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CASTILHO, M.S. Preparo e caracterizacdo de membrana de fibrina ril)éa em
plaguetas e leucécitos com sangue de gatos da ragca Maine Coon. Botucatu,
2020. 54p. Tese (Doutorado em Biotecnologia Animal — Cirurgia) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO

O objetivo do estudo foi preparar e caracterizar, por meio de analise histologica,
imuno-histoquimica e microscopia eletrénica de varredura (MEV), a membrana
de fibrina rica em plaquetas e leucocitos (L-PRF) produzida com sangue de gatos
da raca Maine Coon. Foram utilizados 13 gatos adultos saudaveis, conforme
critério de inclusdo, com peso variando entre 3,1 kg e 7,5 kg, dos quais foi
coletado sangue da veia jugular externa com escalpe 21G e tubo plastico
siliconizado a vacuo. Dois tubos com 3 mL de sangue cada um foram
centrifugados imediatamente a coleta, empregando centrifuga especializada
para esta aplicacdo, 650 g por 12 minutos. O coagulo de L-PRF foi retirado do
tubo utilizando uma pin¢ga e com uma espétula foi cuidadosamente escarificado
para retirar o maximo de células vermelhas, preservando a regido do “buffy coat”
(camada celular). Na sequéncia o coagulo de L-PRF foi posicionado sobre a
malha metalica perfurada e comprimido com a tampa, por 30 a 60 segundos,
obtendo-se a membrana de L-PRF. Pela andlise histolégica com a coloragdo
Hematoxilina e Eosina foi possivel distinguir as trés por¢des que compunham a
membrana: parte branca, “buffy coat” e parte vermelha. A area do “buffy coat”
continha a maior concentracdo de leucdcitos. A analise imuno-histoquimica
demonstrou a expressao do fator de crescimento do endotélio vascular e do fator
de crescimento derivado de plaquetas. Pela MEV verificou-se a arquitetura
tridimensional da rede de fibrina. Na area do “buffy coat” a morfologia das células
estava preservada, sendo composta principalmente de leucécitos e plaquetas.
Como conclusédo, a metodologia empregada permitiu caracterizar a composi¢cao
da membrana de L-PRF em gatos Maine Coon, que apresenta tipos celulares e
arquitetura de rede de fibrina similares ao descrito para a espécie humana.
Palavras-chave: Concentrado plaguetario; Membrana de fibrina; L-PRF; Fibrina

rica em plagueta e leucocitos.



CASTILHO, M.S. Preparation and characterization of leukocyte- and
platelet-rich fibrin membrane with blood from Maine Coon cats. Botucatu,
2020. 54p. Tese (Doutorado em Biotecnologia Animal — Cirurgia) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

SUMMARY

This study aimed to prepare and characterize by using histological analysis,
immunohistochemical, and Scanning Electron Microscopy (SEM) a Leukocyte-
and Platelet-Rich Fibrin membrane (L-PRF) produced with blood from Maine
Coon cats. Based on inclusion criteria, 13 client-owned healthy adult cats
weighing from 3.1 kg to 7.5 kg were enrolled. The blood samples were collected
from the external jugular vein using a butterfly catheter (21G) and vacuum plastic
tube without additives. Two tubes with 3 mL of blood per tube were immediately
centrifuged at 6509 for 12 minutes using a centrifuge specifically designed for this
application. The L-PRF clot was removed from the tube with tweezer and a
spatula which was used to separate it from the red blood cell base layer leaving
the buffy coat intact. After this, the L-PRF clot was compressed by specialized
metal plate for 30 a 60 sec, and L-PRF membrane was obtained. Light
microscopy examination of the membranes stained with hematoxylin-eosin
showed three distinct layers: white part, buffy coat and red part. The buffy coat
contained a high density of leukocytes. Immunohistochemical analysis
demonstrated expression of vascular endothelial growth factor and platelet-
derived growth factor. The SEM revealed the three-dimensional architecture of
the fibrin network. The cells of buffy coat showed adequate cellular morphology,
being composed mainly of white blood cells and platelets. In conclusion, the
method used allowed the characterization of the L-PRF membrane composition
in Maine Coon cats, which presented cell types and fibrin network architecture

similar to that described for the human species.

Key words: Platelet concentrates; Fibrin membrane; L-PRF; Leukocyte and
Platelet-Rich Fibrin.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A L-PRF consiste de biomaterial natural, composto principalmente
de fibrina, plaquetas, fatores de crescimento, leucécitos e células-tronco,
formado por sedimentagcdo sob forca g ou forca centrifuga relativa
(HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016a; OLIVEIRA et al., 2017). Entre os
concentrados plaquetarios, a fibrina rica em plaquetas e leucécitos (L-PRF) tem
sido cada vez mais utilizada, em virtude da simplicidade e rapidez da preparacéo,
facilidade de uso e maleabilidade, e provavel custo-efetividade (SIMONPIERI et
al., 2012; MADURANTAKAM et al., 2015; ALIZADE et al., 2016; ZUMARAN et
al., 2018).

A técnica para producdo da L-PRF consiste em centrifugar o
sangue venoso imediatamente apdés a coleta em tubo sem anticoagulante
(EHRENFEST et al., 2009; MADURANTAKAM et al., 2015). Durante a
centrifugacédo em baixa velocidade, ha a ativacdo sanguinea com a formacéao de
um coagulo de plaqueta-fibrina, que permanece no meio do tubo de
centrifugacdo (EHRENFEST et al., 2009; MADURANTAKAM et al.,, 2015;
ALIZADE et al., 2016).

O coagulo pode ser aplicado diretamente na area de interesse, ou
pode ser transformado em uma membrana, pela compressdo entre gazes ou
com equipamento especifico, ou mesmo como plugue (KOBAYASHI et al., 2012;
(HARTSHORNE e GLUCKMAN 2016a; UPADHAYAYA et al., 2017; ZUMARAN
et al., 2018). Contudo, a despeito da simplicidade desta segunda geracao de
concentrado plaquetario, varios detalhes técnicos podem influenciar na
qualidade do biomaterial obtido (PINTO et al., 2014; EHRENFEST et al., 2018).
As caracteristicas da centrifuga utilizada bem como os protocolos de
centrifugacéo sao fatores a serem considerados em termos de qualidade de
células, fatores de crescimento e arquitetura da fibrina (PINTO et al., 2014;
EHRENFEST et al., 2018).

Vale referir que os felinos apresentam varias afeccoes de carater

cirdrgico, tanto na area de tecidos moles quanto na area de ortopedia e



traumatologia (MONTAVON et al., 2009; LANGLEY-HOBBS et al., 2014), que
fundamentariam o emprego deste biomaterial. Visto os poucos relatos da
aplicacado de PRFs em pequenos animais (VISSER et al., 2010; VISSER et al.,
2011; SOARES et al., 2018), o presente estudo teve por objetivo avaliar e
caracterizar a membrana de L-PRF produzida a partir de sangue de gatos da

raca Maine Coon.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Coagulacédo sanguinea

A hemostasia € um mecanismo responsavel pela regulagdo e
controle do sangue no interior do espaco vascular (GARCIA-NAVARRO, 2005).
E um processo natural e vital, desencadeado mediante alguma les&o no
organismo (SMITH e BROOKS, 2010).

Mediante a uma injuria, havera dois tipos de hemostasia: primaria,
também conhecida como tamp&o plaquetério ou coagulo branco, em que ocorre
por meio da acdo das plaquetas, estancando o0 sangramento; secundaria,
conhecida como cascata de coagulacdo ou coagulo vermelho, na qual existe a
formacgéo do coagulo de fibrina, evitando o sangramento (GARCIA-NAVARRO,
2005; MISCHKE, 2012).

2.1.1 Hemostasia primaria

Esse tipo de hemostasia ocorre no primeiro momento apés a
danificacdo do endotélio (MISCHKE, 2012). A lesao expbe a matriz endotelial
vascular, principalmente o colageno (GARCIA-NAVARRO, 2005). As
glicoproteinas da membrana das plaquetas fazem adesédo ao colageno (SMITH
e BROOKS, 2010; STOCKHAM e SCOTT, 2011). Assim, o Fator de Von
Willbrand (armazenado dentro de plaguetas ou livres no plasma), forma uma
ponte, fazendo uma ligacdo, unindo seus receptores localizados nas plaquetas
ao colageno, resultando em uma adesdo definitva ao local da lesdo
(STOCKHAM e SCOTT, 2011; MISCHKE, 2012).

