitos e com baixa densidade de rede de fibrina apés
ativacdo; Pura Fibrina Rica em Plaqueta (P-PRF) ou PRF pobre em leucdcitos
— preparacdes sem leucocitos e com alta densidade de rede de fibrina;
Leucécitos e PRP (L-PRP) (PRF Choukroun) — prepara¢gdes com leucocitos e
com alta densidade de rede de fibrina (DHURAT e SUKESH, 2014; MAUTNER
et al., 2015; LANSDOWN e FORTIER, 2017). Contudo, essa classificacdo ndo
informa sobre as células sanguineas vermelhas ou proporciona informacéao
relativa & subpopulacdo de células brancas sanguineas/leucécitos, como 0s
neutréfilos (MAUTNER et al., 2015).

No método P-PRP o sangue é coletado com anticoagulante e utiliza-se
uma centrifugacéo inicial suave para separar as células vermelhas do sangue
(DHURAT e SUKESH, 2014). Sao formadas trés camadas, a superior que
contem principalmente plasma acelular (plasma pobre em plaquetas), a
camada intermediaria fina conhecida como “buffycoat® (contém a maior
proporcdo de plaquetas e leucdcitos) e a camada inferior que consiste
principalmente de células vermelhas do sangue (SOOMEKH, 2011; DHURAT e
SUKESH, 2014; WU et al., 2016). Embora ocorra variacdes, geralmente para a
producdo do P-PRP as camadas superior e intermediaria sao transferidas para
um tubo estéril (sem anticoagulante) e realiza-se centrifugacdo mais potente
(DHURAT e SUKESH, 2014). Em humanos a primeira centrifugacdo tem sido
de 200 g a 600 g e a segunda de 700 g a 2,300 g (PICCIN et al., 2017).

A porcdo superior composta de plasma pobre em plaguetas é
descartada (DHURAT e SUKESH, 2014; PIUZZI et al., 2017). O P-PRP entéo
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consiste de uma fragdo do “buffycoat® suspenso em algum plasma rico em
fibrina (DHURAT e SUKESH, 2014; PIUZZI et al., 2017).

Para producdo do L-PRP, segundo Piuzzi et al. (2017), apds a
centrifugacéao leve, a camada inteira de “buffycoat® e algum residuo da camada
inferior sdo transferidos para outro tubo. A centrifugacdo mais potente é
efetuada e o plasma pobre em plaquetas é descartado, sendo o L-PRP
formado do “buffycoat®, que contem principalmente plaquetas e leucdcitos, e
algum residuos de células sanguineas vermelhas suspenso em algum plasma

rico em fibrina.

Ha também processos de centrifugacdo automatizados, que separam as
plaguetas do sangue total (SOOMEKH, 2011). Em estudo sobre a preparacdo
do PRP humano, usando cinco sistemas comerciais de separacdo, foi
demonstrado que a concentracdo de plaqueta e eficiéncia de captura foram
semelhantes, porém ocorreram diferencas com relacdo as células brancas do
sangue, neutrofilos, concentracdo de células sanguineas vermelhas e pH
(DEGEN et al., 2017). Outra pesquisa, também com sangue humano, avaliou
quatros sistemas comerciais de separacdo e mostrou haver variagcdes de
plaguetas, células sanguineas vermelhas, leucécitos, pH e (glicose
(FITZPATRICK et al., 2017). Em 15 caes foi comparado o PRP obtido por cinco
sistemas comerciais, tendo sido observado diferencas substanciais na
quantidade de sangue processado, método de preparacao, quantidade de PRP
produzido e concentracdes de eritrocitos, leucdcitos e plaquetas (FRANKLIN et
al., 2015). Outro estudo com 10 cées utilizando cinco sistemas comerciais,
também mostrou diferengas com relacdo a concentracdo de plaquetas (CARR
et al., 2016).

Um fato importante é que uma vez o PRP tenha sido preparado, este se
mantem estavel no estado anticoagulado por 8 horas ou mais, o que permite o
seu processamento antes de um procedimento cirargico (ALSOUSOU et al.,
2009).

