UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CAMPUS DE ARACATUBA

PROTOCOLO PARA OBTENCAO DO PLASMA RICO EM
PLAQUETAS DE CAES

Vanessa Borges Costa Ferreira

Médica Veterinaria

ARACATUBA - SP
2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CAMPUS DE ARACATUBA

PROTOCOLO PARA OBTENCAO DO PLASMA RICO EM
PLAQUETAS DE CAES

Vanessa Borges Costa Ferreira
Orientador: Prof. Adj. Alexandre Lima de Andrade

Co-orientadora: Prof. Ass. Dra. Suely Regina Mogami Bomfim

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina Veterinaria de Aracatuba — Unesp,
Campus de Aracgatuba, como parte das
exigéncias para a obtencédo do titulo de Mestre
em Ciéncia Animal (Fisiopatologia Médica e
Cirurgica).

ARACATUBA - SP

2012



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

VANESSA BORGES COSTA FERREIRA - Natural de Uberlandia-MG, em 22
de marco de 1984, filha de Washington Borges Costa e Maria Aparecida
Ferreira Costa. Em 2003, ingressou no curso de Medicina Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) Prof. Haroldo
Sampaio Ribeiro, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).
Participou de projetos de extensdo universitaria entre os anos de 2003 e 2006.
Graduou-se como Médica Veterindria em janeiro de 2008 e em fevereiro do
mesmo ano ingressou no Programa de Residéncia Médico-Veterinaria, area de
Diagnostico Veterinario (Patologia Clinica Veterinaria) pela Faculdade de
Medicina Veterinaria de Aracatuba (FMVA), da Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho, concluido em janeiro 2010. Iniciou o Curso de Pés-
Graduacdo em Ciéncia Animal em marco de 2010, area de Fisiopatologia

Médica e Cirargica, tornando-se bolsista CAPES em junho do mesmo ano.



“No meio da dificuldade, encontra-se a oportunidade.”

Albert Einstein



Aos meus pais, Washington e Maria,

pois sem eles tudo seria mais dificil.

A professora Suely, minha “méae”’,

que tudo fez por mim.



AGRADECIMENTOS
A minha sincera gratidao...

A Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, nas pessoas de seu Diretor Prof.
Dr. Francisco Leydson Formiga Feitosa e Vice-Diretor Prof. Dr. Max José de

Araujo Faria Junior, pela oportunidade da realizacdo deste curso e pesquisa.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal, na pessoa de sua
Coordenadora Professora Adjunto Juliana Regina Peir6 e todo o corpo
docente, pelo conhecimento transmitido com tanta dedicacdo e amor aos seus
alunos. E aos funcionéarios da Secao de Pds-Graduacédo, que tudo fazem para

tirar nossas duvidas.

A Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES,
pela concessdo da bolsa de mestrado, que foi fundamental para minha

permanéncia e dedicacéo exclusiva ao desenvolvimento deste trabalho.

Ao Professor Adjunto Alexandre Lima de Andrade, que me acolheu como sua

orientada quando mais precisei.

A Professora Ass. Dra. Suely Regina Mogami Bomfim, minha querida co-
orientadora, que sempre ficou ao meu lado em todas as situagbes, me dando
forcas, dividindo conhecimento, sendo uma verdadeira mae, em todos os

sentidos.

Ao Professor Adjunto Paulo César Ciarlini, meu idolo, por ser sempre exigente

comigo e me auxiliar nas corre¢cdes da minha pesquisa.

Aos Professores Marcelo Vasconcelos Meireles e Valéria Marcal Félix de Lima,
pela generosidade em ceder as instalacbes de seus laboratorios para a

realizacdo deste estudo.

A Professora Adjunto Valeria Nobre Leal de Souza Oliva, pela gentileza em

ceder os cées do Projeto Cao Cidadéao para a execucao deste projeto.



A minha amiga e irma, a residente Renata Nogueira Figueiredo, pela
dedicacdo, amizade e forca que me foi oferecida, sem pedir qualquer tipo de
retribuicdo! Um ombro amigo para desabafar, apoiar e auxiliar na caminhada!
Foram muitos dias de contagens de plaquetas juntas... Muito obrigada pela

amizade verdadeira... e pela plaguetometria realizada!

Ao meu estimavel irméo, o mestrando Breno Fernando Martins de Almeida, que
me ajudou da forma mais simples e bela. Vocé estara sempre no meu coracao!

Obrigada pelo empenho na realizagcéo da analise estatistica desta pesquisa!

A residente Sheila Nogueira, pela disposicéo em colher as amostras de sangue

dos cées! Seu auxilio foi imprescindivel!

A técnica Jucilene Conceicdo de Souza, pela solucdo de citrato de sédio
preparada, pelas pipetas de Thoma lavadas, e pelo grande coracdo em me

ajudar sempre que possivel! E claro, pelo café fresquinho todos os dias!

Aos amigos Luis Gustavo Narciso (reprodutibilidade de protocolo inigualavel!) e
Monally Conceicdo Costa de Aquino, que me acolheram, me deram carinho,

atencdo e forca para continuar. Obrigada pela lealdade, que Deus os abencoe!

Aos residentes do Laboratério Clinico Veterinério, Thaisa Apetito Tosta (Thata)
e Acécio Joseé Lustosa Mendes (Bebé), e a eterna estagiaria Gabriela Siqueira
(minha Bibi!), pela colaboracdo e amizade durante a execucao deste projeto.

Uma linda amizade comecou!!!

As amigas: Mariana Macedo (minha flor), Priscila Dalmagro (eterna caloura),
Juliane Teramachi (Neusa), Anaiza Simdo Zucatto (pequenininha chata!),
Eveline Tozzi (companheira) e Priscila Preve (dengo) pelos conselhos e

carinho oferecidos durante a jornada. Amo vocés!

As doutorandas Natalia Campos e Natalia Pola, e & mestranda Carolina
Santinoni, do Curso de Pés-Graduagdo em Periodontia, pelos momentos
vividos, conhecimento dividido e ajuda oferecida. Lagcos “plaquetarios” nos

unem!!!!



A técnica Juliana Perosso Borges e ao doutorando Alex Nakamura, por me

auxiliarem no uso das centrifugas. Sem voceés estaria perdida!

A funcionaria Beatriz Helena, por me servir de exemplo profissional e por me
ensinar a trabalhar com empenho e dedicag&o! Muito obrigada por participar da

minha formagéao!

Aos funcionarios Esal Medeiros e Clédio Fiorentini, que por vezes me
auxiliaram na contencdo dos animais. Obrigada pela imensa ajuda! A boa

vontade de vocés sempre sera lembrada!

Aos colegas de mestrado, funcionarios e residentes do Hospital Veterinario
“Luiz Quintiliano de Oliveira”, pelo trabalho encorajado, pelo bom dia

compartilhado e pelos sorrisos trocados!

Aos proprietarios dos animais utilizados neste estudo, por cederem seus

melhores amigos para o desenvolvimento desta pesquisa.

Aos caezinhos, sempre tdo déceis, que doaram seu sangue para a execucao

deste trabalho!

E a todos que direta ou indiretamente me auxiliaram nessa caminhada.



