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OBTENCAO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS AUTOLOGO DE
COELHOS COM POUCOS LEUCOCITOS E HEMACIAS

RESUMO - Objetivou-se elaborar um método de obtencdo de plasma rico em
plaguetas (PRP) autélogo com poucos leucécitos e hemacias a partir do sangue total
de coelhos submetido a duas centrifugagdes. Foram colhidos 10,5mL sangue por via
intracardiaca e distribuido em trés tubos de hemossedimentacéo contendo citrato de
sédio. Os tubos contendo as amostras foram submetidos a uma centrifugacéo a
2.000 RPM (670,8G) por 20 minutos e da coluna de sedimentacdo foram aspirados
de cada tubo1.000pL de plasma para a redugao do volume sobrenadante. Aspirou-
se o0 plasma acima do anel de leucdcitos e transferiu-se para outro tubo para
centrifugacéo a 2.000 RPM por 10 minutos. O conteudo plaquetéario no fundo do tubo
foi ressuspendido e homogeneizado a 1.000uL do plasma sobrenadante para formar
o PRP liquido (Grupo G1). A capacidade de ativagcédo das plaquetas foi verificada a
partir da formacdo do PRP gel (Grupo G2), quando foram adicionados 100uL de
tromboplastina com cloreto de céalcio 0,0125mol/l e cloreto de sédio 0,1mol/l, a 100uL
de PRP liquido. A contagem do numero total de plaquetas, hemacias e leucécitos
antes e apos as centrifugacdes foi realizada em analisador hematol6gico automatico.
Notou-se no G1, acréscimo de 61,58% de plaquetas em relacdo a média do
hemograma ao obter a concentracdo de 370.484 plaquetas/uL no PRP e foram
eliminados do processo 71% de leucdcitos e 89% de hemacias. A avaliacdo por
microscopia eletrénica de transmissao identificou no grupo G1 que as plaguetas se
apresentavam com integridade morfolégica preservada e se mostravam
individualizadas, com membrana celular integra, emissdo de pseudodpodes e
centralizacdo dos granulos e organelas. No G2, as plaquetas se encontravam
agrupadas, de dificil identificacdo das estruturas intracitoplasmaticas, lise de
membrana celular, derramamento de granulos citoplasmaticos no meio extracelular
e presenca de fibrina. O método de obtencéo de plasma rico em plaqueta autélogo
de coelhos é simples, reduz o numero de leucécitos e hemacias e preserva a
integridade morfologica e funcional das plaquetas.

Palavras-chave: biomateriais, microscopia eletrénica, Oryctolagus cuniculus,

sangue
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OBTAINING OF AUTOLOGOUS PLATELET-RICH PLASMA OF RABBITS
WITH FEW LEUKOCYTES AND ERYTHROCYTES

ABSTRAT - The objective was to develop a method to obtain an autologous rich
plasma in platelets with few leukocytes and blood cells using the whole blood of
rabbits submitted to two centrifugations. Blood was collected by intracardiac route
10.5mL and distributed into three tubes of blood sedimentation containing sodium
citrate. The tubes with blood was submitted to centrifugation at 2,000 rpm
(670,8G) for 20 minutes and the sedimentation columns were aspirated from
each tube 1.000uL of plasma to reduce the volume of supernatant. It was
aspirated the plasma above the ring of leukocytes and transferred it to another
tube to centrifugate again at 2000 rpm (670.8 L) for 10 minutes. The platelet
content in the bottom of the tube was resuspended and homogenized 1.000uL
the supernatant plasma to form the PRP liquid (Group G1). The capacity of
platelet activation was observed from the formation of a clot called PRP gel
(group G2) when it was added 100mL of rabbit thromboplastin, calcium chloride
0.0125 mol /I and sodium chloride 0.1 mol / | of PRP 100mL liquid. The counting
of the platelets, erythrocytes and leukocytes total number was done before and
after centrifugations and they were performed in a veterinary automatic
hematology analyzer. It was noted in G1, an increase of 61.58% in relation to
platelet blood count to get the average concentration of 370 484 platelets / uL in
PRP and were eliminated from the process 71% to 89% of leukocytes and
erythrocytes. The evaluation by transmission electron microscopy identified in G1
that platelets showed morphological integrity preserved and individualized, with
intact cell membrane, emission of pseudopods and centralization of granules and
organelles. In G2, the platelets were grouped, with difficult to identify the
intracytoplasmic structures of cell, membrane lysis, shedding of cytoplasmic
granules into the extracellular place and the presence of fibrin. The method for
obtaining an autologous plasma rich of platelets in rabbits is simple and reduce
the number of leukocytes and blood cells and the platelets continue with a
morphological and functional integrity.

Key words: electron microscopy, biomaterials, blood, Oryctolaguscuniculu



l. INTRODUCAO

A experimentacao por variaveis que acelerem o processo de cicatrizacao,
tem resultado na utilizagdo de biomateriais e na ampliagdo dos conhecimentos
sobre o processo de reparacéo tecidual. (ANDRADE et al., 2007; SANCHEZ et
al., 2009). A procura por novas alternativas de implantes autdgenos € de grande
valor, porém, na medicina veterinaria, pode ser limitada uma vez que seu
emprego € dispendioso (WILSON et al., 2006). Sendo assim, técnicas de facil
manipulagcéo que busquem a estimulagao da cicatrizagao de diferentes tipos de
tecidos a baixo custo sdo cada vez mais estudadas (ANDRADE et al., 2007). A
terapia com plasma rico em plaquetas (PRP) é considerada a biotecnologia
capaz de estimular e acelerar o processo de regeneracdo e cicatrizagcao dos
tecidos (SANCHEZ et al., 2009).

O PRP é o produto derivado de sangue cuja preparacao visa obter alta
concentracdo de plaquetas em um pequeno volume de plasma. As plaquetas
contém fatores de crescimento que atuam na fase inicial da cicatrizago.
Entretanto, apesar do seu potencial para aumentar a concentracdo de fatores de
crescimento plaquetario (FCP) e citocinas diretamente sobre o foco da leséo, a
resposta a estimulacédo celular nos diferentes tipos de tecidos depende da
composicao celular do PRP, do local, do tecido e da forma como é inoculado
(LENZA et al., 2013).

Objetivou-se elaborar um método de obtencdo de plasma rico em
plaguetas autdlogo com reduzido nimero de leucdcitos e hemacias e avaliar por
microscopia eletrdnica de transmissao a preservacao da integridade morfologica

e funcional plaquetaria apés submetido a duas centrifugacoes.



Il. REVISAO DE LITERATURA

Il.a. Plaquetas e fatores de crescimento plaquetario

As plaguetas ou trombdcitos apresentam forma discoide de
aproximadamente 3,0um de diametro, e se originam a partir da diferenciacéo de
células tronco hematopoéticas da medula 6ssea em magacariocitos. Os
megacariocitos migram em direcdo aos vasos sanguineos e se dividem para
formar as plaquetas que s&o fragmentos citoplasmaticos anucleados que
permanecem em circulacéo por sete a dez dias (EVERTS et al., 2006a; EVERTS
et al., 2006b; BOSWELL et al., 2012; MALHOTRA et al., 2013). Estruturalmente
sdo formadas por mitocdndrias, reticulo endoplasmatico, microtubulos,
microfilamentos de actina e miosina, glicogénio, lisossomo e por dois tipos de
granulos. Os granulos densos possuem adenosina difosfato (ADP) e adenosina
trifosfato (ATP), serotoninas e calcio. Os a-granulos possuem os fatores de
coagulacao e fatores de crescimento plaguetario (FCP) além de outras proteinas
(MATTHEWS, MARTIN, 1974; EVERTS et al., 2006a; EVERTS et al., 2006b).

