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RESUMO

Utilizou-se 15 coelhos da raga Nova Zelandia para o desenvolvimento da pesquisa, com 0
objetivo de armazenar plasma rico em plagquetas (PRP) durante 30 dias sob refrigeracéo de 4-
6°C. Preparou-se 30 amostras de PRP que foram divididas em trés grupos iguais. A cada trés
dias uma amostra foi retirada para avaliacdo antes e apds 0 armazenamento quanto ao nimero
de plaquetas, volume plaquetario médio (VPM), pH do plasma, agregacdo pos adigdo de
tromboplastina célcica e presenca de contaminacdo bacteriana e fungica. Nas variaveis
nimero de plaquetas, ndo houve relacdo linear em funcdo do tempo, na comparacdo do
namero de plaquetas pré x p6s armazenamento, observou-se diferenca estatistica. As variaveis
de VPM do hemograma, pré e pds armazenamento também ndo apresentaram relacdo com o
tempo, porém obteve-se diferenca estatistica nas compara¢ées VPM no hemograma x VPM
pré armazenamento e VPM pré-armazenamento X VPM pos armazenamento. Na avaliacdo do
pH nédo houve influéncia do tempo nas variaveis, mas houve diferenca estatistica nas amostras
pds armazenamento entre os periodos 30 e 6; 30 e 24; 30 e 27 dias. A agregacdo plaquetaria
ocorreu dentro de vinte segundos em todas as amostras independente do tempo de estocagem.
N&o houve crescimento bacteriano e de leveduras em nenhuma amostra, porém ocorreu
crescimento de bolores nas amostras 21 dias de armazenamento dos grupos um e trés. Pode-se
concluir que o plasma rico em plaguetas de coelhos pode ser armazenado sob refrigeracdo de
4 a 6°C por manter o nimero de plaquetas, sem alteragdo significativa do pH e auséncia de
contaminacdo bacteriana e fangica durantel8 dias.

Palavras-chave: concentrado de plaquetas, pH, agregacdo plaquetéria, cirurgia reparadora e
reconstrutiva, armazenamento.



ABSTRACT

In the development of this research, 15 New Zealand rabbits were used, with the aim of
storing platelet-rich plasma (PRP) during 30 days refrigerated at 4-6°C. There was a
preparation of 30 samples of PRP which were sorted in three equal groups. Every three days a
sample would be removed for evaluation, before and after storage, for the number of platelets,
mean platelet volume (MPV), pH of the plasma, aggregation post addition of calcic
thromboplastin and for the presence of bacterial and fungal contamination. In the variables of
number of platelets, there was no linear relationship in function of time, when comparing the
number of platelets before x after storage, a statistical difference was observed. The
hemogram MPV variables, before and after storage also did not relate with time, however
there was a statistical difference in the comparisons of MPV on blood count x MPV before
storage and of MPV before storage x MPV post storage. On the evaluation of the pH there
was no influence of time on the variables, but statistical differences were found in the samples
after storage in between the periods of 30 and 6; 30 and 24; 30 and 27 days. Platelet
aggregation occurred within twenty seconds in all samples independent of storage time. There
was no growth of bacteria or yeast in any sample, however mold growth occurred in the
samples 21 days of storage on group one and three. It can be concluded that platelet-rich
plasma of rabbits can be stored under refrigeration of 4 to 6 °C for maintaining the number of
platelets, without significant pH alteration and absence of bacterial or fungal contamination
during 18 days.

Keywords: platelet concentrate, pH, platelet aggregation, restorative and reconstructive

surgery, storage.
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1 INTRODUCAO

Por meio da centrifugacdo do sangue total pelo gradiente de densidade, obtém-se o
plasma rico em plaquetas (PRP), que é um concentrado de plaquetas em pequeno volume de
plasma (VANAT et al., 2012). O concentrado plaquetario tem sido utilizado na medicina
humana e veterinaria e na odontologia pela capacidade de provocar regeneragdo tecidual.

As plaquetas séo secretoras especializadas, que liberam granulos alfa intracelulares,
em resposta a ativacdo de um grande numero de substancias biologicamente ativas como 0s
fatores de crescimento. Desempenham o processo de cicatrizacdo, expandindo a resolucdo das
les@es teciduais (GEREMICCA; FONTE; VECCHIO, 2010).