SUMARIO

Pagina
RESUMO. . . . [
AB ST RACT . . o i
CAPITULO 1 - CONSIDERA(;()ES GERAIS. . ... .. 11
1 REVISAODALITERATURA . . ... e 13
Ll Plaguetas. .. ... 13
1.2 Fatores de crescimento. . . ..., 14
1.3 Plasmaricoemplaquetas. . ........... .. ... . . .. 20
REFERENCIAS . . ..ot 26

CAPITULO 2 — COMPARACAO DE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA

OBTEN(;AO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS. . . ............... 33
RESUMO. . . . 33
1 INTRODUGAO. . ..ttt e 34
2 MATERIALEMETODO . ...\ttt e 37
2.1 Localderealizacdodapesquisa. . .. .....coviiinnnnnn... 37
2.2 ANIMAIS. . .o 37
2.3 Colheita e acondicionamento de amostras. . .. ............. 37
2.4 Plasma Rico em Plaquetas (PRP). .. ..................... 39
25 Plaquetometria. . .. ... . e 39
2.6 Reprodutibilidade. . . ........... ... . .. . . . 39
2.7 Andlise estatistica. . . . ....... . 39
S RESULTADOS. . . . 40
ADISCUSSAOD .. .ottt 43
B CONCLUSAOD . . oottt 45

REFERENCIAS. . . .ot e e 46



PROTOCOLO PARA OBTENCAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS DE
CAES

RESUMO - Biotécnicas como o plasma rico em plaquetas (PRP) vém sendo
amplamente utilizadas na reparacdo e regeneracao teciduais, objetivando
acelerar a cicatrizacao de feridas. O potencial do PRP para diminuir o tempo de
recuperacdo dos traumas depende da concentracdo plaquetaria, de sua
funcdo, e de seus fatores de crescimento. A escassez de protocolos para
obtencdo do PRP em caes, aliada as variacbes dos mesmos, dificulta o
emprego desta biotécnica. O objetivo deste estudo foi testar trés diferentes
protocolos para obtencdo do PRP e verificar sua eficacia na espécie canina.
Foram colhidos 15 mL de sangue de 20 caes sadios, sendo as amostras
submetidas aos protocolos para obtencdo do PRP segundo Anitua, Sonnleitner
e Vendramin. As concentracfes médias de plaquetas proporcionadas por cada
protocolo foram de 247%, 351% e 439%, respectivamente. O protocolo de
Vendramin se sobressaiu em relacdo aos demais, com melhor concentragcéo

plaquetaria no PRP, e apresentou boa reprodutibilidade.

PALAVRAS-CHAVE - Biotecnologia, canino, centrifugacao, cicatrizagao.



PROTOCOL FOR OBTAINING THE PLATELET-RICH PLASMA OF DOGS

ABSTRACT - Biotechnology as the platelet-rich plasma (PRP) have been
widely used in tissue repair, aiming to accelerate the healing of wounds. The
potencial of PRP to reduce the recovery time of injuries depends on the
concentration of platelets, its function and their growth factors. The lack of
protocols for obtaining PRP in dogs, combined with variations of the same,
hinders the use of biotech. The aim of this study was to test three different
protocols for obtaining PRP and verify effectiveness in dogs. 15 mL were
collected blood of 20 healthy dogs, and the samples were subjected to
protocols to obtain PRP second Anitua, Sonnleitner and Vendramin. The mean
concentrations of each protocol provided by platelets were 247%, 351% and
439% respectively. The protocol Vendramin stood in relation to other, better

platelet count in PRP, and has good reproducibility.

KEYWORDS - Biotechnology, canine, centrifugation, wound healing.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

A engenharia tecidual tem proporcionado grandes resultados na
reparacao e regeneracao tecidual em pacientes que necessitam de um menor
tempo de recuperacdo. O uso da biotécnica do plasma rico em plaquetas
(PRP) vem aumentando gradativamente, e seus resultados tem surtido efeito

clinico satisfatorio, tanto em seres humanos como em animais.

O PRP é um concentrado autdlogo de plaquetas, com valores no
minimo trés vezes acima do encontrado no sangue periférico. Por utilizar o
sangue do préprio paciente, o PRP néo transmite doencgas, assim como nao

provoca rejeicdes por parte do receptor.

Como ndo ha um protocolo que seja padronizado para a obtencao do
PRP, cabe ao pesquisador ou ao clinico definir o método mais eficaz para
alcangar o seu objetivo. H&a diversas técnicas descritas na literatura, em que a
guantidade de sangue pode ser o motivo da escolha de determinado protocolo.
Ha métodos que utilizam grandes volumes de sangue (bolsas de sangue) e
necessitam de equipamentos e pessoal especializados para o processamento
das amostras, sendo uma técnica muito onerosa. A utilizacdo de pequeno
volume de sangue e a técnica de tubos para a obtencdo do PRP, além de ser
mais simples e de baixo custo, pode ser realizada em clinicas e ambulatérios,

com o uso de centrifugas refrigeradas comuns.

Na medicina veterinéria, para a obten¢édo do PRP vém sendo testados
tempo e forcas de centrifugacdo nas amostras de sangue de caes, de outros
animais domeésticos e de laboratério, em busca da melhor concentracdo de
plaguetas, como também de seu conteddo, os fatores de crescimento. As
rotacBes sdo estudadas visando aumentar a quantidade de plaquetas, integras.
A ativacdo prematura levaria a liberacdo dos fatores de crescimento de forma

nao bioativa, resultando em um PRP com baixo poder de cicatrizac&o.
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Em cades, o PRP ¢é aplicado principalmente na reparacdo de falhas
0sseas, almejando a diminuicdo do tempo de cicatrizacdo e recuperagcao. Sua
aplicabilidade pode ser estendida a cicatrizagdo de tecidos moles, feridas

cirargicas e queimaduras, como realizado em seres humanos.

Diante do crescente interesse na aplicacdo do PRP na regeneracao e
reparacao tecidual, tanto em humanos como em animais, e da variedade de
protocolos encontrados na literatura, nosso estudo objetivou testar a
capacidade de trés protocolos para obtengdo do PRP em humanos, de Unica e

de dupla centrifugacdo, em concentrar as plaquetas do sangue de cées.
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1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 Plaquetas

As plaguetas sdo pequenos fragmentos do citoplasma dos
megacariocitos, em forma de discos, anucleadas, com uma membrana
trilaminar fosfolipoprotéica (EVERTS et al., 2006; JAIN, 1993). Possuem um
anel de microtubulos contrateis ao redor de sua periferia, que contem actina e
miosina, compondo seu citoesqueleto. O citoplasma € claro, com poucas
organelas citoplasmaticas e granulos vermelho-purpura conhecidos como
granulos densos e a-granulos. Os granulos densos contem ADP, ATP,
serotonina e calcio, enquanto que os a-granulos possuem fatores de
coagulacao, fatores de crescimento e outras proteinas (EVERTS et al., 2006;
MEHTA; WATSON, 2008; YARDUMIAN et al., 1986).

A principal funcdo das plaquetas estd ligada a hemostasia e a
cicatrizacdo (EVERTS et al., 2006). S&o responsaveis por cessar
temporariamente o fluxo sanguineo apds lesdo vascular, mantendo a
hemostasia. Quando ha leséo, rapidamente aderem-se ao colageno exposto e
desencadeiam uma série de reacdes até reparar o dano sofrido no leito
vascular (BAKER, 2007). Depois de ativadas, as plaquetas podem mudar sua
forma de disco, projetando pseuddpodes, levando a agregacao plaquetaria e
posterior liberagcdo de seu conteludo através do sistema canalicular aberto
(BAKER, 2007; EVERTS et al., 2006; YARDUMIAN et al., 1986).