Apo6s aderidas, as plaguetas sao ativadas, sendo mediadas pelos
agonistas plaquetéarios: colageno, trombina e epinefrina, e produzindo
tromboxane A2, que tem por objetivo gerar maior estimulacdo e agregacgéao
plaguetaria (STOCKHAM e SCOTT, 2011). Apés, ocorre a degranulacdo das
mesmas, e ha liberacdo de proteinas de adesdo plaquetaria, serotonina

(responsavel pela vasoconstric¢ao) e de fosfolipidios plaquetarios (importante na



hemostasia secundaria) (STOCKHAM e SCOTT, 2011; MISCHKE, 2012). O
fibrinogénio circulante se liga as glicoproteinas especificas, conectando as
plaquetas entre si (STOCKHAM e SCOTT, 2011).

2.1.2 Hemostasia secundaria

Consiste na ativacdo sequencial de pré-enzimas em enzimas,
resultando na fibrina (GARCIA-NAVARRO, 2005). E composta primeiramente
pela via intrinseca, via extrinseca e, logo apos, a duas se unem formando uma
via comum (GARCIA-NAVARRO, 2005; STOCKHAM e SCOTT, 2011;
MISCHKE, 2012).

Na Via intrinseca o sangue é exposto a uma superficie negativa
(colageno), resultando na liberacdo de cininogénio de alto peso molecular, que
€ responsavel pelo inicio da cascata de coagulacdo, gerando efeito em cadeia
dos fatores (SMITH e BROOKS, 2010). O cininogénio ir4 ativar o fator XiIl,
formando o Fator Xlla, que por sua vez ira ativar o Fator Xl, resultando no Fator
Xla (GARCIA-NAVARRO, 2005; SMITH e BROOKS, 2010). Este por sua vez
transformara o Fator IX em Xla, que é responsavel por ativar o Fator X, que
juntamente com calcio, fosfolipidio plaquetéario (hemostasia priméria) e fator
Vllla, originardo o Fator Xa. Com o Fator Xa, a via intrinseca e a via extrinseca
se tornam uma via em comum (GARCIA-NAVARRO, 2005; SMITH e BROOKS,
2010; STOCKHAM e SCOTT, 2011; MISCHKE, 2012).

A Via extrinseca se origina a partir do contato do sangue com o
fator tecidual ou tromboplastina (GARCIA-NAVARRO, 2005; STOCKHAM e
SCOTT, 2011; MISCHKE, 2012). O Fator tecidual converte o Fator VII em Fator
Vlla que, juntamente com célcio e fosfolipidio plaquetario, transforma o Fator X
em Fator Xa (SMITH e BROOKS, 2010; STOCKHAM e SCOTT, 2011;
MISCHKE, 2012).

Na Via comum o Fator Xa, mediante a presenca de calcio,
fosfolipidio e o Fator Va, converte o Fator Il (protrombina) em Trombina, que em
seguida converte fibrinogénio em fibrina, os quais em conjunto formam a rede de
fibrina (GARCIA-NAVARRO, 2005; STOCKHAM e SCOTT, 2011; MISCHKE,
2012). A trombina também estimula a converséo do Fator XIIl em Xllla, que ajuda



na estabilizacdo da rede de fibrina, evitando novo sangramento (SMITH e
BROOKS, 2010; STOCKHAM e SCOTT, 2011; MISCHKE, 2012).

2.2 Concentrados de plaguetas

Os concentrados de plaquetas podem ser classificados com base
na presenca de leucdcitos e na arquitetura da rede de fibrina em: - plasma rico
em plaguetas puro (PRP puro ou P-PRP), material liquido suspenso sem
leucécitos antes da ativagao; - plasma rico em plaquetas em leucdécitos (PRP rico
em leucdcitos ou L-PRP), liquido suspenso com leucécitos antes da ativagao; -
fibrina rica em plaqueta pura (PRF pura ou P-PRF), material de fibrina so6lida sem
leucdcitos; - fibrina rica em plaquetas e leucécitos (PRF rico em leucdcitos ou L-
PRF), material de fibrina solido ou liquido, com leucdcitos e fatores de
crescimento (EHRENFEST et al., 2009; ZUMARAN et al., 2018). Em cada
classificacéo, o concentrado pode ser produzido por diferentes processos, seja
em configuracdo totalmente automatizada ou por protocolos manuais
(EHRENFEST et al., 2009).

Atualmente o L-PRF est& recebendo alta consideracao, em virtude
da simplicidade e rapidez da preparacao, facilidade de uso e maleabilidade, e
provavel custo-efetividade, uma vez que a partir do momento da aquisi¢do da
centrifuga e “box”, o valor da producdo da membrana € minimo, resultando em
um material de excelente qualidade e facil manuseio (GIANNINI et al., 2015;
MADURANTAKAM et al., 2015; ZUMARAN et al., 2018; MUNOZ e HAIDAR,
2018). A concentracao fisiolégica de trombina na PRF permite a formacao de
uma rede flexivel, que é apropriada para o armazenamento de citocinas, além
de formar um arcabouco para migracao celular, e devido a flexibilidade pode ser
usado como membrana bioldgica para regeneracao tecidual guiada (ALIZADE et
al., 2016). A fracdo de células mononucleares, tais como células-tronco em baixa
concentracdo e fatores de crescimento leucocitarios agregam um arsenal
biologico a PRF (OLIVEIRA et al., 2017).

Caruana et al. (2019) citaram que as propriedades biolégicas do

concentrado de plaquetas exploram a funcdo das plaquetas na homeostase do



organismo, ou seja, coagulacao de fibrina e regeneracéo tecidual. Esse potencial
€ devido a fatores de crescimento como VEGF (fator de crescimento vascular
endotelial), PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), TGF-$ (fator de
crescimento transformante 31), EGF (fator de crescimento epidermal), IGF-I
(fator de crescimento semelhante a insulina) e HGF (fator de crescimento do
hepatécito). Apos a centrifugacdo, todos esses fatores contribuem para
regeneracao de tecidos moles e duros, bem como a cicatriza¢édo de feridas apos
les&o tecidual.

Segundo Zumaran et al. (2018), as preparacfes de PRF tendem a
funcionar mais como biomateriais biologicamente ativos e arcaboucos para
células autoélogas, fatores de crescimento e citocinas, particularmente em
procedimentos cirdrgicos orais. Assim, as PRFs devem ser consideradas como
uma preparacgao de “tecido vivo”, para a regeneracao tecidual guiada natural, e

nao simplesmente um adjuvante cirurgico “rico em fator de crescimento”.

2.3 Técnicas

De acordo com Ehrenfest et al. (2009), no concentrado P-PRF o
sangue é colocado em tubo com citrato tri-sédio, como anticoagulante, e um
geral separador, sendo centrifugado por 6 minutos em alta velocidade. As
camadas de “buffy coat” e plasma pobre em plaqueta sdo transferidas a um
segundo tubo contendo CaCl2 e o processo de coagulacéo é desencadeado. O
tubo é imediatamente centrifugado por 15 minutos, apds o qual um coagulo
estavel de matriz de fibrina rica em plaqueta pode ser coletado.

O concentrado L-PRF, também denominado PRF de Choukroun,
pode ser considerado com concentrado de plaqueta de segunda geracgao, ja que
é produzido sem qualquer anticoagulante ou agente gelificante (HARTSHORNE
e GLUCKMAN 2016a; EHRENFEST et al., 2009). Apds 0 sangue venoso ser
colhido em tubo de vidro seco, este é centrifugado em baixa velocidade, sendo
formada trés camadas, ou seja, uma camada de base com células vermelhas, o
coagulo de PRF no meio e o plasma acelular na camada de topo
(HARTSHORNE e GLUCKMAN 2016a; EHRENFEST et al, 2009;



MADURANTAKAM et al., 2015). A auséncia do anticoagulantes, conforme
Giannini et al. (2015), permite a ativacédo das plaguetas em contato com o tubo,
desencadeando o processo de coagulagdo. O fibrinogénio é inicialmente
concentrada na parte superior do tubo e, apés o contato com a trombina, o

mesmo é convertido em fibrina, sendo as plaquetas retidas na malha de fibrina.