Rumjantseva e Hoffmeister (2010) relataram que uma das formas de avaliar a
viabilidade das plaquetas armazenadas é a determinacdo do pH. Niveis de pH abaixo de 6,0-
6,2 estdo associados a producéo de lactato, que tendem a acumular durante o armazenamento
a temperatura ambiente. O acimulo do lactato ocasiona queda do pH que esta associado a
diminuida viabilidade das plaquetas. Além do risco de contaminacéo e crescimento bacteriano
em plaguetas armazenadas em temperatura ambiente.

As plaquetas apresentam-se normalmente, em estado inativo (EVERTS et al., 2006) e
possuem Varios receptores responsaveis por sua agregacao, entre eles os receptores de
tromboxano, coladgeno e trombina (BOUDREAUX, 2010). Uma vez ativadas, as plaquetas
mudam da forma eliptica para arredondada e emitem pseuddépodes (PIETRZAK; EPPLEY,
2005).

Uma vez ativado o PRP in vivo, inicia-se a liberacdo de fatores de crescimento pré-
sintetizados, que advém proximo de 10 minutos apds a formagdo do coagulo. Ocorre na
primeira hora ap0s a ativagdo levando a extensa liberacdo de fatores de crescimento
armazenados nos granulos, porém as plaquetas continuam a sintetiza-los durante seu periodo
de vida (SUTTER, 2007).

A investigacdo laboratorial de doengas bacterianas é necessaria para identificar o
agente etioldgico e, algumas vezes, para determinar a sensibilidade aos antimicrobianos dos
patdgenos. A selecdo de meios de cultura, de condi¢cbes atmosféricas e de outros fatores
essenciais para isolamento é determinada pela suspeita de um patdégeno bacteriano. O
isolamento de rotina de muitos patdgenos envolve inoculacdo em placas de agar sangue e agar
MacConkey, seguidos de incubacdo por 24-48 horas. As caracteristicas morfologicas e 0s
testes bioquimicos permitem a identificacdo presuntiva do agente bacteriano. Caracteristicas
adicionais que podem auxiliar na identificagdo incluem producdo de pigmento e de odor tanto

no agar sangue quanto no agar MacConkey e a producdo de hemolise em &gar sangue. A
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identificacdo definitiva da bactéria é geralmente baseada em testes bioquimicos e soroldgicos.
Testes adicionais podem ser usados para identificar microrganismos especificos (HIRST;
MACLACHLAN; WALKER, 2004; QUINN et al., 2005;).

O pH inferior a cinco favorece o crescimento de fungos. Os fungos mutualistas tém
associacao obrigatéria com outros microrganismos e nao sdo patogénicos. Os saprofitos, que
estdo amplamente distribuidos no ambiente e envolvidos na decomposi¢cdo de matéria
organica, alguns podem causar infec¢des oportunistas em animais. Os fungos geralmente séo
isolados em agar dextrose Sabouraud ou batata dextrose, o qual possui pH de 5,5, que inibe o
crescimento da maioria das bactérias (HIRST; MACLACHLAN; WALKER, 2004; QUINN
et al., 2005).

Objetivou-se avaliar a conservacdo e viabilidade do plasma rico em plaquetas de
coelhos da raca Nova Zelandia, armazenado a temperatura de 4-6°C por um periodo de 30

dias.

2 REVISAO DE LITERATURA

As plaguetas sdo fragmentos citoplasmaticos anucleados, discoides e derivados dos
megacariécitos. Sdo pequenas, possuindo cerca de 5-7um de didmetro e, normalmente,
largura inferior a 3um. Esses fragmentos apresentam importante funcdo no processo
inflamatorio, na reparacdo tecidual por meio da interagdo célula-célula e liberacdo de
mediadores sollveis provenientes da ativacdo destes (FELDMAN; ZINKL; JAIN, 2000).
Também possuem a funcdo de armazenar e expressar de forma dindmica um repertério de
produtos ligados a membrana, que estdo envolvidos na dor, hemostase primaria, recrutamento
de células brancas, regulacao do ténus vascular e neovascularizagdo (SCOTT et al., 2004).

O PRP e o concentrado de plaquetas (CP) sdo obtidos pela centrifugacdo do sangue
total por meio do gradiente de densidade, obtendo-se expressiva concentracdo de plaquetas
em pouco volume de plasma (VANAT et al., 2012). S&o de facil aquisigéo, baixo custo, e
fontes de diversos fatores de crescimento (MAIA; SOUZA, 2009). Os fatores séo
armazenados em granulos no interior das plaquetas (VANAT et al., 2012), e importantes na
reparacgdo tecidual devido as acfes mitogénica, quimiotaxica e neovascular (MAIA; SOUZA,
2009). Além disso, auxiliam na diferenciacdo, crescimento das células mesenquimatosas
pluripotenciais e na producdo de matriz extracelular, atuando na regeneracdo dos tecidos
(VANAT et al., 2012).

