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RESUMO

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

Rattus novergicus (Wistar).

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

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

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

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

concentration, Rattus novergicus, Wistar.
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1. INTRODUGAO

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

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

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

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

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

plaquetaria e boa visualizagdo morfoldgica.



2. PARAMETROS E PROTOCOLOS DIFERENCIADOS NA ELABORAGAO
DO PRP

A literatura relata que tanto as condi¢cdes operacionais, quanto a padronizacao das
etapas envolvidas na elaboracao do PRP, ainda sao diversificadas. O sucesso e insucesso
estdo intimamente ligados a padronizagao do método empregado e os estudos demonstram
a falta da uniformizag¢ao dos protocolos que, no geral, apresentam diferentes concentragbes
de plaquetas e fatores de crescimento (FCs) (PEREZ; SANTANA 2013).

Durante todo o periodo de utilizagdo do PRP, varios procedimentos técnicos foram
desenvolvidos para sua obtencéo, podendo ser por meio de “kits” ou método aberto (figura
1) (COSTA; SANTOS, 2016). Em ambos os casos, os protocolos metodoldgicos se diferem
tanto na questao qualitativa quanto na questao quantitativa para obtengéo de concentragdes
viaveis plaquetarias e, consequentemente, seus FCs (MARQUES et al., 2014). Os
procedimentos utilizados e descritos na literatura conduzem a diferentes produtos, com
diferentes atividades fisiologicas e oscilagdes de 3 a 27 vezes na concentragao de fatores
de crescimento e na cinética de liberagdo. Como sdo muitas as variaveis envolvidas, os
PRPs sé&o preparados e obtidos diferencialmente uns dos outros (PEREZ; SANTANA 2013).
Isto posto, observa-se que ndo ha uma padronizagao linear, apesar da suma importancia
clinica/cientifica para a obtengdo do produto final. O conhecimento e a padronizagao dos
parametros metodologicos para cada espécie € importante, principalmente nas que
mimetizam condigdes em seres humanos (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007).

A literatura demonstra que os valores de referéncia hematologicos dos ratos da
linhagem Wistar sdo similares aos valores de referéncia para humanos, com excegao da
quantidade de hemacias e de plaquetas. Os ratos possuem uma quantidade maior destes
dois parametros, o que confere maior viscosidade ao sangue e rapida coagulagdo (MELO
et al.,, 2012). Desta forma, escolhas protocolares errébneas podem induzir a resultados
falsos, além da perda de tempo e gastos econémicos (LIMA, et al.,, 2014). Com tantas
informacdes e parametros diferentes, ndo € de se admirar que um investigador possa ter
duvidas sobre qual metodologia seguir para atingir uma concentragao final com os melhores
resultados (MARX et al., 2004, CHEN; ZHANG; WU, 2010).



Figura 1- Preparo do plasma rico em plaquetas

(A) Centrifuga; (B) preparagao para a centrifugagao; (C) obtencéo de trés fragdes celulares sanguineas.
Fonte: Pelo autor.

2.1 Plaquetas: Morfologia, Funcao, Ativacao e Receptores

2.1.1. Morfologia Estrutural

As plaquetas, também conhecidas como trombdcitos, originam-se de pequenos
fragmentos citoplasmaticos anucleados dos megacariocitos (figura 2) (KAJIHARA et al.,
2007; COLLER et al., 2010; COCCO, 2016). Nos mamiferos, cada megacariocito produz
entre 1 a 2 mil plaquetas anucleadas, sendo heterogéneas quanto ao tamanho, densidade
e reatividade (WENDLAND; FARIAS; MANFROI, 2009). As plaquetas possuem forma
discoide e membrana trilaminar composta por uma camada externa e outra camada interna
(CASTRO et al., 2006). A porcao externa (fosfolipidica) é constituida por um sistema
canicular aberto (SCA), responsavel pela troca molecular plagquetaria com o meio externo e
ativacao de plaquetas vizinhas, quando ocorre aumento da concentracao citoplasmatica de
calcio (Ca?*) (GONCALVES, 2012). Desta forma, ocorre a liberagdo do contetudo dos a-
granulos e granulos densos através do SCA (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Tal sistema
também funciona como uma reserva, para que durante a ativagao plaquetaria haja emissao
de pseudopodes, permitindo dessa forma, a libertacdo dos componentes contidos nos
granulos intracelulares (ITALIANO et al., 1999; CASTRO et al., 2006; COCCO, 2016).



Figura 2 - Origem e morfologia estrutural de uma plaqueta
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(A) Megacariécito: liberagao de fragmentos (plaquetas). (B) Morfologia Plaquetaria: Membrana Fosfolipidica
com sistema canicular aberto. Organelas: a-granulos, granulos densos, lisossomas, sistema tubular denso,
mitocondrias, reservas de glicogénio, microtubulos, actina e miosina.

Fonte: Adaptado de Mckenzie; Williams (2014) e Seoane et al. (2002).

Quanto a porgao interna, o citoplasma é claro, com poucas organelas e organizado
com lisossomos; peroxissomos; complexo de spliceossomo; proteassomo; ubiquitina;
granulos de glicogénio; mitocéndrias e microtubulos que estdo localizados ao redor da
periferia celular em um citoesqueleto bem definido e altamente especializado (EVERTS et
al., 2006; GONCALVES, 2012; OLIVEIRA et al., 2013; COCCO, 2016). O citoesqueleto é
formado a base de espectrina, actina, miosina e anel marginal de microtubulos espirais
(MEHTA; WATSON, 2008). Esta estrutura € a responsavel pelo formato discoide da
plaqueta em repouso ou possibilita o rearranjo conformacional quando ativada
(GONGALVES, 2012; OLIVEIRA et al., 2013).

Os a-granulos sado as organelas mais abundantes no citosol plaquetario,
mantenedoras das proteinas relevantes para a fungdo hemostatica (OLIVEIRA et al., 2013).
Séao subdivididos em duas classes a-granulos que contém um numero maior de fibrinogénio
e 0 a-granulos que expressam maior quantidade do fator de von Willebrand (FvW)
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(SEHGAL; STORRIE, 2007; SEMPLE; ITALIANO; FREEDMAN, 2011; STOCKHAM,;
SCOTT, 2011;). Os a-granulos contribuem para a homeostasia por meio dos fatores
mitogénicos, fatores de coagulagao, fatores de adeséo, fator V, quimiocinas, 'P-selectinas,
moléculas de adesao celular endotelial plaguetaria (PECAM-1), fator 4 plaquetario, -
tromboglobulina, trombospondina e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
(CASTRO et al, 2006; GONCALVES, 2012). Colaboram também quanto ao
armazenamento e exposigao da glicoproteina GPIIb/llla, importante durante a interagao
celular plaquetaria por sustentar a adesao e, subsequentemente, a agregagao (OLIVEIRA
et al., 2013; BARBALHO et al., 2015). Mas, quando o estimulo plaquetario € muito intenso
e o reservatorio da glicoproteina GPIIb/llla é consumido, as plaquetas iniciam um processo
de sintese de proteinas por meio do acido ribonucleico mensageiro (mMRNAs) herdados de
suas células de origem, os megacariocitos (KAJIHARA et al., 2007; COLLER et al., 2010).
Desta forma, ocorre o aumento das reservas da glicoproteina GPIllIb/llla nas plaquetas
(WENDLAND; FARIAS; MANFROI, 2009).

Por outro lado, os granulos densos sao as organelas em menor numero € apos a
ativacao, o conteudo dos granulos é disponibilizado vagarosamente para propiciar ainda
mais a ades3do e agregacéo plaquetaria (GONCALVES, 2012). Apresentam Ca?*, magnésio
(Mg?*), serotonina (5HT:5), noradrenalina (Nor), pirofosfato (P,0,%), a2-
antiplasmina (inibidor da plasmina), guanosina difosfato (GDP), difosfato de adenosina
(ADP) e trifosfato de adenosina (ATP), que serao liberados lentamente para promover ainda
mais a agregacgao e adesao plaquetaria (OLIVEIRA et al., 2013; CASTRO et al., 2006).

Além das organelas citadas, também € possivel encontrar na porgao interna o
sistema tubular denso (STD) (YARDUMIAN; MACKIE; MACHIN, 1986; JAIN, 1993) formado
a partir do reticulo endoplasmatico liso dos megacaridcitos imaturos (JAIN, 1993; CASTRO
et al., 2006; GONCALVES, 2012). E por meio do STD que ocorre grande concentra¢do de
Ca? necessario para desencadear os eventos enzimaticos envolvidos na sintese de
prostaglandinas e tromboxano, os quais sdo responsaveis pela contragdo plaquetaria e,
consequentemente, ativagéo interna (CASTRO et al., 2006; COLLER et al. 2010).

Outros elementos celulares, como os lisossomos e mitocondrias, além de conter uma
boa quantidade de ATP/ADP, também participam dos processos metabdlicos plaquetarios

e armazenam enzimas e outras moléculas criticas para os designios das fungodes

'P-selectinas também s&o encontradas em associagdo com os granulos densos, o qual permitem apds a ativagio
plaquetaria, o rolamento e a ades&o de linfécitos nas vénulas endoteliais (SEMPLE; ITALIANO; FREEDMAN, 2011).



plaquetarias (MURPHY; GARDNER, 1971; KATAOKA et al., 1978; BLOCKMANS;
DECKMYN; VERMYLEN, 1995; CASTRO et al., 2006).

Em todos esses eventos plaquetarios, ndo ha lise celular durante a liberacdo dos
FCs, mas sim, grandes mudangas conformacionais (JAIN, 1993; CASTRO et al., 2006;
EVERTS et al., 2006).

2.1.2 Fungao

A principal funcao das plaquetas esta ligada a hemostasia, ocluindo lesées em vasos
em condi¢des anormais, como na disfungao endotelial ou na sepse (YARDUMIAN; MACKIE;
MACHIN, 1986, EVERTS et al., 2006; GONCALVES, 2012). Sdo responsaveis por cessar
temporariamente o fluxo sanguineo apés lesdo vascular, aderindo-se rapidamente ao
colageno exposto e desencadeando uma série de reagdes para reparar o dano sofrido no
leito (BAKER, 2007). Depois de ativadas, as plaquetas podem mudar sua forma de disco,
projetando pseuddpodes para expandir a agregacao plaquetaria e posteriormente liberar o
conteudo dos granulos através do sistema canalicular aberto (YARDUMIAN; MACKIE;
MACHIN, 1986; EVERTS et al., 2006; BAKER, 2007). Entretanto, ha evidéncias de outras
funcdes plaquetarias ndo convencionais, como a capacidade de programar efetivamente a
morte celular mesmo sendo anucleadas; a habilidade de condensar proteinas; apresentar
engrenagens inesperadas de 2splicing; envolver-se com sinalizagdo de células-tronco;
interagir com células endoteliais e com leucécitos durante o processo de adeséo,
agregacao, formacédo do tampao plaquetario e durante a retragdo do coagulo em sitios
danificados vascularmente (LENHARO et al., 2004; DENIS et al., 2005; BOILARD et al.,
2010; SEMPLE; ITALIANO; FREEDMAN, 2011; OLIVEIRA, et al., 2013).

2.1.3 Ativacao

As plaquetas podem ser ativadas por diversos mecanismos ao contravir em resposta
ao sistema imune de forma adaptativa ou em sitios inflamatérios (YARDUMIAN; MACKIE;
MACHIN, 1986; OLIVEIRA, et al., 2013). A ativacado pode ser realizada na presencga de
receptores agonistas do acido araquidénico (AA) e na conversao do tromboxano Az (TXAz);
por passagem independente da via AA por meio da trombina e do colageno; por PAF ou por
demais ativadores plaquetarios que elevam rapidamente a quantidade de Ca livre com a
2 Processo que remove os introns e une os éxons depois da transcrigdo do RNA. Os splicing ocorrem apenas em células

eucaridticas. E a estrutura fundamental para clivar essas ligagdes entre os nucleotideos é o spliceossomo (DENIS et al.,
2005).



liberacdo das substancias contidas nos granulos (YARDUMIAN; MACKIE; MACHIN, 1986;
EVERTS et al., 2006). A ativagéo plaquetaria também pode ser desencadeada na circulagéo
sanguinea através da P-selectina, secregcdo de quimiocinas, citocinas e FCs (CASTRO et
al.,, 2006; OLIVEIRA, et al.,, 2013; COCCO, 2016). Em resposta, ocorre aceleragao
plaquetaria da sintese de interleucina 1B (IL-1B), ocorrendo desta maneira, uma das vias de

sinalizagao para o inicio da fase de adesao plaquetaria (OLIVEIRA, et al., 2013).