2.4 Concentrado de PRF

A L-PRF consiste em um codgulo natural formado por
sedimentacao sob forca g ou forca centrifuga relativa, que deve ser de baixa
magnitude (OLIVEIRA et al., 2017). Dependendo da forca g e da duracédo da
centrifugacéo a resultante construcao de fibrina rica em plagueta pode variar em
consisténcia, desde uma substancia como gel até uma membrana de fibrina
densa (ARNOCZKY e SHEBANI-RAD, 2013). O coagulo de PRF a olho nu é
composto de duas partes, ou seja, uma porcdo amarela de fibrina (corpo
principal) e uma porcéo vermelha localizada na extremidade do coagulo (lotada
de células vermelhas), sendo que entre estas duas areas ha uma camada
esbranquigada denominada “buffy coat” (HARTSHORNE e GLUCKMAN 2016a).

Segundo Ehrenfest et al. (2010), o “buffy coat” é definido como uma
area entre a camada de células vermelhas e a camada da densa rede de fibrina,
na qual é possivel observar em aspecto macroscopico uma densa celularidade.
Andlises histoldgicas e de microscopia eletrénica mostraram que o “buffy coat” &
composto principalmente por plaquetas e células de defesa envoltas pela rede
de fibrina.

O sucesso da técnica é dependente da rapidez da coleta do sangue
e sua transferéncia para a centrifuga, ou seja, dentro de dois minutos (ALIZADE
et al., 2016; HARTSHORNE e GLUCKMAN 2016b). Se houver demora, o
fibrinogénio ndo pode ser concentrado na parte superior e média do tubo, ja que
€ necessario concentrar o fibrinogénio antes da trombina converté-lo em fibrina
(ALIZADE et al., 2016). Se ocorrer falha na preparacdo pode haver uma
polimerizacado difusa da fibrina, que ndo é ideal para cicatrizacdo tecidual
(HARTSHORNE e GLUCKMAN 2016b). Oliveira et al. (2017) citaram que a



malha de fibrina deve ser formada apenas durante a centrifugacéo e na auséncia
de hemacias. A falha metodoldgica pode ser identificada pela presenca de
coagulos diminutos e impregnacdo de hemacias. Além disso, segundo
Hartshorne e Gluckman (2016b), as caracteristicas da centrifuga e protocolos
influenciam nas células, fatores de crescimento e arquitetura da fibrina seja de
um coagulo ou membrana de PRF.

Hartshorne e Gluckman (2016a) descreveram o PRF como um
biomaterial natural composto de fibrina, plaguetas, fatores de crescimento e
varios tipos celulares, incluindo leucécitos e células-tronco. Pela andlise
bioguimica da PRF obtida do sangue coletado em tubo plastico recoberto de
vidro e imediatamente centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos, Dohan et al.
(2006) concluiram que o biomaterial consiste de citocinas, cadeias glicanas e
glicoproteinas estruturais enredadas dentro de uma rede de fibrina polimerizada
vagarosamente.

Aparentemente a membrana de PRF permanece intacta, de acordo
com estudos in vitro, por pelo menos 7 dias e libera continuamente grandes
quantidades de fatores de crescimento (fator de crescimento transformante 31
[TGFB1], fator de crescimento derivado de plaquetas AB [PDGF-AB], fator de
crescimento endotelial vascular [VEGF]), e proteinas da matriz ou citocinas
(trombospondina-1, fibronectina, vitronectina, osteocalcina, osteonectina)
(Hartshorne e Gluckman, 2016a).

Para a producédo da L-PRF, Zumaran et al. (2018) recomendaram
a coleta de sangue venoso em tubo de vacuo de plastico revestido de vidro, que
deve ser centrifugado por 10-20 minutos a 2700-3000 rpm, usando centrifuga de
mesa. Das trés porcles individualizadas, a porcdo média (coagulo de fibrina
amarelado) deve ser coletada ao redor de 2 mm abaixo da linha diviséria com a
porcdo inferior. O coagulo pode ser usado diretamente com material de
preenchimento; misturado a enxerto 6sseo — plugues e blocos; comprimido
(usando a caixa cirdrgica para evitar danos e recolhe cola cirurgica de fibrina no
reservatorio) para formar uma membrana. Segundo o0s autores, com
centrifugacdo mais vagarosa (menos que 1500 rpm) por 6-8 minutos resultara
em preparacdo com mais alta quantidade células brancas, denominada
Avancada PRF (A-PRF).
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De acordo com Hartshorne e Gluckman (2016b), o uso de
equipamento especifico, tal como a caixa de PRF, permite uma preparacao
padronizada e homogénea da membrana de PRF, com mais elevado contetudo
de fator de crescimento, evita a desidratacdo ou morte de leucdcitos e previne o
encolhimento da arquitetura da matriz de fibrina. Neste caso o coagulo de PRF
€ colocado no “BoX grid” ou “Xpression Kit” e coberto com a tampa, sendo que
a pressao gentil previne a expulséo de todo o plasma contido no coagulo original.
Se o0 coagulo for comprimido com muita forca ou por muito tempo ocorre
encolhimento de rede de fibrina, liberacdo de fatores de crescimento,
desidratacdo e dano de leucécitos.

Para avaliar se a preservacédo das plaquetas e conteudo do plasma
dependem do método de compressédo, Kobayashi et al. (2012) comprimiram
coagulos de PRF recém-preparados para formar uma membrana fina com o
auxilio de um dispositivo de compressao, composto por duas pe¢as em formato
de colher com pequenos orificios no fundo. Foi notada uma maior preservacao
do conteudo plasmatico, da malha tridimensional de fibrina e plaguetas com o
compressor quando comparado pela membrana formada por meio de gaze seca
(grupo controle). De acordo com os autores, a regido mais proxima a fracao de
células vermelhas de ser aplicada no tecido alvo. Além disso, para estabelecer
a preservacao de fatores de crescimento bioativos, ambos tipos de membranas
foram testadas em bioensaio usando células Gin-1 e andlise de matriz de
anticorpos. Entre os fatores de crescimento testados, a membrana preparada
pelo compressor continha isoformas de PDGF em niveis mais altos e estimulou
significativamente a proliferacdo e neovascularizagdo celular (KOBAYASHI et
al., 2012).

Ehrenfest et al. (2010) determinaram a composi¢cao celular e
organizacéo tridimensional do L-PRF e avaliaram a influéncia de dois tipos de
coleta (vidro seco ou tubo plastico recoberto com vidro) e procedimentos de
compresséo (forcado — compressdo com uma colher de metal; ou suave —
liberacdo vagarosa do soro durante 20 minutos em copo) na arquitetura final da
membrana, empregando sangue de 10 homens saudaveis. O coagulo de PRF
concentrou 97% das plaguetas e mais de 50% dos leucocitos, com distribuicdo

tridimensional, dependendo da centrifugacdo. As plaquetas e fibrina formaram
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aglomerados nos primeiros milimetros da membrana, além da base de células
vermelhas. A rede de fibrina foi madura e densa. Nao houve diferenca na
arquitetura da PRF usando diferentes tubos de coleta e técnicas de compressao.

Segundo Oliveira et al. (2017), para que a metodologia de obtencéo
de agregados plaquetarios seja reprodutivel faz-se necessario descrever o FCR
ou Forcag[1,12 x r x (RPM/1000)?] por intervalo de tempo. Com ajuste de céalculo
a mesma FCR pode ser produzida em equipamentos distintos. Desta forma,
quando o objetivo é a preservacao das propriedades biologicas dos agregados
sanguineos, sao considerados fundamentais o nivel de vibracdo e aguecimento
produzido pela centrifuga. Além disso, as dimensdes do coagulo de fibrina
sofrem influéncia das angulacdes do rotor da centrifuga.

Madurantakam et al. (2015) avaliaram a membrana de L-PRF,
produzida de sangue humanos. A centrifugacéo foi a 400g por 12 minutos. A
camada de plasma pobre em plaqueta foi aspirada e a L-PRF foi retirada do tubo,
usando uma pinga, e colocada em uma malha metalica. Com bisturi a por¢éo da
camada de células vermelhas foi removida, deixando a camada leucoplaquetaria
intacta. Gentilmente o coagulo de L-PRF foi comprimido, usando uma placa
metdlica de aproximadamente 225 g, por 30 segundos, fazendo que o plasma
pobre em plagueta fosse removido. Apdés a remocdo da placa, a membrana
estava finalmente pronta. Pela microscopia eletrénica o coagulo de L-PRF
mostrou a por¢do de topo composta predominantemente de rede de fibrina com
nenhuma célula, a camada do meio enriquecida com plaquetas e a camada
inferior com uma mistura de leucécitos e células sanguineas vermelhas
aprisionadas dentro de uma matriz de fibrina. As propriedades mecanicas
mostraram comportamento viscoelastico, sendo resistente e deformavel no teste
de retencdo de sutura.