As plaguetas podem ser ativadas de trés formas. A primeira via de
ativacdo estd relacionada a presenca de acido araquidonico e seu
metabolismo. Ao ser convertido em tromboxano A, (TXA;), as plaquetas
desencadeiam a vasoconstricdo local e iniciam a liberacdo de seus granulos,
agregando mais plaquetas (EVERTS et al., 2006; YARDUMIAN et al., 1986). A
segunda via de ativacao inclui os ativadores plaguetarios, como a trombina e o
colageno, que podem elevar rapidamente a quantidade de calcio livre, levando

a liberacdo dos granulos das plaquetas, independente da via do &cido
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araquiddnico. A terceira forma de ativacdo depende da liberacdo do fator
ativador de plaquetas (PAF), localizado na membrana fosfolipidica plaguetaria
(EVERTS et al., 2006; YARDUMIAN et al., 1986).

Os granulos liberados pelas plaguetas contem diversas substancias,
entre elas os fatores de crescimento (EVERTS et al., 2006; MEHTA; WATSON,
2008; YARDUMIAN et al., 1986). Eles sao responsaveis por diversos eventos
ligados a cicatrizagao tecidual, estimulando as atividades celulares, diminuindo
o tempo de reparo local (LENHARO et al., 2004).

1.2 Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento (FC) sdo proteinas que atuam como agentes
sinalizadores para as células (LIEBERMAN et al., 2002) e estdo presentes em
diferentes tecidos. Seus efeitos sdo conhecidos por serem multifacetados,
podendo se manifestar como: efeito quimiotatico (inicio da migracdo direta),
mitogénico (estimulagcdo da divisdo celular), morfogénico (inducdo de
diferenciacdo celular), apoptotico (inicio da morte celular programada),
metabolico (modulacéo da atividade metabdlica), e a combinacéo de varios dos

efeitos mencionados anteriormente (CHEN et al., 2010).

Os FC também desempenham um papel crucial na transferéncia de
informacdes entre diferentes populacdes de células e seu microambiente, a
matriz extracelular, e durante todo o processo de cicatrizacdo de feridas,
morfogénese e regeneracao tecidual. Sua acado dependera da concentracéo e
ou tempo de exposicao sobre as células alvo (CHEN et al., 2010). Trés tipos de
acao sao possiveis: (1) autécrina, na qual o fator de crescimento influencia a
célula de origem ou outras células de fendtipo idéntico; (2) paracrina, na qual o
fator de crescimento influencia uma célula vizinha que tenha fendtipo diferente
da célula de origem; e (3) enddcrina, na qual o fator de crescimento influencia
uma célula com fenoétipo diferente da célula de origem e que se encontra em
um local anatémico remoto (LIEBERMAN et al., 2002).
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A acdo dos FC inicia pela ligacdo a receptores transmembrana
especificos na superficie das células alvo, portanto, o nivel de expressao
desses receptores parcialmente determina a sensibilidade das células. Assim,
os FC controlam a funcéo celular através de interacdes fisicas diretas com os
receptores extracelulares, modulando diversos aspectos da biologia e funcao
celular (CHEN et al., 2010).

Vérios tipos de células podem produzir um mesmo fator de crescimento
e este pode agir em muitos tipos de células com o mesmo efeito. Os FC
liberados em uma lesdo tecidual sdo considerados necessarios para o0
processo de cicatrizagdo de feridas e podem ser a chave para a reparagao e/ou
regeneracao tecidual (CHEN et al., 2010).

S&o varios os fatores de crescimento existentes, mas os envolvidos na
reparacao e regeneracédo tecidual incluem o fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF), a familia do fator de crescimento transformador 8 (TGF- (),
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento
epidérmico (EGF) (BARRIENTOS et al., 2008; CHEN et al., 2010; EVERTS et
al., 2006; RIEDEL et al., 2006).

Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)

O PDGF foi um dos primeiros fatores de crescimento a ser identificado.
E uma glicoproteina com peso molecular de aproximadamente 30 kD, e possui
duas cadeias polipeptidicas, A e B, apresentando trés isoformas, PDGF-AA,
PDGF-BB, e PDGF-AB (BARRIENTOS et al., 2008; MARX et al., 1998;
PEREIRA et al., 2004; ROSS, 1987). Em geral o PDGF-BB é mais mitogénico
gque o PDGF-AB e este por sua vez, tém essa acao mais marcada que o
PDGF-AA. As plaguetas e o soro sdo ricos em PDGF-AB e -BB, enquanto 0s
tecidos periféricos (esqueléticos e ndo esqueléticos) contém principalmente
PDGF-AA (CANALIS et al., 1991). O PDGF nao é apenas encontrado nos a-

granulos das plaguetas como também € sintetizado e secretado por
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macrofagos, células do endotélio vascular, fibroblastos e queratindcitos
(EVERTS et al., 2006; RIEDEL et al., 2006).

O PDGEF é o principal fator de crescimento das plaquetas, devido ser o
primeiro a estar presente no tecido lesado e guiar a revascularizacdo, a sintese
de colageno e a neoformacado 6ssea, sendo encontrado em todas as fases de
reparacao tecidual (EVERTS et al., 2006). O PDGF é um importante mitdgeno
das células mesenquimais derivadas do tecido conjuntivo. Também é um
excelente quimiotéatico, induzindo as células suscetiveis a migrarem para um
gradiente de concentracdo de PDGF (ROSS, 1987).

Uma série de eventos intracelulares ocorre apos exposicdo ao PDGF,
podendo ser imediata ou apés algumas horas. Os dois mais importantes séo a
autofosforilacéo do receptor PDGF e o aumento de volume dos fosfolipideos de
membrana. A fosforilacdo de tirosina tem sido associada com aumento da
mitogénese, em alguns casos, a autofosforilacdo do receptor PDGF pode ser
um componente importante no mecanismo de sinalizacdo que induz a novas
mudancas dentro da célula que conduzem a uma sintese de DNA. Ja o
aumento de volume dos fosfolipidios de membrana pode levar a formacgéo de
diglicerideo intracelular com a sua subsequente quebra para formar o acido
araquiddnico livre, monoglicerideo e &acido fosfatidico. A formacédo de
diglicerideos pode desempenhar um papel no estimulo de ativagcdo de C-

kinase, que pode levar a mobilizagdo de calcio, também considerada

importante na inducéo da sintese de DNA e proliferacéo celular (ROSS, 1987).

Assim, as funcbes mais especificas do PDGF incluem a mitogénese,
angiogénese e ativacao de macréfagos (EVERTS et al.,, 2006; MARX et al.,
1998). Outros efeitos celulares desencadeados por sua agcdo sao aumento da
sintese de colesterol, prostaglandinas, RNA e proteinas, como também é um
excelente vasoconstritor (ROSS, 1987). Atua modulando a ag&do de outros
fatores de crescimento, como por exemplo, induzindo a producéo e secregéo

pelos macréfagos do fator de crescimento transformador B (TGF- B), e
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estimulando a expressédo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
na inducao da angiogénese (BARRIENTOS et al., 2008).

Ja a hiperatividade deste fator de crescimento esta associada com
multiplas desordens, incluindo aterosclerose e fibrose de varios 6rgaos. Esta
hiperatividade é vista em diferentes tipos de tumores em humanos, como
tumores do sistema gastrointestinal e do sistema nervoso central (ALVAREZ et
al., 2006).

PDGF esta, portanto, envolvido no recrutamento de células em todas
as fases da cicatrizacao, reparacédo tecidual: o estimulo das células epiteliais e
endoteliais, formacédo da matriz e modulacdo das atividades de outros fatores
de crescimento (RIEDEL et al., 2006).