Apés o PRP ser produzido, este pode ou ndo ser ativado por outro
produto, porém ndo ha ainda consenso sobre o assunto (SOOMEKH, 2011,
DHURAT e SUKESH, 2014; WU et al., 2016). O objetivo da ativacdo exdgena
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do PRP é gerar o PRF, de modo a assegurar que os fatores de crescimento
estejam disponiveis imediatamente (LANSDOWN e FORTIER, 2017). A
ativacdo pode ser realizada com trombina ou célcio (SOOMEKH, 2011;
DHURAT e SUKESH, 2014; LANSDOWN e FORTIER, 2017). A trombina atua
de forma mais rapida que o calcio e, geralmente, é utilizada com o cloreto de
calcio (MAUTNER et al., 2015). Por sua vez, a ativacdo enddgena depende da
exposicao do PRP ao colageno, ou fatores de coagulacdo expressados apos a
injecdo (LANSDOWN e FORTIER, 2017). A despeito do processo de ativacao,
segundo Mautner et al. (2015), com o PRP ativado sera formada uma rede de
fibrina e o plasma iniciara a solidificar, de forma a criar um coagulo ou
membrana de fibrina. Se o PRP for superativado a rede de fibrina ficara
instavel, porém se ativado de forma mais fisiolégica, a rede sera estavel e

permitird a aderéncia de células e fatores de crescimento.

O PRP sem ativacdo pode ser utilizado, por exemplo, no tratamento de
tendBes, musculos e outros tecidos moles, ao passo que o ativado dentro de
um gel ou selante de fibrina pode ser aplicado, clinicamente ou durante o
procedimento cirdrgico, para o aumento 0sseo e cicatrizacdo de feridas
(SOOMEKH, 2011).

Cuidados na preparacéao do PRP
De acordo com Lansdown e Fortier (2017), em pacientes humanos é
indicado o uso de agulha calibre 21 ou mais para a coleta do sangue, visto que
com agulhas de menor calibre pode ocorrer ativagcado prematura das plaquetas.
Além disso, a aspiracdo do sangue deve ser vagarosa, porque a velocidade
pode influenciar na qualidade da plaqueta. Acrescenta-se ainda que uso de
anestésicos locais junto com o PRP deve ser cuidadosamente avaliado, visto a

funcédo da plaqueta ser afetada pelo pH de qualquer aditivo.

A temperatura durante o processamento é importante para evitar a
ativacdo plaquetaria, sendo recomendado entre 21°C-24°C, durante a
centrifugacdo (DHURAT e SUKESH, 2014).

Tubos de polipropileno séo considerados os melhores para a preparacéo
do PRP e estocagem, comparado ao vidro e poliestireno, que podem promover
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ativacdo prematura ou alteracdes de morfologia das plaquetas (LANSDOWN e
FORTIER, 2017). Anticoagulantes como citrato e citrato de sédio-dextrose sédo
mais indicados do que o EDTA, visto este ultimo ter o potencial de danificar a
membrana plaquetaria (DHURAT e SUKESH, 2014). Ha também autores que
recomendam o citrato dextrose-A e o citrato fosfato dextrose (ARNOCZKY e
SHEBANI-RAD, 2013). Contudo, h& citacdes que embora o citrato fosfato
dextrose seja similar ao citrato dextrose-A, ha menos ingredientes de suporte e,
por isso, pode ser menos efetivo em manter a viabilidade plaquetaria
(ALSOUSOU et al., 2009).

A idade e 0 sexo em pacientes humanos aparentemente ndo influenciam
na concentracdo de plaquetas, ou na concentracdo dos fatores de crescimento
(DHURAT e SUKESH, 2014). Contudo, o hematdcrito e a contagem total de
plaguetas influenciam na concentragdo de plaquetas no PRP (DHURAT e
SUKESH, 2014; PICCIN et al., 2017).

Deve-se ainda considerar, segundo Alsouson et al. (2009), que o
resultado pode ser influenciado pelo método utilizado para medir a
concentracdo de plaquetas. As contagens manuais registrardo as plaquetas
individuais, ao passo que a varredura automatizada, como por exemplo com
Coulter Counter, pode contar aglomerados de plaquetas como uma plaqueta

Unica, subestimando o numero.

Algumas consideragdes sobre o PRP

Embora de um ponto de vista genérico os protocolos para preparagéao do
PRP acompanhem uma mesma sequéncia, ha varia¢cdes do volume sanguineo,
namero de rotacdes, tempo de centrifugacdo, numero de centrifugacoes,
alcance de aceleracdo da centrifuga e volume injetado (SOOMEKH, 2011;
DHURAT e SUKESH, 2014; WU et al., 2016). Desta forma, as técnicas
empregadas e a forma de preparo tém contribuido para os resultados
conflitantes quanto aos beneficios ou ndo do procedimento (FREYMILLER e
AGHALOO, 2004). Contudo, vale citar que o concentrado final de plaguetas
dependera do volume inicial de sangue removido, a eficiéncia da técnica

utilizada para recuperacdo das plaquetas e o volume final do plasma utilizado
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para suspender o concentrado de plaquetas (ARNOCZKY e SHEBANI-RAD,
2013).