A P-PRP e a L-PRF séo opostas em termos de arquitetura de fibrina
e conteudo de leuctcitos (EHRENFEST et al.,, 2012). Enquanto a P-PRF
apresenta uma rede de fibrina delgada e imatura, sem a presenca de leucdcitos;
a L-PRF proporciona uma rede de fibrina grossa e resistente, com presenca de
leucocitos (EHRENFEST et al., 2009). Em ambos concentrados, a vitronectina

a Unica molécula a ser liberada completamente apds 4 horas de cultura,
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sugerindo que esta molécula ndo esta presa na matriz de fibrina e nédo €
produzida pelos leucocitos (EHRENFEST et al., 2012).

A gel membrana de P-PRP, segundo Ehrenfest et al. (2012), se
dissolve completamente na cultura em torno de 5 dias e a de L-PRF permanece
intacta apds 7 dias. A populacao de leucocitos tem forte influéncia na liberacao
de alguns fatores de crescimento, em especial o TGF-31 (fator de crescimento
transformante 31). Além disto, a técnica de L-PRF é considerada muito mais
simples e menos custosa, ao passo que a producdo do P-PRP requer mais
passos e tempo.

Schar et al. (2015) analisaram a concentracao e cinética de fatores
de crescimento liberados de L-PRF, L-PRP e coagulo natural durante a cultura
in vitro, a migracdo de células tronco mesenquimais e células endoteliais em
resposta aos fatores liberados, bem como as correlacdes entre fatores de
crescimento com a contagem de leucécitos/plaquetas iniciais ou a migracdo
celular induzida. Para preparacdo dos concentrados e coagulo foi utilizado
sangue de 11 homens saudaveis. Foi concluido que em comparacao ao L-PRP,
a L-PRF teve as maiores quantidades liberadas de TGF-R1, um liberar a longo
tempo de fatores de crescimento e indugao mais forte de migracao celular.

Pinto et al. (2014) avaliaram o impacto das caracteristicas da
centrifuga (intensidade da vibrac&o) na arquitetura da fibrina e célula, tanto do
coagulo como da membrana de L-PRF. Foram usadas a centrifuga Intra-Spin
(aprovada pelas agéncias internacionais, CE- European conformity e pela FDA -
Food and Drug Administration para a preparacdo de L-PRF) e trés outras
centrifugas de laboratério (ndo aprovadas pela CE e pela FDA para a preparagao
de L-PRF), ou seja, A-PRF 12, LW - UPDS8 e Salvin 1310. O método usado foi
com o emprego de tubos plasticos revestidos de vidro e forca de 400 g por 12
minutos. A mais baixa temperatura dos tubos foi observada com a centifuga
Intra-Spin, ao passo que a A-PRF e a Salvin promoveram aumento significante
da temperatura. A Intra-Spin e Salvin apresentaram coagulo e membrana de
tamanhos similares. Na microscopia de luz as caracteristicas da L-PRF
(concentracao de corpos celulares na primeira metade da malha de fibrina) foram
similares entre as centrifugas, porém na microscopia eletrbnica com a Intra-Spin

foi detectada matriz de fibrina espessa altamente polimerizada, todas as células
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pareciam vivas com formato normal, incluindo o aspecto superficial texturizado
de linfécitos ativados. Nas demais centrifugas, as membranas apresentavam um
gel de fibrina levemente polimerizado e todos os corpos celulares visiveis
estavam destruidos.

Quatro diferentes centrifugas comerciais para produzir L-PRF,
foram avaliadas por Ehrenfest et al. (2018), seguindo o protocolo original (tubos
de plastico com revestimento de vidro, 400 g de forca, 12 minutos). Na
velocidade classica de producdo do L-PRF, o nivel de vibrac&o indesejavel na
centrifuga L-PRF original (Intra-Spin) é 4,5 a 6 vezes menor do que com outras
centrifugas. O coagulo L-PRF original (Intra-Spin) parecia completamente
distorcido ao usar centrifugas com um nivel de vibracdo mais alto. Segundo os
autores, as caracteristicas da centrifuga e protocolos de centrifugacédo tém um
impacto significante na célula, fatores de crescimento e arquitetura de fibrina da
membrana e coagulo de L-PRF.

Sam et al. (2015) avaliaram as propriedades mecanicas da
membrana de PRF, produzida do sangue de um homem de 25 anos, e
compararam com membranas comerciais (coldgeno de bovino; colageno peixe),
que sdo empregadas na regeneracao 6ssea guiada. O sangue foi coletado em
tubo sem anticoagulante e centrifugado em uma centrifuga de mesa, em 3000
rom por 10 minutos. A membrana de PRF foi preparada por pressionar a PRF
gel entre duas gazes cirtrgicas. De acordo com os autores, a membrana de PRF
nao apresentou as propriedades mecanicas desejadas quando comparada as
membranas de colagenos, sendo que a falta de rigidez e mais rapida degradacao
podem limitar seu emprego na regeneracao 6ssea guiada.

Segundo Hartshorne e Gluckman (2016a), outras modificacdes da
PRF sdo o A-PRF (tipo avancado enriquecido de leucécitos) e o i-PRF (PRF
injetavel), que séo produzidos pela reducdo da velocidade da centrifuga e pela
minimizagéo da infiltragéo de leucdécitos dentro da fragéo de células vermelhas.
Ha também o CGF (fatores de crescimento concentrado), em que as diferentes
velocidades da centrifuga permitem o isolamento da matriz de fibrina que é mais
larga, mais densa e mais rica em fatores de crescimento comparada ao PRF.

Ghanaati et al. (2014) compararam PRF (2700 rpm, 12 minutos)

com A-PRF (1500 rpm, 14 minutos). Pela imuno-histoquimica, os linfécitos T
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(Anti-CD3), linfécitos B (Anti-CD20cy), células-tronco (Anti-CD34 class 1l) e
mondcitos (Anti-CD68) foram verificados nos dois grupos, dentro de 25-30% da
parte proximal do coagulo, sem diferencas estatisticas em termos de distribui¢cdo
das células. As plaquetas (Anti-CD61 platelet glycoprotein llla) foram detectadas
ao longo do coagulo nos dois grupos, embora no A-PRF mais plaquetas foram
encontradas na parte distal, afastadas do “buffy coat’. No A-PRF ocorreu
aumento de granuldcitos neutrofilicos (Anti-CD15) na parte distal do coagulo.
Desta forma, tipos celulares especificos se distribuem de forma diferente
dependendo da forca da centrifuga.

Um estudo, efetuado por Kobayashi et al. (2016), comparou o0s
fatores de crescimento liberados do PRP, PRF e A-PRF produzidos do sangue
de seis doadores humanos, por meio da técnica de ELISA. A maior liberagao foi
de PDGF-AA, seguido por PDGF-BB, TGFB1, VEGF e PDGF-AB. No entanto,
ocorreram diferengcas na cinética de liberagdo entre os concentrados, A-PRF
liberou quantidades totais significativamente maiores de fatores de crescimento

guando comparado ao PRF tradicional.

2.5 Emprego da PRF em pequenos animais

Visser et al. (2010) compararam a concentracdo de TGF-R1 eluido
de uma matriz de PRF, membrana de PRF e coagulo sanguineo, no decorrer do
tempo, assim como os efeitos mitogénicos dos eluentes de cada construgao em
células de tendao canino. Para o estudo foi empregado sangue de 4 caes adultos
da raca Beagle. A membrana de PRF foi preparada de 18 mL de sangue inteiro,
colocado em dois tubos de 9 mL, cada qual contendo citrato tri-s6dio e gel
separador. Os tubos foram centrifugados a 1.100 X g por 6 minutos, criando o
sobrenadante de PRP, que foi transferido a um frasco de vidro contendo cloreto
de calcio. A garrafa foi entdo centrifugada a 4.500 X g por 25 minutos resultando
em membrana circular e plana. A matriz de PRF foi preparada de 9 mL de sangue
inteiro colocado em tubo contendo citrato tri-sddio tamponado, que apoés
centrifugagéo a 1.100 X g por 6 minutos foi separada em componente de células

sanguineas vermelhas e brancas e um componente PRP. O sobrenadante (PRP)
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foi transferido a um tubo cilindrico contendo cloreto de célcio, que apés uma
segunda centrifugacéo (1.450 X g por 15 minutos) resultou em matriz de PRF de
formato cilindrico. Tanto a matriz de PRF como a membrana de PRF foram
compostas de arcabouco de fibrina densa, que continham concentracfes
aumentadas de TGF-R1 e foram capazes de aumentar a proliferacao de células
tendineas, quando comparadas com o codgulo sanguineo.