2.1.4 Receptores

O termo receptor ¢ intitulado a proteinas que permitem a interacdo de determinadas
substancias, promovendo o agonismo (ativagdo) ou antagonismo (inativacdo) dos
mecanismos celulares. Na membrana fosfolipidica plaquetaria, encontram-se varios tipos
de receptores acoplados a proteina G (GPCR) que constituem a maior superfamilia de
proteinas codificadas pelo genoma humano (HOELZ et al., 2013) e receptores, que séo
ativados por glicoproteinas independentes da GPCR (tabela 1). (BLOCKMANS; DECKMYN;
VERMYLEN, 1995). Em geral, a ativagao plaquetaria por meio de seus receptores, busca
desencadear mudangas conformacionais ativando a glicoproteina Gpllb/llla, a qual
pertence a familia das integrinas, sendo a mais abundante da superficie plaquetaria, 50.000
copias por plaqueta (CASTRO et al., 2006; LANDI; MARQUES; LEITE, 2003).

Integralmente, apdés a conexdo de um agonista, e. g., epinefrina, trombina,
tromboxano, receptor ativado por proteinases-1 (PAR-1), PAF, ADP, entre outros, a ativagao
propiciara uma cascata metabdlica que resultara, conforme a ligagdo do alusivo receptor,
mudangas intrinsecas nos fragmentos plaquetarios (CASTRO; et al. 2006). Caso o agonista
ative o receptor ligado a proteina G, esta em resposta, ira liberar guanosina trifosfato (GTP)
uma enzima geradora de sinal, avivando a fosfolipase C (KATAOKA et al., 1978). Por sua
vez, a fosfolipase C hidrolisara o precursor inositol fosfolipidio (PIP2) nos segundos
mensageiros: (1) inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3), causando uma rapida liberacéo de calcio das
reservas intracelulares e (2) 1, 2-diacilglicerol (DAG), que ira atuar aumentando a afinidade
da proteina quinase C (PKC) e o aumento de Ca?* intracelular (VANNI, et al. 2007). Dessa
forma, sera possivel alterar o aspecto morfolégico plaguetario com o surgimento de
pseuddépodes que promoverdo a adesao e/ou a agregacao plaquetaria (CASTRO et al.,
2006; OLIVEIRA, et al., 2013).



Tabela 1 — Receptores plaquetarios dependentes e independentes da GPCR

a) Receptores agonistas plaquetarios acoplados a proteina g L) S antago:;ittz?nrglaéuetanos et e
Numero de Principal
Peso . z
. Receptores enzima . Numero de receptores em
Receptor Agonista molecul Receptor Agonista
ar nas acoplada ao plaquetas
plaquetas receptor
Trombina  Trombina  47kDa  1.700-1.800 ©-C gf')); AC A Adenosina 5.500
22.000
s AC (+); PKC PGlz; 100-3.000
a2 Epinefrina 64 kDa 200- 300 +) PGl PGE, >3.000
1.410
5HT:2 Serotonina 232 kDa 20-2.500 PLC (+)
PAF PAF 220 kDa 150-2.000 PLC (+)
TxA, A2 PCHx 57 pa 1.200 PLC(:AC | pgp, PGD; 200-800
PGG: )
V1AR Vaso‘;ress'” 125 kDa 170 PLC (+)

c) Glicoproteinas independentes de GPCR

Numero de Receptores nas

Receptor Agonista Peso molecular
plaquetas

Glicoproteina GPIb/IX FvwW 143 a - 22 kDa; 143 3 - 22 kDa 25.000
(Ga':é?;’r"te'”a GPlalla Colageno 153/130 kDa 1.000-2.000/7.000
(qu;(é?)protelna GPlc/lla Fibronectina 160/130 kDa ~7.000
Glicoproteina GPIc'/lla Laminina 160/130 kDa ~7.000
(06B1)

. . Fibrinogénios,
(C:;Ilcgp;r?éeéne)l GPIlibllla Trombospondia, 125 a -22 kDa; B - 95 kDa 40.000 - 80.000

HIbp3) {9VP3 vitronectina, FvW
Glicoproteina GPIV (ou Trombospondla / 88 kDa 1.500
1Ib) colageno
Glicoproteina GPVI Colageno 62 kDa -

d) Outros receptores plaquetarios

Agonistas Receptor carateristico
ADP Tipo receptor de purinas da super familia P2
PGE- Liga-se a PKC

Abreviaturas/Siglas: Alfa 2 (02); 5-hidroxitriptamina-2 (5HT>); fator ativado plaquetério (PAF); tromboxano A2
(TxA2); Prostaglandina H2 (PGH2); Prostaglandina G2 (PGG2); Receptor Vasopressina 1A (V1AR); fosfolipase
C (PLC); adenilato ciclase (AC); proteina quinase C (PKC); difosfato de adenosina (ADP); Prostaciclina (PGl2);
prostaglandina E, (PGE); prostaglandina D2 (PGDz); receptores metabotropico 2 de adenosina (Az); fator von
Willebrand (FvW). Atividade estimulada: (+) maior; (-) menor.

Fonte: Adaptado de Blockmans; Deckmyn; Vermylen, (1995).



Em conjectura da injuria vascular, o colageno ira se ligar a glicoproteina VI (GpVI)
fazendo com que o complexo glicoproteico Ib-IX-V (GPIb-IX-V) atue como um receptor
para o FYW e para a trombina. Ambas as ativacées elaboradas por meio do FVYW e
pela trombina, aumentam a expressao das integrinas plaquetarias o231 que irdo se ligar
ao colageno, ao mesmo tempo que promoverao a ligagao da integrina allbs ao FYW e
fibrinogénio, desta forma, sera possivel aumentar os niveis de Ca*? intrinseco e a
agregacao plaquetaria (figura 3) (BLOCKMANS; DECKMYN; VERMYLEN, 1995; PARK
et al., 1997; CASTRO; et al. 2006). Neste aspecto, o colageno também podera se ligar
ao principal receptor envolvido na ativacao plaquetaria, o receptor do fator de crescimento
da cadeia y para imunoglobulina G (FcRy) que pertence a superfamilia das
imunoglobulinas (CASTRO; et al. 2006; VANNI, et al. 2007; OLIVEIRA, et al., 2013).

A ativacdo dos receptores da familia P2, é de extrema importancia para a
agregacao, pois estdo envolvidos na amplificacdo da reatividade plaquetaria
(PURI; COLMAN, 1997). Em resposta a ativagcdo mediada pelo ADP, o receptor
metabotrdpico purinérgico acoplado a uma proteina G do receptor 1 (P2Y1), promovera
a mobilizagdo de Ca*™ intrinseco das reservas plaquetarias com uma transitéria
agregacao, ocorrendo assim, alteragcbes conformacionais (HOURANI; HALL, 1994;
GACHET et al., 1995; YUAN et al., 2006). Outro receptor da familia P2, detectado na
superficie plaquetaria, € o receptor metabotropico purinérgico acoplado a uma proteina
G do receptor 12 (P2Y12), que esta tal qual P2Y1, incluido na ampliacdo plaquetaria
induzido por todos os agonistas plaquetarios, apesar do ADP ser seu agonista natural
(PURI; COLMAN, 1997; FALCAO et al., 2003; OLIVEIRA, et al., 2013). Neste caso, a
forma néo fosforilada da fosfoproteina vasodilatadora (VASP) sera mantida por meio da
regulagao da via da adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc), perdurando o tempo de
ativagao plaquetario. Para sessar a agao, o antagonismo de ADP promove a desativagao
P2Y12, e a desfosforilacdo da (VASP) que nao é fosforilada em estado basal, para a forma
fosforilada de fosfoproteina vasodilatadora desfosforilada (VASP-P) (FALCAO et al.,
2003). A forma VASP esta associada ao agonismo de P2Y12 enquanto, a forma VASP-P
esta associada ao antagonismo do receptor (GACHET et al., 1995; YUAN et al., 2006;

OLIVEIRA, et al., 2013). Por esta razdo, os receptores da familia P2 sdo os principais
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e
# Receptores

alvos dos farmacos da classe dos antiagregantes, sendo utilizados para impedir a
formacgao de trombos (CATTANEO, 2003; FALCAO et al., 2003).

Figura 3 — Algumas vias sinalizadoras por receptores plaquetarios

v
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Receptores ativados por: Epinefrina, trombina, tromboxano, PAR-1, PAF. Ativagao por injuria: 1Ca*?;
Colageno 1 expressao a21 promovendo ligagdes de allbf3 ao FvW e fibrinogénios. Agonismo: ADP com
ativagdo do receptor P2Y+1 e P2Y12 mobilizagdo de Ca*?; Antagonismo: desfosforilagdo de VASP

Fonte: Pelo autor.

Por outro lado, os receptores do tipo lectina, mais especificamente da glicoproteina
selectina (P-selectina) apenas expressos em plaquetas, atuam como receptores de
superficie capazes de mediar a interagdo entre plaquetas ativadas e células endoteliais
como neutréfilos e/ou mondcitos. Apos a exposicdo da P-selectina, o ligante 1 de
glicoproteina selectina (PSGL-1) da superficie de leucdcitos inicia a sinalizagao
intercelular justacrina e a expressao génica de mediadores inflamatorios sdo liberados
por eles (LOSCHE et al., 1998; OLIVEIRA, et al., 2013). A grande maioria dos eventos
referentes aos receptores que promovem a ativagdo; mudancgas no citoesqueleto
associado a alteragao na conformacéao; expansao de pseuddpodos; contracio e secrecao

dos conteudos granulares, bem como a ativagao das integrinas; sustentardo a adesao e
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subsequentemente a agregacao plaquetaria (BLOCKMANS; DECKMYN; VERMYLEN,
1995).

2.2 Fatores de Crescimento (FC)

Os fatores compreendidos na reparagao e regeneragao tecidual via plaquetas, séo
conhecidos como: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (KAPLAN et al.,
1979; FRIESEL; MACIAG; 1995); fator de crescimento transformador B (TGF- )
(ASSOIAN et al., 1983; PIERCE et al., 1991); fator de crescimento tipo insulina (IGF-1)
(KAREY; SIRBASKU, 1989; WEIBRIC et al., 2002); fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) (MARTIN; HOPKINSON-WOOLLEY; MCCLUSKY, 1992; BANKS et al.,
1998); fator de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF) (HOM; MAISEL, 1992; MAIA;
SOUZA, 2009) fator de crescimento epidérmico (EGF) (COHEN, 1962; CANALIS;
McCARTHY; CENTRELLA,1989) e o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF)
(BRUNNER et al., 1993; WANG, 1996).

Os FCs sao proteinas que atuam como agentes sinalizadores para as células e
estdo presentes em diferentes tecidos (LIEBERMAN; DALUISKI; EINHORN, 2002).
Podem ser produzidos autocrinamente por célula alvo ou liberados através da membrana
plasmatica das células adjacentes (TAKAHASHI et al., 2007). Por serem multifacetados,
podem se manifestar como quimiotaticos, mitogénicos, morfogénicos, apoptéticos e
moduladores de atividades metabdlicas (tabela 2) (WHITE,1979; CHEN; ZHANG; WU,
2010). Sua acao dependera da concentragao e/ou tempo de exposi¢ao sobre o sitio
celular (BAUER et al., 1985). Com papel crucial na transferéncia de informacdes entre
diferentes populagdes celulares, atua no processo de cicatrizagdo e regeneragao por
meio de trés ag¢des: (1) autdcrina, na qual o fator de crescimento influéncia a célula de
origem ou outras células de fenétipo idéntico; (2) paracrina, na qual o fator de crescimento
atua em uma célula vizinha que tenha fendtipo diferente da célula de origem e (3)
endocrina, na qual o fator de crescimento afeta uma célula com fendtipo diferente da
célula de origem em um local remoto (LIEBERMAN; DALUISKI; EINHORN, 2002;
EVERTS et al., 2006; RIEDEL et al., 2006; BARRIENTOS et al., 2008). Portanto, o nivel
de expressao dessas moléculas determinam a sensibilidade e agdo no nucleo celular por

meio de interagdes fisicas diretas e/ou indiretas, que resultardo em estimulos como
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divisdo, crescimento e diferenciagao celular (CHEN; ZHANG; WU, 2010; FORTIER et al.,

2011).