Com respeito ao conteudo de plaquetas, em medicina humana tem sido
sugerido usar concentracdes de plagquetas no PRP que estejam 4 a 6 vezes
maior ao observado no sangue total, sendo que concentragbes maiores podem
proporcionar nenhum efeito adicional ou mesmo promover inibigcdo (WU et al.,
2016). Por sua vez, Mautner et al. (2015) citaram que a concentragao “ideal” de
plaguetas permanece desconhecido em paciente humanos, visto que depende
também do paréametro alvo, o tecido a ser tratado e o estagio da doenca ou de
cicatrizacdo da ferida. Além disso, para obter pardmetros comparativos, 0s
autores recomendam que 0s pesquisadores explicitem a concentracdo de
plaguetas, o volume injetado e o namero total de plaguetas entregue a regiao

afetada.

Diversos fatores podem contribuir para o gradiente de concentragéo de
plaguetas, incluindo o tamanho das plaquetas, diferencas entre individuos e
variabilidade do hematdcrito (DHURAT e SUKESH, 2014; PICCIN et al., 2017).
Além disso, a qualidade do PRP pode ser estimada pela taxa de recuperacao,
integridade e vitalidade das plaquetas, que séo influenciados pela aceleracao

da centrifuga e duracao da centrifugacéo (PICCIN et al., 2017).

A presenca ou auséncia de leucécitos na formulacdo também influencia
a funcdo do PRP e, dependendo do propdsito do tratamento e localizagdo da
injecdo, o efeito pode ser positivo ou negativo (LANSDOWN e FORTIER,
2017). A preocupagdo com respeito aos leucécitos se deve aos possiveis
efeitos pré-inflamatérios, em especial os neutréfilos (MAUTNER et al., 2015).
Por exemplo, o uso de L-PRP no tratamento de injaria muscular aguda pode
aumenta o risco de lesdo muscular (LANSDOWN e FORTIER, 2017). A
excessiva inflamacdo pode também exacerbar mais do que aliviar a dor artritica
(MAUTNER et al., 2015). Por outro lado, segundo Arnoczky e Shebani-Rad
(2013), produtos contendo células brancas sanguineas mostraram potencial
para inibir o crescimento de algumas bactérias e melhorar a cicatrizacdo de
injurias de tecidos moles infectadas. Sendo assim, segundo esses autores, 0
efeito positivo ou negativo ndo pode ser generalizado para todos os tecidos e
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todas condic¢des clinicas, de forma que preparagdes contendo células brancas

sanguineas podem ser mais benéficos em certas condi¢coes.

Um fato importante € que em aplicagcbdes intra-articulares as
concentracbes de células vermelhas sanguineas devem ser reduzidas ou
eliminadas, visto que sinoviocitos humanos tratados com concentrado de
células sanguineas apresentaram morte celular e degradagcdo da cartilagem
(WU et al., 2016).

Producdao e caracteristicas do PRF

O PRF consiste de uma matriz de fibrina autdloga, que tem por
vantagens a mais facil preparacédo, com tempo e custo inferiores ao PRP, além
de ndo requerer manipulacdo quimica do sangue por anticoagulante, trombina
bovina ou cloreto de calcio, sendo assim adequado para a pratica diaria
(EHRENFEST et al., 2009; BORIE et al., 2015; GIANNINI et al., 2015; MIRON
et al., 2017). Em esséncia o PRF é formado por fibrina, plaquetas, fatores de
crescimento e varios tipos celulares, incluindo leucécitos e células-tronco
(HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016a). Quando aplicado no tecido, o PRF
dissolve vagarosamente, com isso ha liberacdo de fatores de crescimento e
citocinas por um periodo de 10 dias (MIRON et al., 2017). A conformacao
espacial da fibrina obtida no PRF serve como substrato para plaquetas e atua
com um sinal quimiotéatico para a células tronco (GIANNINI et al., 2015).