O efeito de uma membrana de PRF em defeito induzido no tergo
meédio do tendao patelar de ambos os membros, em oito cdes da raca Beagle,
foi avaliado por Visser et al. (2011). Suturas em padrdao U horizontal foram
colocadas através do remanescente do tenddo e a membrana de PRF autbloga
foi enrolada para formar um tubo, colocada no defeito e suturada no
remanescente do tenddo. O defeito contralateral foi deixado vazio. Para
producdo da membrana foi coletado 18 mL de sangue da veia jugular externa
com cateter e colocado em 2 tubos de 9 mL, contendo citrato tri-sédio e um
separador de gel. Os tubos foram centrifugados a 1.100 X g por 6 minutos. O
sobrenadante do PRP de ambos os tubos foram transferidos com agulha calibre
18 e seringa de 20 ml para um frasco de vidro que continha 1.0 M de cloreto de
calcio. O frasco foi imediatamente centrifugado a 4.500 X g por 25 minutos,
resultando em uma membrana de fibrina, circular, plana e densa. Tanto o defeito
tratado como o controle estavam preenchido por tecido de reparacdo por 4
semanas. Segundo 0s autores, a membrana ndo aumentou a qualidade ou a
taxa de cicatrizacéo do defeito tendineo.

Soares et al. (2018) descreveu o caso de um gato de 13 anos de
idade com fistula oronasal, que havia sido submetido a dois procedimentos
cirdrgicos prévios sem sucesso e foi tratado por uma nova abordagem. Esta
incluia a aplicacdo de uma malha de policaprolactona impressa tridimensional e
adaptada ao tamanho e forma da fistula, em combinacdo com PRF autélogo e
aspirado de medula 6ssea coletado do umero, que foram recobertos por um
retalno pedicular mucogengival. Para a produgdo da PRF o sangue foi
centrifugado por 3000 rpm por 10 minutos e, antes da aplicagéo, a fragéo de
hemacia foi desprezada. Uma tomografia 75 dias apds a cirurgia mostrou a
formacao do novo tecido no defeito, porém o implante néao foi observado e havia

evidéncia limitada da consolidacéo éssea.
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TRABALHO CIENTIFICO

Artigo cientifico a ser enviado para Journal of Feline Medicine and

Surgery: https://journals.sagepub.com/author-instructions/JFM

Preparo e caracterizacdo de membrana de fibrina rica em plaquetas e leucécitos

com sangue de gatos da raca Maine Coon

Resumo

Objetivos: Preparar e caracterizar, por meio de analise histolégica, imuno-histoquimica e
microscopia eletronica de varredura (MEV), a membrana de fibrina rica em plaquetas e
leucdcitos (L-PRF) produzida a partir de sangue de gatos da raca Maine Coon.

Métodos: De acordo com o critério de inclusdo foram utilizados 13 gatos adultos
saudaveis, com peso variando entre 3,1 kg e 7,5 kg, dos quais foi coletado sangue da veia
jugular externa com escalpe 21G e tubo pléstico siliconizado a vacuo. Dois tubos com 3
mL de sangue cada um foram centrifugados imediatamente a coleta, empregando
centrifuga especializada para esta aplicacdo, 650 g por 12 minutos. O coagulo de L-PRF
foi retirado do tubo utilizando uma pinca e com uma espatula foi cuidadosamente
escarificado para retirar o maximo de células vermelhas, preservando a regido do “buffy
coat” (camada celular). Na sequéncia o coagulo de L-PRF foi posicionado sobre a malha
metalica perfurada e comprimido com a tampa, por 30 a 60 segundos, obtendo-se a
membrana de L-PRF.

Resultados: Pela anélise histol6gica com a coloracdo Hematoxilina e Eosina foi possivel
distinguir as trés por¢des que compunham a membrana: parte branca, “buffy coat” e parte
vermelha. Na parte branca a rede de fibrina mostrava-se homogénea e sem presenca de
células. A rede de fibrina mostrava-se mais densa proxima ao “buffy coat”. Na area do
“buffy coat” havia a maior concentracdo de leucocitos, porém as plaquetas foram de
dificil identificacdo. O exame imuno-histoquimico das membranas mostrou que 69,23%
das amostras tiveram escore 4 para VEGF e 30,77% escore 3, a0 passo que no PDGF

53,85% tiveram escore 3 e 46,15% escore 2. Pela MEV foi possivel verificar a arquitetura
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tridimensional da rede de fibrina. Na area do “buffy coat” a morfologia das células estava
preservada, sendo composta principalmente de leucdcitos e plaquetas.

Concluséo e relevancia: A metodologia empregada permitiu caracterizar a composicao
da membrana de L-PRF em gatos Maine Coon, que apresenta tipos celulares e arquitetura
de rede de fibrina similares ao descrito para a espécie humana.

Introducéo

Os concentrados plaquetarios autlogos tém sido usados na medicina
regenerativa, principalmente em pacientes humanos, em virtude da abundancia de fatores
de crescimento, incluindo areas como cirurgia maxilofacial, dental e oral, cicatrizacdo de
feridas e medicina do esporte, entre outros (SIMONPIERI et al., 2012; ARNOCZKY e
SHEBANI-RAD, 2013; ALIZADE et al., 2016; MUNOZ e HAIDAR, 2018).

Os métodos de obtencdo de agregados plaquetéarios tém apresentado grande
evolucdo e varias nomenclaturas (ARNOCZKY e SHEBANI-RAD, 2013;
HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016a; MUNOZ e HAIDAR, 2018). Baseado em um
consenso, hé& quatro principais categorias de concentrados plaquetarios, considerado o
contetdo de leucdcitos e arquitetura de fibrina: P-PRP (plasma rico em plaguetas puro),
L-PRP (plasma rico em plaquetas em leucdcitos), P-PRF (fibrina rica em plagueta pura)
e L-PRF (fibrina rica em plaqueta e leucécito) (EHRENFEST et al., 2009; EHRENFEST
et al., 2013). Os dois ultimos estdo incluidos dentro dos biomateriais a base de fibrina
solidos (EHRENFEST et al., 2009; HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016a).

Entre os concentrados plaquetarios, a L-PRF tem sido cada vez mais utilizada, em
virtude da simplicidade e rapidez da preparacdo, facilidade de uso e maleabilidade, e
provavel custo-efetividade (SIMONPIERI etal., 2012; MADURANTAKAM et al., 2015;
GIANNINI etal., 2015; ALIZADE et al., 2016; HARTSHORNE e GLUCKMAN 2016b;
ZUMARAN et al., 2018). A técnica para producdo da L-PRF consiste em centrifugar o
sangue venoso imediatamente apds a coleta em tubo sem anticoagulante, aditivos ou
quaisquer outros agentes gelificantes (EHRENFEST et al., 2009; MADURANTAKAM
etal., 2015; MUNOZ e HAIDAR, 2018), para que ocorra a concentracdo de fibrinogénio
antes que a trombina o converta em fibrina (ALIZADE et al., 2016). Durante a
centrifugagdo em baixa velocidade, h4 a ativacdo sanguinea com a formacdo de um

coagulo de plaqueta-fibrina, que permanece no meio do tubo de centrifugacdo, estando
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as células sanguineas vermelhas no fundo e o plasma acelular no topo (EHRENFEST et
al., 2009; MADURANTAKAM et al., 2015; ALIZADE et al., 2016). O coagulo pode ser
aplicado diretamente na area de interesse, ou pode ser transformado em membrana, pela
compressao entre gazes ou com equipamento especifico, ou mesmo aplicado como plugue
(KOBAYASHI et al., 2012; HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016a; UPADHAYAYA
etal., 2017; ZUMARAN et al., 2018).