Tabela 2 - Origem e desempenho dos principais FCs plaquetarios

Fator de
Crescimento

Fonte

Desempenho Metabdlico

Referéncias

Plaquetas, macréfagos,
células mesenquimais,

Desenvolvimento e caracterizagdo de
condrécitos e osteoblastos; mitogénico

Brunner et al., (1993);

bFGF osteoblastos. para células mesenquimais, condromtosz Wang, (1996)
. osteoblastos, fibroblastos e mioblastos;
condrdécitos, S . X .
inibe sintese de colageno tipo 1
Originario da endocitose Ativa a reestruturagdo cartilaginea, a Hom; Maisel (1992); Maia;
CTGF por plaquetas na medula C . ~ -
bssea angiogénese, fibrose e adeséao plaquetaria Souza, (2009)
. Acondiciona secregdo de colagenase;
Plaquetas, células o s L )
. - incita angiogénese e quimiotaxia em . .
renais, macrofagos, ) L ~ Cohen, (1962); Canalis;
EGF . R células endoteliais; acrescenta expressao .
mondcitos e glandulas . X Mccarthy; Centrella, (1989)
. de fibroblastos, pré-osteoblastos e
submandibular ) .
précondroécitos
Proporciona a sintese, aumento e
Fibroblastos, plasma, migragdo de osteocalcina, fosfatase
cellulals_hepatlcas,_ _ alcalina e colageno pelos ogteoblgstos; Karey: Sirbasku, (1989);
IGF epiteliais, endoteliais, e desenvolvimento de matriz  dssea, A
., o . ; ~ : o . Weibric et al., (2002)
do musculo liso; matriz proliferagdo e diferenciagdo de células
ossea, osteoblastos condrogénicas, adipogénicas, miogénicas
€ neurogénicas
Estimula a mitogénese de tecidos
conjuntivos e células de linhagem
Plaquetas, macréfagos, = mesenquimal; quimiotatico para White, (1979); Kaplan et
PDGF mondcitos, células fibroblastos, células musculares, al., (1979); Friesel; Maciag,
endoteliais, osteoblastos neutréfilos e células mononucleares; (1995)
excita fagocitose dos neutrdfilos, sintese
de colageno e acondiciona colagenase.
Plaquetas, matriz Promove a migragao celular,
extracelular e neovascularizagéo e angiogénese;
cartilaginosa 6ssea, melhora sintese e inibe a degradagao da Assoian et al., (1983):
TGFB células helper (Th1) matriz extracelular; regula sintese de ; " ’
. : . ~ o Pierce et al., (1991)
ativas e natural killer, colageno e secregao de colagenase; agao
neutrofilos e mitogénica sobre outros FC, inibe
macrofagos/mondécitos proliferacdo de macréfago e linfécitos
Plaquetas, células Eﬁgcﬂg:;isae cn;g?r?beuqe::nsizil;zvecl:rilg:\?: Martin; Hopkinson-Woolley;
VEGF g ’ Mcclusky, (1992); Banks et

endoteliais

com a angiogénese e permeabilidade
vascular.

al., (1998)

Fonte: Adaptado de Everts et al. (2006); Maia; Souza (2009) e Seidel, (2017).
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2.2.1 Fatores de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)

O PDGF ¢ o principal fator de crescimento das plaquetas e foi o primeiro a ser
identificado como um componente obtido do soro humano (WHITE,1979; KAPLAN et al.,
1979; ANTONIADES, 1981). Sendo uma glicoproteina com peso molecular de
aproximadamente 30 kD (Kilodaltons), possui duas cadeias polipeptidicas designadas de
“‘A” e “B” e trés isoformas; (1) Fator de crescimento derivado de plaquetas-AA (PDGF-
AA); (2) Fator de crescimento derivado de plaquetas-BB (PDGF-BB) e (3) Fator de
crescimento derivado de plaquetas-AB (PDGF-AB) (ANTONIADES, 1981; ROSS, 1987;
MARX et al., 1998; HELDIN; WESTERMARK, 1999; BARRIENTOS et al., 2008). O
principal local de armazenamento € nos a-granulos plaquetarios, apesar de estudos
mostrarem que outros tipos de células também o sintetizam (tabela 3) (MARX et al., 1998;
ANITUA, 1999). O PDGF tem acao primaria em todas as fases de reparagao tecidual
guiando a revascularizagdo, a sintese de colageno e a neoformacgao éssea quando
necessario (EVERTS et al., 2006). Desta forma possuem como alvo regenerativo, um
amplo espectro de células derivadas do mesoderma como os fibroblastos, pericitos,
células musculares lisas, células da glia ou células mesangiais que se encontram no
mesangio do corpusculo renal (HELDIN; WESTERMARK, 1999; RAICA; CIMPEAN,
2010). Neste contexto, uma série de eventos intracelulares ocorre apds exposi¢cao ao
PDGF, podendo ser imediata ou apos algumas horas (ROSS, 1987). Entre os eventos
comuns, encontra-se a primeira etapa na transmissao intracelular de sinais, iniciada pela
ligacao de fatores de crescimento a superficie celular por meio da autofosforilagado do
receptor PDGF (RAICA; CIMPEAN, 2010). O fator de crescimento derivado de plaquetas
aciona a elevagdo de Ca?* ativando a via de sinalizagdo da fosfolipase C; gera sitios de
ligacbes para proteinas adicionais; transmite a cascata intracelular dos receptores
ativados; aumenta o volume dos fosfolipideos de membrana; proporciona a fosforilagao
dos residuos de tirosina dentro do dominio catalitico e predispdem sintese de acido
desoxirribonucleico (DNA) (BAUER et al., 1985; FREDRIKSSON, L.; ERIKSSON, 2004;
BARBIERI; RAMALHO; COSTA,; 2006; COSTA; SANTOS, 2016; HUANG et al., 2018).

Quanto a modulacéo, referente a outros fatores de crescimento, o PDGF opera
sozinho ou em combinagdo (BARBIERI; RAMALHO; COSTA, 2006). Induz a produgéao e

secrecgao do fator de crescimento transformador B (TGF- 3), conduz a ativagao do fator 4
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plaquetario (PF-4); a produgéo de varias moléculas da matriz extracelular como colageno,
fibronectina, acido hialurbnico, proteoglicanas; estimula a expressdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF); esta presente na ilagdo, ou seja, interfere na
angiogénese e na agao das B-tromboglobulinas, podendo assim, persuadir a quimiotaxia
de células durante a lesdo (CANALIS; McCARTHY; CENTRELLA,1989; BAUER et al.,
1985; BARRIENTOS et al., 2008).

Tabela 3 - Células liberadoras de PDGF

Tipos de Células E:??rS(SBﬁOA Ex;;rsgsl:é_g e
Fibroblastos + +
Queratindcitos + +
Citotrofoblastos placentais + +
Células de Leydig + +
Células mesangiais renais + +
Mioblastos esqueléticos + ND
Células musculares lisas vasculares + +
Células endoteliais vasculares + +
Astrécitos + ND
Neurdnios + +
Células de Schwann + +
Odcito, blastdcito + ND
Miométrio/endométrio uterinos + +
Células epiteliais de mamiferos + +
Células epiteliais de pigmento da retina + +
Macréfagos + +
Megacariécitos/ plaquetas + +

Abreviatura: ndo determinado (ND)
Fonte: Barbieri; Ramalho; Costa (2006).

2.2.1.1 Diferencas entre os PDGF

O PDGF-BB é mais mitogénico que o PDGF-AB e este, por sua vez, tem agao
marcadamente maior do que o PDGF-AA (RAICA; CIMPEAN, 2010). As plaquetas e o
plasma sao ricos em PDGF-AB e BB, enquanto os tecidos periféricos esqueléticos e nao

esqueléticos  contém principalmente PDGF-AA  (CANALIS; McCARTHY;
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CENTRELLA,1989). Por ser um dimero, o PDGF se liga a duas moléculas de receptores,
a e B (FREDRIKSSON; ERIKSSON, 2004). O receptor a se liga com alta afinidade as
cadeias de PDGF A e B, enquanto o receptor 8 se liga com alta afinidade somente na
cadeia B (ANITUA, 1999; BARBIERI; RAMALHO; COSTA, 2006).

O PDGEF esta portanto, envolvido no recrutamento de células em todas as fases
da regeneragao, reparagao tecidual e em boa parte das etapas da angiogénese, por meio
de estimulos epiteliais e endoteliais celulares, na formacao da matriz € na modulagcéo das

atividades de outros fatores de crescimento (RIEDEL et al., 2006).

2.2.2 Fator de crescimento transformador 8 (TGF- B)

O fator transformador do crescimento B (TGF-B), € formado por um grupo de
proteinas com peso molecular aproximado de 25 kD (MARX et al., 1998; EVERTS et al.,
2006). Constituida por mediadores locais, que regulam a proliferacdo e a fungdo da
maioria das células, possui cinco isoformas (1) TGF-B1; (2) TGF-B2; (3) TGF-B3; (4) TGF-
B4 e (5) TGF-B5, sendo TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3, predominantes na cicatrizagao
cutanea, reparagdo do tecido conjuntivo e regeneragcdo 6ssea (MARX et al., 1998;
LIEBERMAN; DALUISKI; EINHORN, 2002). Além das isoformas, o TGF também
apresenta proteinas morfogenéticas 6ésseas (BMPs) (EVERTS et al., 2006; LENHARO et
al., 2004; BARRIENTOS et al., 2008).

O TGF-B sintetizado pela maioria das células do organismo, e. g., macréfagos,
fibroblastos, plaquetas e queratindcitos durante e pds injuria (RIEDEL et al, 2006). Esta
envolvido em grande parte dos processos fisiolégicos, com 95% sendo liberado pela
degranulagao plaquetaria (SEIDEL, 2017). Apesar de ndo exercer papel inibitério nas
células tronco mesenquimais onde ha maior proliferacdo (EVERTS et al., 2006),
relaciona-se a acado mitogénica sobre FCs, resposta inflamatéria, angiogénese,
neovascularizagio, reepitelizacédo, deposicao e remodelagao da matriz extracelular pela
promogao da sintese de colageno e proteoglicanos (ASSOIAN et al., 1983). Também
possui efeito inibitério no crescimento celular de varios tecidos, principalmente na
atividade de proteases, proliferacées de macrofago e linfocitos durante a exacerbacgao da
reparacado tecidual por antagonismo (PIERCE et al., 1991; RIEDEL et al., 2006;
BARRIENTOS et al., 2008).
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A fonte mais rica de TGF-B é encontrada nas plaquetas, ossos e cartilagens
(SEIDEL, 2017). Enquanto TGF-B1 tem o maior potencial durante o reparo dsseo, pois
tanto os condroécitos quanto os osteoblastos sdo enriquecidos com seus receptores
(DALUISKI; EINHORN, 2002), TGF-B2 apresenta alto estimulo para a diferenciagao de
células mesenquimais, combate a degradagao de colageno e potencializa o processo de
formagéao de cartilagem pelos condrécitos (condrogénise) (RIEDEL et al., 2006). Por outro
lado, TGF-B3 é mais potente como mediador fibrinogénico sendo capaz de atuar no
crescimento, proliferacdo e diferenciagdo de fibroblastos (EVERTS et al., 2006;
BARRIENTOS et al., 2008). De fato, os TGF- podem contribuir para a consolidagéo
O0ssea em todos os estagios e, em conjunto com os outros fatores de crescimento (PDGF,
EGF, IGF-I e bFGF), promovem a regeneragao através da osteogénese, osteoindugao e
osteocondugao (SZACHOWICZ, 1995).

