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RESUMO

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é um concentrado plaquetario obtido no final do processo de
centrifugacdo do sangue total. O produto tem sido estudado na reparacéo tecidual pelo fato das plaquetas
conterem no seu interior fatores de crescimento que estimulam processos organicos como a mitogénese
e a angiogénese. Para que ocorra a liberacdo de tais fatores de crescimento no tecido onde o PRP &
aplicado, as plaquetas precisam ser ativadas, e isso ocorre através da adigdo de substancias denominadas
fatores de ativacao. A partir desse momento, o PRP adquire uma consisténcia gelatinosa, o que facilita
sua aplicacdo e fixacdo no tecido alvo, passando a ser denominado gel de plaquetas. Levando em
consideracdo que ndo existe um Unico protocolo de obtencdo do gel de plaguetas e que diferentes fatores
ativadores podem ser utilizados na sua producao, objetivou-se com essa pesquisa realizar uma analise
comparativa de dois fatores ativadores: trombina autdgena e tromboplastina, com relacdo a facilidade
de aquisicdo, custo, formacdo do gel apds a ativagdo e quanto ao risco de contaminagdo do PRP por
meio de analise bacterioldgica. Para realizacdo do experimento foram selecionados 20 cées saudaveis
dos quais foram coletados amostras de sangue, no total de 18 mL de cada animal para produgéo do gel
de plaquetas pelo método manual usando dois tempos de centrifugacéo, sendo a primeira centrifugacéo
de 1200 rpm e a segunda 1600 rpm, ambas durante 10 minutos. As amostras de sangue foram divididas
igualmente em trés grupos, sendo cada grupo com 20 amostras: grupo A (PRP sem ser adicionado fator
ativador-controle), grupo B (gel de plaquetas ativado com trombina autégena) e grupo C (gel de
plaquetas ativado com tromboplastina). As amostras de PRP liquido (Grupo A) possuiam a coloragéo
variando do transparente esbranquicado a rosea e as mesmas se mantiveram na forma liquida durante
todo o tempo de observagdo. No grupo B a coloracdo se manteve turva a medida que o gel era formado
e as amostras levaram de 1 a 2 minutos para gelificar, entretanto 40% das amostras continuavam na
forma liquida, mesmo sendo adicionado o dobro da proporcao do fator ativador. Nas amostras do Grupo
C a coloragdo ficou translucida e foi formado um gel de consisténcia firme no tempo maximo de 30
segundos em 100% das amostras. Ndo houve contaminacdo das amostras de todos os grupos de acordo
com analise bacterioldgica. Conclui-se que, apesar da trombina autdgena e tromboplastina serem de
facil aquisicdo na cidade do Recife (Pernambuco), a tromboplastina é uma melhor opcdo de fator
ativador para o gel de PRP por apresentar menos custo e ser mais eficiente em gelificar todas as
amostras.

Palavras-chave: Cirurgia reconstrutiva; plasma enriquecido de plaquetas; fatores de crescimento.



ABSTRACT

The Platelet Rich Plasma (PRP) is a platelet concentrate obtained at the end of the centrifugation process
whole blood. The product has been studied in tissue repair because platelets contain inside growth
factors that stimulate organic processes such as mitogenesis and angiogenesis. For the occurrence of
release such growth factors into the tissue which is applied PRP, platelets need to be activated, and this
occurs by the addition of substances called activation factors. From that moment, the PRP acquires a
gelatinous consistency, which facilitates application and fixing the target tissue, happening to be called
platelet gel. Taking into consideration that there is no single protocol for obtaining the platelet gel and
different activating factors can be used in their production, aimed with this research conduct a
comparative analysis of two activators factors: autogenous and thromboplastin thrombin with respect
to ease of acquisition, cost, gel formation after activation and the risk of contamination of PRP through
bacteriological analysis. To perform the experiment were 20 healthy dogs which were collected blood
samples, a total of 18 ml for each animal for the production of platelet gel by the manual method using
two centrifugation times, the first centrifugation at 1200 rpm and second 1600 rpm both for 10 minutes.
Blood samples were equally divided into three groups, each group of 20 samples of group A (PRP
without added activator control factor), group B (gel activated platelets with autologous thrombin) and
group C (platelet gel activated with thromboplastin). Samples of PRP liquid (Group A) had varying in
color from whitish to transparent rosea and the same is maintained in liquid form during the whole
observation time. In group B staining remained cloudy as it was formed and the gel samples took 1 to
2 minutes to gelatinize, although 40% of the samples were still in liquid form, even with double the
added proportion of activator factor. Samples in Group C was translucent and the color was formed a
firm gel consistency maximum time of 30 seconds at 100% of the samples. There was no contamination
of samples from all groups according to bacteriological analysis. It follows that although the autogenous
and thromboplastin thrombin be easily acquired in Recife (Pernambuco), thromboplastin proved to be
a better activating factor option for PRP gel have less cost and be more efficient gelling all samples.

Keywords: reconstructive surgery; platelet rich plasma; growth factors.
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1. INTRODUCAO

As feridas, também denominadas lesfes, sdo interrupcdes da integridade cutanea e/ou da
mucosa, que resultam em desequilibrios e agravos da saude da pele (IRION, 2005). De modo geral, a
causa da lesdo determina a gravidade e sua extenséo, bem como o envolvimento de tecidos adjacentes
(SLATTER, 2007).

O que se observa rotineiramente na clinica cirurgica de pequenos animais sao casos de grandes
perdas cutaneas, que representam um problema grave para o tratamento do paciente, sendo necessario
a aplicacédo de técnicas alternativas que potencializem a cicatrizacdo (MESTRE et al., 2012).

Segundo Melega (2002), na reparacdo de tecidos se deseja a reabilitacdo das funcdes dos 6rgaos
e reposicdo de substancias perdidas para se obter um resultado final que se aproxime ao maximo do que
se tinha antes. Antigas e novas técnicas sdo de extrema importancia na reparacdo de grandes defeitos
teciduais, gerando ndo apenas um resultado funcional, mas também estético, que auxilia na cicatrizacao
(SCHEFFER et al., 2013).

Com relacdo aos avangos alcangados nos ultimos anos na area de reparacao tecidual, tem-se o
plasma rico em plaquetas (PRP), que consiste em um produto autdgeno onde é possivel concentrar
fatores de crescimento que conferem ao produto uma capacidade para apressar eventos cicatriciais tais
como a mitogénese, angiogénese e quimiotaxia (SCARANTO, 2002).

O PRP é considerado um produto inovador e vantajoso que tem apresentado significativos
resultados nos diversos ramos da medicina, especialmente no que tange a regeneracao tecidual (COSTA
e SANTOS, 2014), entretanto ainda necessita ser mais estudado e avaliado para que 0 Seu UsSO possa ser
aplicado rotineiramente na clinica (SCARANTO, 2002).

Resultados obtidos em estudo evidenciaram que a utilizagdo do PRP na forma de gel em cirurgia
reconstrutiva é capaz de estimular a angiogénese na ferida favorecendo o processo de cicatrizacao e que
0 produto é capaz de reduzir a ocorréncia de necrose na extremidade de flapes, além de favorecer a fase
de reparagdo e integracdo do retalho no leito receptor (PAZZINI, 2014). Estudos também tém apontado
o0 PRP como importante para a reparacdo 0ssea, na formacao de cartilagem e na reparagéo de tecidos
musculares e esqueléticos (LIEBERMAN et al., 2002).

Segundo uma pesquisa realizada para verificar as verdades e controvérsias que existem acerca
do tema PRP, Santos (2009) relatou que existem opinifes diferentes acerca do tema, partindo do
principio que os estudos analisados ndo seguiram a mesma linha de pesquisa, ou seja, cada pesquisador
adotou um método peculiar, considerando diversos fatores, tais como a caracteristica biologica e
organica de cada paciente, técnica de obtencdo e aplicacdo do PRP obtendo, portanto, resultados

inespecificos.
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Muitos autores em seus trabalhos com PRP usaram o mesmo na forma liquida sem adicionar um
fator de ativagdo, porém, acredita-se que existe uma necessidade nesse sentido, pois ao ativar o PRP ele
libera fatores de crescimento, que exercem uma funcao reparadora no processo de cicatriza¢do. Segundo
Zazim (2012), é necessario investigar a capacidade de ativacao do PRP por substancias farmacoldgicas
denominadas fatores ativadores, e assim verificar a necessidade ou ndo dessa ativagdo para uso
terapéutico.

Alguns fatores de ativacdo descritos na literatura sdo a tromboplastina, trombina autégena e
trombina bovina (SILVA, 2006; VANAT et al., 2012; MARQUES et al., 2014).

A tromboplastina é obtida por meio de kits industriais prontos para uso na forma liquida ou
liofilizada (que requer sua diluicdo em agua destilada). Alguns autores como Rossi Jr. (1999), Fontana
et al. (2004) e Aleixo et al. (2011) usaram esse fator ativador em seus estudos com gel de plaquetas.

Para obtencdo da trombina autdgena e consequente gelificacdo do PRP, deve ser usada alguma
substancia como o cloreto de célcio ou gluconato de célcio, pois a liberacdo de ions de célcio no meio,
na propor¢do de uma parte para cada 10 de PRP, leva a formacédo do gel. Outros trabalhos citam ainda
0 uso da trombina bovina para ativacdo do PRP (WILSON et al., 2006).

Diante do exposto, objetivou-se com essa pesquisa realizar uma analise comparativa entre a
trombina autdégena e tromboplastina como fatores ativadores para o PRP, avaliando alguns aspectos
como a facilidade de aquisicéo e custo dos mesmos na cidade do Recife (Pernambuco) e formacéo do

gel apos a ativacdo, assim como verificar o risco de contaminacdo do PRP durante a sua producéo.



14

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PELE E SUA CICATRIZACAO

O processo de cicatrizacdo de feridas envolve uma cascata de eventos celulares e moleculares
que interagem para que ocorra a reconstituicdo do tecido. Esses fenémenos bioquimicos e fisiolégicos
se comportam de forma harmoniosa a fim de garantir a restauragéo tissular (ORTONNE e CLEVY,
1994).

Para entender de forma plena a cicatrizacdo, se faz necessario saber sobre o tegumento, que é
responsavel por recobrir o corpo e apresenta como fungdes: proteger, regular a perda de agua, impedir
a invasdo de microrganismos e ser uma primeira barreira do organismo contra a radiacdo ultravioleta.
Além disso, possui papel na percep¢do sensorial do tato, calor, pressao e dor, e atua na producgdo de
vitamina D e na regulacdo da temperatura corporal (OVALLE e AHIRNEY, 2008; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2013; LOWE e ANDERSON, 2015).

A pele (Figura 1) € um dos constituintes do tegumento e é considerado o maior 6rgdo do corpo,
sendo composta pela epiderme, de epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, e derme, de tecido
conjuntivo (ROSS e PAWLINA, 2012; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). O tegumento possui ainda
outros anexos como pelos, unhas, glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas e glandulas mamarias
(HAM e CORMACK, 1983; ROSS e PAWLINA, 2012).