A L-PRF ¢é um biomaterial tridimensional ativo biologicamente, que permite a
migracdo e proliferacéo celular, aléem da liberacdo de fatores de crescimento, tais como
TGF-B 1 e PDGF, bem como citocinas (DOHAN et al., 2006; SCHAR et al., 2015;
ALIZADE et al., 2016; UPADHAYAYA et al., 2017; ZUMARAN et al., 2018). A
complexa arquitetura da matriz de fibrina contribui para que as propriedades mecanicas
sejam favoraveis (UPADHAYAYA et al., 2017).

A despeito da simplicidade desta segunda geracdo de concentrado plaquetario,
varios detalhes técnicos, incluindo as caracteristicas da centrifuga utilizada bem como os
protocolos de centrifugacdo, podem influenciar na qualidade do biomaterial obtido em
termos de células, fatores de crescimento e arquitetura da fibrina (PINTO et al., 2014;
HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b; EHRENFEST et al., 2018).

Vale referir que os felinos apresentam varias afeccdes de carater cirurgico,
incluindo pele, tecidos moles e a area de ortopedia e traumatologia (MONTAVON et al.,
2009; LANGLEY-HOBBS et al., 2014), que justificariam o emprego deste biomaterial.
Contudo, ha ainda poucos relatos da aplicacdo de PRFs em gatos (SOARES et al., 2018).

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi preparar e caracterizar, por meio
de analise histologica, imuno-histoquimica e microscopia eletrdnica de varredura (MEV),

a membrana de L-PRF com sangue de gatos da raca Maine Coon.

Materiais e métodos
Animais e ambiente de experimentacao

A metodologia adotada no presente trabalho foi aprovada pela Comisséo de Etica
em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista (Unesp) — Botucatu, numero 184/2018-CEUA (Anexo 1).
Antes do inicio do estudo, todos os tutores assinaram Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Foram utilizados 15 gatos ndo castrados da raga Maine Coon, 11 fémeas e 4
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machos, com peso variando entre 3,1 e 7,5 kg (Média: 5,69; DP:1,37). Para comprovacgao
da higidez, os gatos foram avaliados pelo historico, exame fisico, analises bioquimicas
(Ureia, Creatinina, Fosfatase Alcalina, Transaminase glutamico-pirdvica) e hemograma
completo, cujos valores necessitavam estar dentro dos padrGes de normalidade
(determinado pelo laboratdrio de realizacdo das anélises), os quais foram especificados
no critério de inclusdo. Foram considerados critérios de exclusdo gatos positivos para FIV
(virus da imunodeficiéncia felina) e FELV (virus da leucemia felina), que tivessem sido
submetidos a procedimentos cirdrgicos a pelo menos 6 meses e recebido medicagdes de

uso continuado.

Coleta das amostras sanguineas

Apos antissepsia com clorexidine alcodlico na regido cervical, foi coletado sangue
da veia jugular externa com escalpe 21G (Becton Dickinson - BD Vacutainer; Juiz de
Fora, Brasil) assim distribuido: dois tubos de plastico siliconizados a vacuo, sem presenca
de aditivos (BD Vacutainer; Juiz de Fora, Brasil), com 3 mL em cada um para preparagdo
da PRF; 0,5 mL em tubo EDTA a vacuo (BD Vacutainer; Juiz de Fora, Brasil) para o
hemograma completo; 0,5 mL em tubo seco & vacuo com ativador de coagulo (BD

Vacutainer; Juiz de Fora, Brasil) para os exames bioguimicos.

Protocolo para a preparacdo da membrana de L-PRF

Os tubos siliconizados a vacuo foram centrifugados, imediatamente ap0s a coleta,
empregando centrifuga especializada para esta aplicacdo (FibrinFUGE® - LC-04P-
S/LCD; Montserrat Import & Export; Sdo Bernardo do Campo, Brasil), a 650 g por 12
minutos a temperatura ambiente. A centrifuga digital tem nivel de vibracdo abaixo de
0,50 m/s?, angulo de 259, raio central de 65 mm, motor de inducao, 5 rampas de aceleracio
e desaceleracdo (Figura l1a). Ao final da centrifugacdo, o tubo foi retirado sendo
observada trés camadas (Figura 1b): ao fundo, as células vermelhas precipitadas
formando um coéagulo; ao centro, o coagulo de fibrina (L-PRF); e no topo, o liquido de
plasma pobre em plaquetas (PPP). Intermediario ao coagulo de fibrina e ao coagulo

sangue, encontrava-se o “buffy coat”.
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Figura 1 (a) Centrifuga especializada para producdo da L-PRF (FibrinFUGE). (b) Tubo
apos a centrifugacao de sangue felino, no qual se observa trés camadas: células vermelhas,
coagulo de fibrina (seta vermelha) e plasma pobre em plaquetas

O coéagulo da L-PRF foi retirado do tubo utilizando uma pingca e com uma espatula
foi cuidadosamente escarificado para retirar o maximo de células vermelhas, preservando
aregido do “buffy coat”. Na sequéncia 0 codgulo da L-PRF foi posicionado sobre a malha
metalica perfurada (20 cm x 10 cm x 3 cm) e entdo comprimido, por 30 a 60 segundos,
pelo posicionamento da tampa de metal especifica sobre 0 mesmo, a qual pesava 116
gramas (Fibrin box®; Montserrat; Sdo Paulo, Brasil) (Figura 2). Apds a remoc¢édo da
tampa, foi possivel verificar a membrana de L-PRF pronta para o uso (Figura 3).

Figura 2 Note a malha perfurada e tampa da Fibrin box® (a), bem com os demais acessorios
utilizados na producdo da membrana de L-PRF (b)



26

Figura 3 Membranas de L-PRF produzidas com sangue felino
sobre a malha perfurada

Processamento para analise histoldgica das membranas de L-PRF

Um total de 13 membranas foram acondicionadas em cassetes e fixadas em
solucéo de formalina tamponada a 10% por 24 horas. A seguir foram lavadas em agua
corrente durante 48 horas e, mantidas no alcool a 70% até o processamento. As amostras
foram incluidas em parafina e processadas para obtencdo de cortes histolégicos de 5 um,
que foram corados com Hematoxilina e Eosina.

As amostras foram avaliadas quanto a presenca da rede de fibrina e identificacdo

das celulas presentes dentro das diferentes por¢des da membrana.

Processamento e andlise imuno-histoquimica das membranas de L-PRF

A coloragdo imuno-histoquimica para fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) foram efetuadas para
avaliar a presenca de fatores de crescimento na membrana. Para tanto, empregou-se 0
método de peroxidase e tetracloreto de 3,3 diaminobenzidina (DAB). As laminas foram
desparafinadas em xilol e reidratadas em diferentes graduacbes de &lcool. Para a
recuperacdo do antigeno, as laminas foram incubadas em tampdo citrato (pH 6,0) em
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panela de pressdo (Pascal®; Dako, Carpinteria, CA, USA). Posteriormente as laminas
foram colocadas na plataforma automatica (AutoStainer; Dako, Carpinteria, CA, USA).
O VEGF foi detectado com anticorpo monoclonal de camundongo (Cell signaling;
Danvers, MA, USA) com a diluicdo de 1 em 500 e o anticorpo monoclonal PDGF de
camundongo (Cell signaling; Danvers, MA, USA) com a diluicdo de 1 em 500, por duas
horas. A marcacdo imunoldgica foi realizada pelo método Histofine (414154F; Nichireli
Biosciences, Tokyo, JP). As sec¢des foram contra coradas com a hematoxilina. O controle
positivo consistiu em uma placenta de gata. O controle negativo foi realizado para todos
os anticorpos pela omissdo do anticorpo primario e substituicdo com solucdo salina
tamponada com Tris.

A analise imuno-histoquimica foi realizada em 13 membranas, de acordo com o
previamente descrito (DOS ANJOS et al., 2019), por meio de microscopia Optica e escore
semiquantitativo, sendo: escore 0 — amostra sem expressdo, escore 1 — células positivas
de 1% até 25%, escore 2 - células positivas de 26% até 50%, escore 3 - células positivas

de 51% até 75%, escore 4 — acima de 75% das células positivas.

Processamento das membranas de L-PRF para microscopia eletronica de varredura

A preparacdo das amostras foi efetuada no Centro de Microscopia Eletrdnica
(CME) do Instituto Biociéncia da UNESP Campus Botucatu.