2.2.3 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O VEGF é uma glicoproteina com peso molecular de aproximadamente 45 kD
sintetizado por células estromais, epiteliais do endométrio, endotélio vascular,
queratindcitos, células da musculatura lisa dos fibroblastos, neutrofilos, macrofagos e
plaquetas (BARRIENTOS et al., 2008). Estudos mostram que in vitro, o VEGF e o fator
de crescimento de hepatécitos (HGF), aumentam consideravelmente apds exposi¢cao ao
conjunto dos FCs liberados pelas plaquetas, sugerindo desta forma, que eles aceleram a
proliferagcéo celular e estimulam a sintese de colageno tipo | (SAMPSON; GERHARDT;
MANDELBAUM, 2008). Por conseguinte, a literatura relata que 24h sob condigao de
hipdxia também in vitro, had aumento de secrecdo de VEGF por ambas as células
estromais e epiteliais isoladas do endométrio humano de 2 a 6 vezes (FATIMA; PAPA,
2010). Por conseguinte, experimentos in vivo, com uteros de ratas, demonstraram que
sua producao pode ser ativada via estradiol por meio da produgao e recrutamento do
fator induzido por hipoxia 1a. Neste caso, apds a hipdxia os niveis do acido ribonucleico
mensageiro (MRNA) do VEGF aumentaram 1,8 vezes nas células estromais e 3,4 vezes
nas ceélulas epiteliais glandulares (SHARKEY et al., 2000). Assim, observa-se que a
produgdo de VEGF esta intimamente ligada com a hipéxia (FATIMA; PAPA, 2010).
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O VEGF, possuindo cinco isoformas (1) VEGF-A, importante na cicatrizagdo por
promover eventos iniciais da angiogénese e particularmente a migragdo de células
endoteliais, sendo regulador chave na formagéo de vasos sanguineos cutaneos (YEBRA
et al., 1996); (2) VEGF-B, regulador da fisiologia dos vasos sanguineos, com papel no
direcionamento endotelial de lipidios para tecidos periféricos (HAGBERG et al., 2010);
(3) VEGF-C, primariamente liberado por macrofagos, importante durante o estagio
inflamatdrio da cicatrizagdo e estimulante da angiogénese (BARRIENTOS et al., 2008;
WEICKHARDT et al., 2015); (4) VEGF-D, estruturalmente e funcionalmente semelhante
ao EGF, estimula a angiogénese (WEICKHARDT et al., 2015) e por fim; (5) VEGF-E, que
incentiva a formacéao de queratindcitos, células endoteliais e vasos sanguineos (WISE et
al., 2012). Portanto, ndo ha duvidas que o VEGF restaura a angiogénese, melhora a
reepitelizagao e esta intimamente associado a formagéao e aumento de vasos sanguineos
(BARRIENTOS et al., 2008).

2.2.4 Fator de crescimento epidérmico (EGF)

A regeneracdo epidérmica depende da mitose e migragdo dos queratindcitos
(SAMPSON; GERHARDT; MANDELBAUM, 2008). Sabe-se que o fator de crescimento
epidérmico estimula o crescimento de queratindcitos in vitro e, restabelece a cicatrizagao
(ROSS, et al.1974; BROWN, et al. 1986, WEICKHARDT et al., 2015). O EGF é secretado
pelas plaquetas, macréfagos e fibroblastos, atuando de forma paracrina sobre os
queratindcitos (BARRIENTOS et al., 2008). Interagem com o receptores celulares da
epiderme e com receptores dos fibroblastos estimulando a secregao de colagenase e
agindo na remodelacao dos tecidos (RIEDEL et al., 2006). Atuam ainda, na angiogénese,
tornando a cicatrizagdo mais rapida e eficiente (VENDRAMIN etal., 2006). O EGF, € um
dos fatores de crescimento mais relacionado a cicatrizagdo para eventual
restabelecimento do tecido tegumentar (BARRIENTOS et al., 2008). Por outro lado, a
literatura aponta que as plaquetas também expressam proteinas do receptor de EGF
para uma ativagao autécrina e, por esta razdo, podem estar envolvidas na incluséo de
células escamosas oral cancerigenas dependentes da estimulagdo promovida por EGF
(CHEN, et al., 2018). Tal relato, apesar de parecer conclusivo, necessita de mais estudos

para maior elucidacéo.
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2.3 Plaquetas como Alvos Terapéuticos

As plaquetas possuem participacdes importantes em varias sindromes e séo
incluidas como alvos terapéuticos para o desenho de novos agentes antitrombdéticos
(BERNARDI; MOREIRA, 2004). Analises clinicas laboratoriais como o tempo de
sangramento sao utilizados para identificar e relacionar as falhas na hemostasia e na
funcao plaquetaria em seres humanos (ZUCKER, 1989). Outro teste, o de agregacéo, €
realizado mediante a utilizacdo de uma série de agonistas por meio do PRP (MUSTARD,
J. F.; PACKHAM, 1970). Neste caso, os agonistas estimulam a agregacao, provocando
uma mudanga de turbidez no plasma rico em plaquetas, gerando uma curva que indica a
transmissdo de luz por unidade de tempo em um equipamento conhecido como
agregbmetro (CASTRO et al., 2006). O equipamento por meio do PRP relata a 1° onda
de agregacao primaria reversivel (BITHELL, 1988) e a 2° onda de agregacao secundaria
irreversivel (ZUCKER, 1989), possibilitando a verificagdo ndo somente de patologias
relacionadas a agregagao, mas também, medeia a agcéo antiplaquetaria de farmacos que
possam ser hiporresponsivos (KANAYAMA, 2003; FUCHS et al., 2013),

Varios tipos de patologias s&o descritas na literatura, podendo estar relacionadas
com o0 aumento ou queda do numero plaquetario, assim como excesso ou falta de adesao
(ABILDGAARD et al. 1980). Algumas patologias s&o bem definidas, como as sindromes
ligadas a varios tipos de purpuras (purpura neonatal, purpura trombocitopénica
trombotica, purpura transfusional e purpura trombocitopénica idiopatica (PTI)) (GODEAU,;
PROVAN; BUSSE, 2007). Neste contexto, Krettli et al. (2011) caracterizou a PTI por meio
da lise plaquetaria por autoanticorpos que promovem o desenvolvendo da plaquetopenia
intensa manifestada por purpuras na pele (petéquias e equimoses), epistaxes
(sangramento de origem mucosa nasal) e em mulheres com presenga de menorragia
(sangramento fora do periodo menstrual).

Por outro lado, a patologia de von Willebrand, também relacionada as plaquetas,
é transmitida por via autossbmica dominante causando problemas qualitativos ou
quantitativos no FYW (MARQUES; LEITE, 2003). O FvW tem por fungdo mediar e
estabilizar a atividade da coagulagédo por meio do colageno subendotelial, intercedendo
nas interagdes plaqueta/plaqueta, atuando como uma “ponte” entre as membranas
plaquetarias (ABILDGAARD et al. 1980).
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Sabe-se que ha significativa importancia fisiolégica na ligacdo do FVW e a
heparina, mas o mecanismo desta ligagéo ainda ndo esta totalmente elucidado (JOAO,
2001). Mesmo assim, o resultado patolégico de von Willebrand é a interferéncia no
processo de coagulagao, levando a um quadro persistente de hemorragias, que podem
ser classificadas em leves (hemorragias ligeiras cutaneas), hemartroses (extravasamento
de sangue para o interior das articulagdes com presenca de dor e edema) ou hematomas
intramusculares dissecantes graves (JOAO, 2001; MARQUES; LEITE, 2003).

Dados cientificos mostram que na arteriosclerose, outra sindrome plaquetaria, ha
elevagao dos niveis de fibrinogénio que estao envolvidos na injuria de células endoteliais
(BERGSTROM; LINDHOLM, 1998). Entretanto, existem outros fatores ligados aos
processos ateroscleroticos responsaveis pelas patologias isquémicas, como a deficiéncia
de carnitina, hipertensao arterial e hiperparatireoidismo secundario, que respondem pela
ativagdo dos mecanismos de agregacao plaquetaria e consequentemente, com a
formagdo da trombose arterial (LIAO et al.,, 1991; CARVALHO; SOUSA, 2001). A
deficiéncia de 6xido nitrico (NO) também é considerada como eventual causadora da
agregacao plaquetaria (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; BECKER, 1999). Sua
producdo deficiente auxilia na disfuncdo endotelial e na formacdo de placas
ateroscleréticas com consequente aumento na formacédo de trombos e deposicdo de
plaquetas (FURCHGOTT et al., 1987; IGNARRO et al., 1987; BARBALHO et al., 2015).
A propria hiperatividade do PDGF, associa-se a multiplas desordens, incluindo
aterosclerose e fibrose de varios 6rgaos (RAICA; CIMPEAN, 2010). Esta hiperatividade
€ vista em diferentes tipos de tumores em humanos, como tumores do sistema
gastrointestinal e do sistema nervoso central (ALVAREZ; KANTARJIAN; CORTES, 2006;
BARBIERI; RAMALHO; COSTA, 2006; (RAICA; CIMPEAN, 2010). Portanto,
acontecimentos que medeiam a injuria e promovem a descontinuagao da capa endotelial
encorajam a adesao, ativagcado e agregacao plaquetaria, resultando na formagédo de
trombos arteriais ou venosos (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; ANDRADE; BORGES,
2017). Assim, as plaquetas estdo diretamente envolvidas em diversas patologias
importantes e por meio do PRP de Rattus novergicus podem ser avaliadas e testadas

como possiveis alvos terapéuticos (CASTRO et al., 2006).
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2.4 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

No inicio da década de 70, o PRP autélogo foi desenvolvido como um subproduto
de aférese sanguineo sendo reconhecido como um importante agente adesivo e
hemostatico (ROSENTHAL, et al. 1975). Em 1987, Ferrari et al. usaram o PRP em
cirurgia cardiaca aberta para evitar transfusao excessiva de itens sanguineos homélogos,
ocorrendo assim, a confirmacdo da poténcia autdloga dos fatores de crescimento do
plasma rico em plaquetas. A partir de entdo, ampliou-se intensivamente a utilizagado do
PRP principalmente nas cirurgias buco-maxilo-faciais, mas sem especificagcdes
padronizadas metodologicas para sua obtencao (LINS, 2014).

O plasma rico em plaquetas tem sido considerado uma grande ferramenta na
aceleragao e cicatrizacdo de tecidos 6sseos e moles (NIKIL; GULATI, 2016). Sua
biotecnologia é relativamente nova e faz parte do crescente interesse da terapéutica
tecidual e celular (MARX, 2001). Trata-se de um pequeno volume de plasma autoélogo,
com uma concentragdo de plaquetas acima do valor inicial (LANDESBERG; ROY;
GLICKMAN, 2000; WANG; AVILA, 2007; CHEN; ZHANG; WU, 2010) e por ser
desenvolvido a partir do sangue do proprio paciente, o PRP n&o transmite patologias
infectocontagiosas ou desencadeia rejei¢ées por parte do organismo (OBARRIO et al.,
2000; MARX, 2001; DUGRILLON; EICHLER; KERN, 2002). A Cruz Vermelha Americana
define PRP como sendo 5,5x10'0 plaquetas/50mL ou 1100x103 plaquetas pL"
(EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, T. 2009; SHIN; WOO; KANG, 2017).
Desta maneira, para que tenha eficacia, o PRP autdélogo, deve concentrar 3 a 5 vezes o
valor inicial plaquetario ou apresentar um aumento minimo de 338% de sua totalidade
inicial (MARX et al., 1998; PALLUA; WOLTER; MARKOWICZ, 2010).