Fator de crescimento transformador 3 (TGF- B)

TGF-B € o0 nome dado ao grupo de proteinas com peso molecular de
aproximadamente 25 kD (EVERTS et al., 2006; MARX et al., 1998). A familia
do fator de crescimento transformador  é constituida por mediadores locais
gue regulam a proliferagdo e as fungbes da maioria das células dos
vertebrados (PEREIRA et al., 2004). Nesta familia estdo incluidas as cinco
isoformas do TGF-B (TGF-B1 a TGF-B5), as proteinas 6sseas morfogenéticas
(BMPs), fatores de crescimento de diferenciacdo (GDFs), ativinas, inibinas, e
substancia Mdulleriana (LIEBERMAN et al.,, 2002; MARX et al., 1998). As
isoformas do TGF-B mais encontradas nos mamiferos sao TGF-p1, TGF-p2 e
TGF-B3, sendo as isoformas TGF-B1 e 2 predominantes na cicatrizacdo de
feridas cutaneas (BARRIENTOS et al., 2008), como também na reparacdo do

tecido conjuntivo e regeneracao 0ssea (EVERTS et al., 2006).

O TGF-B é liberado pela degranulacao das plaquetas, ativagdo de
macrofagos, fibroblastos e queratindcitos no sitio da injuria (RIEDEL et al,
2006). E predominantemente produzido pelas plaquetas, cerca de 95% do total.
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TGF-B possui efeito inibitério no crescimento de células de varios tecidos,
exceto nas células tronco mesenquimais, onde a proliferacdo é maior (EVERTS
et al., 2006).

As principais funcdes do TGF-$ estdo relacionadas com a resposta
inflamatoria, angiogénese, reepitelizacdo, deposicdo e remodelacdo da matriz
extracelular pela promocéo da sintese de colageno e proteoglicanos, enquanto
inibe a acéo da atividade de proteases (BARRIENTOS et al., 2008; RIEDEL et
al.,, 2006), dessa forma, € um importante agente na reparacao tecidual e

merece atencao.

O TGF-B1 é amplamente estudado em relagdo aos demais da familia.
Além das funcdes gerais, ele desempenha papel importante no recrutamento
adicional de células inflamatorias, aumentando o debridamento dos tecidos
pelos macrofagos. Uma vez estéril o local da injuria, o TGF-B1 & capaz de
desativar o superéxido dos macrofagos, protegendo o tecido saudavel
circunvizinho, preparando para a formacdo do tecido de granulacéo,
aumentando a expressao de genes associados com a formagdo da matriz
extracelular. Também estd envolvido na regulagcdo do VEGF, contracdo de
feridas, proliferacdo de queratindcitos, producéo de colageno como também &
um grande inibidor das metaloproteinases (BARRIENTOS et al.,, 2008).
Semelhante ao PDGF, nem sempre a acdo do TGF-B1 €& benéfica, pois
depende da quantidade em que é liberado, como também do tempo de
exposicao ao tecido alvo, podendo resultar em patologias (ALVAREZ et al.,
2006).

O TGF-B2 também esta envolvido em todas as fases da cicatrizacao,
como no recrutamento de células inflamatérias e fibroblastos para o local da
ferida. Atua na formacao do tecido de granulacédo estimulando a angiogénese,
e na deposicdo e remodelacdo da matriz aumentando os niveis de proteina,
DNA, e producgéo de colageno (BARRIENTOS et al., 2008).
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Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

Os membros da familia VEGF incluem VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E e fator de crescimento da placenta. A producédo de VEGF é
muito influenciada pelas condi¢gdes do tecido local, incluindo hipéxia e producao
de oOxido nitrico. No geral, o VEGF provoca aumento da permeabilidade
vascular e deposi¢cdo de uma matriz proangiogénica, bem como a formagéao de

vasos sanguineos (RIEDEL et al., 2006).

O VEGF ¢é produzido pelas células do endotélio vascular,
gueratinécitos, células da musculatura lisa, fibroblastos, plaguetas, neutréfilos e
macrofagos. Liga-se aos receptores de tirosina quinase localizados
principalmente nas células do endotélio dos vasos sanguineos (BARRIENTOS
et al., 2008).

VEGF-A é importante na cicatrizacdo de feridas, pois promove o0s
eventos iniciais da angiogénese, em particular a migracdo e proliferacdo de
células endoteliais. Resultante da angiogénese, a perfusdo tecidual €
restaurada, restabelece-se a microcirculacdo e aumenta a tensao de oxigénio
no local da ferida. Em particular, a hipéxia aumenta a expressao do VEGF-A
nos mondacitos, fibroblastos, queratindcitos, miécitos, e células endoteliais.
Seus efeitos aparecem principalmente em casos agudos, pois sua producao e
secrecédo estao elevadas nestas situacoes, sendo liberado quando ha ativacéo
das plaquetas e quando ha acédo do fator de necrose tumoral a (TNF-a)
atuando nos queratinécitos e fibroblastos (BARRIENTOS et al., 2008).

Fator de crescimento epidérmico (EGF)

Este é um dos fatores de crescimento mais relacionados a cicatrizacao
de feridas cutdneas. O EGF é secretado pelas plaquetas, macréfagos e
fibroblastos e atua de forma parécrina sobre os queratinécitos (BARRIENTOS
et al., 2008). Ele interage com o receptor de EGF das células da epiderme e
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fibroblastos. Além disso, o EGF estimula a secrecdo de colagenase pelos
fibroblastos e, portanto, é importante na remodelacéo do tecido (RIEDEL et al.,
2006). Atua ainda na angiogénese, tornando a cicatrizacdo mais rapida e
eficiente (VENDRAMIN et al., 2006).

1.3 Plasma rico em plaquetas (PRP)

O plasma rico em plaguetas tem sido considerado uma grande
ferramenta na aceleracdo da cicatrizacdo Ossea e de tecidos moles. E uma
biotécnica relativamente nova e faz parte do crescente interesse em
engenharia tecidual e celular nas terapias de hoje. Trata-se de um pequeno
volume de plasma aut6logo, com uma concentracdo de plaquetas acima do
valor inicial (CHEN et al., 2010; LANDESBERG et al., 2000; MARX et al., 2001;
PALLUA et al., 2010; WANG; AVILA, 2007).

Por ser desenvolvido a partir do sangue autélogo, o PRP é seguro por
nao transmitir doencas infecto-contagiosas e nao desencadear rejeicbes por
parte do organismo receptor (MARX et al.,, 2001; OBARRIO et al., 2000).
Devido seu aumento na concentracdo de plaquetas, ha também aumento nos
niveis dos fatores de crescimento. Os principais FC encontrados no PRP séo:
fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento
transformador B (TGF-B), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
fator de crescimento epidérmico (EGF) (; LANDESBERG et al., 2000;
MARLOVITS et al., 2004; MARX et al., 1998; MARX et al., 2001; PALLUA et
al., 2010).

As principais funcbes das plaguetas envolvem ac¢des na hemostasia,
cicatrizacdo de feridas e reepitelizagdo. Isso se deve aos FC presentes em
seus a-granulos, que quando liberados, séo capazes de estimular uma série de
tipos celulares a iniciar a reparacao tecidual, conduzindo a angiogénese, ao
crescimento vascular e proliferacdo de fibroblastos, com o aumento da

producao de colageno. Dessa forma, o PRP promove uma maior integracao de
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enxertos, sejam eles 6sseos, cutaneos, cartilaginosos ou gordurosos (MARX,
2004).

Para a obtencdo do PRP varios protocolos tém sido testados,
principalmente aqueles que visam o preparo facil com baixo custo para
utilizacdo em ambulatérios e consultorios. O sangue, ap0s uma cuidadosa
colheita, é submetido a uma branda centrifugacdo obtendo-se niveis de
precipitado: a série vermelha, sobre esta a série branca e, acima, o plasma. E
colhido o plasma e a série branca, obtendo-se o PRP (LENHARO et al., 2004).
Alguns autores preconizam protocolos mais simples, com apenas uma
centrifugacéo (ANITUA et al., 1999), outros afirmam que a dupla centrifugacéo
concentra mais as plaquetas e, por isso, o PRP obtido é mais eficaz (MARX et
al., 2001).