As membranas foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampé&o fosfato 0,1M, pH
7,3, em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram lavadas em agua
destilada, pés-fixadas em tetroxido de 6smio 0,5% por 40 minutos, e lavadas em agua
destilada (3 vezes de 10 minutos). Em seguida, foi realizada as etapas de desidratacdo em
série crescente com alcool em 7,5%, 15%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100%. Apés a
desidratacéo, foi realizada secagem ao ponto critico, montagem nos “stubs” e metalizacao
com ouro. As amostras foram analisadas empregando microscopio eletronico de
varredura (FEI Quanta 200; FEI Company, Oregon, USA), tendo sido efetuadas
fotografias com 12,5 Kv usando de 600x a 20,000X de magnificacdo. Um total de cinco
membranas foram avaliadas a qualidade da rede de fibrina e a distribuicao celular dentro
das diferentes por¢oes da membrana.



28

Resultados

Dos 15 gatos da raca Maine Coon avaliados, somente 13 gatos, 11 fémeas e 2
machos, com idade entre 1 ano 7,6 anos (Média: 2,7 anos), com peso variando entre 3,1
kg e 7,5 kg (Média: 5,69; Desvio Padréo:1,37) estavam dentro do critério inclusdo para o
estudo. Dois gatos foram excluidos do estudo porgue a contagem de trombacitos estava
abaixo do limite de normalidade.

A coleta e a centrifugacao foram efetuadas sem intercorréncia, apés as quais foi
obtida as trés camadas do concentrado plaquetario. A camada base com hemécias foi
facilmente separada do coagulo de L-PRF com 0 emprego da espatula. A tampa do “Fibrin
box” permitiu a formacdo da membrana de L-PRF de forma uniforme.
Macroscopicamente ndo foi identificado impregnacdo de hemécias na camada média.

Foram formadas 26 membranas, das quais cinco foram para a analise pela MEV.

Andlise histoldgica das membranas

Em todas as amostras avaliadas foi possivel distinguir histologicamente a
composigao das trés por¢des da membrana: parte vermelha, “buffy coat” (camada celular)
e parte branca (Figura 4).

As hemécias foram identificadas pela morfologia caracteristica, apresentando
células anucleadas com aspecto de disco bicéncavo e coloracdo rosa/vermelho,
localizadas principalmente na parte vermelha da membrana. Também foi observado na
mesma porcao, pequena densidade de leucécitos interpostos com hemacias.

A parte branca estava constituida por uma rede de fibrina homogénea, de
coloragdo rosea clara, acidofilica e acelular. A camada da rede de fibrina mostrava-se
mais densa proxima ao “buffy coat” devido ao aumento da concentragdao das células,
formando um arcabouco no qual essas células ficavam acondicionadas (Figura 5).

Na area do “buffy coat” foi possivel observar maior concentra¢do de leucdcitos,
predominantemente neutrofilos, que foram identificados por suas caracteristicas
morfologicas, apresentando nucleo lobular multi-segmentado (dois a cinco I6bulos) e
abundante citoplasma acidofilico (Figura 6). Também foram identificados linfécitos,
células de nucleo grande e esférico com cromatina condensada, com citoplasma basofilico
escasso; e plaquetas, pequenas células anucleadas (Figura 6). Ndo foi possivel a
identificacdo de todas as células devido a grande concentracao celular nessa regido.
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Figura 4 Fotomicrografia de membrana de L-PRF felina. Note a intensa rede de fibrina
acidofilica acelular (seta branca). Observe a area do “buffy coat”, na qual é identificada
a maior concentracdo celular, constituida predominantemente de leucdcitos (seta
amarela). Na porcao vermelha da membrana sdo visualizadas as heméacias coradas em
rosa/vermelho interpostas com alguns leucdcitos (seta vermelha) (HE, 200X).



Figura 5 Fotomicrografia de membrana de L-PRF felina. Observe a arquitetura

da rede de fibrina mais densa (seta espessa) proximo ao “buffy coat” e rede
mais delgada (seta fina) na porcao distante do “buffy coat”. (HE, 100X)

Figura 6 Fotomicrografia de membrana de L-PRF felina. Area do “buffy coat”
e porcdo vermelha da membrana. Note a grande concentracdo celular
constituida principalmente por neutréfilos segmentados (seta cheia) e linfdcitos
(cabeca de seta). Observe o aglomerado plaquetario (seta vazia). (HE, 1.000X)
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Analise imuno-histoquimica das membranas
Os resultados da analise imuno-histoquimica das membranas de PRF estdo

descritos na Tabela 1 e ilustrados nas Figuras 7 e 8.

Tabela 1 — Escores semiquantitivos da coloragdo imuno-histoquimica para fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento derivado de plaguetas
(PDGF) em 13 membranas de L-PRF felina.

Identificacdo das

AMostras VEGF PDGF
1 4 3
2 4 3
3 4 2
4 4 3
5 3 2
6 4 2
7 4 3
8 3 2
9 4 3
10 3 3
11 4 2
12 3
13 4 3

escore 0 — amostra sem expressao, escore 1 — células positivas de 1% até 25%, escore 2 -
células positivas de 26% até 50%, escore 3 - células positivas de 51% até 75%, escore 4
—acima de 75% das células positivas
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Figura 7 Coloracéo imuno-histoquimica para fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) em membrana de L-PRF felina. Observe a alta expressdo de PDGF, com
componente celular classificado em escore 2 (células positivas de 26% até 50%) (detalhe).
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Figura 8 Coloracdo imuno-histoquimica para fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) em membrana de L-PRF felina. Note a classificacdo em escore 4 (acima de 75%
das células positivas) da expressdo de VEGF na membrana (detalhe). Ha expressao
positiva no componente celular e matriz da membrana. Verifique a expressao negativas
nas hemaéceas (asterisco).

Analise das membranas por MEV

Pela MEV foi possivel verificar a arquitetura tridimensional da rede de fibrina
(Figura 9a), que se mostrava mais compacta na area proxima ao “buffy coat”.

Na érea do “buffy coat” a populagdo celular tinha bom formato, sem sinais de
danificagédo, sendo composta principalmente por leucdcitos e plaquetas (Figuras 9b e 9c).
Os leucdcitos foram identificados como estruturas esféricas com superficie irregular. As
plaquetas tinham formato discoide ou arredondado, com menor tamanho comparado aos
leucocitos e hemécias.

Na parte vermelha foram observadas hemécias entremeadas a rede de fibrina
(Figura 9d). Em locais com presenca de fibrina e células, a fibrina apresentava-se com

arcabouco para hemaécias, leucécitos e plaquetas (Figura 10).
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Figura 9 Imagem na microscopia eletronica de varredura de membrana de L-PRF felina.
(@) Note a parte branca da membrana caracterizada exclusivamente pela rede de fibrina
(2400x). (b) Area do “buffy coat, na qual se observa uma alta concentragio celular,
seguida por densa rede de fibrina (600x). (c) Detalhe das células da area do “buffy coat,
na qual € possivel observar as células entremeadas na rede de fibrina (5000x). (d) Note a
porcdo de célula vermelha da membrana com aglomerado de hemécias junto a rede de

fibrina. (10000x)
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Figura 10 Imagem na microscopia eletrénica de varredura de membrana de L-
PRF felina. Note a rede de fibrina como um arcabouco para plaquetas (seta

vermelha), leucécitos (seta branca) e hemacias (seta azul) (10000x)

Discusséo

Para melhor caracterizagdo da membrana de L-PRF optou-se no atual estudo pelo
uso de um grupo controlado de acordo com o padréo racial, tendo sido escolhido os gatos
Maine Coon, por ser uma das maiores racas de gatos domesticos.

J& que ndo existem protocolos especificos para produgdo do L-PRF em gatos, a
metodologia utilizada foi baseada no estabelecido para pacientes humanos
(MADURANTAKAM et al., 2015), levando em consideracdo que a qualidade da
membrana de L-PRF obtida pode ser influenciada pelo intervalo de tempo entre coleta e

centrifugagdo, tipo de tubo empregado na coleta, qualidade do equipamento para a
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centrifugagéo, velocidade de centrifugagdo (ARNOCZKY e SHEBANI-RAD, 2013;
HARTSHORNE e GLUCKMAN 2016b; EHRENFEST et al., 2018).