Termimagdesnenvosas Beres Corpiisculs de Meissner Estrato comeo
Haste dorpel
Melanocite \ £
Musculo eretor dopelo {
Glandula sebacea

Membrana vitrea

Camadade
tecido conjuntivo «_|

Papila do
foliculo piloso

Corptiseulo da Pacini
(Vater-Pacini) Antéria

Nerves sensitives

- A
) & ‘;,' e X&
Fibras eldsticas 2 f_‘; A‘ & & Sl
Retindculos dapele ¢ J'/ ok o

Nervo motor
(auténomo)

Figura 01. Esquema de um corte histolégico do tegumento, demonstrando todas as suas camadas e
estruturas anexas. Fonte: Adaptado de Cochard et al. (2003).



15

Pelo fato da palma das méos e a planta dos pés dos animais, sofrerem um atrito maior, essas
regides possuem uma camada superficial de queratina mais espessa denominada pele glabra. A pele do
restante do corpo tem uma epiderme com poucas camadas celulares e uma camada de queratina delgada
e foi designada de pele fina (ou delgada) (GARTNER e HIATT, 2007; ROSS e PAWLINA, 2012).

A cicatrizacdo ocorre depois de um dano tecidual que vai desencadear a ativacéo fisiolégica do
organismo visando o reparo desse evento danoso. Como a cicatrizagao vai ocorrer, dependera de fatores
locais e gerais, como: localizacdo da lesdo, tipo de pele, raca, espécie e técnica cirdrgica utilizada
(MANDELBAUM et al., 2013).

O processo de cicatrizagdo é dividido em trés fases (Figura 2) que se sobrepdem de forma
continua, conhecidas como fase inflamatoria, proliferativa e de remodelagem (CLARK, 1986). Na fase
inflamatdria, observa-se o extravasamento sanguineo que visa preencher a area lesionada com plasma
e outros elementos celulares. Destes o principal sdo as plaquetas, visto que a agregacdo plaquetaria,
associado a coagulacao sanguinea, suscitam um tampdo rico em fibrina que proporciona hemostase, cria
uma barreira contra a incursdo de microrganismos e organiza a matriz base, que sera necessaria para a
migracao celular. Essa matriz servira também, como reservatorio de citocinas e fatores de crescimento
(FC’s) que serdo liberados durante as fases seguintes desse processo cicatricial (\ WERNER e GROSE,
2003; EMING, KRIEG e DAVIDSON, 2007).

Na fase proliferativa acontece o fechamento da lesdo através da reepitelizacdo, que tem como
principal evento, a movimentacdo das células epiteliais oriundas da margem e de apéndices epidérmicos
para o centro da lesdo. Nesta fase acontece a formacéo de novos vasos sanguineos (angiogénese) e uma
maior permeabilidade vascular (SINGER e CLARK, 1999). Na fase de remodelagem, existe uma
tentativa de recuperar a estrutura tecidual anteriormente presente, através da maturacdo dos elementos
e alteracBes na matriz extracelular, ocorrendo deposicao de proteoglicanas e colageno (GABBIANI et
al., 1972).

2.2 PRP E 0S FATORES DE ATIVACAO PLAQUETARIA

O plasmo rico em plaquetas (PRP) é um produto resultante do processamento laboratorial de
sangue autodgeno, rico em Fatores de Crescimento (FC's) que geralmente é colhido em periodo pré-
operatorio. Seu principio tem fundamento na aceleracdo do processo de cicatrizagdo através da
concentracdo desses FC’s que sdo os iniciadores de quase todos 0s eventos cicatriciais que se tem
conhecimento (MARX, 1998).

Para melhor entendimento sobre o PRP, é importante entender sobre a composi¢do desse
produto. Este apresenta em sua constituicdo basica trés componentes, que sdo: plasma, leucdcitos e

plaquetas. O plasma sanguineo € formado pelo soro sanguineo além de diversos fatores de coagulagao
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sanguinea, como o fibrinogénio e protombina. O mesmo pode apresentar volumes e osmolaridades
diferentes, sendo o sddio, o cloreto e o bicarbonato seus eletrélitos mais comuns (GOLDENBERG,
1997).

Os leucaocitos sdo celulas brancas que estdo presentes no PRP (MARX,1999) e conferem ao
mesmo uma resisténcia aos processos infecciosos e/ou alérgicos, de forma natural. A presenca destas
células melhora o progndstico de tratamento, visto que a principal funcdo do sistema de defesa do
organismo € a de proteger contra substancias estranhas (GOLDBERG, 1997).

As plaguetas sdo produzidas por fragmentacdo do citoplasma de uma célula pluripotencial
denominada megacariécito, que se origina na medula 6ssea. As plaquetas possuem uma sobrevida de
quase dez dias (nove dias e 12 horas), apresentando um turnover de 35.000 por uL/dia. Apesar de terem
um tamanho reduzido, exercem uma variedade de importantes func¢fes nos processos de coagulacéo e
cicatrizacdo de ferida e sdo considerados como 0s componentes mais importantes na modulagem
cicatricial, devido a capacidade de liberacdo de FC's (SCARSO et al. 2001).

Os FC’s sdo mediadores biol6gicos naturais que exercem diversos efeitos sobre 0s processos de
reparacao e regeneracdo. Sdo polipeptidios responsaveis pela regulacdo de eventos celulares como:
sintese de DNA, quimiotaxia, citodiferenciacéo e sintese de matriz. O fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) foi um dos primeiros fatores a ser descoberto e é considerado o principal FC’s das
plaquetas, pelo fato de ser o primeiro a estar presente na ferida e a guiar a nova vasculariza¢éo pds dano
(SCARSO et al., 2001).

Outras fontes de PDGF sdo macrofagos, células endoteliais e ostedcitos. Os PDGFs sdo liberados
dos grénulos quando as plaquetas se aderem a locais onde houve o rompimento de vasos. O PDGF das
plaquetas inicia o processo de reparo e 0 presente nos macrdéfagos continua a cicatrizacdo da ferida
(ANITUA, 1999; LYNCH, 1999).

Os fatores de crescimento de transformacdo (TGF) constituem uma grande familia de
mediadores locais, que regulam a proliferacdo e as fungdes da maioria das células dos vertebrados,
sendo 0os mais comuns no PRP o fator de crescimento de transformacdo-beta TGF-B1 e TGF-f2, que
tem relacdo com a cicatrizacdo do tecido conjuntivo e a regeneracdo 6Ossea. A estrutura do 1 é
encontrada com abundéncia nas plaquetas, linfocitos e neutrofilos. O tipo B2 é encontrado nos extratos
0sseos, plaquetas e neutrofilos. As fungdes mais importantes do TGF- 1 e 2 parecem ser a quimiotaxia
e a mitogénese (SCARSO, 2001).

Desta forma podemos considerar que as bases bioldgicas da cicatrizagdo estdo relacionadas com
0s seguintes FC’s:

e PDGF: é uma glicoproteina sintetizada e secretada por plaquetas, macréfagos e células endoteliais,

que tem atuacio imediata assim que se liga aos receptores das células. E encontrado no inicio da
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reparacao tecidual e atua na ferida promovendo mitose celular e levando, consequentemente, a um
aumento do numero de células. Promove a angiogénese, com o desenvolvimento de novos
capilares, estimula as fun¢des dos fibroblastos e osteoblastos e contribui para a diferenciacéo
celular e aceleracdo de FC’s de outras células, como os macrofagos. Promove a revascularizagéo,
o debridamento da ferida, a sintese de colageno e a regeneracao 6ssea (CARLSON, 2000).

e TGF-PB (fator de crescimento transformador beta): ¢ liberado pela degranulagdo plaquetaria ou
secretado pelos macréfagos, produzindo efeito nas células adjacentes, incluindo os fibroblastos, as
stem cells e os pré-osteoblastos. As suas fungdes sdo a quimiotaxia, a mitogénese das celulas
precursoras dos osteoblastos, a capacidade de estimular a deposicdo de matriz colagena e a
formacdo dssea. Os TGF-B inibem a formacdo de osteoclastos e a reabsorcao 6ssea (CARLSON,
2000).

e VEGF (fator de crescimento de células endoteliais): esta vinculado ao sistema vascular-endotelial
e atua na permeabilidade vascular aumentando a formacdo de novos vasos sanguineos, e
consequentemente, incrementando o aporte sanguineo necessario para 0 processo de reparacao
tecidual. O mesmo atrai os fibroblastos para a producéo de tecido conjuntivo e participa na cascata
de transformacéo do fibrinogénio em fibrina, cuja malha serve de base e suporta o crescimento de
células endoteliais e fibroblastos e na formacdo de um novo sistema microcirculatorio local
(DVORAK, et al., 1988; IRUELA-ARISPE e DVORAK, 1997).

e IGF (fator de crescimento semelhante a insulina): produz aumento da populacdo de osteoblastos,
acelerando a deposicdo Ossea. Atua também nas células precursoras dos osteoblastos e nos
osteoblastos do enddsteo, atuando na fase | de reparacdo dos enxertos 6sseos (CARLSON, 2000).

Os primeiros estudos sobre o PRP e os Fatores de Crescimento Plaquetéarios (FCPs) foram
datados nas décadas de 1970 e 1980, quando o produto foi amplamente aplicado nos processos de
cicatrizacao de ulceras de compressdo, de grandes areas de descolamento de pele (CONVERSE et al.,

1969; PIERCE et al., 1991; GREEN e KLINK, 1998) reparacdo e hemostasia de tecidos, além de ser

elemento importante nas osteossinteses e na recomposicdo de enxertos 0Osseos utilizados em

traumatologia e odontologia (HAYNESWORTH et al., 2002; TISCHLER, 2002; JENSEN et al., 2005;

RAGHOEBAR et al., 2005).

2.3 METODOS DE OBTENCAO DO PRP

O PRP é obtido por meio da coleta de sangue autdégeno, que passa por um processo que utiliza
o0 principio da separacdo celular por centrifugacdo diferencial, para conseguir separar as plaquetas
(RAVEL, 1997; MARX, 1999).
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O PRP pode ser obtido por trés técnicas: do tubo (manual), centrifugacdo (semiautomatica) e
por aférese (automaética). Nestes procedimentos os custos variam, bem como a facilidade de preparacéo,
0 volume de sangue necessario e a concentracdo de plaquetaria (PRADES et al., 2006).

Segundo Vendruscolo et al., (2012), na técnica do tubo (ou manual) os custos sdo minimos, o
volume utilizado é pequeno e o PRP € obtido com pequena concentracdo de plaquetas. Na técnica de
centrifugacdo (ou semiautomatica) os custos sdo baixos, 0 volume necessario é pequeno e tem facil
obtencdo, conseguindo uma maior concentracdo de plaquetas, entretanto é necessaria a aquisicdo de
uma centrifuga (0 que torna mais dispendioso). O ultimo método é oneroso, pois SA0 necessarios
equipamentos e “kits” especificos, e necessita de um maior volume de sangue, porém se obtém altas
concentracdes plaquetarias e maior volume de PRP.