As plaquetas atuam ativamente no processo de reparacao tecidual como
mediadores pro-inflamatérios responsaveis pelos processos de coagulacdo e
hemostasia e sdo as primeiras células a chegarem no sitio da lesdo
imediatamente apds o trauma (EVERTS et al., 2006a; EVERTS et al., 2006b;
BOSWELL et al., 2012, WASTERLAIN et al., 2012). Normalmente encontram-se
em estado inativo, e a sua ativacdo constitui um rapido processo que € iniciado
pela exposicdo ao colageno subendotelial e a expressao do fator tecidual (FT)
apos um trauma e pela liberacdo dos fatores de Von Wilebrand que
subsequentemente promovem a agregacao das plaquetas na parede dos vasos
sanguineos (EVERTS et al., 2006a). Posteriormente, moléculas inflamatorias
endégenas como a trombina, colageno, serotoninas, epinefrina, calcio,
magnésio, tromboxano Az e adenosina difosfato s&o liberadas no local da leséo.
Apos ativadas, os microtubulos alteram o formato das plaguetas de discoide para

esférico e permitem a emissdo de pseudopodes, em um fendmeno chamado



agregacao plaquetaria (EVERTS et al., 2006a; EVERTS et al., 2006b). Apés o
recrutamento celular, inicia-se a formagao do trombo a partir da agregacao
plaquetéaria e formacéo de fibrina responsavel ndo soé pelo reparo vascular, mas
também pelo recrutamento e ativacdo de outras células envolvidas no processo
(EVERTS et al., 2006a). Depois de formados os trombos, as plaquetas liberam
através do sistema de canaliculos, o conteddo dos seus granulos e estes
promovem o recrutamento de células mieldides, linfocitarias, leucocitos, novas
plaguetas, ativam a cascata inflamatoria a partir do tromboxano Az e aumentam
a concentragao de plaquetas no local do trauma. (MATTHEWS, MARTIN, 1974;
EVERTS et al.,, 2006a; FLAD, BRANDT, 2010; BOSWELL et al.,, 2012). A
atividade das citocinas plaquetarias € complexa e sugere a existéncia de um
sistema de mediadores trombociticos (FLAD, BRANDT, 2010) que ainda néo foi
completamente elucidado (SANCHEZ et al., 2009).

Citocinas plaquetérias assim como outras proteinas, incluido os FCP,
estao localizados dentro dos a-granulos (EVERTS et al., 2006a; EVERTS et al.,
2006b; WASTERLAIN et al., 2012). Os a-granulos possuem fatores de
crescimento responsaveis pela regulacdo do metabolismo celular que ocorre
pelas vias de sinalizacdo intracelular através da interacdo com um organizado
complexo de receptores de superficie. Este mecanismo, resultard no aumento
da transcricdo dos FCP e producdo de proteinas que desencadeiam a
proliferacdo e diferenciacdo celular, além do aumento da producédo de tecido
conjuntivo e estimulo a angiogénese (EVERTS et al.,, 2006a; BOSCH et al.,
2010).

Uma vez formado o coagulo e apos a degranulacao plaquetéria, sao liberados
fatores de crescimentos de relevancia no processo de reparacao tecidual como
o fator de crescimento plaquetéario (platelet-derived growth factor- PDGF), de
crescimento transformador beta (transforming growth factor beta — TGF -1; - 32
e -B3), insulino-dependente | (insulin-likegrowth factor-1 — IGF-1), epidérmico
(epidermal growth fator — EGF), endotélio vascular (vascular endothelium growth
fator — VEGF-A) e o hepatécito (hepatocyte growth fator - HGF). Além de outros
fatores como a proteina 6ssea morfogenética (BMP) e fibroblasto. Os fatores de

crescimento possuem atividades especificas durante o processo de reparagéo



tecidual e de uma forma geral, os provenientes dos a-granulos sédo responsaveis
por promover quimiotaxia, proliferacdo e diferenciagdo celular,
neovascularizacdo e formacédo de tecido conjuntivo (EVERTS et al., 2006a;
EVERTS et al., 2006b; MALHOTRA et al., 2013).

O PDGF e o TGF-B sao os mais importantes FCP por iniciarem a formagé&o
do tecido conjuntivo e do calo 6sseo a partir da quimiotaxia de células tronco
mesenquimais. Sao responsaveis principalmente por promover a quimiotaxia e
mitose de células de tecido conectivo, como fibroblastos e condrdcitos (EVERTS
et al., 2006a; SANCHEZ et al., 2009). O PDGF e o TGF-B estdo diretamente
envolvidos no processo de angiogénese por promoverem a proliferacdo das
células endoteliais e quimiotaxia de neutrdfilos e macrofagos. (EVERTS et al.,
2006a; EVERTS et al., 2006b; MALHOTRA et al., 2013).

O VEGF apresenta grande potencial quimiotatico e mitogénico para
células endoteliais e sdo responsaveis pelo processo de neovascularizacao e
angiogénese juntamente com o HGF, cujo papel ainda ndo esta completamente
esclarecido. Receptores de VEGF sédo encontrados em células endoteliais e
também em condrdcitos. O VEGF esta relacionado ao processo de consolidacao
O0ssea e ao crescimento endocondral enquanto o TGF- esta relacionado a
sintese de colageno, secrecao da colagenase e estimulo a angiogénese. O IGF-
| é essencial para crescimento e metabolismo celular e sinaliza a migracao de
células epiteliais e mesenquimais para que haja aumento na sintese de colageno
e matriz celular (SANCHEZ et al., 2009; MALHOTRA et al., 2013).

Il.b. Plasmarico em plaquetas: definicdo, obtencao e utilizacao

O plasma rico em plaguetas é um biomaterial, rico em plaquetas e
consequentemente em fatores de crescimento que quando aplicado diretamente
sobre a leséo, além de acelerar a cicatrizacdo, atua para orientacéo e adesao de
células tronco mesenquimais responsaveis pelo processo de reparacéo tecidual.
O PRP possui também efeito quimiotaxico, mitogénico, angiogénico, analgésico
e anti-inflamatério (MAIA et al., 2009; SANCHEZ et al., 2009; CARMONA et al.,
2007; YAMADA et al., 2012). O principal objetivo em se utilizar o PRP estd em
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fornecer maior concentracao de FCP autélogos diretamente sobre a leséo, afim
de que sejam provocadas alteracdes sobre as func¢des bioldgicas das células
responsaveis pelo processo de cicatrizacdo e promover a organizacgao tecidual
em menor tempo (SANCHEZ et al., 2009).

Marx et al. (1998) definiu o0 PRP como sendo um volume de plasma
autdlogo com concentracdo de plaquetas cinco vezes superior aos hiveis
fisiologicos, ou seja, deve ser igual ou maior a 1.000.000 de plaquetas/uL, para
que seja considerado o seu beneficio terapéutico. Entretanto, resultados
controversos foram observados para a reparacdo 6ssea quando o PRP é
utilizado com o objetivo de acelerar a cicatrizagéo. Estes estudos indicam que,
guando sdao utilizadas sem um suporte de osteoinducéo, altas concentracdes de
plaguetas ndo demonstram melhora no processo de cicatrizacdo (MALHOTRA
et al., 2013).