Os beneficios da aplicacdo do PRP sdo descritos na odontologia,
sendo empregado em pequenos enxertos 0sseos, cirurgias maxilo-faciais e
periodontais (DUGRILLON et al., 2002; KECELI et al., 2008; MARX et al., 1998;
MARX et al., 2004; WHITMAN et al., 1997). Ha& tentativas por parte da
medicina na recuperacao de queimaduras extensas (PALLUA et al., 2010), com
mais estudos sendo necessarios; resultados promissores por parte da cirurgia
plastica, com maior integralizacdo de enxertos adiposos (ALMEIDA et al,.
2008), como também na cicatrizacdo de injurias musculares e de tenddes
(MISHRA et al., 2009b). Ainda é utilizado como arcabouco tridimensional para
cultura celular, no suporte ao crescimento das células e difusdo dos nutrientes,
principalmente em cultura de tecido cartilaginoso (MOROZ et al., 2008;
MISHRA et al., 2009a).

Na medicina veterinaria, o uso do PRP em ortopedia é crescente.
Lesbes musculoesqueléticas em cavalos atletas é motivo de preocupacao por
parte dos veterinarios, que buscam um menor tempo de recuperacdo. As
lesGes em ligamentos e tenddes de equinos, que geralmente necessitam de

longos periodos para total cicatrizacdo e recuperacao, tem sido tratadas com
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PRP, com resultados animadores (RINDERMANN et al., 2010; TORRICELLI et
al., 2011). DeRossi et al. (2009) testaram o protocolo proposto por Vendramin
et al. (2006) para verificar os efeitos do PRP na cicatrizagdo de feridas
cirirgicas na pele de cavalos. Como resultados, a reparacdo tecidual das
feridas tratadas com PRP foram 4 vezes mais rapidas, com uma aceleracao na
diferenciacdo epitelial e na organizacdo do colageno da derme, quando

comparadas ao Grupo controle.

Em cées, a aplicacdo do PRP em fraturas de ossos longos também
tem gerado boas respostas na cicatrizagdo, tanto associado a enxertos
(BARBOSA et al., 2008), como isoladamente (SOUZA et al., 2011). H4 estudos
em andamento que visam o uso do PRP em Ulceras de cOrnea em caes, para
estimular a migracdo e divisdo das células mesenquimais, aumentando a
matriz celular e o colageno, como ocorre em humanos (BV — CDI FAPESP,
2011).

O PRP é resultado da modificacdo do uso da cola de fibrina e dos
concentrados de plaguetas (WHITMAN et al., 1997). Ao observar a capacidade
do coagulo natural e buscando o sucesso da regeneracdo, Whitman et al.
(1997) propuseram o0 uso da cola de fibrina associada aos fatores de
crescimento no tratamento de defeitos 0sseos maxilo-faciais em humanos,
originando assim o PRP. A técnica desenvolvida envolve a coleta pré-
operatoria de sangue do paciente, em bolsa de coleta (450 mL) contendo o
anticoagulante citrato-fosfato-dextrose. O sangue € centrifugado inicialmente a
5600 rpm (rotacdes por minuto) para uma separacdo do plasma pobre em
plaquetas (PPP) dos eritrocitos e do buffy coat, que contém plaquetas e
leucdcitos. Apds, uma reducdo da velocidade (2400 rpm) da centrifuga leva a
uma melhor separacdo do buffy coat das células vermelhas. A contagem de
plaguetas obtida com esta técnica fica em torno de 500.000 a 1.000.000/uL. O
uso de centrifugas proprias para bolsas de coleta e profissionais especializados

torna o protocolo dispendioso.
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Em 1998, Marx et al. também realizaram testes com o PRP,
evidenciando o0s reais beneficios na reparacdo Ossea, em defeitos
mandibulares, com a presenca de grandes quantidades dos fatores de
crescimento PDGF e TGF-B. Foi estipulada uma concentragdo minima de
plaguetas para que o PRP apresentasse resultados clinicos favoraveis,
concentrando as plaguetas em 338% acima do valor basal. A técnica utilizada

para a obtencédo do PRP foi a mesma descrita por Whitman et al. (1997).

Com o sucesso dos estudos de Marx et al. (1998), o PRP destacou-se
na odontologia, sendo uma biotecnologia de regeneracdo tecidual de forma
natural e segura. Mesmo com os resultados promissores, a técnica empregada,
além de utilizar equipamentos de alto custo, eram necesséarios grandes
volumes de sangue. Em 1999, Anitua propos um protocolo simplificado de
obtencado, utilizando pequenos volumes de sangue colhidos em tubos
citratados (5mL), submetendo as amostras a uma Unica centrifugacao (160G/ 6
minutos). A produgédo do PRP tornou-se mais simples e barata, podendo ser

realizada em ambulatérios.

Ap0s a proposta do protocolo simplificado, surgiram outros métodos de
obtencdo. Sonnleitner et al. (2000) e Landersberg et al. (2000) propuseram
protocolos de dupla centrifugacdo, que, segundo eles, maximizam a
concentragdo de plaquetas além da observada pelo protocolo sugerido por
Anitua et al. (1999).

Ao buscar um protocolo barato e eficiente no preparo do PRP para uso
em cirurgia plastica, Vendramin et al. (2006) realizaram vérios testes de
centrifugacdo do sangue, variando a forca e o tempo de centrifugacdo. Os
autores concluiram que a dupla centrifugacao, a 300G por 10 minutos e 640G
por 10 minutos, proporcionou concentracdes plaquetarias superiores a 450%

do valor inicial das amostras.

Varios outros protocolos foram propostos, e os detalhes técnicos para a

obtencdo do PRP foram aperfeicoando com o tempo. O modelo da centrifuga,
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a velocidade empregada, o anticoagulante utilizado na colheita de sangue, a
concentracdo de plaquetas existente e os tipos de fatores de crescimento
encontrados, sao determinantes na producao de um PRP com qualidade e com
efeito bioldgico satisfatério (EFEOGLU et al., 2004).

Alguns protocolos foram criados e testados na espécie canina. Ferraz
et al. (2007) testaram trés forcas de centrifugacdo, em que as amostras de
sangue dos cées foram submetidas a uma centrifugagao inicial a 800 rpm
durante 10 minutos. Apds a separacdo do plasma das células vermelhas, as
amostras foram centrifugadas novamente, nas seguintes rotacOes testadas:
1300 rpm, 1600 rpm e 3200 rpm. Como resultado, a rotacdo a 1600 rpm
proporcionou uma melhor concentracéo plaquetéria (210%), com menor dano a

integridade das plaquetas.

Barbosa et al. (2008) propuseram um protocolo para obtencé&o do PRP
em caes, como também apresentaram sua aplicacdo clinica. A técnica
consistia em submeter o sangue a duas centrifugacdes, ambas a 1300 rpm por
8 minutos. Apds a geleificagdo do PRP, foi realizada a aplicagdo do gel do PRP
em falhas 6&sseas, sob quatro tratamentos — falha 1 (controle — sem
tratamento), falha 2 (enxerto 6sseo esponjoso), falha 3 (enxerto 6sseo autélogo
+ PRP) e falha 4 (gel do PRP). O tratamento da falha 3 apresentou melhor
preenchimento 0sseo, com recuperacdo mais precoce que as demais,
demonstrando resultados promissores. O PRP obtido com este protocolo

concentrou as plaquetas em aproximadamente 620%.