Ha ainda um método desenvolvido pela empresa VetCell, que € semelhante ao automatico, no
qual o sangue é coletado em uma bolsa de sangue e passa por um dispositivo que captura as plaquetas.
Depois o filtro é lavado e nesse momento as plaquetas sdo recuperadas na solucao, sendo um método
de fécil realizacdo, porém com custo elevado (VENDRUSCOLO et al., 2012).

Em qualquer que seja o método, é usado como anticoagulante, o citrato de sddio, que capta 0s
ions de calcio do sangue e os neutraliza formando um composto denominado quelato que impede a
formacéo do coagulo. Além disso, o citrato de sddio ndo altera os receptores de membrana das plaquetas
e consequentemente, 0 processo de quelacdo pode ser revertido através da adicdo do cloreto de célcio
para gelificacdo de plaquetas (ANITUA, 2000).

O PRP pode ser obtido por meio de uma centrifugacdo (PAGLIOSA e ALVES, 2007) ou por
meio de duas centrifugacGes (BARBOSA et al., 2008; MAIA, 2008). A técnica para obtencéo do PRP
na medicina veterinaria é baseada na técnica utilizada para a espécie humana. O PRP pode ser obtido
por meio da coleta do sangue total em tubos ou bolsas de sangue contendo o anticoagulante apropriado,
apos a centrifugacdo e ativacdo das plaquetas (CARMONA et al., 2007; SCHNABEL et al., 2007;
ARGUELES et al., 2008; BARBOSA et al., 2008).

Em estudo que avaliou diferentes velocidades de centrifugacédo (1.300, 1.600 e 3.200 rpm) do
sangue total de cées para a obtengéo do PRP, Ferraz et al. (2006), constataram que a velocidade de
centrifugacdo mais adequada ap6s a primeira centrifugacdo de 800 rpm por 10 minutos é de 1.600 rpm
pelo mesmo tempo. Esses autores obtiveram concentragdes médias de 550.000 plaquetas/pl™? e
ressaltam que as amostras submetidas a 3.200 rpm apresentaram alto grau de lise plaquetaria, o que
pode resultar em falha da técnica devido a incapacidade desses fragmentos liberarem os FC’s.

Autores recomendam que o PRP deve ser preparado com concentragdes de plaquetas de trés a
cinco vezes maiores que os niveis fisiologicos (GONSHOR, 2002; KEVY e JACOBSON, 2004), os

quais podem variar de acordo com a espécie: bovinos e ovinos: 800.000 a 1100.000 plaquetas pL™;
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gatos: 300.000 a 800.000 plaquetas pL™, caprinos: 300.000 a 600.000 plaquetas pL™; cies: 200.000 a
500.000 plaquetas pL™ e equinos: de 100.000 a 350.000 plaquetas pL™ (FELDMAN et al., 2000). Em
uma pesquisa usando uma forca de centrifugacdo de 300 g por 10 minutos na 12 centrifugacéo e de 640
g por 10 minutos na 22 centrifugacdo, foi obtido as maiores concentracdes plaquetarias, superiores em
4,5 vezes (VENDRAMIN, 2006).

O que dificulta a obtencéo e aplicagdo do PRP é a falta de padronizacgdo para o seu preparo, visto
que varios autores citam diferentes metodologias em seus trabalhos (FERRAZ et al., 2006; MISHRA e
PAVELKO, 2006; ANDRADE et al., 2008; KAJIKAWA et al., 2008). Essas diferencas consistem em:
material de coleta (tubos ou bolsas de sangue), nimero de centrifugacdes realizadas, velocidade de
centrifugacdo, bem como a outras varidveis envolvidas na obtencdo do PRP.

Segundo Klein et al. (2011), o baixo tempo de centrifugacdo ndo € capaz de produzir um
concentrado plaquetéario onde se pode estabelecer correlagdo do aumento no nimero de plaquetas a
partir do nimero de plaquetas basal. Porém, quando utilizado um tempo mais longo, existe correlacdo
positiva entre a concentracdo de plaquetas no PRP a partir do nimero de plaquetas basal.

2.4 FATORES DE ATIVACAO DO PRP

Posteriormente, a obtengdo do PRP, usam-se fatores de ativacdo para que ocorra a liberagcdo do
FC’s e 0 produto nesse momento adquire uma consisténcia de gel. A literatura descreve o uso de
tromboplastina, trombina autdgena (que € obtida por adicionar cloreto de calcio ou gluconato de célcio)
e trombina bovina. Alguns ainda citam o uso do colageno (SILVA, 2006; VANAT et al., 2012;
MARQUES, et al., 2014).

Segundo Coloma et al. (2011) o PRP, uma vez separado, pode ser coagulado mediante a acdo de
trombina bovina, cloreto de calcio ou colageno tipo I. Scaranto (2002) destaca o uso de cloreto de calcio
e a trombina bovina, entretanto o autor faz uma ressalva de que o uso de trombina bovina tem sido
associado com o desenvolvimento dos fatores de coagulacgdo V e XI, resultando na ativacao da trombina,
com o risco de desencadear coagulapatias.

Uma vez ativadas, as plaquetas se modificam morfologicamente e desenvolvem pseud6podos,
0s quais promovem a agregacdo plaquetaria e, posteriormente, a degranulacdo dos granulos
plaquetarios. Durante a degranulagéo, as plaquetas liberam no local da lesdo os FC’s, contidos nos alfa-
granulos, e ainda outras substancias como a serotonina, a histamina, a bradicinina e a dopamina
(EVERTS et al., 2006).
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2.5 MODALIDADES TERAPEUTICAS PARA APLICACAO DO PRP

Diversas sdo as modalidades terapéuticas do PRP, como 0 uso na reparacdo de tecidos
danificados, na diminuicdo da hemorragia pos-operatdria, na cicatrizacdo dos tecidos moles com menor
padrdo inflamatorio e na estabilidade inicial do tecido enxertado, devido a suas propriedades adesivas,
provando ser uma alternativa terapéutica eficaz (PARDO et al., 2012).

No trabalho de Vendramin et al. (2010) foi realizado um estudo da utilizacdo do PRP nas
enxertias cutaneas em feridas cronicas, onde houve integracdo dos enxertos no lado que recebeu o PRP,
demonstrando que a aplicagédo do produto melhorou a evolucdo dos enxertos de pele e diminuiu a
incidéncia de perda total dos mesmaos.

Camargo (2012) ao avaliar o efeito do PRP na reducdo das equimoses e edema apds rinoplastias
e sua participacdo no processo de estabilizacdo das estruturas 6sseas mobilizadas durante a cirurgia,
concluiu que o mesmo foi um agente redutor dos sinais decorrentes do procedimento, com
manifestacdes brandas do edema e das equimoses, permitindo um menor tempo de recuperacéo até o
completo desaparecimento destas. A estabilidade 6ssea em curto prazo, verificada no estudo, abriu
perspectivas para o0 menor surgimento de deformidades ap0s a cirurgia estética do nariz com a utilizagédo
do PRP.

Guerreiro et al. (2014) em seu trabalho sobre o uso de PRP em artroplastia total do joelho fizeram
uma aplicacdo intrarticular do concentrado plaquetario em 20 pacientes com indicacdo de artroplastia
total do joelho e concluiram que o PRP ndo se mostrou efetivo para reduzir sangramento ou melhorar a
funcdo do joelho em comparagdo com o controle, entretanto houve vantagem na escala verbal de dor
poés-operatoria.

Em seu estudo sobre a influéncia da ativacdo do PRP no tratamento de tendinite em equinos,
Rajao (2012) chegou a conclusédo de que o protocolo de preparo do concentrado de plaquetas inativado
foi mais rapido, estando sujeito a menos erros de técnica e sendo menos dispendioso tornando, portanto,
esta técnica mais viavel de ser realizada a campo.

Os resultados obtidos nas condic¢des do estudo realizado por Silveira (2009), sobre a utilizacdo
do PRP ou (plasma pobre em plaquetas) PPP, associado ou ndo a enxerto 6sseo cortical alégeno em
ovinos, permitiram concluir que o 0sso cortical aldgeno triturado, utilizado de forma isolada, promoveu
0 preenchimento completo de defeito 6sseo de 0ssos longos e formacéo 0ssea satisfatoria, enquanto que
a utilizacdo de osso cortical associado ao PRP e ao PPP diminuiu a quantidade de fragmentos 0sseos
necessario para o preenchimento da falha e permitiu melhor acomodacdo do implante no defeito. Ao
exame radiografico, a associacdo do PRP e do PPP nos defeitos 6sseos, demonstraram precocidade de

reparacao Ossea e formacao de calo 6sseo satisfatorio, porém no final do periodo de observacao, o
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comportamento dos grupos 0sso cortical e osso cortical associado ao PRP e PPP, em relagcdo ao
preenchimento dsseo, foram semelhantes.

Em um estudo com microimplantes capilares em humanos (MICs) houve um rendimento
consideravel superior de 3,6% no lado onde se utilizaram os MICs embebidos com PRP e seus FC’s.
Houve eficacia e melhor integracdo, resultando num maior numero de foliculos e em uma maior
densidade capilar, o que trouxe um resultado positivo na cirurgia da calvicie masculina (UEBEL, 2006).

O PRP também tem demonstrado ser eficaz no tratamento das epicondiloses e tendinopatias
rotulianas em humanos. Nas lesGes musculares, 0s poucos estudos encontrados parecem confirmar um
efeito positivo desta terapia (FERRAO e GUTIERRES, 2013).

Na pesquisa de Bauer et al. (2009) a avaliacdo do efeito do PRP no processo de reparacéo
tecidual em feridas dérmicas padronizadas em ratos, através das analises macroscopica,
histomorfoldgica e histomorfométrica permitiu afirmar que 0 mesmo nao apresentou efeitos superiores
ao uso do soro fisioldgico no processo de reparacdo das feridas durante os periodos de observacdo e ndo
apresentou efeitos toxicos ou deletérios.

De acordo com o artigo de Silva (2010), a utilizacdo do PRP, devido a sua origem aut6loga, néo
tem risco de rejeicdo, e associado a facil preparacdo, abriu uma nova porta para o tratamento das leses
desportivas. No entanto, a sua utilizacdo na reconstrucdo do ligamento cruzado anterior, nas lesdes da
cartilagem, lesGes meniscais e osteoartrose ainda estd no inicio. Apesar da grande expectativa e de
parecer muito promissor, ndo existe evidéncia clinica que suporte a sua utilizacdo, ap06s varios estudos
feitos nesta area. No entanto, alguns estudos laboratoriais em modelos animais revelam resultados
animadores. A utilizacdo futura e bem fundamentada vai depender de resultados de estudos
prospectivos, bem desenhados, que permitam avaliar corretamente a eficacia terapéutica do PRP.