A producdo da PRF é também fundamentada na centrifugacdo do
sangue total, mas o objetivo final é a produgdo de um biomaterial baseado em
fibrina e ndo uma suspencgdo de plaqueta liquida (BIELECKI e EHRENFEST,
2012). As caracteristicas da centrifuga e protocolos possuem impacto
significante nas ceélulas, fatores de crescimento e arquitetura da fibrina
HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b). O método foi desenvolvido na Franca
por Choukroun e colaboradores em 2001, para 0 uso em cirurgias orais e
maxilofaciais (SALUJA et al., 2011).

As matrizes de fibrina ricas em plaquetas tém por vantagem o
desenvolvimento de uma construgcéo bioativa, em que o arcabougo provisoério

de fibrina atua como uma matriz condutiva para migracdo de células, bem
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como um reservatorio de fatores de crescimento (ARNOCZKY e SHEBANI-
RAD, 2013; HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016a). A rede de fibrina formada
apresenta uma organizacdo homogénea tridimensional, sendo que o PRF
provavelmente é capaz de liberar progressivamente citocinas durante a
remodelacdo de matriz de fibrina (DOHAN et al., 2006b). Desta forma, a fibrina
guia e regula o balanco proliferacédo/diferenciacdo (BIELECK e EHRENFES,
2012),

A PRF pode ser usada na forma de gel ou na forma de membrana, com
0 intuito de promover a cicatrizacdo de feridas, crescimento 06sseo,
estabilizacdo de enxerto e hemostasia, entre outros (SALUJA et al., 2011). O
PRF tem sido utilizado em cirurgias orais, maxilofaciais, plasticas, e de orelha,
nariz e garganta (EHRENFEST et al., 2009).

Segundo Piuzzi et al. (2017), para a producdo da Pura Plaqueta Rica em
Fibrina (P-PRF) ou a Plaqueta Rica em Fibrina Pobre em Leucécito (LP-PRF),
0 sangue total € coletado sem anticoagulante e imediatamente centrifugado,
gerando um processo de coagulacdo natural, sem requerer modificacado
bioguimica. A cascata de coagulacao ocorre quando as plaquetas se ativam ao
entrarem em contato com o tubo (DOHAN et al., 2006a; GIANNINI et al., 2015).
A P-PRF e a L-PRF sao biomateriais ricos em plaquetas ativadas,
respectivamente, com ou sem leucocitos, apresentando uma forte arquitetura
em fibrina (BIELECKI e EHRENFEST, 2012).

Por sua vez, Hartshorne e Gluckman (2016b) citaram que ha varios
processos de centrifugacéo, que influenciam da producédo do PRF: o protocolo
original ou método de Choukroun, o sangue venoso € coletado em tubo de
vidro seco sem anticoagulante e centrifugado a velocidade de 3000 rpm,
aproximadamente 400g, por 10 minutos; no protocolo Leucocito e PRF (L-
PRF), a velocidade € 2700 rpm por 12 minutos; no PRF Choukroun avancado
(A-PRF), enriguecido com leucdcitos, a velocidade é 1300 rpm por 8 minutos;
no i-PRF Choukroun (solucdo/gel) € usado 700 rpm por 3 minutos. Vale
salientar que estudos in vitro que tem atestado a superioridade ou inferioridade

dessas preparacdes, ndo tem ainda sido validados em experimentos clinicos.
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O sucesso da producdo do PRF é dependente da velocidade da coleta
do sangue e transferéncia para a centrifuga; se a manipulacéo néo for rapida, a
fibrina polimerizara de uma forma difusa no tubo e apenas um pequeno
coagulo sem consisténcia sera obtido (DOHAN et al., 2006a). Além disso, um
estudo desenvolvido por Ehrenfest et al. (2017), empregando a centrifuga
original L-PRF (Intra-Spin) e trés outras centrifugas de laboratério, mostrou que
as caracteristicas da centrifuga e protocolos de centrifugacdo tém impacto
significante na célula, nos fatores de crescimento e arquitetura da fibrina, seja

de uma membrana ou coagulo de L-PRF.

Apébs a centrifugacao, formam-se trés camadas: a de células vermelhas
do sangue na base, uma camada de plasma acelular no topo, e uma camada
intermediaria de coagulo de PRF no meio (EHRENFEST et al., 2009; PIUZZI et
al., 2017). Ao ser prensado entre duas gazes, o coagulo de PRF torna-se uma
membrana (EHRENFEST et al., 2009; GIANNINI et al., 2015). A presséo deve
ser vagarosa, gentil e homogénea (HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b). Ha
também caixas desenhadas especificamente (BoX grid) para coleta e
transformacdo do coagulo em membrana, sob condicbes estéreis
(HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b). A caixa de PRF permite uma
preparacdo homogénea das membranas, com maior conteldo de fatores de
crescimento, evita a desidratacdo ou morte dos leucdcitos, e previne o
encolhimento da arquitetura da matriz de fibrina (EHRENFEST, 2010).