A degranulacdo plaquetéaria propicia a liberacdo de substancias como fatores de

crescimento de transformacdes beta, derivado da plaqueta, epidermal, transformacdo alfa,
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vascular endotelial, tromboplastina plaquetaria, além de tromboplastina, célcio, serotonina e
enzimas hidroliticas (HARRINSON; CRAMER, 1993). Adicionalmente, outros fatores como
o0 de crescimento fibroblastico (EVERTS et al., 2006), de crescimento de tecido conjuntivo e
o semelhante a insulina I, também estdo presentes nas plaquetas (KUBOTA et al., 2004).

Os fatores de crescimento, devem ser aplicados no local da leséo, buscando imitar
tanto quanto possivel, as exigéncias do tecido ferido durante as diferentes fases de
regeneracdo. O desenvolvimento facil de alternativas atdxicas, seguras e nao onerosas que
podem ser utilizadas atendendo tais pré-requisitos, tem se tornado importante no ambito
cirtrgico (ANITUA et al., 2006b).

Como o PRP ndo contém leucécitos enriquecem a homogeneidade do produto e
reduzem o risco de reacdes, porque os neutrofilos expressam enzimas degradantes de matriz,
tais como as metaloproteinases de matriz, e liberacdo de espécies reativas de oxigénio que
destroem as células vizinhas, seja em tecido sadio ou lesionado (SCOTT et al., 2004).

Na medicina humana e odontologia, o0 PRP e o CP, tém sido utilizados em
procedimentos cirlrgicos para reparacdo 0ssea (MAIA; SOUZA, 2009). Vanat et al. (2012)
referiram a utilizacdo em transplantes de cOrnea, cicatrizacdo de feridas com diabetes mellitus
e regeneracao 6ssea. O PRP é 100% biocompativel e seguro, ndo apresenta risco infeccioso,
pois é feito a partir de plasma do proprio paciente (DEROSSI et al., 2009).

Anitua et al. (2006a) observaram que as associacOes de fatores de crescimento
liberadas in vitro aumentaram a proliferacdo de células de tenddes humanos e estimulam a
producdo de fatores angiogénicos, como de crescimento vascular endotelial e de hepatocitos.
Notaram também que a utilizacdo de matrizes de fibrina rico em plaquetas € uma estratégia
eficaz e segura para acelerar a proliferacdo de células do tenddo, estimular a sintese de
coldgeno tipo | e promover a neovascularizagdo tanto in vitro como in vivo. Eurides et al.
(2015) também observaram resultados favoraveis com a utilizacdo do plasma rico em
plaquetas autdlogo em tenddo do musculo gastrocnémio de coelhos.

A refrigeracdo de plaquetas tem sido utilizada para prolongar a vida de
armazenamento, manter a viabilidade e a funcionalidade por periodos prolongados
(ROTHWELL et al., 2000). Entretanto, estes processos podem trazer implicagfes para a
viabilidade plaquetaria (SILVA, 2006). As variacOes termicas muito abruptas podem interferir
no transporte de agua através da membrana celular, 0 que pode causar apoptose celular
(MASSUMOTO et al., 1997; SILVA, 2006).

Um método de avaliar a viabilidade das plaquetas armazenadas é a dosagem do pH,

pois niveis abaixo de 6,0-6,2 se encontram associados aos produtos metabolicos. Acumulam-



16

se durante o armazenamento a temperatura ambiente, causando queda no pH que estd
associado a diminuida viabilidade das plaquetas. Além do risco de contaminagdo e
crescimento bacteriano (RUMJANTSEVA; HOFFMEISTER, 2010).

Para verificar a viabilidade do PRP, Barbosa et al. (2008) e Aleixo et al. (2011),
realizaram a adicdo de tromboplastina na proporcdo de duas partes de PRP para uma de
tromboplastina célcica. Referiram ser um método favoréavel para ativacéo das plaquetas.

Foi notado por Dalanhol et al. (2010), que amostras de hemograma mantidos em
temperatura ambiente e a 4°C, por um periodo maximo de 72 horas, ocorre variacdo
significativa na média de contagem das plaquetas, em ambas temperaturas. Ressaltaram que a
variacdo poderia ser justificada pela aglutinacdo ou satelitismo plaquetario com amostras
colhidas com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). A aglutinacdo € EDTA-dependente
causada por imunoglobulina (Ig) M ou 1gG, que possuem maior poder de aglutinagdo em

baixas temperaturas.