No geral, o sangue autélogo é colhido com anticoagulante e submetido a
centrifugacdo por tempo determinado, obtendo-se desta forma, niveis de precipitados
(leucacitos, eritrocitos e plasma) que posteriormente irdo dar origem ao PRP (LENHARO
et al., 2004). Varios protocolos ja foram testados (tabela 4 e 5) para sua obtencéo e nesta
universalidade, muitos autores preconizam protocolos mais simples com apenas uma
centrifugacdo (ANITUA, 1999), enquanto outros afirmam que a dupla centrifugacao

concentra mais plaquetas e por isso, o PRP obtido é mais eficaz (MARX, 2001).
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A literatura também expressa preocupacdo quanto ao uso de substancias
sintéticas durante a preparagdo do PRP. Landesberg et. al. (2000), salientaram sobre o
uso do acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como anticoagulante. Os autores
enfatizam que o EDTA, ndo pode ser usado por causar fragmentacao plaquetaria e nesse
caso, o uso do fosfato-citrato (solugdo tampao) e/ou citrato/fosfato/dextrose/ (CPD)
seriam melhores como anticoagulantes para preservar a integridade da membrana
plaquetaria. Ainda relembram que os fatores de crescimento do PRP sao obtidos por
extrusdo durante a exocitose enquanto ocorre o processo da formacgdo da estrutura
terciaria. Assim, o EDTA eleva a fragmentacgéao liberando maior quantidade de fatores de
crescimento na solugdo, mas com a estrutura terciaria totalmente alterada e portanto, a
atividade e a eficacia do PRP passam a ser diminuidas (ZANDIM et al., 2012). Em
contrapartida, o trabalho de Macey et al. (2002), preocupou-se com o tempo de
armazenamento do sangue retirado do paciente, sugerindo que apds a coleta a amostra
pode ser armazenada em 4°C e ali permanecer entre 60 a 180 minutos com a adi¢ao de
CTAD (solugao de citrato de sédio, teofilina, adenosina e dipiridamol), proporcionando
estabilidade e aumento na rentabilidade de fatores plaquetarios.

Como dito anteriormente, por meio dos principais FC encontrados no PRP como
PDGF; TGF-B; VEGF e EGF (MARX et al., 1998; LANDESBERG; ROY; GLICKMAN,
2000), liberados a partir do coagulo (MARLOVITS et al., 2004; MARX, 2001; PALLUA,;
WOLTER; MARKOWICZ, 2010), torna o plasma rico em plaquetas um emanado natural
terapéutico para acelerar processos génicos e reparadores (ANTONIADES, 1981,
LENHARO et al.,, 2004; COSTA; SANTOS, 2016). Desta forma, o plasma rico em
plaquetas, passa a ser considerado o iniciador universal organico da maior parte dos
processos cicatriciais das estruturas teciduais, desde que, usado por meio de protocolos
linearmente padronizados (LANDESBERG; ROY; GLICKMAN, 2000).
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Tabela 4 - Diversificagoes de protocolos para obtengcao do PRP em humanos

Esp.

Hum

Hum

Hum

Hum

Hum

Hum

Hum

Hum

Hum

16

56

63

100

20

Vol.
Sg.

22,5
60
mL

26
mL

20

150
mL

100
mL

10

40
mL

150
mL

Substancia
Presente

EDTA;
Citrato de
Saodio (3,2%)
Acido citrico-citrato
de sodio-dextrose
(DCA)

N/i

Cloreto de calcio;
trombina homologa;
gluconato de calcio

Cloreto de calcio;
trombina autéloga

Acido citrico-citrato
de sodio-dextrose
(ACD)
Citrato de sodio/
fosfato monobasico
de sédio/dextrose
anidra/acido citrico
(CPDA-1);
gluconato de calcio;
trombina humana;

Cloreto de calcio

Cloreto de calcio

Centrif.

Simples

Simples

Centrifugacga
o
automatizada

Dupla

Centrifugaga
o
automatizada

Simples

Dupla

Dupla

Dupla

Tempo
Centrif

(Min)

7min
15min
17min

5min/
5min

17min

15min

10min/
10mim

8min /
6min

15min/
10min

HUMANO
Rpm/ i
Forga G Método
1600rpm Aberto
Gpsiii®
3200rpm (biomet)
610G/4min;
1.240G/6min |~ Magellan®
1.500rpm /
3.500rpm Aberto
1 ciclo
610G/4min; Magellan®
1,240G/6min
Gpsiii®
11006 (biomet)
400G/
800G Aberto
3000rpm/
1 OOOrpm Aberto
1800rpm/
3500rpm Aberto
HUMANOS

Concentragao

Final
plaquetaria

747.875/uL

606.33 x
1073/pL

1.630,25 x
103/pL
1.200.000/uL
152.1 x
10M/pL

566.200 x
1073/pL

N/i

837x
1073/ mL

6.8x
1076 / mL

Enriq.
PRP
(100%)

N/i

600

N/i

N/i

570

469

600

Tempo

Preparo

PRP

N/i

N/i

N/i

40

N/i

N/i

45

N/i

N/i

Aplicagcao
clinica

Av.
Prot.

Av.
Prot.

Av.
Prot.

Cicatrizagao
de Ulceras
em pé
diabético
Av.
Prot.

Av.
Prot.

Av.
Prot.

Reconstrugéo
do ligamento
cruzado
anterior
primario

Tendinite
patelar
crbénica

Ref.

Aguirre et al.,
(2017).

Pochini et al.,
(2016).

Pochini et al.,
(2016).

Ahmed, et. al,
(2016).

Kushida et al.,
(2014).

Castillo et al.,
(2010).

Vendramin;

Franco, D;

Franco, T.,
(2009).

Nin et al.,
(2009)

Kon et al.,
(2008)

Tabela 5 - (continuacgao)
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Esp.

Hum

Hum

Hum

Hum

Hum

12

30

140

25

10

Vol.

Sg.

40
mL

10
mL

55

60
mL

55

Substancia
Presente

Cloreto de calcio

Trombina autdloga;
gluconato
De calcio a 10%

N/i

Cloreto de calcio;
Trombina

Citrato de dextrose;
trombina bovina;
cloreto de calcio

Centrif.

Simples

Dupla

Simples

Dupla

Dupla

Tempo
Centrif
(Min)

8min

10mi/
10mim

15mim

13min

12min/
5min

Rpm/
Forca G

640G

300G/
640G

3200rpm

Autom.

3200rpm/

3200rpm

Concentracao
Método Final
plaquetaria
634x
Aberto 1073/l
Aberto N/i
3.31x
Aberto 1076/ mL
Smartprep® | 1016 x 1043/uL
Gpsiii®
(biomet) 1.603.000/pL

Tempo

Enriq.

PRP Pr;lgla;ro
0,

(100%) (min)
310 N/i
496 45
539 N/i
400 15
850 N/i

Aplicacao
clinica

Reparagéao
cirargica do
tendao de
Aquiles

Av.
Prot.

Epicondilite
lateral (dor)

Av.
Prot.

Cirurgia
estética

Ref.

(2009)
Sanchez et
al., (2007)

Vendramin et
al., (2006).

Mishra;
Pavelko
(2006).

Kevy;
Jacobson
(2004)

Eppley et al.
(2004)

Abreviaturas/Siglas: Espécie (Esp.); Numero de participantes (N); 3Volume Sanguineo (Vol. Sg.); Centrifugagéo (Centrif.); Enriquecimento do Plasma
Rico em Plaquetas (Enriq. PRP); Referéncias (Ref.); Humanos (Hum.); Nao informado (N/i); Avaliacdo de protocolos (Av. Prot.); milimetro (mL).

Fonte: Adaptado de Kevy; Jacobson (2004); Marques et al., 2014.
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Tabela 5 - Diversificagoes de protocolos para obtengcao do PRP em animais

VETERINARIO
Substancia Tempo  pom/ Concentragh £ o beo  prapore  Aplicacio
Esp. N Vol. Sg. Centrif  Centrif P Método o Final o a. P plicag Ref.
Presente " Forca G 70 (%100x) PRP clinica
(Min) plaquetaria )
(min)
. 81 Citrato de sédio; 5min/ 120G/ 4 . . Tendinite Maia et al.,
Equino 6 mL cloreto de célcio Dupla | “5rin 473G Aberto 500.000/ pL- NA ol do TFDS (2009)
Cam 20 Isoflurano; citrato de 5min / 1500rpm Porgcao Monteiro;
(C57BL.IG) 32 mL sédio; gluconato de Dupla 5min / Aberto 2.0x1077/ pL-* N/i N/i Parietal do Menke
calcio 1500rpm Cranio (2010)
Lopez;
Bov. 54 . . 5min/ 720G/ 882.00 x . Av. Giraldo;
(Holstein) 12 mL Citrato de sédio Dupla 5min 720G Aberto 1073/pL 129 N/ Prot. Carmona,
(2012)
. . Vendruscol
Equino 5 27 Citrato de sédio | Dupla ~ °omin/ 120G/ o 343.905 pL- 218 NJi Osteoartrite | * 'os o
mL 5min 240G Equina
(2012)
. 35 10min/ 400G/ . Av. Pereira, et
Equino 10 mL CPDA-1 Dupla 10min 800G Aberto 618.757/uL 480 N/i Prot. al., (2013).
(BR(::i 9 30 CPDA-1 Dupla 10mi/ 400G/ Aberto 4.129,78 x 890 N/i Av. Marques et
Angus) mL P 10mim 800G 1073/pL Prot. al., (2014)
Coelho . . . 1600rpm -
(Nova 30 9 Citrato de sodio; ., 10mi/ / Aberto  1.176.933/uL 805 40 Av. Pazzini et
A 4 mL gluconato de calcio 10mim Prot. al., (2016)
Zelandia) 2000rpm
Citrato de sdédio; Shin: Woo:
Caes 12 90 citrato de dextrose Dupla 05min/ 1000G/ Aberto 1.748 x 610 N/i Av. Kén ’
(Beagles) mL (ACD); cloreto de P 15min  1500G 1073/uL Prot. (200%’)
calcio
. Conceigao
12
Equino 9 2 NJi N/i NJi NJi Filtro 950.944/4L 536 14 Av. etal.
mL E-PET Prot. (2017)

Abreviaturas/Siglas: Espécie (Esp.); Numero de participantes (N); 3Volume Sanguineo (Vol. Sg.); Centrifugagéo (Centrif.); Enriquecimento do Plasma
Rico em Plaquetas (Enrig. PRP); Referéncias (Ref.); Tendinite do tend&o flexor digital superficial (TFDS); Camundongos linhagem C57BL/6 (Cam.);
Bovinos (Bov.); Avaliagdo de protocolos (Av. Prot.); Terapia de melhoramento de plaquetas equinas (E-PET), milimetros (mL)

Fonte: Adaptado de Kevy; Jacobson (2004); Marques et al., 2014.

25



2.4.1 Protocolos de PRP em destaque

Ha diversas protocolos para obtencdo do PRP, mas existem fatores comuns entre
eles como a necessidade de centrifugacao; a utilizagdo de anticoagulantes e na maioria
das vezes o0 uso de trombina autdloga e cloreto de calcio para ativagdo dos FC
plaquetarios (COSTA; SANTOS, 2016). Os protocolos também descrevem as densidades
diferenciais das células sanguineas do PRP e por muitas vezes referenciam a amostra
de sangue anticoagulado que contém a maioria das células da série branca e plaquetas
apo6s a centrifugagcdo como "buffy coat" (NUNES; SOARES; ALVES, 1979; Marx et al.,
1998; MUSTARD, J. F.; PACKHAM, 1970; ZUCKER, 1989; DUSSE et al., 2008). Desta
forma, alguns autores como Anitua (1999); Sonnleitner et. al., (2000); Vendramin et. al.,
(2006; 2009) que delinearam protocolos para humanos, assim como o estudo de Yazigi
et. al. (2015) que prosseguiu com protocolos para ratos da linhagem Wistar Kyoto (SHR),
nos chamaram a atencdo por seus achados. Por esta razdo, seus protocolos foram
escolhidos para nos orientar durante nossa experimentagao. A partir de entdo, podemos
confeccionar a padronizagdo de PRP de ratos Wistar, originando os protocolos 1 (P1); 2
(P2) e 3 (P3). A seguir, serao considerados a metodologia de Anitua (1999); Sonnleitner
et. al., (2000); Vendramin et. al., (2006; 2009) e Yazigi et. al., (2015).