Il.c. Obtencé&o do plasma rico em plaquetas

Inimeros métodos foram descritos para promover a concentracdo das
plaquetas e obter o biomaterial chamado plasma rico em plaguetas. Para a
preparacdo do PRP podem ser utilizados equipamentos que promovem a
aférese ou centrifugas convencionais (MALHOTRA et al., 2013). O sangue deve
ser colhido por venopuncédo e pode ser conservado em anticoagulante EDTA
(WEIBRICH et al., 2004), citrato de sodio (ANITUAL et al., 2005; ANITUA et al.,
2007; MESSORA et al., 2009a; MONTEIRO et al., 2010; ALEIXO et al., 2011;
NAGATA etal., 2011; VANAT etal., 2012; YAMADA et al., 2012) ou citrato-acido-
dextrose (ACD) (MARX et al., 1998; CARTER et al., 2003; BATISTA, 2010;
SILVA etal., 2010a; SILVA et al., 2010b; SILVA, CARMONA e REZENDE, 2012).

Sao descritos métodos de preparacédo do PRP que utilizam centrifugacfes
Gnicas (SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010b; SILVA, CARMONA e
REZENDE, 2012) ou dupla (VENDRAMIN et al., 2006; MONTEIRO et al., 2010;
NAGATA et al., 2011; VANAT et al., 2012), e que resultam em um pequeno
volume de plasma com elevado numero de plaquetas e seus fatores de

crescimento (PEREIRA, 2012). A literatura é conflitante quanto a unidade



utilizada para determinar a forga de centrifugacdo. Alguns autores utilizam a
unidade de for¢ca G, enquanto outros descrevem o processo utilizando rotagdes
por minuto (RPM). Altas rotacGes por longo periodo de tempo podem ativar
precocemente as plaquetas e diminuir a concentracéo de fatores de crescimento
sobre o sitio da lesdo (MALHOTRA et al., 2013).

A primeira centrifugagéo, de maior rotagao, tem por objetivo separar as
células vermelhas (7,0um de didametro) e os leucdcitos (7,0-15um de didmetro)
das plaquetas (2,0um de diametro) e fatores de crescimento, devido a diferenca
de densidade estre estas células. E formado um anel leucocitario brancacento,
gue divide o sangue total em trés fragcdes distintas. A camada translucida no topo
€ nomeada plasma pobre em plaquetas (PPP), a intermediaria contendo
leucdcitos e plaguetas é denominada de anel leucocitario, e a Gltima camada, na
porcdo mais baixa do tubo estdo as hemacias sedimentadas. A segunda
centrifugacédo, de menor rotagdo, promove a concentracdo das plaquetas no
fundo tubo e o plasma pobre em plaquetas que corresponde a porcéo
sobrenadante (WASTERLAIN et al., 2012; MALHOTRA et al., 2013).

Il.d. Composicao do plasmarico em plaquetas

A nomenclatura utilizada para se referir ao PRP tem causado certa
confusdo apesar de as concentracdes de plaquetas serem consideradas como
o principal componente de qualquer produto de PRP (MALHOTRA et al., 2013).
As preparagOes podem apresentar maior ou menor concentragéo de plaguetas
e também concentracdes de leucécitos, hemacias e fatores de crescimento
variaveis que devem ser alteradas conforme o tipo de tecido lesionado e resposta
tecidual desejada. Podem ser obtidas preparac¢des de plasma rico em plaquetas,
plasma com poucas plaguetas, plasmas rico em plaquetas e leucdcitos e plasma
rico em plaquetas e com poucos leucécitos (WASTERLAIN et al., 2012). Os
leucdcitos, fibrina, FCP e as concentragcfes de fibrinogénio assim como os
meétodos de ativacdo utilizados, devem ser relatados uma vez que séo
responsaveis por variacdes nas respostas celulares e nos resultados obtidos em

reparos teciduais in vivo. Sendo assim, torna-se importante identificar os



componentes do concentrado e o estado de ativacdo plaquetaria (BOSWELL et
al., 2012; WASTERLAIN et al., 2012; MALHOTRA et al., 2013).

Apo6s o processo de centrifugacédo, devido a diferenca de tamanho entre
as células e a velocidade de sedimentacdo, grande parte das plaquetas séo
observadas muito proximas ao anel leucocitario. Possivelmente, devido a
dificuldade em se separar as plaquetas dos leucdcitos, os trabalhos que utilizam
o PRP obtido a partir da colheita do anel leucocitario, apresentam além de alta
concentracdo de plaquetas, também alta concentracdo de leucdcitos
(WASTERLAIN et al., 2012; MALHOTRA et al., 2013).



. MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica na Utilizagdo de Animais
da Universidade Federal de Uberlandia, em andlise final n® 004/13, registro
CEUA/UFU n2 77/12 para utilizacdo de 54 coelhos (Oryctolagus cuniculus)
adultos, machos e fémeas, da raca Nova Zelandia branca, com peso entre 3,0 e
4,5 kg.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais e receberam 100 a 150g
por dia de ragdo comercial! peletizada para coelhos e agua a vontade.
Receberam dose Unica de ivermectina? (0,7mg/Kg, SC) e passaram por um
periodo de sete dias de ambientacdo antes da realizacdo do experimento. Ao
exame clinico, ndo apresentaram sintomas de infec¢éo ou afeccdes.

Para a preparacdo do PRP, os animais foram submetidos a associacao
anestésica de cloridrato de cetamina® (35mg/kg, IM) e xilazina* (10mg/kg, IM) e
posicionados em decubito lateral direito para tricotomia e antissepsia da regido
toracica esquerda com alcool 70%. Foi realizada a punc¢édo intracardiaca entre o
52 e 6° espaco intercostal esquerdo para a colheita de 10,5mL de sangue de
cada animal. Utilizou-se uma agulha 21G (0,8 x 25 mm)® e trés tubos para
hemossedimentacéo de polipropileno (130 x 8,0mm)® contendo 0,7mL de citrato
de sodio 0,106 molar (Figura 1). O volume total de sangue (10,5mL) foi
distribuido em igual volume entre os trés tubos de hemossedimentagdo com
capacidade de 3,5mL.

Os tubos com as amostras de sangue em temperatura ambiente foram
imediatamente encaminhados ao Laboratério de Andlises Clinicas para a
preparacao do plasma rico em plaquetas autélogo com poucos leucdcitos e

hemacias.

'Racdo Guabi do Sitio. Mogiana Alimentos. Campinas, S&o Paulo, Brasil.
2lvomec injetavel, Merial. Campinas, Sao Paulo. Brasil.

3Quetamina, Vetnil. Louvreira, Sao Paulo. Brasil.

4Calmiun, Agener Unido. Guagi, Sdo Paulo. Brasil.

5 Agulha S-Monovette. Sarstedt Brasil. Santana do Paranaiba, Sdo Paulo. Brasil.
6 Tubo ESR S-SedivetteSarstedt Brasil. Santana do Paranaiba, Sdo Paulo. Brasil.



Figura 1. Puncédo cardiaca em coelho (A) e colheita de sangue com tubo de

hemossedimentacéo (B).