3 MATERIAL E METODOS

O projeto para utilizacdo de 15 coelhos machos da raca Nova Zelandia, com peso de 3,5 a
4,0kg foi aprovado pela Comissio de Etica na Utilizacdo de Animais, protocolo CEUA/UFU
070/13. Os animais foram avaliados por meio de exame clinico, hemograma completo, em
analisador hematoldgico veterinario (pocH 100iVDiff, Sysmex do Brasil IndUstria e
Comércio, Sado José dos Pinhais, Parand, Brasil) e coproldgico. Apo6s terem sidos
considerados aptos a participarem do experimento realizou-se tricotomia e antissepsia com
alcool 70% da face medial da coxa direita para arteriopuncdo femoral. Colheu-se 18mL de
sangue de cada animal, para obtencdo de duas amostras, utilizando-se seis tubos de
hemossedimentacdo (VHS), contendo cada um 0,5mL de citrato de sodio e agulha especifica.
Obtendo-se assim 30 amostras que foram distribuidas em trés grupos de igual nimero (G1,
G2 e G3) para repeticéo estatistica.

Logo apdés a colheita realizou-se hemograma de cada coelho em analisador
hematoldgico veterinario, para contagem prévia de plaquetas. O preparo do PRP foi realizado
em capela de fluxo laminar (Cabine de Seguranca Bioldgica Classe Il Al, Filterflux
Equipamentos para Laboratérios, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). Para o preparo de uma
amostra de PRP, utilizou-se trés tubos de cada animal, contendo cada 3,0mL de sangue, que
foram centrifugados (Centrifuga Fanem Baby 1206, Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil) durante
vinte minutos a 2.000rpm. Apds descartou-se 1,0mL de plasma sobrenadante de cada tubo, o

restante foi transferido para um tubo de transporte com volume de 4,0mL (Labor Import,
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Osasco, Sdo Paulo, Brasil), sem aspirar o anel leucocitario. O tubo para transporte foi
submetido a uma segunda centrifugacdo durante dez minutos a 2.000rpm. Em seguida
descartou-se 1,5mL de plasma sobrenadante e 1,0mL restante foi homogeneizado ao botéo
plaquetario com pipeta automatica (Micropipeta ajustavel Peguepet, Cotia, Sdo Paulo, Brasil).
As amostras foram armazenadas em tubos de Eppendorf de 1,8mL. Colheu-se 100uL
destinados ao analisador hematoldgico veterinario para contagem de plaquetas do plasma rico
em plaquetas.

As amostras de cada grupo foram mantidas em geladeira (Consul Refrigerador 300,
Séo Paulo, S&o Paulo, Brasil) sob temperatura entre 4 e 6°C, aferidas por termo-higrémetro
interno (KBD6007, China). Antes de destinar as amostras para armazenamento realizou-se
cultura bacteriana e de bolores e leveduras, das quais somente as amostras que ndo
apresentaram crescimento microbiolégico foram utilizadas. Para a realizacdo das analises
microbioldgicas 50uL da Gltima porcdo de plasma sobrenadante foi homogeneizado em
2,5mL de caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI), (Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
England), que permaneceram em estufa a 36,0°C durante 48 horas. Em seguida, realizou-se
semeadura, com alca microbiolégica, em placa de Petri contendo os meios Agar Sangue
(Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) e MacConkey (Acumedia Manufaturing Inc,
Michigan, Estados Unidos da América), que permaneceram em estufa a 36,0°C durante 48
horas e posteriormente avaliadas quanto a presenca de coldnias bacterianas. A cultura de
fungos e leveduras foi realizada com a solucdo de BHI, porém a semeadura foi feita em meio
de Agar Batata Dextrose (Acumedia Manufaturing Inc, Michigan, Estados Unidos da
América), com acréscimo de 1,0mL de acido tartarico 10% (Casa da Quimica Inddstria e
Comércio, Diadema, Sao Paulo, Brasil) para cada 100mL do agar. As placas com amostras
fangicas permaneceram em estufa a 25,0°C durante cinco dias e posteriormente avaliadas
quanto a presenca de microorganismos.

A cada trés dias de armazenamento e durante 30 dias, uma amostra foi retirada da
geladeira para avaliacdo por meio da cultura bacteriana, de bolores e leveduras, contagem
automatica de plaquetas, agregacdo plaquetéria e pH. Para avaliagdo microbioldgica, o tubo
de Eppendorf contendo a amostra refrigerada foi aberto em capela de fluxo laminar, da qual
colheu-se 50uL do PRP e procedeu-se 0 mesmo protocolo no pré armazenamento.