2.4.1.1 Anitua (1999)

O procedimento de Anitua, (1999) (figura 4), consiste em obter amostra sanguinea
autologa do paciente antes de qualquer agéo farmacoldgica. Inicia-se coletando volume
sanguineo entre 10 a 20 mL em tubo pré-preparado com solug¢ao de citrato trissédico a
10% como anticoagulante. Apos a coleta, os tubos sdo centrifugados a 160G por 6
minutos, separando o sangue em trés fragdes: eritrécitos (porgao inferior do tubo), plasma
(por¢cao média do tubo) e PPP (porgao superior do tubo). Apds a separagao, descarta-se
1mL de cada tubo de PPP, colhendo-se o plasma restante juntamente com 1 a 2 mm da
porcao superior dos eritrocitos, utilizando-se posteriormente, para agao terapéutica. Por
promover uma metodologia simples, pode ser realizado em ambulatério com o uso de

uma microcentrifuga.
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Figura 4 - llustragao do Anitua (1999)

Amostra Sanguinea

Y
N—— ]
1° centrifugacdo
160G por 8 min Plasma pobre em
plaquetas (PPP)
Plasma rico em
plaquetas (PRP)

1a2mm

da porcdo

superior dos Eritécitos
eritrécitos

2.4.1.2 Protocolo de Sonnleitner et. al., (2000)

Neste método, o PRP é obtido a partir de duas etapas de centrifugacdes (figura

Fonte: Pelo autor

5). Na primeira etapa, 6 mL de sangue séo retirados do paciente e centrifugados por 20
minutos a 160G, usando uma centrifuga de bancada. Apéds a centrifugagéo, trés fragdes
celulares sanguineas sao obtidas: eritrécitos (porgao inferior do tubo), plasma (porgao
média do tubo) e PPP (porgéo superior do tubo). Apds a primeira separagao, Sonnleitner
et. al. (2000), retiraram 6mm da porgéao inferior em conjunto com o plasma para mais uma
centrifugacao de 400G por 15 minutos, sem a adi¢cao de anticoagulantes. Posteriormente
a segunda centrifugacao, pipetaram a fragao superior, descartando-a e considerando o
produto restante (0,5 mL) como PRP. Mensura¢des detalhadas durante o estudo
expuseram apoOs a primeira centrifugagdo, concentragdes plaquetarias de 250.000
plaquetas por pL, enquanto na segunda centrifugacdo, obteve-se 2.000.000 de

plaquetas/ L.
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Figura 5 - llustragao do protocolo de Sonnleitner et.al., (2000)

Amostra sanguinea N

-

1° centrifugagdo

\
— 2* centrifugagdo
160G por 20 minutos 22,000 3 24.000

plaquetas 400G por 15 minutos

Entrbotos

Plasma rico em plaquetas (PRP)
2.000.000 de plaquetas.

Fonte: Pelo autor

2.4.1.3 Protocolo Vendramin et al., (2006)

Metodologicamente, Vendramin et al. (2006) fundamentaram-se em coletar 10 mL
de amostra sanguinea autdloga por pungao venosa periférica, submetendo-a a duas
etapas de centrifugagdes. Na 1° etapa, a amostra foi centrifugada a 300G por 10 minutos,
resultando em trés fragcbes como nos demais métodos. Na 2° etapa, o equipamento foi
regulado para 640G por 10 minutos. Com este protocolo, Vendramin et al. (2006)
obtiveram aumento de 454% de plaquetas na primeira centrifugagdo, enquanto que na
segunda centrifugacdo a concentracéo foi de 496%.

Apesar de ter uma boa reprodutividade, em 2009 Vendramin et al. adaptaram sua
propria metodologia (figura 6). Retiraram 5mL diretamente da bolsa de sangue contendo
fosfato monobasico de sddio/dextrose anidra/acido citrico (CPDA-1) e submeteram a
amostra a 400G por 10 minutos de centrifugagédo. Apds a primeira etapa, o conteudo do
buffy coat foi aspirado com 2mm da camada de eritrécitos e submetido a uma nova
centrifugagdo de 800G por 10 minutos. Posterior a segunda etapa, %/3 do volume
plasmatico foram retirados e desprezados. O produto restante foi entdo homogeneizado
para a finalizacdo do PRP. Com este novo protocolo, Vendramin et al. (2009)

aumentaram a concentragao plaquetaria em 570%.
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Figura 6 - llustracao do protocolo Vendramin et al., (2009)

Amostra + CPDA

800G por
10 minutos
400G por
10 minutos
Fragoes
celulares
sanguineas

Enitrécitos

\%*| Plasma rico em
-/ plaquetas (PRP)

Fonte: Pelo autor

2.4.1.4 Protocolo de Yazigi et. al. (2015)

Yazigi et. al. (2015) usaram 40 ratos machos da linhagem isogénica SHR i.e.,
animais que apresentam pressao arterial acima de 200mmHg a partir dos 3-4 meses de
vida dividindo-os em grupos de 3. O primeiro grupo foi submetido ao controle, sangue
total sem centrifugacao e unica centrifugacao; o segundo grupo sangue total submetido
a uma unica centrifugagao e o terceiro grupo sangue total submetido a uma centrifugagao,
seguido de coleta do plasma total e realizado uma centrifugagdo. Desta forma,
pressupdem um n = 13 para cada grupo. Retiraram 3ml de sangue de cada animal por
meio de puncdo cardiaca e as amostras foram acondicionadas com citrato de sédio a
3,2%. Em seguida as amostras foram centrifugadas em (1) 200G por 10 minutos, seguida
de 200G por 10 minutos; (2) centrifugagcéo a 200G por 10 minutos e 400G por 10 minutos;
(3) centrifugacédo em 200G por 10 minutos e 800G por 10 minutos; (4) centrifugacéo a
400G por 10 minutos e 400G por 10 minutos; (5) centrifugagcao a 400G por 10 minutos,
seguida e 800G por 10 minutos; (6) centrifugacédo unica em 200G por 10 minutos e (7)
centrifugacao unica em 400G por 10 minutos. Em finalizag&do, o estudo concluiu que a
dupla centrifugacdo com repeticdes de tempo e forca G (400G por 10 minutos seguida
de 400G por 10 minutos), aumentou a concentragao média plaquetaria em confronto ao

grupo controle em 11,30 vezes.
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2.5 Esfregaco

Esfregacgo, distensdo sanguinea ou ainda extensdo sanguinea € um método
elaborado para enumeragéao e identificagdo morfolégica dos componentes sanguineos
(CASTRO, et al., 2006). O protocolo do esfregaco consiste na extensdo em angulo de
45° de uma fina camada de sangue ou PRP sobre uma lamina que, apds corada, sera
analisada em microscopio 6ptico (Figura 7) (RODAK; FRITSMAN; KEAOHANE, 2012). A
contemplagdo da morfologia plaquetaria por PRP pode ser observada pela técnica de
esfregacgo por meio da coloragéo de pandtico rapido (Diff-Quick®), coloragao pelo método
Wright, Giemsa®, entre outros (SCHWEIRGERT et al., 2010). O uso de coloragao
possibilita tornar mais nitida a estrutura morfolégica e a visualizagdo das aglutinagdes
citoplasmaticas e/ou mudangas conformacionais plaquetarias (MACHADO, 1973).

Rotineiramente, exames laboratoriais como hemograma e o coagulograma sao
utilizados para a verificagdo da hemostasia e fungdo plaquetaria, mas
complementarmente, ha a necessidade de se produzir o esfregagco do sangue periférico
para a verificagdo da morfologia das plaquetas (CASTRO, et al.2006). Além de um
meétodo simples, rapido e barato, a literatura descreve o protocolo por esfregaco de PRP
como uma metodologia também quantitativa de boa sensibilidade, sendo-lhe conferindo
status de alta eficacia quando comparado a aparelhos automatizados, e. g., QBC Vet
Autoread® (SCHWEIRGERT et al., 2010).

Morfologicamente, plaquetas nédo ativadas no PRP sao vistas no esfregaco em
forma discoide e aparecem na maioria das vezes arredondadas, ovais ou alongadas sem
coloragao exagerada dos granulos (CASTRO et al, 2006; GONCALVES, 2012;
OLIVEIRA et al., 2013). Substancias como anticoagulantes a base de citrato, tornam as
plaquetas do PRP esferoides e mais comumente arredondadas (COSTA; SANTOS,
2016). Mudangas conformacionais podem ser visiveis quando a forga G for excessiva
para manufaturacdo do PRP (BORGES et al. 2013) tal qual, quando condi¢des de
estimulos de trombopoiese provocados in vitro, mostrara no esfregago plaquetas
alongadas que provavelmente representam segmentos de pseuddpodes de
megacariocitos néo divididos (proplaquetas) (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Mas, se os
granulos nao sao observados fora dos remanescentes citoplasmaticos, assim como nao
se verifica sua presencga na regidao adjacente do esfregaco, serdo consideradas plaquetas
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ativas, mas porém inertes (SILVA et al., 2007; ZANDIM et al., 2012). Neste caso, a inércia
s0 sera descartada quando for possivel observar os a-granulos gigantes na membrana
citoplasmatica coloridos de vermelho intenso ou réseo, i. e., promovendo a liberagdo dos
FCs (MURPHY; GARDNER, 1971).

Ressalvas sobre a técnica do esfregagco devem ser observadas. Para uma boa
visualizagdo morfolégica, o procedimento de extensdao sob |amina precisa ser
padronizado quanto a coleta, o anticoagulante, coloragdo e a técnica mecéanica em si
(SILVA et al., 2007). Stockham; Scott (2011), descrevem que amostras heparinizadas
para observagdes em esfregaco ndo sao viaveis, pois a agregacao plaquetaria ocorre
com frequéncia nesse meio, assim como, as plaquetas podem ser facilmente
hiperativadas durante a colheita de sangue, em razdo da demora ou de técnica incorreta
de venopuncéo aplicada no animal. Sob outra perspectiva, o esfregaco deve ser realizado
por profissional qualificado para evitar pressdo desigual na lamina extensora e bordas
irregulares que possa comprometer a morfologia plaquetaria (SILVA et al., 2007). Além
do mais, pipetar uma gota muito pequena de sangue, gotejar concentradamente no meio
da lamina ou, produzir a gota seca, advinda da demora na produgao da fixagdo da lamina,
pode comprometer a obtengdo da monocamada plaquetaria (RODAK; FRITSMAN;
KEAOHANE, 2012). Portanto, o sucesso do resultado final por esfregaco, depende de

todas as fases e pormenores da padronizagdo metodolodgica (ALMEIDA, 2011).

Figura 7- Protocolo de esfregaco do PRP

A B
%oz Coloragdo
lamina extensora
/‘
-
— ) -
~\ b observagao do
PRP
g\ ! esfregaco
S N
movimento {

lamina

&
- - >
(A) Movimento permitindo que a gota do PRP se difunda uniformemente, por capilaridade; (B) coloracao
da lamina do esfregagco de PRP; (C) observagdo morfoldgica plaquetaria por microscopia 6ptica. Fonte:

Adaptado de Vidraria de laboratério
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimento ético

Tratando-se de pesquisas envolvendo animais de qualquer espécie e racga,
individuais e coletivas, devem ser respeitados a legislagéo, os principios e normas éticas
relacionadas ao tema (UNESP, cdodigo de ética). Assim, conforme as diretrizes de
‘ARRIVE Guidelines for Reporting Animal Research” (2010), os procedimentos
envolvendo os animais foram planejados e executados com as devidas consideragdes
de sua relevancia para a saude humana e o bem estar da espécie estudada. Usou-se o
numero minimo de animais para obter resultados validos para o avang¢o do conhecimento.
Todo o experimento, esteve sob a estreita supervisao de médico veterinario garantindo o

conforto dos Rattus novergicus (Linhagem Wistar).

3.2 Local de realizagao da pesquisa
O experimento foi desenvolvido nas dependéncias da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), na

cidade de Aracatuba, estado de Sao Paulo, Brasil.