Souza et al. (2011) avaliaram a cicatrizacdo 6ssea de fraturas do radio
de cées, tratadas ou ndao com o PRP autégeno. O protocolo utilizado foi o
proposto por Sonnleitner et al. (2000), técnica idealizada em humanos, de
dupla centrifugacdo. Na primeira rotacdo, as amostras foram centrifugadas a
160G por 20 minutos. Apés a separacdo do plasma das células vermelhas, foi
realizada uma segunda centrifugacdo, a 400G durante 15 minutos. Em média,

esta técnica concentrou em 550% as plaquetas em relacdo ao valor inicial. Os
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animais foram divididos em grupos controle e tratados com gel do PRP. No
grupo tratado com PRP, a cicatrizacado 0ssea foi precoce em relagdo ao grupo

nao tratado, sendo indicado como terapia adjuvante.

Outro grupo de pesquisadores testou dois protocolos na espécie
canina. O primeiro método testado consistia de uma Unica centrifugagdo das
amostras de sangue, a 1200 rpm por 10 minutos. No segundo método, de
dupla centrifugacéo, o sangue foi centrifugado a 1200 rpm durante 10 minutos,
e apos a separacao das células do plasma, uma segunda centrifugacdo a 1600
rom por 10 minutos foi realizada. Apds analise, a técnica de dupla
centrifugacgéo foi eleita a melhor na obtengcdo do PRP em cé&es neste estudo,
com uma concentracdo de plaquetas média de aproximadamente 550%
(ALEIXO et al., 2011).

Ao depararmos com varios métodos e com a necessidade de uma
técnica que fosse eficaz no preparo do PRP na espécie canina, testamos
alguns protocolos encontrados na literatura, de Unica e dupla centrifugacao,
verificando sua capacidade em concentrar as plaquetas, sem danifica-las.
Optamos por testar os protocolos pioneiros na obtengcédo do PRP em humanos,

verificando sua eficacia na espécie canina.
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CAPITULO 2 — COMPARACAO DE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA
OBTENCAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS DE CAES

RESUMO - Biotécnicas como o plasma rico em plaquetas (PRP) vém sendo
amplamente utilizadas na reparacdo e regeneracao teciduais, objetivando
acelerar a cicatrizacao de feridas. O potencial do PRP para diminuir o tempo de
recuperacdo dos traumas depende da concentracdo plaquetaria, de sua
funcdo, e de seus fatores de crescimento. A escassez de protocolos para
obtencdo do PRP em cdes, aliada as variacbes dos mesmos, dificulta o
emprego desta biotécnica. O objetivo deste estudo foi testar trés diferentes
protocolos para obtencdo do PRP e verificar sua eficacia na espécie canina.
Foram colhidos 15 mL de sangue de 20 caes sadios, sendo as amostras
submetidas aos protocolos para obtencdo do PRP segundo Anitua, Sonnleitner
e Vendramin. As concentracdes médias de plaquetas proporcionadas por cada
protocolo foram de 247%, 351% e 439%, respectivamente. O protocolo de
Vendramin sobressaiu em relacdo aos demais, com melhor concentragéo

plaquetaria no PRP, e apresentar boa reprodutibilidade.

PALAVRAS-CHAVE - Biotecnologia, canino, centrifugacgao, cicatrizacgéo.
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1. INTRODUCAO

A capacidade de reconstrucao do tecido frente a um dano esta ligada
ao tipo de célula existente no local e aos sinalizadores (fatores de crescimento)
gue desencadeardo o0s estimulos necessarios aos eventos celulares. O
processo de “reparacao” consiste em uma restauracao tecidual sem que este
apresente as caracteristicas biologicas anteriormente presentes. Ja a
‘regeneragao” ocorre quando ha manutencédo das caracteristicas existentes,
ficando o tecido similar ao original (LENHARO et al.,, 2004) Estes processos
sao importantes para a manutengao dos tecidos e a sobrevivéncia de todos os
organismos (CHEN et al., 2010).

O plasma rico em plaguetas (PRP) vem sendo utlizado para a
cicatrizacdo de feridas, sejam elas Osseas, cutdneas ou musculares. A
aplicacdo desta biotécnica tem obtido resultados positivos em seres humanos e
animais. O PRP é definido como um concentrado autélogo de plaquetas acima
do valor basal, com um incremento minimo de 338% (MARX et al., 1998). Por
seu conteudo, rico em fatores de crescimento (FC), o PRP atua na mitogénese,
angiogénese e reepitelizacdo do tecido danificado (BARRIENTOS et al., 2008;
LIEBERMAN et al., 2002; MARX et al., 2001).

Pesquisadores das areas médica e odontolégica vém empregando o
gel autdlogo de plaquetas na terapia de seus pacientes, como em cirurgias
plasticas (EVERTS et al.,, 2006), consolidacdo Ossea (LUCARELLI, et al.,
2005), tendinopatias e injurias musculares (MISHRA et al., 2009), e
gueimaduras (PALLUA et al., 2010), assim como em implantes dentarios e
cirurgias periodontais (DEMIR et al., 2007; KECELI et al., 2008). Na medicina
veterinaria, a aplicacdo do PRP é voltada principalmente para a ortopedia, com
uso na reparacdo de falhas 6sseas (BARBOSA et al., 2008; SOUZA et al.,
2011; YOU et al., 2007) e como alternativa no tratamento de artrites em caes
(STIEF et a., 2011), assim como em feridas cutaneas (DeROSSI et al., 2009) e
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injurias  musculoesqueléticas em equinos (MONTEIRO et al., 2009;
RINDERMANN et al., 2010; TEXTOR et al., 2011; TORRICELLI et al., 2011).

Os beneficios advindos do PRP s&o varios. Ao estabelecer um
protocolo de facil execugdo e baixo custo, os clinicos e cirurgiées veterinérios
terdo a disponibilidade de uma ferramenta de trabalho, visando um menor
tempo de recuperacdo de seus pacientes. Como o PRP atua acelerando o
processo de reparacdo tecidual pela acdo dos fatores de crescimento
existentes nos granulos a plaquetarios (MARX et al., 2004), a quantidade de
plaguetas pode influenciar positivamente a capacidade regenerativa. O nimero
de plaquetas existentes no PRP dependerd da técnica utilizada para sua
obtencdo (WEIBRICH et al., 2002), sendo necesséria a utilizagdo de um

protocolo que seja eficiente na concentracao das plaquetas.

Dentre as alteracfes quantitativas e qualitativas que as plaquetas
podem sofrer ao serem submetidas a centrifugacdo, esta a liberacado prematura
dos seus granulos. Com eles, séo liberados os fatores de crescimento em um
estado ndo bioativo, resultando em um PRP pobre, diminuindo sua eficécia,
com resultados clinicos desfavoraveis (MARX et al., 2004).

Alguns protocolos foram testados em amostras de sangue de cées,
com resultados significativos (FERRAZ et al., 2007; BARBOSA et al., 2008;
ALEIXO et al., 2011; SOUZA et al., 2011). Lamentavelmente a maioria destes
protocolos relatam a forca de centrifugacdo em rpm (rotagdes por minuto), nao
descrevendo o raio do rotor da centrifuga, impedindo a reproducdo dos

protocolos.