Segundo Ferrdo e Gutierres (2013), € possivel que os diferentes resultados observados nos
diversos estudos pesquisados, se devam a ndo uniformizacao dos protocolos de preparacéo e aplicacédo
do PRP, e assim 0os mesmos relatam que novo estudos sdo necessarios para padronizar estes parametros
de modo a maximizar o efeito terapéutico do produto.

Diante do contexto, estudos que possam elucidar quais fatores de ativagdo contribuem para
melhor aplicacdo do PRP sédo relevantes uma vez que existem diversos trabalhos citando diferentes

protocolos de producdo de PRP.
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COMPARACAO ENTRE O GLICONATO DE CALCIO A10% E A
TROMBOPLASTINA COMO FATORES AGONISTAS PARA ATIVACAO DO
PLASMA RICO EM PLAQUETAS EM CAES

Formatado segundo as normas para publicacdo da Revista Brasileira de Medicina
Veterinaria (Brazilian Journal of Medicine)

Comparagcéo entre o gliconato de calcio a 10% e a tromboplastina como fatores agonistas para
ativacao do plasma rico em plaquetas em cées

Comparison of de calcium gluconate the 10% and thromboplastin as agonists factors to rich plasma
activation in platelets in dogs

ABSTRACT: The Platelet Rich Plasma (PRP), the product obtained at the end of a process of
centrifugation of whole blood has been studied in tissue repair due to the fact that platelets contain in
its interior growth factors (FC's) that stimulate healing process. For release of such factors into the tissue
which is applied PRP, platelets need to be activated, and this occurs by the addition of substances called
activation factors. The objective of this research conduct a comparative analysis of two activators
factors: calcium gluconate 10% (autologous thrombin) and thromboplastin with respect to ease of
acquisition, cost and formation of gel after activation. For the experiment were 20 healthy dogs which
blood samples were collected for the production of platelet gel. Blood samples were equally divided
into three groups: 20 samples in group A (PRP without activating factor - liquid) 20 samples in group
B (platelet gel activated with calcium gluconate 10%) and 20 samples of group C (gel platelet activated
with thromboplastin). In the group of samples The PRP had a slightly red color and it remained in liquid
form throughout the observation time. In group B, the sample became turbid, as the gel was formed.
After addition of 10% calcium gluconate, within about 30 seconds to two minutes was formed PRP gel,
however 20% of the 20 samples, part formed the gel and another part remained liquid and up to 40%
samples remained in liquid form, even being added twice the proportion of activator factor. In PRP
samples of group C who received thromboplastin, after the formation of the gel product acquired a
translucent color and firm consistency, being formed at least the gel time of 30 seconds and a maximum
of one minute in 100% of the samples. It follows that the products tested, the best platelet activating
factor for formation of the PRP gel is thromboplastin to be the most stable in the formation of platelet
gel in all the samples

KEY WORDS: Reconstructive surgery, concentrate rich in platelets, growth factors.

RESUMO: O Plasma Rico em Plaquetas (PRP), produto obtido ao final de um processo de
centrifugacdo do sangue total, tem sido estudado no processo de reparagéo tecidual devido ao fato das
plaquetas conterem em seu interior fatores de crescimento (FC’s) que estimulam o processo de
cicatrizacdo. Para liberacéo de tais fatores no tecido onde o PRP € aplicado, as plaquetas precisam ser
ativadas, e isso ocorre através da adicdo de substancias denominadas fatores de ativacdo. Objetivou-se
com essa pesquisa realizar uma analise comparativa de dois fatores ativadores: gliconato de calcio a
10% (trombina autdgena) e tromboplastina, com relacdo a facilidade de aquisicéo, custo e formacao do
gel apds a ativacdo. Para realizagcdo do experimento foram selecionados 20 cées saudaveis dos quais
foram coletadas amostras de sangue periférico para producédo do gel de plaquetas. As amostras de sangue
foram divididas igualmente em trés grupos: 20 amostras no grupo A (PRP sem fator ativador - liquido),
20 amostras no grupo B (gel de plaquetas ativado com gliconato de calcio 10%) e 20 amostras no grupo
C (gel de plaquetas ativado com tromboplastina). Nas amostras do grupo A o PRP apresentou uma
coloracdo levemente vermelha e 0 mesmo se manteve na forma liquida durante todo o tempo de
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observacao. No grupo B, as amostras se tornaram turvas, a medida que o gel era formado. Apds a adicédo
do gliconato de célcio a 10%, em aproximadamente 30 segundos a dois minutos era formado o gel de
PRP, entretanto em 20% das 20 amostras, parte dela formava o gel e outra parte permanecia liquida e
ainda 40% amostras continuaram na forma liquida, mesmo sendo adicionado o dobro da proporc¢éo de
fator ativador. Nas amostras de PRP do grupo C que receberam tromboplastina, apds a formacéo do gel
0 produto adquiria uma coloragao transllcida e consisténcia firme, sendo formado o gel no tempo
minimo de 30 segundos e maximo de um minuto em 100% das amostras. Conclui-se que dos produtos
testados, o melhor fator de ativagdo plaquetéria para formacéo do gel de PRP é a tromboplastina por ser
0 mais estavel na formacéo do gel de plaguetas em todas as amostras.

PALAVRAS CHAVE: cirurgia reconstrutiva, concentrado rico em plaquetas, fatores de crescimento.

INTRODUCAO

Desde a década de 1970, autores ja descreviam o uso do concentrado de plaquetas autlogo
(Whitman et al. 1997), conhecido como plasma rico em plaquetas (PRP) (Ehrenfest et al. 2009) para
otimizar o processo de regeneracdo tecidual (Robson 1997, Marx 1998, Marx 2001, Gandhi et al., 2006).
O produto também recebe outras denominacdes, tais como plasma enriquecido de plagquetas (PeRP),
concentrado rico em plaquetas (PRC) ou gel de plaquetas autdlogo (Ehrenfest et al., 2009).

A utilizagdo do PRP em medicina se baseia no fato de que as plaquetas contem diversos fatores
de crescimento (FC’s) em seus alfa-granulos (Monteiro, 2013) que séo fundamentais para a cicatrizacdo
(Cross et al., 1995, Dohan et al., 2006). Esses FC’s, como o fator derivado de plagueta (PDGF), o fator
de crescimento transformante beta-1 (TGF beta-1) e o fator de crescimento endotelial (VEGF) séo
moléculas proteicas que em contato com seus receptores nucleares, estimulam a angiogénese e a
replicacdo dos tecidos, induzindo a cicatrizacdo e o crescimento de novas estruturas organicas (Stenn et
al. 1996, Mcelwee & Hoffmann 2000). Desse modo, a concentracdo desses fatores em tecidos lesados
poderia ser benéfica para atribuir mais agilidade aos processos de regeneracdo (Monteiro, 2013).

Para isso, é preciso confeccionar o PRP, sendo este obtido por meio da centrifugacdo do sangue
basal, permitindo dessa maneira que as plaquetas sejam concentradas em um pegueno volume de plasma
(Anitua 2001, Lacci & Dardik 2010). Atraves desse processo, € possivel obter uma quantidade de
plaquetas de quatro a seis vezes acima dos niveis fisiologicos, ou seja, aproximadamente um milh&o de
plaquetas por microlitro de sangue (Choukroun 2006, Wrotniak et al., 2007). Segundo Marx (2001),
para ser considerado PRP, o produto deve apresentar uma concentracdo de no minimo 1.000.000 de
plaquetas/uL. em um volume de 5 mL de plasma.

Assim, por meio da coleta de sangue autdgeno, que passa por um processo que utiliza o principio
da separacdo celular por centrifugacéo diferencial, consegue-se concentrar as plaquetas obtendo o PRP
(Ravel 1997, Marx 1999).

Esse processo de obtencdo de PRP pode ser classificado em dois tipos: convencional e

simplificado. O primeiro é conseguido em equipamentos de centrifugacdo de grande porte, enquanto
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que o segundo € executado em centrifugas de bancada para uso ambulatorial. Apds a centrifugacéo, o
PRP fica situado no meio do tubo, enquanto que o plasma pobre em plaquetas (PPP) permanece no topo
do tubo e as hemacias ficam localizadas no fundo do tubo (Scaranto 2002).

Porém mesmo apds a obtencdo do PRP é necessaria ativa-lo e isso se faz pela adi¢édo de fatores
ativadores, como tromboplastina, trombina bovina, coldgeno, cloreto de célcio ou gliconato de célcio,
sendo estes dois Ultimos responsaveis pela obtengdo da trombina autdgena (Coloma et al. 2011, Marques
et al. 2014). Isto conduz a ativagdo das plaquetas, o que resulta na liberacdo dos FC’s. Scaranto (2002)
destaca o uso de cloreto de calcio e a trombina bovina, entretanto o autor faz uma ressalva de que o uso
de trombina bovina tem sido associado com o desenvolvimento dos fatores de coagulagdo V e XI,
resultando na ativacao da trombina, com o risco de desencadear coagulapatias.

Uma vez ativadas, as plaquetas se modificam morfologicamente e desenvolvem pseudopodos,
0S quais promovem a agregacdo plagquetaria e, posteriormente, a degranulacdo dos granulos
plaquetérios. Durante a degranulacdo, as plaquetas liberam no local da lesdo os FC’s (contidos nos alfa-
granulos), e ainda outras substancias como a serotonina, histamina, bradicinina e dopamina (Everts et
al., 2006).

Diante do exposto, objetivou-se com essa pesquisa realizar uma analise comparativa entre dois
fatores ativadores (trombina autdégena e tromboplastina), com relacdo a facilidade de aquisicéo, custo,

formacdo do gel ap6s a ativacdo e avaliacdo macroscopica.

MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi encaminhado para a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e apds a liberacdo da licenca n°
23082.005174/2015, o projeto foi iniciado.

Para realizacdo da pesquisa, foram coletadas amostras de sangue periféricos de 20 animais da
espécie canina, machos e fémeas, das racas Rotweiller, Greyhound e Golden Retriver provenientes de
canis particulares no Estado de Pernambuco. Os animais estavam saudaveis e sem altera¢es no exame
hematoldgico e com dosagens de ureia, creatinina, fosfatase alcalina e alanina aminotransferase dentro
dos parametros de normalidade para a espécie.

De cada animal foram coletados quatro frascos de sangue de 3,5 mL contendo citrato de sodio
(para producdo do PRP), um tudo de plastico de 2 mL com EDTA e um frasco de 2 mL sem
anticoagulante (para realizagcdo da bioquimica), totalizando seis frascos de sangue por paciente. Do
frasco com EDTA, foram efetuados 0 hemograma e a contagem de plaguetas no sangue basal, para
avaliar o estado de saude do paciente e determinar a plagquetometria, que serviu de referéncia para o

valor encontrado no PRP.
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O PRP foi fabricado de acordo com o protocolo desenvolvido por Aleixo & Coelho (2011), onde
em um primeiro momento os quatro frascos foram centrifugados a 1200 rotagdes por minutos (rpm)
durante 10 minutos em centrifuga laboratorial (FANEN® modelo Baby® Centrifuge I, Mod. 206). Apos
a primeira centrifugacdo, foi pipetado todo o plasma e a camada leucoplaquetaria de cada um dos
frascos, com uma pipeta automatica de precisdo e ponteiras estéreis (1 pL, 10 pL e 100 pL), os quais
foram transferidos para outros quatro frascos estéreis (sem aditivo) para a realizacdo de uma segunda
centrifugacdo a 1600 rpm por 10 minutos. Apos esse procedimento, era descartado 80% do plasma
sobrenadante, sendo o restante homogeneizado as plaquetas decantadas, obtendo-se assim, o PRP.