Apos a preparacdo do PRP, as amostras foram aleatoriamente separadas
em dois grupos para avaliagcdo em microscopia eletrénica de transmisséo (MET).
O grupo G1 (n = 44) foi constituido por amostras de plasma rico em plaquetas
de apresentacéo liquida e o grupo G2 (n = 10) de plasma rico em plaguetas de

apresentacao gel.

lll.a. Obtencédo do plasmarico em plaquetas de apresentacao liquida

Para cada animal, uma aliquota do sangue foi utilizada para a realizagéo
de hemograma completo em analisador hematolégico veterinario automatico’
pelo método de impedancia volumétrica.

Os tubos foram submetidos a primeira centrifugacdo® a 2.000 RPM

(670,8G) por 20 minutos para formar uma coluna alta de sedimentacédo. Apos o

"Aparelho automatico de hematologia veterinaria PocH-100 iVDiff®, Roche. Sdo Paulo, SP,
Brasil.

8 Centrifuga Excelsa Baby modelo 208N, raio (r) = 15cm. FANEM, Guarulhos, Séo Paulo,
Brasil.
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processo de centrifugacao observou-se a formacéo de trés camadas de celulas
bem individualizadas, formadas por hemacias ao fundo do tubo, seguida de um
anel de leucocitos e o plasma. Foram aspirados de cada tubo 1.000uL da
camada de plasma para a reducdo do volume sobrenadante. Apds, foram
aspirados de cada tubo com pipeta de Pasteur, todo o plasma acima do anel de
leucocitos formado e transferido para um tubo simples de polipropileno sem
anticoagulante. Em seguida, realizou-se outra centrifugacdo a 2.000 RPM
(670,8G) por 10 minutos e, o sobrenadante de plasma formado apds a
centrifugagéo foi aspirado e reduzido até uma marca de 1.000pL no tubo de
centrifugagdo. O conteudo plaquetario formado no fundo do tubo, foi
ressuspendido e homogeneizado ao plasma para formar o PRP de apresentacdo
liquida, contendo poucos leucdcitos e hemacias (Grupo G1; Figura 2). Depois de
transferido para um tubo eppendorf, efetuou-se em analisador hematoldgico
veterinario automatico a contagem do numero total de plaquetas, leucocitos e
hemécias no PRP obtido.

Afim de padronizar a unidade de forca e compara-la com outros trabalhos
na literatura, foi utilizada a unidade de forca G, e para isto, realizado a
transformacao de namero de rotagdes por minutos (RMP) em forca centrifuga
relativa ou forca G (FCR = G) a partir da seguinte formula: FCR = 0,00001118 x
r x (N)? onde, FCR = G; r = raio da centrifuga, N = RPM (MIALE, 1985).
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Figura 2. Trés tubos com amostras de sangue de coelho da raca Nova
Zelandia e o local da remocédo de uma aliquota de sangue (A - seta) para
hemograma. Observar, apds a primeira centrifugacdo a 2.000RPM durante 20
minutos, a formagéo de uma coluna alta de sedimentagdo de células formada
pelo plasma sobrenadante, anel leucocitario (B - seta) e hemacias
sedimentadas. Conteudo plaquetario depois da segunda centrifugacdo a
2.000RPM durante 10 minutos (C - seta).

lll.b. Obtencéo do plasma rico em plaguetas em gel

Amostras de 100uL de PRP liquido foram obtidas aleatoriamente de 10
coelhos da raca Nova Zelandia e utilizadas para a obtencdo do PRP gel. Para
isto, foram adicionados 100uL de tromboplastina derivada do cérebro de coelho®,
cloreto de célcio 0,0125mol/l e cloreto de sodio 0,1mol/l. O material obtido foi
acondicionado em tubos eppendorf, identificados e deixado em banho maria a
37°C até a formacdo de um codagulo (Figura 3A). A capacidade de ativacao
plaguetaria do PRP de apresentacéo liquida foi verificada a partir da formacéo
de um coagulo, denominado plasma rico em plaguetas gel (PRP Gel), grupo G2,
(Figura 3B).

9Soluplastin, Wiener Laboratorios S.A.l.C., Rosario, Argentina.
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Figura 3. Tubos eppendorf e solu¢do de tromboplastina com cloreto de
calcio adicionado ao plasma rico em plaquetas e mantidos em banho maria a

37°C até a formacao de um coagulo (A). Obtencao do PRP em gel (B - seta).

lll.c. Microscopia eletrénica de transmissao

As amostras armazenadas em eppendorf foram centrifugadas'®, por um
periodo de cinco minutos a 2.000 RPM (670,8 G). O plasma sobrenadante foi
descartado, restando ao fundo, um conteudo plaquetario que foi ressuspendido
em 500ul de glutaraldeido 2,5%* e permaneceu durante trés horas em geladeira
a 4°C. Em seguida, as amostras foram novamente centrifugadas e lavadas com
solugcédo tampéo salina fosfato (PBS) a 2,5% e pH de 7,2 com intervalo de 15
minutos entre cada lavagem. Ao término da terceira lavagem, submeteu-se as
amostras a outra centrifugac¢do durante cinco minutos a 2.000 RPM (670,8 G), e
foram ressuspendidas em solucdo de tetroxido de ésmio*? em diluicdo de 1:1
com PBS, e deixadas em repouso por uma hora.

Depois de fixadas em tetroxido de 6smio, as amostras foram novamente
centrifugadas, o sobrenadante descartado, incluidas em éagar agar 5% '3 e

cortadas em pequenas amostras de um 1,0mm. As amostras em agar, foram

FANEM Microhemato centrifuge Modelo 2410. Guarulhos. Séo Paulo, Brasil.
LGlutaraldeido EM, Koch Instrumentos Cientificos. Sao Paulo, SP. Brasil.

12Cristal tetroxido de 6smio 1,0g, Koch Instrumentos Cientificos. Sdo Paulo, SP. Brasil.
13Agar agar, type |, Himedia Laboratories RT. Mumbai, india.
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transferidas para outros frascos limpos para desidratagdo em acetona'®. Cada
amostra permaneceu por cinco minutos nas concentra¢des de 50%, 70%, 80%,
90% e 95%, e deixadas por trés vezes durante dez minutos em Oxido de
propileno!®. Ao término da desidratacdo adicionou-se as amostras solucdo de
6xido de propileno e resinal® na proporcdo de 2:1 e mantidos tampados em
temperatura ambiente por 12 horas.

A solucédo de resina e o0xido de propileno foi descartada e as amostras
incluidas em outra solucéo de 6xido de propileno e resina na proporcao de 1:1.
Os frascos foram mantidos tampados em estufa a 37°C por 12 horas e apos,
destampados e mantidos na mesma estufa por mais 12 horas. Posteriormente,
descartou-se 0 excesso de resina, adicionou-se resina pura e foram mantidas
em estufa a 37°C. Retirou-se as amostras da resina e estas foram transferidas
para formas de borracha especificas para inclusdo em resina pura e mantidas
em estufa & 60°C por 72 horas. Os blocos de resina foram desbastados, cortados
em ultramicrétomo?’, montados em telas de cobre'®, contrastadas com citrato de
chumbo?®® e acetato de uranila?® e analisadas no microscépio eletrénico de
transmisséo. Os cortes foram analisados e documentados fotograficamente com
aumento de 7.000x, 12.000x, 20.000x e 30.000x em microscépio eletrénico Zeiss
EM-109 acoplado ao sistema de captura de imagens Megaview G2/Olympus Soft
Imaging Solutions.