Para a obtencdo do PRP varios protocolos tém sido testados,
principalmente aqueles que visam o preparo facil com baixo custo para
utilizacdo em ambulatérios e consultérios. Neste sentido, alguns autores
preconizam protocolos mais simples, com apenas uma centrifugacdo (ANITUA,
1999), outros afirmam que a dupla centrifugacdo concentra mais as plaquetas

e, por isso, o PRP obtido é mais eficaz (MARX et al., 2001). Protocolos
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simplificados de obtencdo do PRP descritos por Anitua (1999) e Sonnleitner et
al. (2000), foram pioneiros ao diminuir os custos do uso desta biotécnica, como
também ao utilizar pequenos volumes de sangue. A técnica descrita por
Vendramin et al. (2006), também realizada em humanos, ja foi testada em

equinos (DeROSSI et al., 2009), com bons resultados.

Objetivou-se comparar a capacidade de trés protocolos para obtencéo
do PRP em humanos, de Unica (ANITUA et al., 1999) e de dupla centrifugagéo
(SONNLEITNER et al.,, 2000; VENDRAMIN et al., 2006), em concentrar as

plaquetas do sangue de caes.
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2. MATERIAL E METODO

2.1 Local de realizagéo da pesquisa

As atividades experimentais foram conduzidas nas instalagdes do
Laboratério Clinico Veterinario do Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de
Oliveira” — Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba (FMVA), UNESP,
Campus de Aracatuba.

2.2 Animais

Foram utilizados 20 cédes com idade acima de um ano, independente
do sexo e da raca, com peso variando de 10 a 30 kg. A higidez foi confirmada
com base no exame fisico, hemograma, contagem de plaquetas e sorologia

para leishmaniose.

2.3 Colheita e acondicionamento das amostras

A colheita do sangue periférico de cada animal foi realizada com
cautela, priorizando as amostras colhidas em uma uUnica puncdo, evitando
repetidos traumas ao endotélio vascular, assim como a escolha de agulhas
hipodérmicas de grosso calibre, a fim de minimizar a ativacdo plaquetaria.
Optou-se pela utilizacdo do anticoagulante CPDA-1! por ser rico em substratos

para a manutencdo da viabilidade plaquetaria.

Para a colheita, foram utilizadas agulhas hipodérmicas (18G) e
seringas contendo CPDA-1. As amostras foram aliquotadas e acondicionadas
em quatro tubos: um microtubo siliconizado sem ativador (500 pL de sangue)
para contagem inicial de plaquetas e trés tubos siliconizados sem ativador (5

mL), para a obtencdo do PRP por trés diferentes protocolos, sendo

T CPDA-1 — citrato de sddio, fosfato monobésico de sédio, dextrose anidra e acido citrico
anidro. JP INDUSTRIAS FARMACEUTICAS, SP.
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processadas imediatamente, em centrifuga refrigerada a 25°C (Eppendorf

Centrifuge 5810R, Eppendorf AG, Hamburg, Germany).

2.4 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Protocolo (I) segundo Anitua (1999): as amostras foram submetidas a
uma unica centrifugacdo, a 160 G por seis minutos. Um volume de
aproximadamente 0,5 mL da parte superior do sobrenadante foi pipetada e
denominada plasma pobre em plaquetas (PPP). A zona intermediaria do
plasma foi pipetada e descartada. O restante do plasma até o limite de 2 mm
acima da camada de eritrécitos denominado PRP.

Protocolo (lII) segundo Sonnleitner et al. (2000): o sangue foi
centrifugado por 20 minutos a 160 G. Todo o sobrenadante até 2mm da
camada de eritrocitos foi pipetado e acondicionado em outro tubo.
Posteriormente foi submetido a uma centrifugagcdo por 15 minutos a 400G.
Aproximadamente 0,5 mL da por¢cao superior do plasma foi pipetada, obtendo-
se o PPP. A porcéo intermediaria foi descartada, selecionando-se a porcéo

inferior (0,5 mL) para obtencéo do PRP.

Protocolo (lll) segundo Vendramin et al. (2006): as amostras de sangue
foram submetidas a duas centrifugacdes, sendo a primeira a 300 G por 10
minutos. Todo o plasma foi pipetado, como também a por¢cdo superior dos
eritrocitos (até 2 mm) e a amostra acondicionada em um novo tubo. Apés a
segunda centrifugacdo, a 640 G durante 10 minutos, o sobrenadante
(aproximadamente 0,5 mL) foi pipetado e acondicionado, resultando no PPP. A
porcao intermediaria do plasma foi descartada e a porcdo final mais os

eritrocitos formaram o PRP (0,5 mL).
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2.5 Plaquetometria

A contagem de plaguetas das amostras do sangue inicial, do PRP e do
PPP foi realizada segundo método de contagem descrito por Hendrix (2002),
utilizando como diluente o Liquido de Brecher (oxalato de aménio 1%). As
contagens foram efetuadas nos cinco quadrados centrais em ambos os lados
da caémara de Neubauer espelhada em microscopia Optica (400x). As
contagens foram executadas por um profissional especializado, que

desconhecia os protocolos testados.

2.6 Reprodutibilidade

ApoGs determinar o melhor protocolo, novos testes foram realizados
com amostras de sangue de 10 cdes, com mesmo padrdo de peso e idade,
para avaliar o seu indice de reprodutibilidade. As plaquetas foram avaliadas
guanto a sua morfologia tanto em camara de Neubauer, como nos esfregacos

do PRP, verificando a existéncia ou ndo de uma ativagao precoce.

2.7 Andlise estatistica

Apés a andlise das distribuicdes das varidveis quanto a normalidade,
foi realizada andlise de variancia (ANOVA) com medidas repetidas e pds-teste
de Tukey para comparacbes multiplas, em programa estatistico GraphPad
Instat v. 3.0, considerando os resultados significativos quando p<0,05. Também
foi realizada andlise de discrepancia (Bland-Altman) entre os métodos, de

acordo com Jensen et al. (2006).
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3. RESULTADOS

Em relacdo a contagem inicial, todas as técnicas concentraram de
forma significativa (p<0,001) o numero de plaquetas. O protocolo de Vendramin
et al. (2006) (Ill) obteve valores superiores aos protocolos de Anitua (1999) (1)
(p<0,001) e Sonnleitner et al. (2000) (1) (p<0,01), sendo considerado o melhor
para a obtencdo do PRP em caes. Os protocolos | e Il também diferiram
estatisticamente (p<0,001). A diferenca relativa média entre os valores iniciais
de plaguetas nos protocolos |, Il e Il foi de 247, 351 e 439%, respectivamente
(Figura 1).
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FIGURA 1 - (A) Boxplot dos valores de plaguetas/pL do sangue e PRP obtidas
pelos protocolos segundo Anitua, 1999 (I), Sonnleitner, 2000 (II) e
Vendramin, 2006 (lll) (B) Boxplot das diferengas relativas entre os
valores iniciais e finais de plagquetas. Letras distintas diferem
estatisticamente (p <0,05) segundo pos-teste de Tukey.

Em todos os protocolos houve amostras que ndo alcancaram a
concentracdo minima de 338%. Nas amostras processadas pela técnica de
Anitua (1999), 17 animais ndo alcancaram a concentracdo plaquetaria minima,
seguido da técnica de Sonnleitner et al. (2000), com 10 animais, e Vendramin
et al. (2006), com 3 animais.
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Ao avaliarmos a discrepancia entre os protocolos, dois a dois,

considerando o protocolo segundo Sonnleitner, 2000 (ll) padrdo-ouro, foi

verificado raro erro aleatério e sistematico evidente, diretamente proporcional a

concentracéo de plaquetas (Figura 2).
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FIGURA 2 - (A) Discrepancias entre o protocolo-ouro de Sonnleitner et al.
(2000) para obtencdo de PRP em caes e o protocolo de Anitua
(1999) (A e B) e de Vendramin et al. (2006) (C e D).