Ap0s a obtencdo do PRP os quatro frascos eram reunidos em um unico frasco, para obtencao do
volume total do PRP utilizando uma seringa estéril de 3 mL. Em seguida o PRP era dividido em volumes
iguais novamente e recolocado nos quatro frascos.

Dos quatro frascos coletados com citrato de s6dio como anticoagulante, o frasco 1, era destinado
a plaquetometria do PRP; no frasco 2, ndo era adicionado nenhum fator de ativacdo (PRP liquido —
grupo controle); no 3 era adicionado o Gliconato de Calcio 10% e por fim no tubo 4, era colocado a
tromboplastina.

Dos 20 animais da pesquisa, foram obtidas 80 amostras, sendo 0s grupos experimentais divididos
da seguinte maneira: 20 amostras para o grupo A (PRP na forma liquida sem fator ativador - controle),
20 amostras para o grupo B (gel de plaquetas ativado com Gliconato de calcio 10%) e 20 amostras para
o0 grupo C (gel de plaquetas ativado com tromboplastina).

Nos frascos dos grupos B e C, os fatores de ativacdo foram inicialmente adicionados na
proporcao de 2:1 (1 mL de PRP para 0,5 mL do ativador de plaquetas).

A avaliacdo quantitativa de plaquetas no PRP (frasco 1) era efetuada pelo método da contagem
direta na camara de Neubaeur usando o diluente de Rees-Ecker, enquanto que a avaliacdo morfologica
das plaquetas era realizada através do exame microscopico do esfregaco sanguineo.

O gliconato de célcio 10% utilizado para obtencdo de trombina aut6loga foi comprado em loja
de materiais médico-hospitalar na cidade do Recife (Pernambuco), na forma liquida contido em um
frasco-ampola de plastico com 10 mL de volume.

A tromboplastina* foi adquirida da mesma maneira e na mesma cidade, sendo esta vendida na
forma de kit industrial pronto para uso, onde cada kit era dividido em seis frascos de vidro contendo o
produto liofilizado para ser diluido em 2 mL de agua destilada.

RESULTADOS

No que diz respeito aos resultados do experimento, dos 20 animais foram obtidas 80

amostras de sangue (quatro amostas de cada paciente). Em relacdo a gelificacdo das mesmas, foi
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observado que no grupo A (sem fator ativador - controle) as 20 amostras permaneceram no estado
liquido. No grupo A, ndo foi adicionado fator de ativag&o, e por isso esse grupo foi considerado controle.

Das 20 amostras do grupo B (ativado com Gliconato de célcio 10%) onde foi empregada a
trombina autdgena para ativacao do PRP, 15% apresentaram consisténcia gelatinosa em um minuto; 5%
obtiveram consisténcia gelatinosa em dois minutos sendo que parte da amostra continuava na forma
liquida; 40% das amostras ndo formou gel; 5% formou gel em um minuto e meio; 5% obtiveram
consisténcia gelatinosa em um minuto sendo que parte da amostra continuava na forma liquida; 5%
formaram o gel em 30 segundos, permanecendo parte da amostra liquida; 5% das amostras deu origem
aum gel inconsistente em 2 minutos; 5% das amostras formaram gel inconsistente ap6s 2 minutos sendo
que parte das mesmas continuava na forma liquida e 15% das amostras levaram a formacao do gel em
2 minutos ao usar a proporc¢édo de 2:2 (PRP: trombina aut6loga).

Das 20 amostras para o grupo C (ativado com tromboplastina), 30% das amostras formaram gel
consistente em 30 segundos e 70% das amostras formaram gel consistente em 1 minuto.

Em 100% das amostras do PRP liquido (Grupo A), a coloracdo do concentrado de plaquetas
variou de avermelhado a résea. O mesmo se manteve na forma liquida durante todo o tempo de
observacdo, sendo importante ressaltar que ndo houve a adicdo de nenhum fator ativador, e
consequentemente o custo do seu processamento foi menor em relagdo aos grupos B e C. Nas amostras
do grupo B (PRP ativado com Gliconato de calcio 10%), a coloracdo se manteve transparente a medida
que o gel era formado. As amostras desse grupo levaram entre 1 a 2 minutos para gelificar, sendo que
em 65% das amostras a formacéo do gel ndo era completa, e uma parte do material permanecia liquido
ou mesmo a amostra inteira. Nessas, mesmo sendo adicionado na sequéncia o dobro da proporg¢éo do
fator ativador descrita na literatura, ou seja, 0 mesmo volume de fator ativador e PRP, algumas amostras
permaneceram liquidas.

Diferentemente do que aconteceu no grupo B, naquele que se empregou a tromboplastina com
fator agonista (Grupo C), 100% das amostras formaram um gel de consisténcia firme e coloragéo
transltcida de 30 segundos a 1 minuto (N0 Maximo).

No que diz respeito ao odor das amostras antes, durante e ap6s a adi¢do dos fatores de ativacao,
todas as amostras, tanto do PRP liquido (Grupo A) como de gel de PRP (Grupos B e C), permaneceram
com odor sui generis.

Quanto aos custos, foi observado que o gliconato de célcio 10%, usado para obtencdo de
trombina autdloga foi comprado em loja de materiais médico-hospitalar na cidade do Recife/PE na
forma liquida contido em um frasco-ampola de plastico com 10 mL de volume ao prego R$ 1,70. A

tromboplastina foi adquirida no mesmo local, sendo esta vendida na forma de kit industrial pronto para
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uso, ao custo R$ 63,80, onde cada kit era dividido em seis frascos de vidro contendo o produto
liofilizado para ser diluido em &gua destilada no volume indicado pelo fabricante.

Assim, o custo por amostra foi de R$ 2,23 para a confecgdo do gel de PRP com tromboplastina
e de R$ 0.34 para a producgéo do gel de PRP com trombina autdgena, ou seja, o custo de fabricacdo de
uma amostra de PRP gelificada com tromboplastina € 6.5 vezes maior do que a produgdo de uma
amostra de gel de PRP com trombina autogena.

No que diz respeito a formacdo do gel de plaguetas em cada amostra de PRP, foi possivel
verificar que no Grupo C (tromboplastina) 100% das amostras formaram o gel, independente do fato de
ter se obtido uma concentragdo muito alta de plaquetas. J& nas amostras do Grupo B (Gliconato de célcio
a 10%) foi observado que nas duas amostras que mais concentraram plaquetas, em uma delas ndo foi
formado o gel, enquanto que na outra isso ocorreu em 30 segundos, caracterizando uma nao
padronizacdo do grupo.

DISCUSSAO

Autores como Aleixo & Coelho (2010), Vendramin et al. (2010) e Zandin et al. (2012), fizeram
uso do PRP ativado, assim como no presente estudo, acreditando que esta ativacao seria necessaria para
a liberacdo dos FC’s contidos nas plaquetas.

Uma parte das amostras (Grupo A) foi mantida na forma liquida, ou seja, sem a adi¢cdo de um
fator agonistas, assim como realizado por Zandin et al. (2012). Essa técnica é especialmente comum por
aqueles que trabalham a campo, pois segundo tais autores, isso torna mais simples a obtenc¢éo dos FC’s,
porém com resultados alcancados contraditorios.

Nas amostras do grupo B (PRP ativado com trombina autégena), a coloracdo se manteve
transparente a medida que o gel era formado. Em seu estudo com gel de plaquetas, Vendramin et al.
(2006), utilizaram esse tipo de fator agonista para ativar as plaquetas do PRP.

O resultado final demonstrou que em 35% das amostras ativadas com trombina autégena no
presente estudo, houve a formacéo do gel entre 30 segundos a dois minutos, o que ndo foi achado em
literatura vigente sobre o tempo de gelificacdo. Apesar disso, autores como Obarrio et al. (2000) relatam
que a formacéo do gel é esperada devido ao fato de que a trombina autdgena, na presenca do calcio,
promove a clivagem do fibrinogénio plasmatico em fibrina e atua promovendo a polimerizacdo dessa
enzima, dando origem a um composto insoltvel, de consisténcia semelhante a de um gel, que estimula
a degranulacéo das plaquetas. Pontual & Magini (2004) também corroboram com Obarrio et al. (2000),
ao afirmar que o gluconato ativa o sistema de coagulacdo e as plaquetas, resultando na gelagéo do
mesmo.

Ainda assim, em 65% das amostras a formacao do gel ndo era completa, e uma parte do material

permanecia liquida. Nessas amostras, mesmo sendo adicionado na sequéncia o dobro da proporc¢édo
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descrita no trabalho de gliconato de célcio, ou seja, 0 mesmo volume de fator ativador e de PRP, algumas
continuavam na forma liquida. Ao aumentar a quantidade de fator ativador utilizado, elevou-se também
0 custo de producéo do gel de PRP e ainda assim, ndo se sabe se o produto foi realmente efetivo, levando
em consideracdo que mesmo aumentando a quantidade adicionada ao PRP, o produto nao gelificou por
completo.

Diferentemente do que aconteceu no grupo B, no grupo C, que empregou a tromboplastina com
fator agonista, 100% das amostras formaram um gel de consisténcia firme em aproximadamente 30
segundos a 1 minuto (no maximo), corroborando com os resultados encontrados por Aleixo & Coelho
(2011). Nesse grupo a coloracdo das amostras, apés a formacao do gel era translicida.

Além da importancia destacada por autores como Harmon et al. (2012) e Webb (2012) com
relacdo a ativacdo do PRP para que ocorra a liberagcdo dos FC’s que véo atuar sobre a lesdo melhorando
a reparacdo dos tecidos, Pontual & Magini (2004) afirmam que a gelificacdo do PRP facilita sua
aplicacdo em diversas cirurgias. Isso foi constatado no trabalho desenvolvido por Aleixo & Coelho
(2010), onde os autores relataram que a consisténcia do gel de PRP facilitou a aplicacdo e permanéncia
do produto por baixo de flapes de avanco em caes.

Apesar de ndo haverem estudos que dissertem sobre o odor do PRP, no presente trabalho, todas
as amostras, tanto de PRP liquido como de gel de PRP, permaneceram com odor sui generis.

Quanto aos custos e a disponibilidade dos fatores de ativacdo utilizados na pesquisa, na Cidade
de Recife/PE o gliconato de calcio 10% ¢é facilmente obtido em lojas do sequimento médico-hospitalar
e farméacias humanas na forma de frasco ampola de plastico de 10 mL, custando R$1,70 a unidade. N&o
foram encontrados trabalhos que disponibilizem informac6es de custo e aquisi¢do do material citado.