Foram documentadas as seguintes alteracdes plaquetarias: presenca ou
auséncia de pseudopodes, localizacdo central ou marginal dos granulos
plagquetéarios, formato circular ou alongado das plaquetas, membranas integras
ou nao integras, presenca de granulos citoplasmaticos em quantidade inferior ou

superior a trés.

1Acetona PA, ACS F. Maia Industria e Comércio. Cotia, Sdo Paulo. Brasil.

150xido de propileno, Sigma Aldrich Chemistry. Sant Louis, Estados Unidos.

18Resina Koch, Koch Instrumentos Cientificos S&do Paulo, SP. Brasil.

7Reichert-Jung Ultracut, Leica Microsystems. Wetzlar, Alemanha.

18Rede cobre 200 Malha Quadrada, Koch Instrumentos Cientificos. Sdo Paulo, SP. Brasil.
19 ead citrato 25g, Koch Instrumentos Cientificos. Sdo Paulo, SP. Brasil.

20 Acetato de uranila25g, Koch Instrumentos Cientificos. Sdo Paulo, SP. Brasil.
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I1l.d. Estatistica

Testou-se a normalidade de cada variavel com a finalidade de definir o
tipo de teste a ser aplicado, ou seja, teste t pareado quando ocorrer normalidade
ou teste de Wilcoxon pareado quando né&o for observada a distribuicdo normal.
O teste de normalidade aplicado foi o teste de Anderson-Darling (AD) com
significancia de 5%, ou seja, AD com valor p > 0,05 tem distribuicdo normal, caso
contrario a distribuicdo € ndo normal (TRIOLA, 1999; AYRES et al., 2007). Para
as alteracBes morfolégicas plaquetérias observadas na microscopia eletronica
de transmisséo, foi aplicado o teste da binomial para duas proporg¢des. Todos 0s
procedimentos de andlise foram realizados na ferramenta Action (2013) que
utiliza o programa R (R Development Core Team, 2013) e foi adotado a

significancia de 5%.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais foram submetidos & associac@o de cetamina (35mg/kg, IM) e
xilazina (10mg/kg, IM). A técnica anestésica utilizada foi adequada a contengéo
guimica dos animais e possibilitou a colheita de sangue por via intracardiaca,
como realizado por Messora et al. (2009a) e Messora et al. (2009b). A colheita
permitiu a obtencéo de 10,5mL de sangue de cada animal, sem que ocorresse
hemdlise ou formacao de pequenos trombos e agregados plaquetarios.

A contagem total de heméacias, leucocitos e plaquetas foi realizada
anteriormente e apds a obtencdo do plasma rico em plaguetas em analisador
hematoldgico veterinario automatico, assim como descrito por Silva et al.
(2010a); Silva et al. (2010b). Segundo Schweirgert, et al. (2010), existe alta
correlacdo entre a contagem de plaguetas de cdo em analisador hematoldgico
veterinario automéatico e as técnicas de contagem em camara de Neubaeur.
Entretanto, Marx (2000) alegou que o meétodo automatico de contagem de
células pode identificar agregados de plaquetas como sendo uma Unica soé célula

e subestimar a contagem plaquetéria. Neste trabalho, a utilizacdo do analisador
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hematoldgico automatica garantiu agilidade no processo e facilidade de
realizacdo, uma vez que a técnica manual de contagem de plaquetas exige
experiéncia e treinamento para execucao.

No hemograma dos animais realizado anterior ao processamento do PRP
foram observadas concentracdes médias de 228.162,80 (+ 81.601,2168)
plaguetas/uL; 6.083,95 (+ 2.092,2705) leucécitos/uL e 4,76 x 10% (+ 0,514)
hemacias/uL. Os valores de plaquetas, leucocitos e hemacias encontrados foram
inferiores aos de referéncia para a espécie (THRALL, 2006; GARCIA-
NAVARRO, 2005; SCHALM et al., 2010 e TEIXEIRA, 2012).

A técnica utilizada para a obtencéo do PRP foi considerada de baixo custo
uma vez que nao foram necessarios a utilizacdo de equipamentos especificos,
apenas uma centrifuga de laboratoério. A partir de 10,5mL de sangue obtidos de
cada animal por via intracardiaca foram obtidos 1,0mL de PRP. Oliveira Filho et
al. (2008), a partir de 10,0mL de sangue de coelho obtiveram igualmente 1,0mL
de plasma rico em plaquetas.

Para a obtencédo do PRP, foram realizadas duas centrifugacfes, uma por
20 minutos a 2.000 RPM (670,8 G) e outra por 10 minutos a 2.000 RPM (670,8
G). Séo relatados na literatura, diferentes protocolos de obtencdo de
concentrados plaquetarios com variagdes relacionadas tanto ao numero de
centrifugacfes quanto as concentracdes de plaquetas obtidas (BATISTA, 2010;
ALEIXO et al., 2011; NAGATA et al.,, 2011; YAMADA et al.,, 2012; SILVA,
CARMONA e REZENDE, 2012; VANAT et al., 2012). Segundo Messora et al.
(2009a) e Lenza et al. (2013), quando sao utilizadas altas forcas de rotacéo
pode-se garantir maior concentracdo de plaguetas. Entretanto, forcas mecanicas
de centrifugacdo demasiadamente elevadas podem também ativar
precocemente as plaqueta e ocasionar a liberacdo dos fatores de crescimento
com consequente perda destes no plasma sobrenadante, o que compromete a
eficiéncia do PRP. Segundo Vendruscolo et al. (2012), protocolos com menor
forca de centrifugacdo também s&do capazes de atingir alta concentracdo
plaguetaria e ndo observaram influéncia do tempo de centrifugacédo sobre o
namero de plaguetas concentradas. Afirmacdes contrarias foram feitas por Klein

et al. (2011), ao relatarem que maior sera a concentracao de plaquetas no PRP,
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quanto maior for o tempo de centrifugagcdo. Quanto ao numero de centrifugacoes,
Aleixo et al. (2011) compararam a concentracdo de plaquetas no PRP obtido por
dois protocolos diferentes de centrifugacdo e observaram que no método de
dupla centrifugacdo houve maior concentracdo plaquetaria quando comparado
ao protocolo de Unica centrifugacéo a 1.200 RPM por 10 minutos. Messora et al.
(2009a) ndo conseguiram pelo método de Unica centrifugacdo obter elevada
concentracdo de plaguetas. Apesar das variacfes entre as técnicas descritas
para a preparacdo do PRP, é necessario lembrar que o importante ndo é
concentrar altos numeros, mas sim obter plaquetas integras e funcionalmente
viaveis (SILVA et al., 2010a). Resultados conflitantes entre os métodos descritos
para a preparacao de plasma rico em plaguetas autélogo devem-se ao fato da
nao padronizacdo dos processos de centrifugacdo havendo divergéncias nao so
quanto ao tempo e numero de centrifugacdes, mas também quanto a velocidade
e forga de centrifugagao.

Foi utilizada centrifuga de raio de 15cm e forca de centrifugacéo de 2.000
RPM (670,8 G). Sao descritas forcas de centrifugacdo em numero de rotacées
por minuto (RPM) (ARREGUY SILVA et al., 2009; BATISTA, 2010; ALEIXO et
al., 2011; VANAT et al., 2012) e forca G (VENDRAMIN et al, 2006; NAGATA et
al., 2011; SILVA, CARMONA e REZENDE, 2012). Variacdes entre as unidades
de forca descritas, dificultam a comparacdo entre as técnicas, uma vez que
existem modelos de centrifugas com tamanhos diferentes de raios de rotacéo, o
que interfere diretamente sobre a forca de centrifugacdo utilizada. Neste
trabalho, foram evitadas for¢cas excessivas de centrifugacdo de modo a néo
danificar as plaquetas.