De acordo com Hartshorne e Gluckman (2016b), aparentemente o tipo
de vacotubo (vidro seco ou tubo de plastico coberto de vidro) e processo de
compressdo do coagulo ndo parecem influenciar na arquitetura do biomaterial,
porém pode ocorrer influéncia no conteddo do fator de crescimento e
propriedades da matriz. E recomendado ndo remover todo o plasma contido
nos coagulos originais, para melhor preservacdo das plaquetas e fatores de

crescimento.

A arquitetura tridimensional da matriz de fibrina proporciona uma
membrana com grande densidade, elasticidade, flexibilidade e forca, facilitando
a manipulacao e sutura (GIANNINI et al., 2015; HARTSHORNE e GLUCKMAN,
2016c). As plaquetas ndo ficam distribuidas igualmente dentro e na superficie
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do coagulo de PRF (HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b). Desta forma, é
importante preservar uma pequena camada de células sanguineas vermelhas
na extremidade do coagulo. Isso é feito com tesoura e € operador dependente
(HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b).

Se adequadamente preparadas a membranas permanecem estaveis por
muitas horas, porém quantidades significantes de fatores de crescimento sédo
liberadas durante os primeiros 20 minutos apos a preparacdo (HARTSHORNE
e GLUCKMAN, 2016b).

No caso do Leucdcito - PRF (L-PRF), no método de Choukroun, o
sangue venoso é coletado em tubo de vidro seco e centrifugado a baixa
velocidade (3000 rpm, aproximadamente 400 g, por 10 minutos, sem
anticoagulante (DOHAN et al., 2006a; PIUZZI et al., 2017), usando centrifuga
PC-O2 (DOHAN et al., 2006a).

Um estudo sistemético em odontologia regenerativa humana, efetuado
por Miron et al. (2017), mostrou ser o método PRF promissor para o reparo
periodontal de defeitos de furca e intradsseos, bem como para cobertura de
raiz dentaria em retracdes gengivais. Ha ainda evidéncia que o PRF seja capaz
de diminuir a infeccdo seguinte a extracdo dentaria e limitar as mudancas
dimensionais seguinte a perda da raiz. Na regeneracao de defeitos 6sseos, ha
pontos que precisam ser esclarecidos. Por sua vez, outro estudo sistematico
mostrou ser o PRF efetivo no aumento do assoalho dos sinos e no tratamento
de defeitos peri-apical e endo-periodontal (BASTAMI e KHOJASTEH, 2016).

Acar et al. (2014) ao avaliarem o PRF na regeneracdo 0ssea de defeitos
0sseos, induzidos na calota craniana de coelhos, observaram um efeito positivo
quando usado sozinho ou em combinacdo com hidroxiapatita/fosfato beta

tricalcico.

Sam et al. (2015) ao compararem as propriedades mecanicas de
membranas de PRF com membranas de coldgenos disponiveis
comercialmente, concluiram que embora as membranas de PRF sejam de facil
preparacao, a falta de rigidez e a degradacao mais rapida séo limitacfes para a

aplicacdo das mesmas nos procedimentos de regeneracdo 6ssea guiada.
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Anexos:

_ A AN
75 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA oo™ fmvz - un esp
u nes " ulLIO DE MESQUITA FILHO"
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Campus de Botucatu

ATESTADO

Atesto que o Projeto de Pesquisa “Padronizagdo do plasma rico em plaguetas em
diferentes espécies de aves da fauna brasileira e sua aplicabilidade na rotina clinica e
cirirgica” Protocolo CEUA 76/2016, a ser conduzido por Lais Lucas Fernandes,
orientadora Profé, Sheila Canevese Rahal, para fins de pesquisa cientifica — encontra-
se de acordo com os preceitos da Lej n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto

n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA.