Depois de colhido a quantidade utilizada para cultura bacteriana e fungica o PRP foi
destinado ao analisador hematoldgico para contagem de plaquetas. A agregacdo plaquetéaria
foi realizada pelo método referido por Aleixo et al, (2011), para tanto utilizou-se 100uL de

PRP homogeneizado em 50uL de tromboplastina calcica (Soluplastin, Wiener Laboratorios,
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Rosario, Argentina), as amostras foram destinadas ao banho-maria a 37°C e o tempo de
agregacdo foi cronometrado, sendo que a cada 20 segundos foram verificadas quanto a
formacéo do gel plaquetario.

Os tubos contendo o PRP foram centrifugados durante dez minutos em centrifuga de
microhematologia (Fanem Microhemato Centrifuge, Modelo 2410, Guarulhos, S&o Paulo,
Brasil), para separacdo do plasma que foi utilizado para afericdo do pH (Medidor de pH
mPA210, MS Tecnopon Equipamentos Especiais, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). O plasma
restante foi diluido em 20mL de agua destilada e destinado ao pHmetro para aferi¢do do pH.

Para a verificacdo de relacionamento linear entre as variaveis analisadas e o tempo foi
feita a analise de regressao linear simples tendo como variavel dependente o atributo, como
numero de plaquetas, volume plaquetario médio e pH e como variavel independente o tempo.

Também foi feita a analise de variancia para cada varidvel seguida do teste de
comparacdao multipla de médias de Tukey quando ocorreu diferenga significativa pela anova.
Nos testes de comparagdo de amostras pareadas analisou-se primeiro a normalidade das
diferencas entre os pares, pelo teste de Anderson-Darling. Em seguida, se as diferencas
apresentaram normalidade foi utilizado o teste T pareado comparando as variaveis presentes
no hemograma X pré-armazenamento e pré-armazenamento X pds-armazenamento. Nas
amostras que ndo apresentaram normalidade utilizou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon
para amostras pareadas.

As analises foram feitas seguindo os procedimentos estatisticos descritos em Banzatto
e Kronka (1989), Triola (1999) e Ayres et al. (2007), usando significancia de 5%. Utilizou-se

o0 portal Action (2014) que esta associada ao programa R Development Core Team, 2014).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as variaveis, niumero de plaquetas no hemograma, pré e pds-armazenamento, nao
houve relacédo linear em fungéo do tempo (p-valor>0,05), entretanto, sem influéncia do tempo
em relacdo as varidveis. Para avaliagdo de normalidade das amostras aplicou-se o teste de
Anderson-Darling, no qual se observou normalidade dos residuos na comparacdo das
variaveis referindo ao numero de plaquetas no hemograma x nimero de plaquetas no PRP
pré-armazenamento (p-valor>0,05). Portanto, aplicou-se o teste T e obteve-se diferenca
estatistica das variaveis (p-valor<0,05). Ja nas variaveis, numero de plaquetas pré-
armazenamento X numero de plaquetas pds-armazenamento, ndo ocorreu normalidade pelo
teste de Anderson-Darling (p-valor<0,05), sendo que com o teste de Wilcoxon obteve-se

diferenca estatistica (p-olume < 0,05). As diferengas estatisticas observada nas ultimas
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variaveis analisadas foram para o aumento do numero de plaquetas pos-armazenamento em
relacdo as pré-armazenamento (Tabela 1).

N&o ha um valor de referéncia para o nimero de plaquetas existentes no PRP, porém,
considera-se que o0 PRP atinja uma concentracao plaquetaria trés a seis vezes maiores que a do
sangue (MARX et al., 1998). Entretanto, Marx (2001) referiram que o PRP apresenta maior
eficacia, quando a concentracdo de plaquetas encontra-se em torno de 1.000.000uL, em uma
aliquota padréo de 6,0mL. Observac6es condizentes foram observadas nesta pesquisa, como a
obtencdo de uma concentracao plaquetaria de trés vezes em um volume de 1,0mL de plasma
em comparagdo com a encontrada no sangue total.