3.3 Animais

Foram utilizados 11 Rattus novergicus machos, adultos, linhagem Wistar, com
peso corporeo médio de 425g, escolhidos aleatoriamente por sorteio em uma populagao
de 90 individuos definindo-se a quantidade de animais e o intervalo a ser sorteado. Todos
0s animais apos o sorteio foram triados e submetidos a exame fisico geral, sendo
considerados aptos para o experimento. Os roedores foram divididos em trios e
acondicionados em caixas de polipropileno (40x33x16,5 cm) sob condigdes ambientais
padronizadas com ciclo de 12h claro/escuro, temperatura de 23 + 2° C e umidade relativa
do ar controlada 55+ 10%. As caixas foram forradas com maravalha irradiada (10 kGy) e
trocadas em dias alternados. A alimentacao foi proveniente de ragao convencional para

ratos e a agua foi potavel, ndo havendo restricdes para o seu fornecimento ou consumo.
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3.4 Delineamento Experimental

3.4.1 Anestesia
Cada animal foi anestesiado previamente com Ketamina 80mg/Kg intraperitoneal
(I.P.) e Xilazina 13Mg/Kg I.P., conforme Canadian Council on Animal Care, (1993). A

Ketamina associada a Xilazina, produziu sedac&o habil em 20 min.

3.4.2 Coleta de Amostra

Apods anestesia, coletou-se 3,2 mL de sangue periférico (S.P.) (figura 8), por meio
de pulsdo cardiaca, em seringa previamente preparada com 640uL de CPDA-1 (JP
Industria Farmacéutica S/A — Brasil). Ao final da pungéo, o conteudo total da seringa foi
homogeneizado delicadamente para evitar ativacdo plaquetaria e imediatamente
transferido para tubos siliconados (BD Vacutainer®, Brasil) (STOCKHAM; SCOTT, 2011).
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 25°C (Eppendorf Centrifuge 5810R,
Hamburg, Germany) para a obtengao do PRP.

Figura 8 - Coleta de amostra sanguinea por pung¢ao cardiaca

Fonte: Pelo autor

3.4.3. Preparo do PRP por trés protocolos distintos
Todos os métodos averiguados durante a experimentagdo foram executados em

triplicata e duplo-cego. Os protocolos efetivados foram denominados de P1; P2 e P3

3.4.3.1 Preparo de P1
Apods coleta sanguinea, 1 mL da amostra com CPDA-1 foi transferida para tubo

siliconado e submetida a uma unica centrifugagdo em 160G por 6 min. Ao final do
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procedimento, ocorreu a separagao do sangue em trés fragdes: eritrocitos, plasma e
leucdcitos. Colhe-se todo o plasma em conjunto com 1 mm da porgéo superior dos
eritrécitos, totalizando 100uL de PRP (figura 9).

Figura 9 — Obtengao do PRP conforme P1.
—

r =
1¢
® e

peim

1mL sa em Unica centrifugacdo em Coleta-se a fra ~
- ¢ao do bufiy coat 100 pL PRP
tubos siiconados WG porbmm com adic3o de 7mm da porgdo

superior dos eritrécitos

Fonte: Pelo autor

3.4.3.2 Preparo de P2

Este protocolo estabelece duas etapas diferentes de centrifugagdes. Na primeira
etapa (Tubo A), acondiciona-se 1 mL da amostra sanguinea com CPDA-1 em tubo
siliconado e o submete-se a forca de 160 G por 20 min. Ao final do tempo, ocorre a
separagao sanguinea em trés fragdes: eritrocitos, plasma e leucécitos. O buffy coat e
mais 1mm da porg¢ao superior dos eritrocitos foram aspirados com uma pipeta automatica
de volume variavel (100 yL a 1000 yL), sendo acondicionados em um segundo tubo
siliconado (tubo B). Na segunda etapa de centrifugagao, o tubo B foi submetido a forga
de 400 G por 15 min. Ao final do tempo, descartamos aproximadamente /3 da fragéo

superior do Tubo B, considerando os 100 pL restantes como o PRP (figura 10).

Figura 10 - Obtengao do PRP conforme protocolo Sonnleitner et al., (2000).
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Coleta-se a fragdo do buffi coaf
com adigdo de Imm da porgdo
superior dos entrdcitos e os
transfere para o tubo B

2° cenftrifugagdo 100 pL restantes
em 400 G por 15 min “PRP"

1° centrifugagdo
em 160 G par 20 min

Fonte: Pelo autor

3.4.3.3 Preparo de P3

Este protocolo, assim como P2, estabelece duas etapas diferentes de
centrifugagdes. Na primeira etapa (Tubo A), acondiciona-se 1 mL da amostra sanguinea
com CPDA-1 em tubo siliconado e o submete-se a forga de 300 G por 10 min. Ao final do
tempo, ocorreu a separagao sanguinea em trés fragdes: eritrocitos, plasma e leucdcitos.
O buffy coat e mais Tmm da porgao superior dos eritrécitos foram aspirados com uma
pipeta automatica de volume variavel (100 yL a 1000 uL), sendo acondicionados em um
segundo tubo siliconado (tubo B). Na segunda etapa de centrifugagdo, o tubo B foi
submetido a forga de 640G por 10 min. Ao final do tempo, descartamos aproximadamente
2/3 da fragao superior do Tubo B, considerando os 100 uL restantes como o PRP (Figura
11).
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Figura 11 - Obten¢ao do PRP conforme protocolo de Vendramin et al. (2006)
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1° centrifugagdo Coleta-se a frag3o do buffy 2° centrifugagdo 100 ul restantes
em 300 G por 10 min cogt + Tmm dos eritrdcitos em 640 G por 10 min ‘PRP”
e 05 transfere para o tubo B

Fonte: Pelo autor

3.5. Analises Laboratoriais

3.5.1 Plaquetometria do Sangue Periférico

A amostra do S. P. na quantidade de 0,2 mL foi diluida na proporcao de 1/100 em
pipeta de Thoma com solugao de Brecher (oxalato de amdnio 1%) e homogeneizada por
5 min. Ao final do tempo, a amostra por capilaridade foi colocada em camara de Neubauer
e deixada em repouso por 20 min em camara umida para posterior contagem plaquetaria
em microscopio optico binocular Euromex® (400x). Todo o procedimento foi executado

em duplo-cego.

3.5.1 Plaquetometria dos Protocolos

As amostras de cada protocolo pds obtencéo dos 100 pL de PRP foram colocadas
por capilaridade em camara de Neubauer e deixadas em repouso por 20 min em camara
umida para posterior contagem plaquetaria em microscoépio éptico binocular Euromex®
(1000x). Todos os procedimentos foram executados em duplo-cego.
3.5.2 Analise Morfolégica por Esfregaco

As amostras do SP e as amostras de PRP obtidas de cada protocolo foram
utilizadas para a confeccao de esfregago em Iamina de vidro (Stockham; Scott, 2011) e

posteriormente coradas com Pandético rapido Diff-Quick® (LaborClin, Pinhais, PR, Brasil).
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A morfologia plaquetaria foi avaliada com objetiva de imersdo, aumento de 100x, em
microscopio optico binocular Euromex®. A escolha do campo para observacao baseou-
se em uma igualdade distributiva das plaquetas, permitindo, desta forma, avaliar as
diferenciagbes das particulas nao-celulares ou debris plaquetarios (MACHADO, 1973).
As plaquetas foram classificadas em estados morfolégicos: plaquetas inativas em
formato alongado ou discoide e plaquetas ativadas, com presenga de pseuddépodes e
granulos corados (CASTRO, et al., 2006).

3.5.3 Analise Estatistica

Apos analise das variaveis quanto a normalidade (Teste de Shapiro-Wilk), as
diferengas entre os grupos foram verificadas pelos testes de Friedmann com pds-teste
de Dunn (Plaquetas), ANOVA com medidas repetidas e poés-teste de Tukey
(Concentracao). Média e desvio-padrao foram as ferramentas da estatistica descritiva
utilizada para melhor apresentar os dados do experimento. Todas as analises estatisticas
foram efetuadas em programa computacional (GraphPad Prism, v.6.00 para Windows),

sendo consideradas significantes quando p<0,05.

4. RESULTADOS

Em nosso experimento, os trés protocolos de PRP concentraram plaquetas de
forma significativa em relagéo ao sangue periférico (figura 12, 13 e tabela 5). No entanto,
os protocolos de P2 e P3 quanto a concentragdo plaquetaria, ndo apresentaram
relevancia estatistica entre si (P<0,0001), mas foram superiores a P1.

No tocante a avaliagdo morfolégica plaquetaria, todas as amostras de PRP
apresentaram mudangas nas caracteristicas conformacionais em esfregaco quando
comparados com o sangue periférico (figura 14). Foi visivel maior grau de ativagdes, nos
protocolos de P2 (figura 15) e P3 (figura 16), do que em P1. Por outro lado, o protocolo
de P1 apresentou maior quantidade de elementos eritrocitarios (figuras 15). Neste
aspecto, o protocolo P3 foi 0 que apresentou menor incursao eritrocitaria, infimo niumero
de debris plaquetario e no quesito tempo global para preparagéo, permaneceu em

segundo plano atras de P1.
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Figura 12 — Plaquetometria vista por camara de Neubauer

Plaquetometria em camara de Neubauer: (A) protocolo P2; (B) protocolo P1; (C) protocolo P3.

Fonte: Pelo Autor
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Plaquetas (L)

Tabela 5 - Parametros dos valores expressos em média e desvio padrao da
plaquetometria e concentracao de PRP de Rattus novergicus (Wistar)

Plaquetometria (uL)

e S.P. P1 P2 P3
MEDIA 777.393 1.564.357 3.911.786 4.177.857
DESVPAD 131.309 245.761 403.950 594.671
Concentragao (%)
esltr;?ilsct?co P1 P2 P3
MEDIA 207 519 549
DESVPAD 48 112 101

Fonte: Pelo autor

Figura 13 - Contagem plaquetaria dos protocolos testados em Rattus novergicus
(linhagem Wistar).
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(A) Comparativo das concentracdes dos protocolos de PRP com SP.
(B) concentragcéo do PRP dos dois protocolos de dupla em relagdo a uma unica centrifugagéo (P<0,0001).
Presenca de letras distintas indica as diferengas estatisticas significativas (p<0,05). Fonte: Pelo autor
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Figura 14 - Esfregag¢o do Sangue Periférico

Morfologia plaquetaria avaliada com objetiva de imersdo em microscopio 6ptico binocular com aumento de
1000x. Coloragéo, pandtico rapido (Diff-Quick®). Setas pretas: plaquetas em formato discoide. Setas
brancas curvadas: leucoécitos, leucocitos fragmentados ou hemacias. Fonte: Pelo autor.

Figura 15 - Esfregago plasma rico em plaquetas amostra do protocolo P1
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Morfologia plaquetéaria avaliada com objetiva de imersdo em microscopio 6ptico binocular (1000x).

Coloracéo, pandtico rapido (Diff-Quick®). Setas pretas: plaquetas inertes em formato alongado ou discoide.

Setas brancas retas: plaquetas ativadas, com presenga de pseuddpodes e granulos corados em rosa. Seta
curvada branca: incursao celular. Fonte: Pelo autor
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Figura 16 - Esfregago plasma rico em plaquetas amostra do protocolo P2
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Morfologia plaquetaria avaliada com objetiva de imersdo em microscopio éptico binocular (1000x).
Coloracgéo, pandtico rapido (Diff-Quick®). Setas pretas: plaquetas inertes em formato alongado ou discoide.
Setas brancas retas: plaquetas ativadas, com presenga de pseuddpodes e granulos corados em rosa. Seta
curvada branca: incursao celular. Fonte: Pelo autor

Figura 17 - Esfregago plasma rico em plaquetas amostra do protocolo P3
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Morfologia plaquetaria avaliada com objetiva de imersdo em microscépio optico binocular (1000x).
Coloragéo, pandético rapido (Diff-Quick®). Setas pretas: plaquetas inertes em formato alongado ou discoide.
Setas brancas retas: plaquetas ativadas, com presencga de pseudépodes e granulos corados em rosa. Seta
curvada branca: incursdo celular. Fonte: Pelo autor
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5. DISCUSSAO

Os valores hematologicos observados nos ratos Wistar machos apresentam-se
mais elevados quanto a quantificacdo de hemacias em relagdo as fémeas, mas nao
apresentam diferengas quantitativas entre as plaquetas (DINIZ, et al. 2006). Desta forma
torna-se necessario estipular em estudo a identidade do género (macho, fémea) para
uma melhor avaliacédo da incursao de eritrocitos em PRP.