Foram utilizados tubos para hemossedimentacdo contendo citrato de
sbédio por preservar a integridade da membrana das plaquetas, sendo o
anticoagulante mais adequado ao preparo do PRP (Marx, 2000). Os tubos de
hemossedimentacédo utilizados possuem maior comprimento e menor diametro
(130 x 8,0mm) em relacdo aos de colheita de sangue usuais de 3,5mL (75 x
13mm) que contém citrato de soédio. A utlizagcdo dos tubos de
hemossedimentacdo possibilitou apds a centrifugacdo, a formacdo de uma

coluna alta de sedimentacdo adequada a individualizacdo das camadas de
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células formadas. Foram verificadas hemécias sedimentadas no fundo do tubo,
seguido do anel leucocitario, plaquetas e plasma sobrenadante. A formacéo da
coluna alta de sedimentacéo possibilitou a visualizacdo e aspiracdo do plasma
contendo plaquetas acima do anel leucocitario formado, e permitiu a exclusédo

dos leucdcitos do processo de obtencdo do PRP (Figura 4).
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Figura 4. Tubo convencional para colheita de sangue com citrato de sddio (1-A),
tubo de hemossedimentacdo (2-A) e agulha para colheita de sangue
(3-A). Notar apos a primeira centrifugacéo a formacao da coluna alta de
sedimentacdo evidenciando a camada de hemacias de coelho

sedimentadas, anel leucocitario (B- setas) e plasma sobrenadante antes
de pipetado (B -*). Hemacias sedimentadas no fundo do tubo e o anel

leucocitario (C - seta) apés pipetado o plasma sobrenadante.

A técnica permitiu que os leucdcitos fossem eliminados do processo de
obtencdo do PRP, e foi capaz de recuperar média de 370.483,9 (+ 154.894,9)
plaguetas/uL no PRP. Referente a diferenca entre a contagem inicial de
plaguetas e a contagem de plaquetas no PRP, o resultado indicou a rejeicdo da
hip6tese nula no nivel de significancia de 5% (p = 0,0000) (Tabela 1). Portanto,
existiu associacdo significativa entre a contagem inicial de plaguetas e a
contagem de plaquetas do PRP. Wilson, Barbieri e Mazzer (2006) utilizaram
sangue de coelhos em um protocolo de Unica centrifugacdo e obtiveram média

de 1.239.000 plaquetas/pyL ao pipetarem uma camada de 13,0mm que abrangeu
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além do sobrenadante, também leucdcitos e hemacias. Entretanto, ndo citaram
a concentracdo média de leucécitos e hemacias obtidas. O método proposto visa
a separacao e individualizacdo das camadas e a possibilidade de obter apenas
os tipos celulares desejados.

Neste trabalho, durante a centrifugacéo, as hemacias que séo as células
de maior densidade e que se encontram em maior concentragcao no sangue, se
depositaram no fundo do tubo e subsequentemente as de menor densidade
como os leucdcitos e plaquetas que se depositaram sobre as hemacias. As
plaguetas de menor tamanho encontravam-se em suspensdo no plasma
sobrenadante. Foi pipetado somente a por¢do de plasma acima do anel
leucocitario, com o intuito de obter apenas plaquetas em suspensao no plasma
sobrenadante e remover o0s leucocitos e hemacias. A separacdo dos
componentes do sangue pelo processo de centrifugacdo ocorre devido a
diferenca de densidade entre as células que o compdem (MARX, 1998;
BOSWELL et al., 2012). Segundo Oliveira Filho et al. (2008) a concentracdo
maxima de plaguetas se encontra entre 6,0 e 8,0mm abaixo da linha que divide
as fases de plasma e hemacias sedimentadas, ou seja, maior concentracao se
encontra dentro da fragdo vermelha, englobando inclusive o anel de leucécitos.
Desta forma, o tubo de hemossedimentacdo foi escolhido, por ser estreito e
longo e permitiu a formacgéo de uma coluna de células que se depositaram umas
sobre as outras de acordo com a densidade e velocidade de sedimentacéo,
sendo possivel, identifica-las com precisdo. Consequentemente, a
individualizacdo das camadas de células formadas possibilitou pipetar o plasma
sobrenadante e a camada de plaguetas situadas imediatamente acima do anel

de leucdcitos.
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Tabela 1. Valores médios, mediana e desvio padrdao para os valores de
plaquetas/pL, leucdcitos/uL e hemacias x 108/uL de coelhos antes do
processo de centrifugacdo e apos a obtencdo do plasma rico em

plaquetas (PRP).

Média Mediana Desvio Padréo P valor
Plaguetas sangue total 228.162,80 220.000,00 81.601,212 0.000*
Plaquetas PRP 370.483,90 350.000,00 154.894,99° '
Leucdcitos sangue total 6.083,95 6.100,00 2.092,272 0.000*
Leucécitos PRP 658,60 200,00 1.233,64° '
Heméacias sangue total 4,76 4,83 0,512 0.000*
Hemacias PRP 1,40 0,00 6,75° '

* Teste ndo paramétrico de Wilcoxon para dados pareados, p<0,05.
Letras diferentes demonstram diferencas estatisticas entre as variaveis analisadas, dentro de um
mesmo grupo.

Obteve-se uma taxa de enriquecimento plaquetario de 61,58% ou seja,
um aumento de 1,62 vezes a concentracéo total de plaquetas no PRP em relacdo
ao sangue total. Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por
Vendruscolo et al. (2012), que nao foram capazes de alcancar altas
concentracdes de plaquetas e observaram aumento de 1,30 a 2,36 vezes em
relacdo a concentracdo inicial de plaquetas do sangue total. A literatura
entretanto, relata que a quantidade ideal para um PRP deve ser de no minimo
1.000.000 de plaquetas/uL (ARREGUY SILVA et al. (2009); MARX et al. (1998),
MARX (2000) e ou uma taxa de enriquecimento trés a seis vezes superior a
concentracdo de plaquetas do sangue total (MONTEIRO et al., 2010; VANAT et
al., 2012). Os valores encontrados porém, foram semelhantes aos alcancados
por Anitua et al. (2007) em humanos e Maia et al. (2009) e Zandim et al. (2012)
em equinos, que verificaram concentracdo de 320.000 a 500.000 plaquetas/uL e
Yamada et al. (2012) também em equinos, que obtiveram média de 362.350
plaquetas/uL e conseguiram resultados favoraveis no tratamento de lesbes
condrais induzidas. Resultados favoraveis na regeneracdo de tecidos sao
observados mesmo quando néo sdo conseguidas concentracdes elevadas de

plaguetas e podem ser atribuidos a presenca de fatores de crescimento

plaquetério e a fibrina.
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A fibrina atua como esqueleto e favorece a proliferacdo, migracao e
agregacdo de células tronco mesenquimais (KANG et al., 2011). Além disto,
efeitos prejudiciais a cicatrizacdo tecidual sdo também relatados quando sdo
obtidas concentracfes muito altas de plaquetas no PRP (WEIBRICH et al., 2004
citado por OLIVEIRA FILHO et al., 2008; MALHOTRA et al., 2013). Existem
diferencas quanto ao niumero de plaquetas obtidos nos diferentes protocolos de
obtencdo de PRP e cada um possui caracteristicas especificas quanto a
capacidade de concentracdo de plaguetas, leucocitos e fatores de crescimento
e por isso, apresentam também diferencas sobre os resultados na regeneragao
tecidual (MESSORA et al., 2009a; BOSWELL et al., 2012; LENZA et al., 2013).
Segundo Wasterlain et al. (2012) é adequado que além do namero de plaquetas,
seja também observado a presenca ou auséncia de outros componentes como
o fibrinogénio, leucdcitos, hemacias e fatores de crescimento. Neste trabalho, no
entanto, ndo foram realizadas dosagens de fibrinogénio e dos fatores de
crescimento no PRP, uma vez que objetivou-se desenvolver uma técnica capaz
de recuperar plaquetas vidveis em concentracdo igual ou superior ao valor
normal para a espécie, assim como obter amostras com minima contagem de
leucocitos e hemécias.