Tabela 1. Média (Méd.) e desvio padrdo (Dp.) em relacdo ao periodo de dias de
armazenamento sob refrigeragdo das variaveis, nimero de plaquetas no hemograma
(Hem.), pré e pos-armazenamento e das dez amostras de plasma rico em plaguetas de
coelhos. Unidade de medida: micrémetros cdbicos (um®)

. Méd. Dp. . . . . . .
Dias Hem. Hemn. Méd. Pré Dp. Pre Meéd. Pos Dp. Pos
3 291.000,0 96.005,2 813.333,3 391.566,5 842.000,0 444.332,0
6 224.000,0 35.679,1 613.000,0 221.763,3 600.666,6  266.535,8
9 209.666,6 39.310,7 686.000,0 247.879,0 709.333,3  284.106,2
12 230.333,3 40.525,7 504.333,3 124.957,3  398.666,6 78.767,5
15 291.000,0 96.005,2 1.009.666,6 334.049,8 1.092.000,0 369.048,7
18 217.333,3 9.8149 631.000,0 122.049,1 683.333,3 147.513,8
21 294.333,3 529748 961.333,3  429.466,3 1.027.000,0 504.173,5
24 294.333,3 52.974,8 953.000,0 181.099,4 1.014.333,3 251.064,4
27 194.666,6 42.122,8 574.000,0 247.655,0 639.666,6 306.818,0
30 195.666,6 42.453,8 588.000,0 94.978,9 628.000,0 239.025,1
2442333 45762,4 733.366,6° 411.033,1 763.500,0° 271.894,8

Letras diferentes na mesma linha demonstram diferenca estatistica.

Quanto a elevagdo do numero de plaguetas observadas nas amostras pos
armazenamento, Comar, Danchura e Silva (2009) afirmaram que a presenca de fragmentos
eritrocitarios, citoplasmaticos de células leucémicas, lipemia, bactérias, leveduras e microcitos
com volume proximo ao das plaquetas, podem ser contabilizadas, nos analisadores
hematoldgicos, como plaquetas, conduzindo assim a resultados falsamente aumentados na
contagem plaquetaria. Neste experimento notou-se acréscimo da contagem de plaquetas nas
amostras pos armazenamento, possivelmente devido a fragmentacdo de outras células
plasmaticas como células brancas e hemacias.

As variaveis, volume plaguetario médio (VPM) no hemograma, pré e poés-
armazenamento nao apresentaram relacdo linear em funcdo do tempo (p-valor>0,05),

portanto, houve influéncia do fator periodo de tempo nas variaveis de VPM. Quanto ao teste



20

de normalidade de Anderson-Darling, comparado ao VPM do hemograma x VPM pré-
armazenamento e VPM pré-armazenamento x VPM po6s-armazenamento, apresentaram
normalidade (p-valor>0,05). Assim, aplicou-se o teste T pareado no qual se obteve diferenca
estatistica nas duas comparacdes (p-valor<0,05). Observou-se um aumento significativo no

VPM pés-armazenamento independente do periodo de dias (Tabela 2).

Tabela 2. Média (Méd.) e desvio padrdo (Dp.) em relacdo ao periodo de dias de
armazenamento sob refrigeracdo das varidveis, volume plaquetario médio no
hemograma (Hem.), pré e p6s-armazenamento e das dez amostras de plasma rico em
plaquetas de coelhos. Unidade de medida: fentolitros (fL).

Méd. VPM Dp.VPM  Méd.  Dp.VPM  Méd.  Dp. VPM

= Hem. Hem.  VPM Pré Pré VPM Pés P6s
3 6,43 0.25 6,47 0,06 9,30 0.26
6 6,80 043 6,73 0,30 10,70 0,46
9 6,83 0,40 6,63 0,21 11,03 0,66
12 6,40 0,26 6,66 0,38 9,90 0,78
15 6,43 0,25 6,83 0,35 10,70 1,15
18 6,73 1,15 6,66 1,01 10,23 1,44
21 673 0,25 716 0,51 11,13 1,03
24 6,73 0,25 7.30 0,26 10,90 1,15
27 6,60 0,20 7.03 0,25 9,03 0,65
30 6,26 0,76 6,46 0,97 9,23 0,85
6,60° 0,44 6,46 " 0,47 10,21° 0,91

Letras diferentes na mesma linha demonstram diferenca estatistica.