A tromboplastina (Kit teste para tempo de protombina) utilizada no experimento, € vendida em
Kits dentro de uma caixa contendo 6 frascos de vidro rosqueados, cujo o conteudo liofilizado vem
protegido por uma borracha para que néo haja contato com o meio externo. Cada frasco pode ser diluido
em 2 mL de &gua destilada (que precisa ser comprado, ja que que o kit ndo inclui), conforme o manual
de instrugdo.

Em Recife/PE, um kit de tromboplastina custa em média R$ 63,80, podendo ser encontrado em
lojas de produtos médico-hospitalares. Vanat et al. (2012), optaram por utilizar o Soluplastin®, que é
um kit comercial cujo o principio é semelhante ao PT Hemostasis®, utilizado neste experimento. Os
autores supracitados alegaram que usaram tal produto ao invés de outras substancias, pela facilidade de
obtencdo comercial do mesmo, quando comparado a outros fatores de ativagdo que sdo mais dificeis de
encontrar no Brasil (Barbosa et al., 2008), como é o caso da trombina bovina.

Scaranto (2002), destaca o uso de cloreto de célcio e a trombina bovina. Entretanto o autor faz

uma ressalva de que o uso de trombina bovina tem sido associado com o desenvolvimento dos fatores
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de coagulagéo V e XlI, resultando na ativagdo da trombina, com o risco de desencadear coagulapatias.
Apesar de Melo et al. (2006), descrever a trombina bovina como um tipo de fator ativador para o PRP,

0 mesmo ndo foi encontrado na cidade de Recife/PE, o que impossibilitou seu uso nesse experimento.

CONCLUSAO
Baseado nos resultados alcancados, conclui-se que a tromboplastina foi mais eficiente para a
ativacdo do gel de PRP quando comparada ao gliconato de calcio a 10% (trombina autégena), mesmo
ambas sendo de facil aquisicdo, pois a tromboplastina foi capaz de formar gel em 100% das amostras

de PRP, apesar da mesma ter um custo mais elevado.
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ANALISE DO RISCO DE CONTAMINA(;AO BACTERIOLOGICA DO PLASMA RICO EM
PLAQUETAS DE CAES ELABORADO PELO METODO MANUAL

Formatado segundo as normas para publicacdo da Revista Brasileira de Medicina
Veterinaria (Brazilian Journal of Medicine)

Anélise do risco de contaminacdo bacteriolégica do plasma rico em plaquetas de cées elaborado
pelo método manual

Analysis of the risk of bacteriological contamination of plasma rich platelet dogs prepared by the
manual method

ABSTRACT: The Platelet Rich Plasma (PRP) is a derivative product of autologous centrifugation of
whole blood comprising plasma, leukocytes, and platelets containing various growth factors (FC's)
therein, whose function is to stimulate the scar events. Although authors attribute the PRP fungal and
bacteriostatic protection, blood is an excellent medium for bacterial culture and therefore,
microbiological analysis of this concentrate is important to assess the risk of contamination by
opportunistic microorganisms, especially when opting for manual production method , which increases
the possibility PRP contact with the hands of those who handle the product. The objective of this
experiment was to evaluate the risk of contamination of PRP samples produced by the manual method,
and thus identify (s) time (s) greater risk of microbial contamination during the processing steps. Blood
samples from 20 healthy animals were collected for production of PRP through the manual method and
three different times called MO (after the first centrifugation), M1 (after the second centrifugation) and
M2 (when PRP samples were collected in plate petri) were performed in a microbiological culture
aliquot of PRP. These samples were plated on medium type sheep blood agar and cultured on
bacteriological culture greenhouse, where two observations were made, the first 24 hours and the second
at 48 hours. All the PRP production process was conducted in biological safety hood with sterile
protective equipment to prevent contamination of the blood from the time of collection to final obtaining
the product. There was no contamination of PRP in either time intervals, indicating the production of
PRP by the manual method is a safe technique with regard to the risk of contamination, since all steps
are carried out ensuring the asepsis.

KEY WORDS: Blood, platelet concentrate, microorganisms.

RESUMO: O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é um produto autélogo derivado da centrifugacéo do
sangue total, composto por plasma, leucécitos e plaquetas que contém diversos fatores de crescimento
(FC’s) no seu interior, cujo a fungéo é estimular os eventos cicatriciais. Apesar de autores atribuirem ao
PRP protegdo fungica e bacteriostatica, o sangue é um excelente meio de cultura bacteriana e assim
sendo, uma analise microbioldgica desse concentrado é importante para avaliar o risco de contaminagéo
por microrganismos oportunistas, especialmente quando se opta pelo método manual de producédo, no
qual aumenta a possibilidade de contato do PRP com as méos de quem processa 0 produto. Objetivou-
se com o presente experimento avaliar o risco de contaminagdo de amostras do PRP produzidas pelo
método manual, e assim identificar o(s) momento(s) de maior risco de contaminacao microbiana durante
as etapas de processamento. Foram coletadas amostras de sangue de 20 animais saudaveis para produgdo
do PRP atraves do método manual e em trés momentos distintos denominados MO (ap0ds a primeira
centrifugacdo), M1 (apds a segunda centrifugacdo) e M2 (quando as amostras de PRP eram reunidas
em placa de Petri) foram realizados cultura microbioldgica de uma aliquota do PRP. Estas amostras
foram semeadas em meio de cultura do tipo Agar Sangue Ovino e cultivadas em estufa bacterioldgica,
onde foram efetuadas duas observacgdes, sendo a primeira com 24 horas e a segunda com 48 horas. Todo
0 processo de producdo do PRP foi realizado em capela de seguranca bioldgica, com equipamentos de
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protecdo estéreis, visando evitar a contaminacao do sangue desde 0 momento da coleta até a obtencédo
final do produto. N&o houve a contaminagéo do PRP em nenhum dos momentos avaliados, indicando
que a producdo do PRP pelo método manual é uma técnica segura no que diz respeito ao risco de
contaminagéo, desde que todas as etapas sejam realizadas assegurando a assepsia.
PALAVRAS CHAVE: Sangue, concentrado de plaguetas, microrganismos.

INTRODUCAO

Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é um produto obtido através da centrifugacdo de sangue
autodgeno, no qual se consegue obter uma maior concentracdo de plaquetas em um menor volume de
plasma (Vendramin et al. 2006, Pagliosa & Alves 2007, Diaz et al. 2015). Segundo Whitlow et al.
(2008), é possivel concentrar por meio de centrifugacéo de trés a cinco vezes a quantidade de plaquetas
em comparacdo com a sua quantidade no sangue basal.

A obtencdo de uma maior quantidade de plaquetas € justificada pelo fato de que existem fatores
de crescimento (FC"s) no seu interior, que promovem angiogénese, mitogénese, quimiotaxia (Maia &
Souza 2009), diferenciacdo celular e proliferacdo de fibroblastos (Lagunas 2006, Pardo 2012). Diante
das propriedades atribuidas aos FC’s, 0 PRP tem o potencial de estimular a cicatrizacdo (Fossum 2008),
favorecendo a fase de reparacdo (Pazzini 2014).

A justificativa para a realizacdo de novas pesquisas sobre o uso de PRP em cirurgias de pequenos
animais estd embasada no fato de que os resultados dos estudos laboratoriais e testes clinicos ja
divulgados sao prdsperos (Fossum 2014).

Quando se iniciaram as pesquisas e a confeccdo do PRP, eram utilizados grandes equipamentos
de autotransfusdo que colhiam amostras de sangue volumosas (Kevy & Jacobson 2004). Com o tempo
foram criados equipamentos automaticos mais compactos e simples (Jameson 2007), como o Magellan®
(Roukis et al. 2006), que se por um lado exigiam menores amostras de sangue (Kevy & Jacobson 2004),
por outro, possuiam custo elevado (Lemos et al. 2002).

Na sequéncia, pesquisadores desenvolveram protocolos de obtencdo de PRP mais simples, por
meio do uso de centrifugas laboratoriais de bancada, conhecido como método manual (Lemos et al.
2002, Macedo 2004, Junior & Filho 2004, Ferraz et al. 2007, Barbosa et al. 2008, Aleixo & Coelho
2011). A partir disso, 0 PRP passou a ser considerado um produto de fécil obtencao e baixo custo (Maia
& Souza 2009),

No método manual, o PRP é obtido pela centrifugacdo do sangue de modo que as hemacias
possam se sedimentar, mantendo os leucocitos e as plaquetas em suspensao no plasma. Esse plasma
retorna para a centrifuga, apos o descarte das hemacias (Jameson 2007) e € novamente centrifugado em
velocidade um pouco mais alta que a inicial, levando a precipitacdo das plaquetas e leucécitos no fundo

do tubo (Vendramin et al. 2006). Na sequéncia, 80% da parte superior do plasma, correspondente ao
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plasma pobre em plaquetas (PPP) é descartado (Macedo 2004) e o botéo plaquetario localizado no fundo
do frasco junto com o plasma, é homogeneizado dando origem ao PRP (Barroso et al. 2007).

Na obtencéo do PRP pelo método manual, ha uma maior possibilidade de exposi¢édo desse fluido
bioldgico (Miranda 2011), levando em consideracdo também que esse material pode conter
microrganismos existentes no préprio sangue, caso o paciente esteja doente (Balsamo & Felli 2006,
Caetano et al. 2006, Sarquis 2007).

Segundo Niu et al. (2006) e Palavecino et al. (2010) apesar do risco de infeccdo viral ter
diminuido consideravelmente nos ultimos anos, a contaminagdo bacteriana de concentrados
plaquetérios (CPs) €, um perigo remanescente. Muitas vezes a estocagem de hemocomponentes em
temperaturas entre 20 a 24°C por cinco a sete dias facilita a replicacdo bacteriana (Simon et al 2002,
Mcdonald 2004).

Em estudo realizado por Cunha et al. (2008), em um Hospital Universitario no Brasil, foi
detectado contaminacdo bacteriana de 0,4% de concentrados de plaquetas (CPs), ou seja, 8 de 2.000
amostras investigadas, sendo bactérias gram-positivas as responsaveis por 38% das contaminaces.

Para saber o tipo de bactéria presente nesses concentrados, pode ser realizado o cultivo
microbiano em placas de petri contendo o0 meio agar sangue, que oferece Otimas condicdes de
crescimento para a maioria dos microrganismos. Amostras séo coletadas por meio de swabs do tipo
Stuart (meio Stuart) que por apresentar caréncia de uma fonte de nitrogénio, impede consideravelmente
a multiplicacdo dos microorganismos no seu meio, entretanto sua composicdo nutritiva garante a
sobrevivéncia deles para que esses possam ser cultivados em outros meios, como o0 agar sangue. Esse
tipo de swab permite o transporte de diversos materiais e consequentemente a conservacdo dos
microorganismos patogénicos como: Haemophilus spp., Pneumococcus, Salmonella spp., Shigella spp.
Streptococcus pneumoniae e Bordetella pertussis.