Foram encontrados valores médios de 658,60 (+ 1.233,64) leucécitos/pL
e 1,40 x 108 (+ 6,75) heméacias/uL no PRP. No que se refere a contagem inicial
de leucdcitos e hemécias no hemograma e PRP, notou-se a rejeicao da hipotese
nula no nivel de significancia de 5% (p = 0,0000), (Tabela 1), considerados
estatisticamente diferentes em relacdo ao niumero de células no hemograma
inicial. A técnica foi adequada para producéo de plasma rico em plaguetas com
poucos leucocitos e hemacias, uma vez que foi capaz de eliminar 71% dos
leucécitos e 89% de hemacias em relacdo a quantidade presente no sangue
total. ldentificar a composicdo do PRP é importante uma vez que outros
elementos como leucdcitos e proteinas plasmaticas podem interferir no processo
de cicatrizacao tecidual (BOSWELL et al., 2012; WASTERLAIN et al., 2012). A
preparacao ideal de um plasma rico em plaquetas autélogo deve conter maior
proporcdo de plaquetas em relacdo aos leucocitos (VENDRUSCOLO et al.,

2012), pois, as plaguetas possuem acdo anabdlica enquanto os leucdcitos
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liberam citocinas pré-inflamatérias responséveis por aumentar o catabolismo e
diminuir a sintese de matriz celular (MCCARREL e FORTIER, 2009;
WASTERLAIN et al.,, 2012). Granulos de neutrofilos contém colagenases,
metaloproteinases, gelatinases, lisozimas, elastases e mieloperoxidase, que
predispdem a degradacdo de tendbes e ligamentos e também de células
musculares durante o processo de tentativa de reparacéo tecidual (SANCHEZ et
al., 2009). Portanto, o PRP ideal ndo deve conter polimorfonucleares, uma vez
que podem aumentar a resposta inflamatoria no tecido lesado por meio de
receptores de adesdo a outras células do sistema imunolégico e secrecao de
quimiocinas e citocinas. Os neutrofilos expressam enzimas que degradam a
matriz extracelular, como as metaloproteinases, que aumentam a oxidacao
tecidual (ZANDIM et al., 2012). Elevadas concentracdes de leucécitos no PRP
ndo sdo desejaveis a reparacido de musculos, ossos e tenddes (SANCHEZ et
al., 2009), mas por outro lado, podem ser adequadas no processo inflamatério
agudo, infec¢cdes pds-operatdrias, ou na cicatrizacdo de feridas extensas ou
contaminadas. (BOSWELL et al., 2012; MALHOTRA et al., 2013; Ll et al., 2013).
Portanto, o plasma rico em plaquetas ndo deve ser utilizado com a mesma
finalidade em todos os tipos de tecidos e condi¢@es clinicas, e deve ter a sua
composic¢éo manipulada conforme a necessidade de utilizagdo (SANCHEZ et al.,
2009). O método proposto possibilita manipular a composicao do PRP e incluir
maior ou menor concentracdo de leucdcitos conforme a necessidade de
utilizacdo em diferentes tecidos, uma vez que as camadas de células no tubo
puderam ser individualizadas.

Para verificar a atividade plaquetaria no PRP obtido, foram adicionados
100uL de tromboplastina derivada do cérebro de coelho com cloreto de calcio
0.0125 mol/L e cloreto de sodio 0.1mol/L a 100uL de amostra de PRP de
apresentacao liquida, na proporcdo de 1:1. Observou-se a formagcdo de um
coagulo de fibrina (G2) indicativo de degranulacdo plaquetéaria e polimerizacao
do fibrinogénio em fibrina (Figura 5). Yamada et al. (2012) utilizaram trombina
bovina e o cloreto de calcio para formar o gel de fibrina. Observaram que o
cloreto de célcio ndo foi um bom ativador plaquetario, pois a sua principal funcéo
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foi antagonizar o anticoagulante, permitindo a formacdo do gel. A trombina
promoveu a polimerizagdo do fibrinogénio em fibrina, sendo um potente ativador,
uma vez que foi responsavel pela degranulacdo das plaquetas. O processo de
ativacao plaquetaria pode ser iniciado pela adicédo de cloreto de calcio, gluconato

de calcio, trombina, tromboplastina ou ocorre in vivo, quando as plaquetas

entram em contato direto com o colageno tecidual (WASTERLAIN et al., 2012).

Figura 5. Formacao de coagulo apos a adicdo de tromboplastina e cloreto de
calcio ao plasma rico em plaquetas autélogo de apresentacéo liquida (A).
Notar o coagulo e o plasma armazenados em tubo eppendorf (B).

A morfologia das plaquetas do PRP liquido (G1) foi analisada por
microscopia eletronica de transmissdo. Em 962 plaquetas identificou-se 622
(65%) com pseud6podes e 928 (96%) com granulos de localizacédo
citoplasmatica central. Foram observadas 582 (60%) plaguetas com formato
circular, 390 (41%) células com formato alongado e 892 (93%) apresentaram
membrana celular integra (Figura 6; Tabela 2). O método utilizado para producéo
do PRP liquido (G1) ocasionou a ativagado plaquetéria que foi demonstrada pela
MET a partir da observacédo da emissao de pseuddépodes e organizagéo central
dos granulos. A MET possibilita a observacéo de ultraestruturas celulares como
mitocondrias, centriolos, microtubulos, algumas vesiculas do complexo de Golgi
e granulos plaquetarios especificos no citoplasma das plaquetas, denominados

de a-granulos, que possuem no seu interior uma substancia granulosa
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(MATTHWES; MARTIN, 1974). Ao serem ativadas por mecanismos fisiolégicos,
quando ocorre exposicdo ao colageno, ou por agentes farmacolégicos, as
plaguetas perdem o formato discoide e tornam-se esféricas e irregulares devido
a emissdo de multiplos pseuddpodes e centralizam as organelas e granulos
citoplasmaticos. Durante o processo de agregacao plaguetaria, os microtubulos
sdo as estruturas responsaveis pela alteracdo do seu formato e também pelo
retorno da forma discoide inicial (WHITE; RAO, 1998). As plaguetas se aglutinam
entre si e na MET pode ser observada a ruptura dos a-granulos plaguetarios e
também da membrana citoplasmatica (MATTHWES; MARTIN, 1974). Neste
experimento, por meio da avaliacdo pela MET, nao foi notado destruicdo das
plaguetas em G1. O PRP na forma liquida manteve a preservacdo dos a-
granulos plaquetarios e consequentemente dos FCP durante o processo de
centrifugagdo. O que possibilita serem ativados quando em contato com o
colageno do local da leséo tecidual.