O volume plaquetario médio € utilizado por tratar de uma variavel bioldgica que
determina a funcéo e atividade plaquetarias (BATH et al., 2004). Fatores, como a tecnologia
utilizada e variavel pré-analiticas como efeito dos anticoagulantes, temperatura e tempo de
estocagem do material, causam interferéncia na determinacdo do VPM (GULATI et al., 2002;
VOGELAAR et al., 2002). O citrato de sodio, como anticoagulante, mantém as plaquetas com
o formato esférico, o que poderia causar aumento no VPM (MACEY et al.,, 2002;
GREISENEGGER et al., 2004). Plaguetas volumosas e agregados plaquetarios apresentam
maiores valores de VPM e contagens diminuidas (RACCHI; RAPEZZI, 2001; BAIN; PATH,
2005). Valores de VPM aumentam em um padrdo tempo-dependente, devido ao edema
plaquetério, entretanto, o acréscimo do tamanho das plaquetas € aproximadamente inferior a
0,5fL, quando a andlise é realizada dentro de duas horas ap0s a venopuncédo. A elevacdo do
VPM observado nesta pesquisa corrobora com as citagdes de Greisenegger et al. (2004), que

observaram aumento no pés-armazenamento em relagdo ao pré-armazenamento do volume
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plaquetario médio, o que acredita-se ser causado pelo edema celular devido ao periodo de
observacgao.

Para as varidveis pH plasmatico pré e p6s-armazenamento, ndo houve relacao linear
em funcdo do tempo (p-valor>0,05). J& para analise de variancia de cada variavel em
comparagdo multipla de médias observou-se diferenga estatistica (p-valor< 0,05) para as
amostras pds-armazenamento. Pode-se observar que houve diferenca estatistica na
comparacdo do pH po6s-armazenamento na comparacao realizada entre os periodos, 30 e 6; 30
e 24; e 30 e 27 dias. Comparando-se o pH das amostras pré e pds-armazenamento ocorreu
normalidade perante o teste de Anderson-Darlin (p-valor>0,05) e ao teste T pareado notou-se
diferenca estatistica com p-valor<0,05. Em comparacdo o pH pds armazenamento apresentou

discreta alcalinizacdo (Tabela 3).

Tabela 3. Média (Méd.) e desvio padrdo (Dp.) em relagdo ao periodo de dias de
armazenamento sob refrigeracdo das varidveis, pH pré e pds-armazenamento e
das dez amostras de plasma rico em plaquetas de coelhos.

Dias MeF‘,jr'épH Dp. pH Pré Mepdc;)spH Dp. pH Pés
3 751 0,04 7,62 0,22
6 7,65 0,13 7,94 0,07
9 7,62 0,14 7,75 0,09
12 7,57 0,10 7,76 0,16
15 7,51 0,04 7,79 0,23
18 7,57 0,07 7,76 0,16
21 7,51 0,08 7,69 0,03
24 7,51 0,08 7,86 0,17
27 7,46 0,08 7,99 0,30
30 7,54 0,12 7,35 0,07

7,55 0,09 7,75 0,14

Letras diferentes na mesma linha demonstram diferenca estatistica.

Produtos metabdlicos, como lactato, podem acumular-se durante 0 armazenamento a
temperatura ambiente, ocasionando queda no pH (MURPHY; GARDNER, 1971). Niveis de
pH abaixo de 6,0-6,2 (MURPHY et al., 1994), ou até 6,5 (PISCIOTTO et al., 1991), se
encontram associados a diminuicdo da viabilidade plaquetaria. Ja em temperatura de 4°C o
acumulo de lactato é minimo, e o pH ndo diminui (SLICHTER, 1981). Os produtos
plaquetérios armazenados a 4°C mostram melhor estabilidade do pH, taxa reduzida de
glicolise, e melhor resposta quando estimulado pela adrenalina ou colageno do que em
comparacdo as plaquetas armazenadas a temperatura ambiente, entretanto, sugeriram que

plaquetas refrigeradas apresentam melhor estabilidade celular (RUNJANTSEVA,
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HOFFMEISTER, 2010). O desenvolvimento de materiais e bolsas para armazenagem de
plaquetas, como recipientes que favorecam a troca de oxigénio e didxido de carbono e
volumes de armazenamento maior de plaquetas estabilizam os valores de pH, portanto,
resultaram em melhor viabilidade das plaquetas (MURPHY, 2002). O pH das amostras de
PRP ndo atingiram niveis que ocasionassem diminuicdo da viabilidade plaquetaria. A
diferencga estatistica encontrada entre as amostras de 30 e 6; 30 e 24; e 30 e 27 dias de
armazenamento foi devido a queda significativa da média de pH (7,35) das amostras
referentes a 30 dias, o que pode ser justificado pela condicdo anaer6bica do meio com
possivel producdo de lactato neste periodo.

A agregacdo plaquetéria ocorreu em todas as amostras, dos trés grupos, dentro de vinte

segundos depois de adicionado tromboplastina célcica (Figura 1).

Figura 1. Gel plaquetéario de coelho do grupo dois obtido ap6s adicdo de tromboplastina
célcica da amostra 27° dia de armazenamento sob refrigeracéo.