Ja 0 meio agar sangue, que conserva os eritrocitos integros, favorece a formacdo de halos de
hemolise nitidos na presenca de microrganismos nao fastidiosos, como o Streptococcus spp. e
Staphylococcus spp. (ANVISA 2004a).

Visto que pode haver a possibilidade de contaminacdo do PRP obtido por meio do método
manual pelo fato de se tratar de um produto de origem bioldgico, o que pode resultar inclusive na
infeccdo no local de aplicacdo do mesmo (Costa 2010) objetivou-se com o presente experimento avaliar
0 risco de contaminacdo de amostras do PRP processadas pelo método manual em trés momentos

distintos, e assim identificar o (s) momento (s) de maior risco de contaminagdo microbiana.
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MATERIAL E METODOS

O projeto foi encaminhado para a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e apds a liberacdo da licenca n°
23082.005174/2015, a pesquisa foi iniciada.

Para compor o grupo experimental desta pesquisa, foram coletadas amostras de sangue de 20
animais provenientes de canis particulares nas cidades de Recife e Paulista do estado de Pernambuco.
Estes animais possuiam idade entre 9 meses e 14 anos, com peso variando entre 25 e 43 kg, eram
saudaveis e ndo apresentavam alteracdes no hemograma e nas dosagens de uréia, creatitina, fosfatase
alcalina e alanina aminotransferase. Foi solicitado aos tutores dos animais o preenchimento de um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para autorizagdo do procedimento.

A coleta de sangue era realizada utilizando um sistema fechado a vacuo com frascos contendo
citrato de sédio como anticoagulante, sendo obtido de cada paciente quatro frascos de 3,5 mL (para
confec¢do manual do PRP). Além dessas amostras, foram coletados mais dois tubos de sangue de cada
paciente, sendo um tubo de 2 mL contendo EDTA para realizagdo do hemograma e quantificacéo
plaquetaria do sangue basal, e, um tubo sem anticoagulante para analise bioquimica do paciente.

Apds a coleta, os tubos contendo citrato de sddio eram remetidos ao laboratorio para que fosse
realizado o processamento do PRP pelo protocolo elaborado por Aleixo e Coelho (2010), no qual os
mesmos eram submetidos a uma primeira centrifugacéo a 1200 rotagGes por minuto (rpm) durante 10
minutos em uma centrifuga laboratorial de bancada (FANEN® modelo Baby® Centrifuge). Apds a
primeira centrifugacdo, todo o plasma e camada leucoplaquetaria era aspirado por meio de um pipetador
automatico, sendo transferido para um tubo estéril sem aditivo para que fosse submetido a segunda
centrifugacdo a 1600 rpm por 10 minutos.

Em seguida, foi descartado aproximadamente 80% do sobrenadante, onde permaneceu apenas a
parte enriquecida de plaquetas (PRP). Na sequéncia, o PRP foi depositado em placa de Petri estéril,
aonde era adicionado um fator agonista para ativar o concentrado de plaquetas, dando origem ao gel de
plaquetas.

Ao longo do processo de producdo do PRP, foram realizadas coletas de parte do material
utilizando swabs em tubos estéreis com meio Stuart em trés momentos: na transicdo do PRP de um
frasco para o outro apos a primeira centrifugacdo (MO0), ao abrir o tubo para descartar o sobrenadante
do PRP depois da segunda centrifugacdo (M1) e na Placa de Petri estéril apds a producéo do gel de
plaguetas (M2).

As amostras foram semeadas em placas de Petri, contendo Agar Sangue Ovino e incubadas em

estufa bacterioldgica a 37°C, com observacGes das placas com 24 e 48 horas. Posteriormente, foram
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efetuadas as leituras em microscopio Optico, anotando-se os aspectos de crescimento das col6nias e
producdo de hemdlise no meio de cultura.

O processamento do PRP foi realizado em capela de seguranca bioldgica e durante todo o
procedimento foi feito o uso de mascara, touca, avental cirargico descartavel e luvas estéreis, além dos
tubos estéreis que também foram higienizados externamente com &lcool a 70%, para evitar e/ou

minimizar a contaminacdo da amostra coletada.

RESULTADOS

Apo6s 24 horas de incubagdo, as amostras foram analisadas macroscopicamente quanto ao
crescimento bacteriano durante esse periodo. Na estria feita na placa de Petri com o meio de cultura do
tipo agar sangue, nao foi observado nenhuma contaminag¢do em nenhum dos momentos das coletas, ou
seja, na transicdo do PRP de um frasco para o outro ap0s a primeira centrifugacéo (MO0), ao abrir o tubo
para descartar o sobrenadante do PRP depois da segunda centrifugacdo (M1) e na Placa de Petri estéril
apos a producédo do gel de plaquetas (M2).

Com 48 horas de incubacdo novamente as placas foram analisadas macroscopicamente, e assim
como observado na leitura do material com as 24 horas, ndo houve crescimento bacteriano nas placas

de Petri em todos os momentos de coleta dos swabs (MO, M1 e M2).

DISCUSSAO

O protocolo de obtencdo do PRP eleito no presente experimento foi criado a partir da pesquisa
em artigos sobre a producédo do plasma enriquecido em plaquetas, onde autores criaram protocolos mais
simples fazendo uso de centrifugas laboratoriais de bancada, técnica conhecida por método manual
(Lemos et al. 2002, Macedo 2004, Junior & Filho 2004, Ferraz et al. 2007, Barbosa et al. 2008). Assim
0 PRP passou a ser considerado um produto de facil obtencdo, porém com maior predisposicdo a
contaminacgdo devido a maior manipulacao e exposicao desse material bioloégico (Miranda 2011).

Apesar dos autores como Niu et al. (2006) e Palavecino et al. (2010), citarem que contaminagéo
bacteriana de concentrados plaquetarios (CPs) é um perigo remanescente, no presente estudo isso ndo
foi observado, pois todas as amostras foram negativas para crescimento biolégico.

Levando em consideracdo também que essas amostras poderiam conter microrganismos
existentes no proprio sangue do paciente, pelo fato de que existem animais doentes sem percepgéo
clinica (Sarquis 2007), justificou-se a necessidade de realizagdo da cultura do PRP, associado a
realizacdo do exame clinico prévio dos pacientes e hemograma, visando descartar a possibilidade de

coleta de sangue em animais doentes.
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Apesar do resultado favoravel do presente estudo (100% das amostras negativas), em pesquisa
realizada por Cunha et al (2008), foi detectado contaminagéo bacteriana de 0,4% de CPs (8 de 2.000
amostras investigadas), sendo bactérias gram-positivas as responsaveis por 38% das contaminacoes.

Para a coleta do PRP, foi feito uso do swab Stuart, pois este impede consideravelmente a
multiplicacdo de microorganismos dentro do frasco, entretanto a sua composi¢do nutritiva garante a
sobrevivéncia deles para que esses possam ser cultivados em outros meios como 0 &gar sangue
(ANVISA 2004a). Essa consideracdo era muito importante, pelo fato de que as amostras eram coletadas
de animais pertencentes a canis que ficavam distantes da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
local aonde as culturas eram realizadas.

Para realizacdo da cultura bacteriana foi empregado o meio de &gar sangue ovino, que parte do
principio do uso de uma base rica, oferecendo 6timas condicGes de crescimento para a maioria dos
microrganismos, como Gram negativo e Gram positivo, além de fungos filamentosos (bolores) e
leveduras (ANVISA 2004a). Segundo Antunes (2000), hemoderivados de origem animal sé&o
empregados de forma ampla no preparo de meios de cultura utilizados em préticas laboratoriais de
rotina, e por isso o respectivo meio foi selecionado. Mesmo usando o meio ideal, ndo houve crecimento
bacteriano, e diante desse resultado, a proxima etapa da pesquisa, que seria a classificacdo dos
microrganismos de acordo com as caracteristicas morfolédgicas das col6nias e morfotintorias a técnica
do Gram, néo foi realizada.

Segundo Costa (2010) um risco de contaminacgdo para o paciente por meio do método manual,
inclui a infeccdo no local de aplicacdo. No presente estudo esse fator de risco ndo foi observado, pois
todos so animais eram previamente avaliados para descartar animais com infeccgdes visiveis, e associado
a isto, os locais da coleta eram submetido & antissepsia com éalcool a 70% antes da coleta de sangue.

Além do fator de risco citado no paragrafo acima, o0 mesmo autor (Costa 2010), relata que os
laboratdrios de analises clinicas proporcionam uma série de atividades e situacdes que sdo potenciais
de risco. Porém, mesmo diante destes riscos, neste trabalho nenhuma amostra apresentou contaminagéo.

Acreditamos que os resultados aqui obtidos podem ser atribuidos aos cuidados da equipe de
execucdo do experimento, pois segundo a ANVISA (2004b) todo o processo desde a coleta,
processamento e aplicacdo, devem ser executados com elevadissimo controle de qualidade, evitando a
propagacdo de doencas e afastando qualquer tipo de contaminacdo e complicacdes cirdrgicas
(Fernandes et al 2010). Conforme descrito na metodologia, as amostras do experimento foram
processadas em capela de seguranca biologica e durante toda manipulagdo do produto foram utilizados
gorro, mascara, avental e luva cirdrgica, garantindo a assepsia de todo procedimento. Segundo Ueiki et

al (2008) a utilizagéo das boas préticas € fundamental para minimizar os riscos.
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Acreditamos ser importante a divulgacao dos resultados positivos obtidos nessa pesquisa, diante
de todas as praticas instituidas visando minimizar a contaminacdo, pois a maioria dos artigos que relatam
0 uso do PRP em diversas areas da saude, ndo descreverm as condi¢cbes em que 0 mesmo € produzido.
E preciso estar atendo a importancia dessa tematica, levando em consideracéo que o PRP contaminado
poderia gerar um transtorno ainda maior para o paciente no qual o produto poderia ser aplicado, como

uma infecgdo local, sistémica ou até a morte.

CONCLUSAO
Conclui-se que nas condi¢fes em que o experimento foi realizado, de que o método manual de
obtencédo do plasma rico em plaquetas é seguro quanto ao risco de contaminagao por microrganismos

quando sdo adotadas praticas rigorosas de assepsia.
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5. ANEXO

ANEXO0 A: Licenga concedida pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade

Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) para o uso de animais no experimento.

Universidade Federal Rural de Pernambuco
Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,
Dois Irmaos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comissio de ética no uso de animais - CEUA

Licenca para o uso de animais em experimentaciio e/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
no uso de suas atribuigdes, autoriza a execugio do projeto descriminado abaixo. O presente projeto

também se encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Numero da licenga 028/2015

Numero do processo 23082.005174/2015

Data de emiss@o da licenga 10 de Abril de 2015

Titulo do Projeto Estudo comparativo entre o gel de plaquetas ativado com

diferentes fatores agonistas e o plasma rico em plaquetas néo

ativado em c3es.