Vigéncia do projeto 01/06/2016 a 01/07/2017
Finalidade Pesquisa Cientifica
Espécie/Linhagem Aves Silvestres
N° de animais 24
Peso/Idade Variado/Adulta
! Sexo Indefinido
L Origem FMVZ-Unesp-Botucatu

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 13/05/2016

Prof2.Ass.Dr2. Ibiara Correiad)e\'].‘rma Almeida Paz
S

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Segao Técnica Académica
Rua Prof.Dr. Walter Mauricio Corréa, s/n
UNESP - Campus de Botucatu/SP - Cep 18618-681
[(14) 3880-2176 — O patrizia@fmvz.unesp.br — O www.fmvz.unesp.br
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Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 53876-1 | Data da Emiss&o: 19/05/2016 09:53 ’ Data para Revalidagio*: 18/06/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta aulorizagao tem prazo de validade eguivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,

mas devera ser revalidada anualmente mediante 2 apresentacao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
2 contar da data do aniversario de sua emissao

Dados do titular

Nome: Lais Lucas Fernandes CPF: 325.298.908-54

Titule do Projeto: Padronizacao do plasma rico em plaquetas (PRP) em diferentes espécies de aves da fauna brasileira e sua aplicabilidade na rotina
clinica

Nome da Instituicdo ; Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina veterinéria CNPJ: 57.750.184/0001-24

Cronograma de atividades

# Descricao da afividade Inicio (m&s/ano) | FIm (més/ano)
1 | desenvoivimento da piioto 05/2018 06/2018
2 | coleta e padronizagao das amostras 07/2016 10/2016
3 [ coleta de dados 11/2018 02/2017
4 | analiss dos dados 12/2018 03/2017
5 | redagao clenlifica 04/2017 07/2017

Observacoes e ressalvas

As alividades de campo exercidas por pessoa natural ou Juridica estrangeira, em todo o terrtario nacional,

1| materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos & técnicas que se destinem ao estudo, a difusZo cu & pesquisa, estao sujeitas a autorizagio do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuénoias previstas em outros instrumentos legais, bem

2 como do censentimento do responsavel pela &rea, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgao gestor de lerra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietériv, arrendatério, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao

federal cujo processo de regularizagao fundiaria encontra-se em Curso.

Este documento somente podera ser ulllizagdo para os fins previstos na Instrugao Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na

3 | especifica esta Autorizacao, n3o podendo ser utitizado para fins comerciais, industrials ou esportivos. O material biolo
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior

4 | A autorizagao para envic ao exterior de material biolégico n&o consignado devera ser r

Licenca para importagao ou exporiacao de flora e fauna - CITES e néo CITES).

O tiwlar de ficenga ou autorizagao & os membros da sua equipe deverac o;

20 grupe taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativi

de populagdes do grupo texondmico de interesse em condico in situ,

O titular de autorizagdo ou de licenca permanente, assim como oS membros de suz equipe, quando da violagao da legislago vigente, ou quando da inadeguagdo,

omiss&o ou falsa descrigéo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedigao do ato, poderé, mediante decisaa motivada, ter a autorizagao ou licenga

Suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termes da legisiagao brasileira em vigor,

Este documente nao dispensa o cumprimento da legislagao que dispoe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territerio nacional, na

7 | piataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao corhecimento tradicional associado 2o patrimonio geneético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecsao & desenvolvimento tecnologico. Veja maiores Informagdes em www.mma.gov.bricgen.

Em caso de pesquisa sm UNIDADE DE CONSERVAGAD, o pesquisador titular desta autorizagéo devera contactar a administragao da unidade 2 im 9 CONFIRMAR

g AS DATAS cas expedigoes, as condicdes para realizaggo das coletas & de uso da infra-estrutura da unidade.

que impliquem o deslocamento de recursos humanos &

Instruggo Normativa ICMBio n* 10/2010, no que
gico coletado devera ser utilizado para atividades

equerida por meic do enderego eletranico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -

ptar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
© & outros grupos; & smpregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade

o

=

Locais onde as atividades de campo serdo executadas
#] Municipio | _UF TDescricao do local [ Tipo ]
[1_|BOTUCATU SP UNESP campus Botucatu [ Fora de UT Federal

Atividades X Taxons

7] Alividade I Taxons |
1 _| Coletaltransporte de amoslras biolégicas ex situ [ Amazona aesliva, Ramphastos toco, Ara ararauna, Tyto alba

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n® 03/2014, Através do codigo

de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.iembio.gov.br/sisbio),
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Cédigo de autenticagio: 38796864 ”"Mm N“HH —Fem —
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Material e métodos
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[Puga =)
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I Tipo Destino
1| Hospital Vsterinario da Faculdade de Medicina velerinaria 41;
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