A tromboplastina célcica empregada para ativagdo plaquetaria mostrou-se eficaz, bem
como a concentragdo utilizada, como indicado por Aleixo et al.,(2011). Nunes Filho et al.
(2007) utilizaram cloreto de célcio 10% para ativagdo das plaquetas em PRP de cdes, e
também obtiveram éxito. Porém, segundo Yamada et al. (2012) o cloreto de célcio é um fraco
ativador plaquetario, sua principal funcéo € antagonizar o anticoagulante utilizado, permitindo
a formacédo do gel. A ativagdo, por exemplo, pela trombina, causa a mudanca de forma das
plaquetas e o desenvolvimento de pseuddpodos, que promovem a agregacdo plaquetaria e a
subsequente libertacdo de granulos contendo fatores de crescimento, através do sistema
canalicular aberto (EVERTS et al., 2006). De acordo com Wallace et al. (1993), para as
plaquetas serem consideradas clinicamente eficazes, devem exercer a funcdo de coagulacdo,
ou seja, impedir ou parar sangramento. Foi referido por Murphy e Gardner, (1971) que as
plaquetas sdo metabolicamente ativas a temperatura ambiente, o que ndo ocorre em plaquetas

armazenadas a 4°C, pois, a baixas temperaturas ndo ocorre a liberagcdo de granulos beta para o
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meio de armazenamento. Nesta pesquisa, a agregacdo plaquetéaria ocorreu dentro do mesmo
intervalo de tempo, tanto no pré e pos-armazenadas e independente do periodo de avaliagdo
sugere-se que o PRP permaneceu intacto e vidvel durante o periodo. A degranulagédo
plaquetaria ocorre somente ap0s a sua agregacao/ativacao, portanto acredita-se que o plasma
rico em plaquetas permaneceu com o0s granulos intraplaquetarios, sendo importante na
utilizag&o nas cirurgias reparadoras e reconstrutivas.

N&o houve crescimento bacteriano e de leveduras em nenhuma amostra, independente
do periodo de armazenamento, porém observou-se crescimento de bolores nas amostras aos

21 dias nos grupos G1 e G3, (Figura 2).

-

Figura 2. Coldnias fungicas (setas vermelhas) em agar batata dextrose do plasma rico em
plaquetas de coelho do grupo um da amostra 21° dia de armazenamento sob
refrigeragéo.

As plaquetas foram mantidas a temperatura ambiente, e pelo risco concomitante de
crescimento bacteriano, 0 armazenamento tem sido limitado a cinco dias (RUMJANTSEVA,;
HOFFMEISTER, 2010). O isolamento de rotina de muitos patdgenos envolve inoculacdo em
placas de &gar sangue e agar MacConkey, seguidos de incubacdo por 24-48 horas. Estes
meios sdo utilizados para a identificacdo de bactérias, por meio da producéo de pigmento e de
odor tanto no agar sangue quanto no dgar MacConkey e a producdo de hemdlise em agar
sangue. Os fungos geralmente sdo isolados em &gar dextrose Sabouraud ou &gar batata
dextrose, o qual possui baixo pH que inibe o crescimento da maioria das bactérias (HIRST;
MACLACHLAN; WALKER, 2004; QUINN et al., 2005). No preparo do &gar batata dextrose
acrescenta-se 1,0mL de &cido tartarico 10% para cada 100mL de meio, para ocorrer
acidificacdo e consequente inibi¢cdo do crescimento bacteriano, ao final o meio possui pH de
4,0-4,5 (GAVA, 2002). Apesar de ter ocorrido crescimento de bolores nas amostras de 21 dias
pos armazenamento dos grupos um e trés, ndo foi observado alteracdo macroscopica ou de
coloracédo das amostras. O pH das amostras foram de 7,66 e 7,73, respectivamente, 0 que ndo

favorece o crescimento fungico (QUINN et al., 2005). Portanto, supdem-se que houve
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contaminagédo por esporos de fungos durante o armazenamento, e o crescimento dos bolores
ocorreu quando foram semeados em meio de pH favoravel. Foi possivel observar que 0s
microtubos (Eppendorf) mostraram-se eficazes quanto a contaminacdo bacteriana das

amostras durante o armazenamento.

5 CONCLUSAO
O plasma rico em plaquetas de coelhos pode ser armazenado sob refrigeracéo entre 4 e
6°C por manter o nimero de plaquetas, sem alteracdo significativa do pH e auséncia de

contaminacgdo bacteriana e fangica durante18 dias, nas condi¢des do presente experimento.
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