Tabela 2. Alteracbes morfolégicas, numero e percentual de plaquetas no PRP

liquido (G1) observada em microscopia eletronica de transmisséo.

Alteracdo plaquetéria Numero de
PRP Iiguid% (gl) Plaguetas % P valor
Pseudépodes
Presente 622 652 0.00*
Ausente 340 35° ;
Granulos plaquetérios
Central 928 96* .
Marginal 34 4b 0,00
Formato
Circular 582 602 0.00*
Alongado 390 41° '
Membranas
Nao integras 70 7 0.00*
Integras 892 o3b ’
Numero de granulos citoplasmatico
<3 348 362 .
> 3 614 64° 0,00
Total de células avaliadas 962

* Teste binomial para duas proporcdes. Letras diferentes demonstram diferencas estatisticas nas
variaveis analisadas dentro de um mesmo grupo.



Figura 6. Morfologia das plaquetas de coelho observada em microscopia

eletrdnica de transmissdo apos obtencdo do plasma rico em plaquetas
autodlogo com poucos leucdcitos e hemacias (G1). Notar as plaquetas
ativadas com formato arredondado e irregular, com pseudépodes e
granulos localizados centralmente no citoplasma (A, B, C, E e F — setas,
12.000x), formato alongado e globoso (C - 12.000x) e alongado né&o
ativadas (D - 30.000x).

O processamento ndo ocasionou a degranulacéo precoce dos granulos e
nao houve lise de membrana celular e indicou portanto, a preservacdo dos
fatores de crescimento plaquetario. Foram identificadas apenas 70 (7%)
plaguetas com ruptura de membrana no G1 (Tabela 2), que apresentavam-se
com formato circular, sem a emissao de pseuddpodes, com granulos e organelas
localizadas na periferia do citoplasma e indefinicdo dos limites de membrana
(Figura 7). Recomenda-se a utilizacdo de PRP de apresentacdo liquida em

reparos teciduais uma vez que, além de apresentarem adequado porcentual de
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plaguetas integras, estas ainda ndo passaram pelo processo de degranulagéo e
preservam a integridade dos granulos plaquetarios (ZANDIM et al., 2012). AMET

identificou em G1 plaquetas em repouso e com a-granulos preservados no

citoplasma, indicativo de preservacao da capacidade de ativacédo plaquetaria.

Figura 7. Morfologia plaquetaria em microscopia eletrbnica de transmissao,
evidenciando a degranulacdo de plaquetas no PRP de apresentacao
liguida (G1). Notar plaguetas em formato globoso, a-granulos com
localizacao periférica (A, B, C e D - setas) auséncia de pseudo6podes e
indefinicdo dos limites de membrana celular (A) (A - 12.000x, B - 20.000x,
C - 30.000x e D - 20.000x).

N&o foi possivel realizar a contagem do numero total de plaquetas no G2
devido a indefinicho entre uma e outra célula e de suas estruturas
intracitoplasmaticas e por se encontrarem agrupadas e com membrana celular
descontinua. Foram observados inumeros debris celulares e campos repletos de
fibras formadas por fibrina. Nas amostras do G2, alguns granulos que sofreram

exocitose puderam ser observados no espaco extracelular. Apos ativadas
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liberaram o contetido dos a-granulos que apresentaram-se com formato globoso,
porém com auséncia de pseudopodes, membrana celular descontinua e com
limites imprecisos (Figura 8). A capacidade de ativacao das plaquetas no PRP
liquido apds a adicdo de cloreto de calcio 10% e trombina foi investigada por
Zandim et al. (2012) e Pretorius et al. (2007) e observaram a agregacéo
plaquetaria, indefinicAo dos seus componentes intracitoplasmaticos e ruptura
dos a-granulos. Ao serem expostas a um agente ativador farmacoldgico, as
observacOes realizadas por MET nas amostras de G2 confirmaram que as

plaguetas que foram submetidas ao método proposto apresentaram-se viaveis e

aptas ao processo de ativagao e degranulacao.

Figura 8. Plasma rico em plaquetas autologo apos ativagdo com tromboplastina
e cloreto de calcio (G2). Notar granulos dispersos apoés a lise plaguetaria
(A, B, C e D — setas), agregacao plaquetaria e trama de fibrina em G2.
Plaqueta integra, de formato circular, com granulos e organelas na
periferia do citoplasma (A e B - /A, 12.000x), plagueta degranulada com
auséncia de granulos citoplasmaticos e limites de membrana celular
indefinidos (B - *, 20.000x) e agregados de plaguetas degranuladas e
malha de fibrina (C e D, 12.000x).
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No G2, foi observada uma trama de fibrina organizada ao redor das
plaquetas, como descrito por Pretorius et al. (2007) e Pretorius et al. (2009) ao
utilizar a trombina para a formacao do gel de plaguetas. A lise plaquetaria liberou
o fator Ill da coagulacéo que por sua vez estimulou a formacao de tromboplastina
que origina a trombina necesséaria a conversdo do fibrinogénio em fibrina
(MATTHWES; MARTIN, 1974; PRETORIUS et al.,, 2007). A fibrina induz a
angiogénese e fornece um arcabouco para formacdo da matriz, migracdo e
fixacdo de células progenitoras, além de possuir atividade quimiotatica
(MALHOTRA et al., 2013). A formacéo de fibrina indicou que as plaguetas foram
capazes de liberar os fatores de coagulagdo e mantiveram-se funcionais apés o
processamento do PRP.

A precocidade no processo de cicatrizacdo observada nos animais
tratados com PRP ndo advém unicamente da presenca de plaquetas e seus
FCP. As células endoteliais e a fibrina que possuem atividade adesiva e de
homeostasia, oferecem suporte aos fibroblastos e células tronco mesenquimais
e aceleram o processo natural de organizacdo estrutural de tecidos lesionados
(SANCHEZ et al., 2009; VENDRAMIN et al, 2010; WASTERLAIN et al., 2012).
Entretanto, as alteracbes plaquetarias observadas no G2 depois da adicdo de
tromboblastina e cloreto de célcio contra indicam a utilizacdo do PRP gel in vivo
por ter sido verificado na MET excessiva perda de granulos plaquetarios e
possivelmente de fatores de crescimento. Além das alteracfes da morfologia
plaguetaria posterior ao processo de ativacdo e degranulacdo, a presenca da
malha de fibrina sobre as células dificultou ainda mais a observacao das suas
estruturas.

Nao foram encontrados, leucocitos e hemacias nas imagens efetuadas
pela microscopia eletronica de transmissao. Entretanto, Zandim et al. (2012)
observaram pela mesma técnica, a existéncia de hemécias e plaquetas no PRP.
Neste experimento, a auséncia destas células, reforca que a contagem realizada
pela técnica hematolégica automatica foi adequada, além de certificar que a
técnica proposta é adequada para a obtencdo de PRP com poucos leucdcitos e

hemacias.
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V. CONCLUSOES

O método de obtencéo de plasma rico em plaqueta autélogo de coelhos
€ simples e de baixo custo, reduz o numero de leucdcitos e hemécias e as

plaguetas se mantém com integridade morfologica e funcional.
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