As técnicas apresentaram diferentes tempos para a obtencdo do PRP.

O protocolo de Anitua (1999) foi finalizado em aproximadamente 10 minutos,
seguido do protocolo de Vendramin et al. (2006) (aproximadamente 25

minutos) e Sonnleitner et al. (2000) (aproximadamente 40 minutos).

Quanto as plaquetas que ndo sedimentaram e permaneceram no PPP,

0 protocolo de Anitua (1999) obteve valores superiores quando comparado ao



42

demais, sendo considerada uma mistura de PRP e PPP. Avaliando os
protocolos de Sonnleitner et al. (2000) e Vendramin et al. (2006), ndo houve
diferenca quanto a sedimentacdo das plaquetas, produzindo PPPs com baixa
contagem plaquetéria. O volume do plasma foi variavel devido a forca G
empregada, resultando em maiores volumes quanto maior a forca de
centrifugagéo. A diferenca relativa média entre os valores iniciais de plaquetas

e os protocolos I, Il e 1l foi de 64, 13 e 11%, respectivamente (Figura 3).
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FIGURA 3 - Boxplot da diferenca relativa média
entre os valores iniciais e finais de
plaguetas, em relacdo a quantidade
no PPP de trés protocolos (Anitua,
Sonnleitner e Vendramin). Letras
coincidentes nao diferem
estatisticamente (p >0,05) segundo
pos-teste de Tukey.

Em relacédo a reprodutibilidade do protocolo descrito por Vendramin et
al. (2006), a técnica é reprodutivel, com um coeficiente de variagédo de 18 a 23,

demonstrando a consisténcia dos resultados.
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4. DISCUSSAO

Diversos protocolos tém sido utilizados e recomendados no
processamento do PRP, ndo existindo uma padronizacdo para sua obtencao,
ficando a escolha do pesquisador o protocolo que alcancara seu objetivo. Ao
buscar um protocolo que fosse mais eficaz para a producéo do PRP na espécie
canina, testamos métodos existentes na literatura que inicialmente foram

padronizados para a espécie humana.

As contagens iniciais de plaguetas realizadas nas amostras de sangue
dos cées apresentaram-se dentro dos valores de referéncia para a espécie
(JAIN, 1993), com média de 229.625 + 59.826/ uL. O protocolo descrito por
Vendramin et al. (2006) foi superior as demais quanto a capacidade de
concentrar as plaquetas (média 439%). Em humanos, a média de contagem de
plaguetas do sangue periférico € de 200.000 + 75.000/ uL, sendo que valores
acima de 1 milhdo/ pL para o PRP considerados “terapéutico” (MARX et al.,
2004). O PRP obtido pelo protocolo descrito por Vendramin et al. (2006) pode,
portanto ser considerado “terapéutico”, pois concentrou as plaquetas quase

cinco vezes em relacdo a contagem inicial.

A menor quantidade de plaquetas obtida pelo protocolo de Anitua
(1999) pode ser explicada pela unica centrifugacdo em que as amostras foram
submetidas. A dupla centrifugacdo promoveu maior concentracao plaquetaria,
sendo que a primeira fase € denominada de hard spin, que separa 0s
eritrocitos do plasma, que contém os leucdcitos, plaquetas e fatores de
coagulacdo. A segunda centrifugacdo consiste no soft spin, que separa as
plaguetas, leucocitos e poucos eritrocitos. Dessa forma, um protocolo com
apenas uma centrifugacdo nao produziria um verdadeiro PRP, e sim uma
mistura de PRP e PPP, com reduzida concentracdo plaquetaria (MARX et al.,
2001).

A disparidade entre os protocolos de Anitua (1999) e Sonnleitner et al.

(2000) também foi verificada em um estudo realizado em coelhos por Nagata et
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al. (2010). Os autores observaram a alta concentracdo de plaquetas
proporcionada pela técnica de Sonnleitner et al. (2000) quando comparada a
de Anitua (1999), que ndo atingiu a concentragdo minima desejavel, concluindo
gue a dupla centrifugagéo foi melhor para a obtencdo do PRP na espécie em

guestao, semelhante ao que ocorreu no presente estudo.

Assim como a dupla centrifugacdo, uma maior forca G empregada
aumenta consideravelmente o niumero de plaquetas (WEIBRICH et al., 2002).
O protocolo de Vendramin et al. (2006) foi realizado com dupla centrifugacao e
uma maior forca G, explicando sua maior capacidade em concentrar as
plaguetas na espécie canina quando comparado ao protocolo de Sonnleitner et
al. (2000) que por vezes gerou concentragdes abaixo dos 338%.

Considerando o protocolo de Sonnleitner et al. (2000) como padréo-
ouro, a sua discrepancia em relagcédo aos dois protocolos (Anitua e Vendramin)
foi grande e erro sistematico foi predominante e diretamente proporcional ao
incremento de plaquetas. Observou-se uma tendéncia positiva para o protocolo
de Anitua (1999), ou seja, sua metodologia tende a concentrar menos
plaguetas devido empregar apenas uma Unica centrifugacdo para a obtencao
do PRP. No caso da técnica de Vendramin et al. (2006) ocorre o inverso,
indicando tendéncia negativa, onde uma maior forca de centrifugacao

empregada reflete em maiores concentracdes de plaquetas no PRP.

Embora a literatura descreva protocolos testados em cées que utilizam
a forca de centrifugacdo rpm (BARBOSA et al., 2008; FERRAZ et al., 2007),
sua reprodutibilidade é dificultada pela falta de especificacdo do modelo das
centrifugas utilizadas, ndo sendo possivel reproduzi-los com fidelidade. O
incremento plaquetario obtido com o protocolo de Vendramin et al. (2006) foi
superior ao protocolo de Ferraz et al. (2007) para a obtencdo do PRP em cées.
Quando comparado aos protocolos de Aleixo et al. (2011) e Barbosa et al.

(2008), a concentracdo de plaquetas obtida neste estudo foi inferior, entretanto,
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possui grande capacidade em concentrar as plaguetas da espécie canina,

produzindo um PRP com qualidade.

O resultado que alcangcamos com o protocolo de Sonnleitner et al.
(2000) foi menor do que o obtido por Souza et al. (2011), que utilizaram a
mesma metodologia em sua pesquisa. Isso pode ser explicado pela alta
concentracdo plaquetaria obtida no PRP de um animal (821%), elevando a
média de concentracao do grupo de caes tratados, assim como o baixo nimero

de animais estudados (n=5).

Nem sempre a aplicacdo de uma forca G superior traz vantagens
(FERRAZ et al., 2007), podendo levar a uma ativacdo plaquetaria prematura,
assim como uma excessiva pipetagem (DUGRILLON et al., 2002), ou tipo de
anticoagulante utilizado (EFEOGLU et al., 2004; MARX et al., 2001). Em nossa
pesquisa, ndo foram identificadas alteracbes morfoldégicas nas plaquetas
guando submetidas aos diferentes protocolos testados, sem a presenca de

agregados plaquetarios.

O numero de plaquetas obtido pelo PPP de cada protocolo confirma a
capacidade em concentrar as plaquetas, pois quanto menor a contagem no
PPP, maior a quantidade de plaquetas encontrada no PRP. A técnica sugerida
por Vendramin et al. (2006) novamente destacou-se, proporcionando um PPP

com baixa contagem plaquetaria.

5. CONCLUSAO

O protocolo proposto por Vendramin et al. (2006), utillizado em
humanos, € eficaz para a obtencéo do plasma rico em plaquetas na espécie

canina.
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