Finalidade (Ensino, Pesquisa, Pesquisa
Extensio)
Responsavel pela execugio do Grazielle Anahy de Sousa Aleixo Cavalcanti
projeto
Colaboradores Marcela Oliveira Sampaio
Tipo de animal e quantidade total Cao; total de 20 animais.
autorizada
UFRPE %
(MQ b Q' s i3 Pof Dr Matleyne Amorim
7 ’l«l/r 3 5 5 g Coordemadora CEUA
Prof*. Dra. MarleyneIJose Afonso Accioly Lins Amorim

(Presidente da CEUA-UFRPE)
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ANEXO B: Informagdes como raca, idade, sexo, peso e procedéncia dos animais da pesquisa.

Animal Raga Idade Sexo Peso (kg) Procedéncia

1 Greyhound 2a Macho 30 Canil de Rebheca. Animais doadores de sangue
2 Greyhound 4a Fémea 27 Canil de Rebeca. Animais doadores de sangue
3 Greyhound 3a Macho 30 Canil de Rebeca. Animais doadores de sangue
4 Rottweiller 8a Macho 35 Canil de seu Elzir

5 Rottweiller 4a Fémea 32 Canil de seu Elzir

6 Rottweiller 3a Fémea 32,5 Canil de seu Elzir

7 Rottweiller 14a Fémea 36 Canil de seu Elzir

8 Rottweiller 9a Macho 35 Canil de seu Elzir

9 Rottweiller 9a Macho 35,6 Canil de seu Elzir

10 Labrador 2a3m | Macho 38.3 Animal do Kennel Club de PE

11 Labrador la3m | Fémea 31.3 Animal do Kennel Club de PE

12 Labrador 2abm | Fémea 48.5 Animal do Kennel Club de PE

13 Labrador la3m | Macho 36.1 Animal do Kennel Club de PE

14 Golden 2a3m | Macho 37,2 Animal do Kennel Club de PE

15 Golden la Macho 31,1 Animal do Kennel Club de PE

16 Golden 10m Fémea 25.1 Animal do Kennel Club de PE

17 Rottweiller 9a Fémea 33.3 Animal do Kennel Club de PE

18 Golden 3a Macho 34.6 Canil White Sand

19 Golden 8a Macho 40 Canil White Sand

20 Golden 4a Macho 43,3 Canil White Sand




ANEXO C: Termo de consentimento para realizacdo da pesquisa por parte dos tutores dos animais.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Eu, com numero de RG, ,
declaro para os devidos fins que permito que os animais sob minha tutoria, participem de uma
pesquisa de mestrado onde serdo coletadas amostras de sangue, por punc¢do de veia cefalica em
sistema fechado a vacuo, para confec¢do de plasma rico em plaquetas (PRP) e para realizacao
de exames de hemograma e bioquimica sérica.

Pesquisa de mestrado:

“Avaliacdo Comparativa Entre Diferentes Fatores De Ativacdo Para Producdo Do Gel De
Plasma Rico Em Plaquetas Em Cdes” do Programa de Po6s-Graduagdo em Medicina
Veterinaria, da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Recife, de de

Assinatura do Tutor

56



ANEXO D: Normas para publicacdo da Revista Brasileira de Medicina Veterinaria (Brazilian Journal
of Medicine)

INSTRUGOES AOS AUTORES

Objetivos e politica editorial

A Revista Brasileira de Medicina Veterindria (RBMV) é uma publicagdo trimestral e multidisciplinar, da Sociedade
de Medicina Veterinaria do Estado do Rio de Janeiro (SOMVERJ) (www,somverj.org.br), que tem como objetivo
publicar os resuftados de trabalhos de pesquisa originais nas subarias da Medicina Veterindria, visando o
aprimoramento técnico-cientifico e profissional. Nos manuscritos encaminhados para avaliacao e que forem
relativos a produgdo animal devera ter em seu conteiido enfoque clinico relativo aos objetivos da proposta
apresentada. Deverdo ser citados no Material e Métodos o nimero indicativo da provagao do Comité de Etica do
Uso de Animais (CEUA) da Instituicdo onde o trabalho foi feito. Além disso, quando se tratar de fauna silvestre
deverd constar também o nimero do SESBIO emitido pelo 6rgdo competente para o mesmo. Os artigos de
Producao Animal, deverao ter enfoque em Satide Animal.

Revisdes serdo aceitas, quando a convite do Editor.

Os trabalhos para submisséo deverdo ser enviados por via eletrdnica, através do site da revista, www.rbmv.com.br
e-mail: submissdo@rbmv.com.br. Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda nio publicados e ndo
considerados para publicagao em outra revista.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos trabalhos, o Comité
Editorial, apoiado pela Assessoria Cientifica, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificagdes aconselhaveis
ou necessarias. Os trabalhos submetidos sao aceitos através da aprovagio pelos pares (“peer review”).

Os trabalhos devem ser organizados, sempre, em TiTULO, TITULO EM INGLES, AUTORES, ABSTRACT,
RESUMO, INTRODUGAQ, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAQ, CONCLUSOES (ou combinacdes
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sempre de TITULO, TITULO EM INGLES, AUTORES, ABSTRACT, RESUMO, INTRODUGAO, HISTORIO, DISCUSSAO
E/OU CONCLUSAO E REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. Em relatos de casos, o texto deve ser organizado, sempre,
em INTRODUGAO, HISTORICO (Este deve ser constituido por Anamnese, material e métodos, e resultados),
DISCUSSAQ E/QU CONCLUSAQ.

Abstract: devera ser apresentado com os elementos constituintes do Resumo em portugués, podendo ser mais
extenso. Ao final devem ser relacionadas as “Key Words”;

Resumo: deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e estudado, dando os mais importantes
resultados e conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués do trabalho, deve constar em negrito e
entre colchetes, logo apds a palavra RESUMO. Ao final, devem ser relacionadas as “Palavras-Chave™

Introducé@o: deve ser breve, com citagdo bibliografica especifica sem que a mesma assuma importancia
principal, e finalizar com a indicagao do objetivo do trabalho;

Material e Métodes: devem ser reunir os dados que permitam a repetigio do trabalho por outros
pesquisadores. Na experimentacdo com animais, deve constar a aprovacio do projeto pela Comissdo de Etica
local;

Resultados: deve ser feita a apresentagao concisa dos dados obtidos; Tabelas devem ser preparadas sem
dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente, as vezes,
expressar dados complexos por gréficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em fabelas extensas:

Discussdo: os resultados devem ser discutidos diante da literatura. Nao convém mencionar trabalhos em
desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma obrigacéo do autor e da revista de publica-los;

Conclusdes: devem basear-se somente nos resultados apresentados no trabalho;

Agradecimentos: devem ser sucintos e nao devem aparecer no texto ou em notas de rodapé;

Referéncias: s6 deve ser incluida a lista da bibliografia citada no trabalho e a que tenha servido como fonte
para consulta indireta; devera ser ordenada alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os
nomes de todos os autores, em caixa alta e baixa (ndo deverdo ser precedidos de et al.), o titulo de cada
publicacao e, por extenso, 0 nome da revista ou obra.
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Carrington S.D., Bedford P.G.C., Guillon J.P. & Woodward E.G. Polarized light biomicroscopic observations on the
pre-corneal tear film.3. The normal tear film of the cat. Journal of Small Animal Practice, 28:821-826, 1987.

Artigo Eletrdnico
COBEA, Legislacdo & ética. Disponivel em: <http;//www.cobea.org.br/ética.htm>. Acesso em: 14 Mar 2007.

Livro
Rodrigues H. Técnicas anatémicas. 22 ed. Arte Visual, Vitéria, 1998. 200p.
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Strubbe A.T. & Gelatt K.N. Ophtalmic examination and diagnostic procedures, p. 427-466. In: Gelatt K.N. (Ed.),
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Néo serdo aceitas citacoes de Monografias, Dissertagdes, Teses, Resumos e publicagdes na integra, de
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direita e esquerda de 2cm em fonte Book Antiqua corpo 12, em espaco simples. As chamadas de rodapé devem
ser inseridas como “Cabegalho e rodapé” e nao, msenr como nota A formatagao do original a ser submetida
para publicagdo deve sequ [ evista (Exemplos podem ser
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autores forem discentes de Programas de P6s-Graduagdo, Pés-Doutorado ou bolsistas de produtividade devem
colocar apds o seu e-mail a identificacao como: - bolsista CAPES ou CNPq ou das demais agéncias de fomento se
for 0 caso. Veja os exemplos em pdf no site da revista quando for o caso.

Siglas e abreviagoes dos nomes de instituigdes, ao aparecerem pela primeira vez no trabalho, serdo colocadas
entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

Citacdes bibliograficas no texto serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de dois autores serdo citados
pelos nomes de ambos e entre eles o sinal &, e de irés ou mais, pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais 0
ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por esses elementos, a diferenciacao sera feita através do acréscimo de
letras mindsculas ao ano, em ambos. Nas citacdes de trabalhos colocados entre parénteses, nao se usara virgula
entre 0 nome do autor e 0 ano, e virgula apds cada ano; a separacao entre trabalhos, nesse caso, se fara apenas
por virgulas, exemplo: (Flores & Houssay 1917, Roberts 1963a,b, Perreau et al. 1968, Hanson 1971);

As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais, em papel ou outro suporte, deverdo ser
fornecidas em arquivo, na extensao tiff, pelo autor. Os gréficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em




branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convengdes adotadas sera incluida preferentemente,
na 4rea da Figura; evitar-se-4 o uso de tftulo ao alto de cada figura. Fotografias deverédo ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos (“slides”) coloridos. Quando as fotos
forem obtidas através de cdmeras digitais (com extensdo “jpg”), os arquivos deverdo ser enviados como obtidos
(sem tratamento ou alterages) em TIF 300 dpi; na versdo online, fotos e gréficos poderdo ser publicados em
cores; na versdo impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras podera ser em
cores.

As legendas explicativas das Figuras conterdo informagées suficientes para que estas sejam compreensiveis, e
serdo apresentadas no final do trabalho.

As Tabelas deverdo ser explicativas por si mesmas e colocadas no final do texto. Cada uma terd seu titulo
completo e ser caracterizado por dois tragos longos, um acima e outro abaixo do cabegalho das colunas; entre
esses dois tragos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha tragos verticais. 0s sinais
de chamada serdo alfabéticos, recomegando de a em cada Tabela; as notas serdo langadas logo abaixo da Tabela
respectiva, da qual serdo separadas por um traco curto, a esquerda.

Encargos

Se o artigo for aceito, serd cobrada taxa de publicagdo de R$ 150,00 por pagina editorada, que sera enviada ao
autor para correspondéncia, no ato do envio da prova final, para aprovagdo para publicagdo, independentemente de
serem socios, ou nao, da SOMVERJ ou assinantes da Revista Brasileira de Medicina.
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