Os PRPs P1, P2 e P3 advém de animais que possuem volume sanguineo entre
6% a 8% do seu peso corporal (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007; LIMA et al.,
2014). Portanto, seria inviavel coletar entre 6 mL a 20 mL de sangue por pulsdo cardiaca
ou aspirar 2 mm do buffy coat em conjunto com a camada superficial eritrocitaria apds
centrifugagcdes conforme os protocolos de Anitua (1999), Sonnleitner et al. (2000) e
Vendramin et al. (2006). Desta forma, coletou-se 3,2 mL de sangue dos animais devido
a baixa quantidade amostral proporcionada por estes conforme Yazigi et al. (2015).

A obtengao do PRP por centrifuga exige escolha da velocidade, tempo e vezes de
centrifugacao para se definir o melhor resultado (MARQUES et al., 2014). A tonalidade
dos PRPs P2 e P3 de dupla centrifugagao apresentaram-se em rdseo claro enquanto P1
de unica centrifugacao resultou na cor palha (MARX et al.,1998). O peso e tamanho das
plaquetas é o fator determinante para uma concentragéao 6tima de PRP em cada espécie
(LOPEZ et al., 2012).

A contagem plaquetaria do sangue periférico dos ratos Wistar apresentou-se
dentro dos valores de referéncia normais para a espécie de 638 a 1.177x103uL (LIMA et
al., 2014). Os trés protocolos de PRP concentraram plaquetas em comparagédo ao dado
referencial. Os protocolos P2 e P3 apresentaram valores superiores preconizados por
Marx et al. (1998) e Jadhav et al. (2012) que demonstraram efetividade do PRP quando
a concentragdo plaquetaria esta acima de 338%. Embora P3 tenha permitido um
acréscimo de 266.071 plaquetas em comparacao a P2, os achados permitem classificar
ambos os protocolos com boa qualidade para concentragdo plaquetaria acima de 338%
(figura 12, 13; tabela 5). Por outro lado, P1 demonstrou 207% de concentragédo
plaquetaria. Provavelmente o insucesso esta ligado a uma unica centrifugacédo (MARX,
2004). Em uma dupla centrifugagcdo, como em P2 e P3 as amostras passaram por duas
etapas soft e hard spin, diferente de P1 que passou apenas por uma etapa soft spin. A
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primeira etapa de centrifugacdo € conhecida como soft spin, um giro suave separando
eritrécitos, leucdcitos, plaquetas e a segunda hard spin, uma rotagdo mais rapida e
robusta com concentragao plaquetaria, separando-as mais efetivamente dos leucécitos
e eritrécitos residuais (DOHAN, et. al., 2006). A literatura esclarece que em geral, o
protocolo apresentado com apenas uma etapa de centrifugagdo nao produz um
verdadeiro PRP e sim, reduzida concentragao plaquetaria com PPP (MARX et al., 1998).

Quanto ao tempo de execugdo, o procedimento em P1 foi finalizado em 10
minutos, mas pela baixo acréscimo plaquetario (figura 13; tabela 5) e maior quantidade
de eritrécitos visiveis (figura 15) em comparagao a P2 e P3 descartamos a viabilidade de
P1 para obtencdo do PRP de ratos Wistar. A empregabilidade da forca G deve separar
efetivamente plaquetas de hemacias além de proporcionar uma boa concentracao
plaquetaria (MARX, 2004). Por outro lado, P3 foi realizado em aproximadamente 25
minutos e P2 em torno de 40 minutos. Sabendo-se a importancia do tempo para pesquisa
cientifica, P3 seria o melhor indicado em comparacéo a P2.

Em um organismo, as plaquetas podem ser ativadas em resposta ao sistema
imune adaptativa ou em sitios inflamatérios (WEISS et al., 2010). A ativagao plaquetaria
pode ser realizada por muitos mecanismos, e. g., ha conversao do tromboxano A2 (TXA2),
por passagem independente da via do AA, pela trombina, colageno, por ativadores
plaquetarios que elevam rapidamente o Ca*? livre que auxilia na liberagdo das
substancias dos granulos ou, pela forca G empregada durante processo de centrifugacao
(WEISS et al., 2010; CHEN; ZHANG; WU, 2010). A forca G pode ativar prematuramente
as plaquetas com extrusao dos FCs resultando em PRP terapeuticamente inativo (WEISS
et al.,, 2010). A plenitude plaquetaria pds centrifugacdo deve ser mantida durante a
exocitose onde estara completando a estrutura terciaria das proteinas dos FCs (YAZIGI
et al., 2015). Neste contexto, estudos sugerem que as plaquetas tornem-se ativadas
préximo ao instante da execugao terapéutica, antes da primeira hora, para se garantir
uma concentragao apropriada dos FCs no local da lesao, pois apds o tempo determinado,
70% a 100% dos fatores serado liberados (MARX, 2001; MAIA, 2009). No entanto, a
eficacia terapéutica dos PRPs podem estar no tempo de vida das plaquetas. De fato, os
FCs s&o disponibilizados 10 minutos apdés a ativagdo plaquetaria com 95% pré-

sintetizados e, em uma hora, todos ja passaram pela extrusdo. Porém as plaquetas
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continuarao a sintetizar e liberar fatores proteicos adicionais durante 5 a 10 dias, i. e, até
sua apoptose (SALDALAMACCHIA, 2004). A forga G deve ser adequada para nao
provocar a destruicdo das plaquetas, assim como, outros fatores devem ser observados
para nao inviabilizar a preparagdo do PRP como, descomedida pipetagem durante a
aspiracao do buffy coat, gotejamentos incorretos sob a lamina, pressdo exagerada
durante a preparagédo do esfregacgo, anticoagulantes errbneos e a hiperatividade das
plaquetaria durante a colheita do sangue periférico em razdo da demora ou de técnica
incorreta de venopungdo aplicada no animal (BARRIENTOS; STOJADINOVIC;
GOLINKO, 2008; STOCKHAM; SCOTT, 2011; RODAK; FRITSMAN; KEAOHANE, 2012).

O uso incorreto de anticoagulante, pode levar a modificagdo morfolégica
plaquetaria tal qual como eleva a ativacao e extrusao dos FCs no PRP (CASTRO, et al.,
2006). O EDTA interfere na estrutura terciaria das plaquetas (STOCKHAM; SCOTT,
2011), provoca ativagao plaquetaria por meio de autoanticorpos plasmaticos (IgG, IgM,
IgA) (VIEIRA et al., 2010) e induz a aglutinagdo por diminuir os niveis de Ca*? na amostra
promovendo ativagdo da glicoproteina GPIlIb/llla alterando desta forma, a morfologia
plaquetaria (MORENO; MENKE, 2002). Por conseguinte, as amostras heparinizadas em
PRP causam frequentemente agregacao plaquetaria (PAVANELLIA; SPITZNERB, 2011).
A heparina apresenta alta densidade de carga negativa ligando-se diretamente a
plaqueta, que por sua vez, possui alta densidade de carga positiva resultando em
agregacao (FRANCHINI, 2005). Significativa importancia fisiolégica é denotada na
ligacdo do FYW com a heparina, apesar do mecanismo desta ligagao ainda nao estar
totalmente elucidado (JOAO, 2001). Em ambos os casos, quer seja pelo uso de EDTA,
quer seja pela heparinizagdo, o PRP podera ndo ser viavel (LANDESBERG; ROY;
GLICKMAN, 2000).

O CPDA-1 foi escolhido como anticoagulante por preservar a viabilidade
plaquetaria sem causar danos estruturais aos seus componentes, ndo permitir
proliferacdo bacteriana nas amostras (VENDRAMIN et al., 2009) e tornar as plaquetas
mais comumente arredondadas (SECCHI, 2010; COSTA; SANTOS, 2016). Tubos
contendo CPDA-1 fornecem fatores de inibicdo plaquetaria que ajudam reduzir a ativagao
das plaquetas in vitro (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Como o componente basico do

CPDA-1 é o citrato de sodio, este reage com o Ca*? livre impedindo a efetivagédo do
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mecanismo de coagulagao estabilizando a atividade plaquetaria (VIEIRA et al., 2010).
Em sua composicao, também ha adenina e dextrose, que promovem o aumento das
reservas nucleotidicas no interior celular e amplificam adenilato, que sera utilizado como
substrato pelos fragmentos plaquetarios (LANDESBERG; ROY; GLICKMAN, 2000,
VENDRAMIN et al., 2009).

Optou-se pela plaquetometria manual por camera de Neubauer pela tendéncia que
os analisadores automaticos hematoldgicos possuem em superestimar a contagem
plaquetaria (SEGAL et al., 2005; SILVA et. al., 2007). Os contadores por impedancia, i.
e., por meio da oposigdo que um circuito elétrico faz na passagem da corrente quando é
submetido a uma tensao tém impericia em diferenciar eritrocitos de plaquetas assim
como, falha em diferenciar detritos celulares dos fragmentos plaquetarios resultando em
trombocitose quando ndo ha (KNOLL; ROWELL, 1996, SILVA et. al., 2007; STOCKHAM,;
SCOTT, 2011). O inverso também pode ocorrer, quando o aparelho nao distingue
hemacias de macroplaquetas ou plaquetas gigantes indicando trombocitopenia (SILVA
et. al., 2007).

Quando ha atividade excessiva plaquetaria, os a-granulos apresentam-se
gigantescos e manchados de vermelho ou rosa forte com o corante pandético rapido
(STOCKHAM; SCOTT, 2011) provavelmente liberando os FCs (MURPHY; GARDNER,
1971; CASTRO, et al., 2006; SILVA, 2009; ZANDIM et al., 2012). Morfologicamente,
plaquetas ndo ativadas s&o vistas na maioria das vezes, na cor purpura, em formato
discoides, ovais ou alongadas (CASTRO et al., 2006; GONCALVES, 2012; OLIVEIRA et
al., 2013) acreditando-se que nesta fase nao ocorra liberagado dos FCs ou a extruséao &
baixissima (BLOCKMANS; DECKMYN; VERMYLEN, 1995, EVERTS et al., 2006; SILVA,
2007). De acordo com a literatura, tal reagcédo de liberacdo do conteudo dos granulos
ocorre sem lise celular, com inalteragéo da integridade da membrana e baixa extrusao
dos FCs (CASTRO; et al. 2006). Neste contexto, foi possivel observar alteragbes
morfoldgicas plaquetarias nos trés protocolos testados (Figura 15; Figura 16 e Figura 17)
em comparagao ao sangue periférico (Figura 14).

Alguns investigadores alegam que a presenga de constituintes celulares no PRP,
concede agonismo natural melhorando as expectativas da terapéutica humana,

parecendo haver analogia positiva entre leucdcitos, interleucina-1 (IL-1B) e o fator de
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necrose tumoral (TNF-a) na evolugao infecciosa e/ou alérgica (MARQUES, et al., 2014).
Por outro lado, outros pesquisadores definem as linhagens leucocitarias e eritrocitos
como contaminantes em amostras de PRP (MARX et al., 1998). Deveras, nosso estudo
preconiza a alta concentracao plaquetaria em PRP de Rattus novergicus como modelo
animal e boa visualizagao morfolégica plaquetaria dos estagios conformacionais, com o
minimo de eritrécitos possiveis. Desta forma, acreditamos ser mais viavel um protocolo
que apresente alta concentragao plaquetaria, menor indice de incursao celular das séries
sanguineas, adicionando-se técnica simples, rapida e com uso de materiais corriqueiros
(YAZIGI et al., 2015).

6. CONCLUSAO

O protocolo P3 apresentou alta concentragdo plaquetaria (549% em relagao ao
sangue periférico) e boa visualizagdo morfologia das plaquetas mediante procedimento
acessivel com equipamentos laboratoriais habituais e por meio de dupla centrifugacao.
Desta forma, proporciona-se protocolo padronizado para obtencdo de PRP de Rattus

novergicus (Wistar).
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