Com o uso do tubo a vacuo foi possivel rapida coleta de amostras sanguineas, que
foram imediatamente processadas. O sucesso na producdo do L-PRF é dependente da
rapidez da coleta do sangue e sua transferéncia para a centrifuga, ou seja, dentro de dois
minutos (ALIZADE et al., 2016; HARTSHORNE e GLUCKMAN 2016b). Se houver
demora, o fibrinogénio nao pode ser concentrado na parte superior e média do tubo, ja
que é necessario concentrar o fibrinogénio antes da trombina converté-lo em fibrina
(ALIZADE et al., 2016). A falha metodoldgica pode ser identificada pela presenca de
coagulos diminutos e impregnacdo de hemaécias na rede de fibrina (OLIVEIRA et al.,
2017), as quais ndo foram identificadas macroscopicamente ou pela analise histolégica
no atual estudo. Além disso, se ocorrer falha na preparacéo pode haver uma polimerizagdo
difusa da fibrina, que ndo é ideal para cicatrizacdo tecidual (HARTSHORNE e
GLUCKMAN 2016b)

O tubo de coleta de sangue utilizado foi de material plastico siliconizado sem
anticoagulante, que permitiu o desencadeamento do processo de coagulagdo. Outros
autores tém recomendado o emprego de tubo de vidro seco ou tubos de pléstico coberto
com vidro (EHRENFEST et al., 2010; ZUMARAN et al., 2018), ndo tendo sido
detectadas diferencas na arquitetura da PFR ao se comparar estes dois tubos de coleta
(EHRENFEST et al., 2010). Além disso, foram empregados dois tubos com 3mL de
sangue nao apenas pela necessidade de processamento de duas membranas, mas também
com o intuito de se obter um balango entre tubos opostos. Importante citar que as forcas
precisam estar equilibradas para evitar vibracbes durante a centrifugacao
(HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b).

Mesmo usando o tempo de 12 minutos, na velocidade da centrifuga a 400 g, ndo
foi possivel obter uma separacdo adequada das trés camadas ou volume suficiente para a
producdo da membrana e, apds varias tentativas, adotou-se 650 g, valor mais alto que o
indicado pelo fabricante (400 g) para o protocolo da L-PRF para pacientes humanos.
Contudo, ao se calcular o valor em forca g deste equipamento, 650 g equivale a 3110 rpm.
A centrifugacdo a 3000 rpm tem sido adotada por varios autores para a producgéo da L-
PRF em pacientes humanos (HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b; SAM et al., 2018;
ZUMARAN et al., 2018), assim como o descrito no caso clinico de um felino (SOARES

etal., 2018). Dependendo da forca g e da duragéo da centrifugacgéo a resultante construgédo
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de fibrina rica em plaqueta pode variar em consisténcia, desde uma substancia como gel
a uma membrana de fibrina densa (ARNOCZKY e SHEBANI-RAD, 2013). Em todas as
amostras sanguineas colhidas no atual estudo foi possivel comprovar a formacgédo da
membrana de L-PRF, tanto pela macroscopia como pela histologia e MEV.

A centrifuga empregada no presente estudo foi desenvolvida especificamente para
a producdo de L-PRF, sendo autorizada pela ANVISA. Vale referir que embora varios
estudos em pacientes humanos usem os mesmos parametros de centrifugacdo, ou seja, a
mesma forca g e tempo de centrifugacgdo, as caracteristicas da centrifuga empregada pode
ainda induzir variacbes na qualidade da membrana de PRF (PINTO et al., 2014;
EHRENFEST etal., 2018). Por isso, centrifugas desenvolvidas e testadas especificamente
para a producdo da membrana PRF sdo as mais indicadas (EHRENFEST et al., 2018).

Como o processo de compressdao do coagulo pode influenciar a qualidade da
membrana de L-PRF, no atual estudo empregou-se a “Fibrin box”. Equipamentos
especificos como “BoX grid” ou colher de metal permitem uma preparagdo padronizada
e homogénea da membrana de PRF (KOBAYASHI et al., 2012; HARTSHORNE e
GLUCKMAN, 2016b), fato também verificado no atual estudo. No entanto, a presséo
gentil é importante, ja que se o coagulo for comprimido com muita forga ou por muito
tempo ocorre encolhimento de rede de fibrina, liberacdo de fatores de crescimento,
desidratacdo e dano de leucécitos (HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016b). As
caracteristicas histologicas e da MEV confirmaram a qualidade das membranas obtidas.

Pela analise histoldgica foi possivel distinguir a parte branca, “buffy coat” e parte
vermelha da membrana, com rede de fibrina mais densa proxima ao “buffy coat”. Isso
também foi observado em estudo com outro tipo de concentrado plaquetario (Fatores de
crescimento concentrado), que atribuiu a resposta mecanica do material a arquitetura da
rede de fibrina (BORSANI et al., 2015). Pela MEV foi identificada uma rede de fibrina
tridimensional, que serviu de arcabougo para as células. A densidade e composicdo da
matriz de fibrina sdo considerados parametros fundamentais em um concentrado
plaquetario (EHRENFEST et al., 2009).

A coloragdo com Hematoxilina e Eosina permitiu identificar os leucocitos no
“buffy coat”, mas ndo houve uma clara identificagdo das plaquetas, as quais foram
observadas mais nitidamente pela MEV. Também estudos empregando sangue humanos
citaram a dificuldade na caracterizagéo das plaquetas em colora¢des como Hematoxilina
e Eosina bem como o Tricromico de Masson (BORSANI et al., 2015). A MEV permitiu
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distinguir plaquetas ativadas e células em bom formato, sugerindo que a velocidade da
centrifugacdo e o tipo centrifuga utilizados no volume de 3 mL de sangue nao atuaram de
forma deletéria na formacdo da membrana L-PRF. A preservacdo do contetudo celular é
necessaria para que ocorra a regulacéo do processo inflamatorio, ja que a atuagdo de uma
populacéo de células danificadas provavelmente ocorrera de forma inadequada em termos
de potencial clinico e biolégico (PINTO et al., 2014; EHRENFEST et al., 2018).

Os fatores de crescimento existentes nos concentrados plaquetarios, tais como
VEGF, PDGF, TGF-B, EGF, IGF-I e HGF, contribuem para regeneracao de tecidos moles
e duros, bem como a cicatrizagdo de feridas apos lesdo tecidual (CARUANA et al., 2019).
Pela imuno-histoquimica as amostras foram positivas para ambos marcadores testados.
Contudo, 69,23% das amostras tiveram escore 4 para VEGF e 30,77% escore 3, a0 passo
que no PDGF 53,85% tiveram escore 3 e 46,15% escore 2. Desta forma, parece haver
uma maior expressdo do VEGF, que tem entre suas acdes bioldgicas a regulacdo da
permeabilidade vascular, o inicio da angiogénese, além da inducdo da regeneracdo do
tecido 6sseo (FUJIOKA-KOBAYASHI e MIRON, 2017; CARUANA et al., 2019). Foi
citado que a membrana de PRF tem capacidade de ficar intacta por pelo menos 7 dias,
com liberagdo de VEGF, TGFBl, PDGF-AB e proteinas da matriz ou citocinas
(HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016a). Como o PDGF é dependente da presenca de
outros fatores de crescimento e tem por acdo a quimiotaxia de fibroblastos, macrofagos e
outros leucécitos (CARUANA et al., 2019), isso pode ter influenciado na sua menor
expressdo comparado ao VEGF no atual estudo. Em um estudo avaliando trés
concentrados de plaqueta humanos (PRP, PRF, e PRF avancado) foi observado que a
maior liberacdo, quantificada pelo método de ELISA, ocorreu com 0 PDGF-AA, seguido
pelo TGF-betal, PDGF-BB, PDGF-AB, VEGF, EGF e IGF (KOBAYASHI et al., 2016).
Desde que PDGF tem meia-vida curta, a matriz de PRF se mantem como suporte para o
seu liberar vagaroso e gradual (FUJIOKA-KOBAYASHI e MIRON, 2017). Desta forma,
faz-se necessario outros estudos que avaliem a liberacdo dos fatores do crescimento na L-

PRF de felinos de acordo com o tempo.

Conclusodes
Foi possivel concluir que a metodologia empregada permitiu isolar e caracterizar
a composicdo da membrana de L-PRF em gatos Maine Coon, que apresenta tipos

celulares e arquitetura de rede de fibrina similares ao descrito para a espécie humana.
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