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Resumo

Este estudo piloto objetivou avaliar e comparar trés protocolos manuais para producdo de plasma rico em
plaquetas (PRP), aut6logo, em gatos. Utilizaram-se 15 amostras de sangue de trés gatos adultos higidos
e domiciliados. Cinco amostras de 4,5ml de sangue foram colhidas da jugular de cada animal, por siste-
ma a vacuo, sequencialmente, em tubos com citrato de sédio. As amostras foram processadas por meio
de protocolos de dupla centrifugacao: P1 (113g - 10 minutos; 652g - 5 minutos); P2 (400g - 10 minutos;
800g - 10 minutos); P3 (400g - 10 minutos; 600g - 10 minutos). As concentragdes plaquetarias obtidas no
PRP dos diferentes protocolos foram comparadas por ANOVA. A viabilidade do modo de coleta a vacuo
para a espécie e a facilidade de execugdo das técnicas também foram avaliadas. O uso do sistema a vacuo
mostrou-se satisfatério e simplificou o procedimento. Um dos protocolos (P1) ndo permitiu a separacdo de
sangue em trés fases apds a primeira centrifugacdo. Duas das técnicas (P2 e P3) mostraram-se factiveis
para a producao do PRP, proporcionando concentragdes superiores a 1x106 plaquetas/ul. O protocolo P3
mostrou-se estatisticamente superior na habilidade de concentrar plaquetas. Conclui-se que o método de
coleta é eficiente para o objetivo proposto; a execucdo das técnicas para obtengdo do PRP em gatos, a partir
de P2 e P3, pode ser considerada facil; devido ao reduzido nimero de amostras, sdo necessarios mais testes
para que seja comprovada a eficiéncia dos protocolos para produgdo do PRP na rotina clinica de gatos.

Palavras-chave: felinos, fatores de crescimento, adjuvante, cicatrizacao.

Abstract

This pilot-study aimed to evaluate and to compare three manual protocols of autologous platelets-rich
plasma (PRP) achievement in cats. Fifteen blood samples collected from three adult healthy indoor cats
were utilized. Five samples of 4.5 ml of jugular blood were collect with a vacuum system, sequentially
in citrated tubes from each cat. The samples were processed using double centrifugation protocols (P):
P1 (113g - 10 minutes; 652g - 5 minutes); P2 (400g - 10 minutes; 800g - 10 minutes); P3 (400g - 10 minutes;
600g - 10 minutes). Platelet concentrations obtained in PRP in different protocols were analyzed by ANO-
VA. The feasibility of the collect method to the species and ease of execution of techniques was evaluated
too. The collect method was satisfactory and simplified the procedure. One of the protocols (P1) did not
enabled the blood separation into three layers after first centrifugation step. Two techniques (P2 and P3)
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were effective to produce PRP, yielding concentrations higher than 1x106 platelets/pL. The protocol P3 was
superior in the platelet concentration ability. The collect method was considered efficient to the purpose;
the execution of the techniques to PRP preparation in cats, and two of the protocols (P2 and P3), may be
considered relatively easy; although, due to the small number of samples, more tests are needed to prove
the efficiency of these protocols for PRP production in clinic routine of cats.

Keywords: felines, growth factors, adjuvant, healing.

Introducgdo

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma fonte
autégena e pouco onerosa de fatores de crescimento
(FC), que é preparada a partir do sangue total re-
tirado do préprio paciente (1,2). O PRP ¢é atéxico,
nao imunogénico e formado por plaquetas, leucéci-
tos e plasma. Por meio da centrifugagdo do sangue,
obtém-se um pequeno volume de plasma contendo
alta concentracao de plaquetas (3,4) que atuam no
processo de hemostasia, cicatrizagdo e re-epiteliza-
¢do de feridas (5).

O PRP vem sendo utilizado na odontologia com
o intuito de favorecer a cicatrizacdo desde a década
de 1990, a partir de estudos realizados por Marx et
al.(3). Esse autor introduziu o PRP como uma nova
biotecnologia com possiveis efeitos terapéuticos e,
a partir dai, cresceu o interesse no seu uso como
biomaterial na medicina regenerativa, por sua ca-
pacidade de conduzir os mais diferentes tecidos ao
reparo (4).

Os fatores de crescimento liberados pelas plaque-
tas estimulam a angiogénese, favorecendo o cresci-
mento vascular e a proliferacao de fibroblastos, os
quais promovem o aumento na sintese de coldgeno
(5). Estudos realizados por Robson (6), Marx (5) e
Freymiller e Aghaloon (7) revelam que ao menos
sete fatores de crescimento diferentes secretados
ativamente pelas plaquetas atuam na fase inicial da
cicatrizacdo, tornando-a mais eficiente. A ativacdo
dos fibroblastos para a formagdo de protocolagenos
é feita pelos fatores de crescimento transformadores
(TGFpB1 e TGFp2), resultando na deposigdo de cola-
geno e cicatrizagdo da ferida. Os isdmeros do fator
de crescimento plaquetario (PDGFaa, PDGFpp e
PDGFap), atuando ou nao juntamente com os TGF,
estimulam a proliferacdo dos fibroblastos, aumen-
tam a vascularizacao tecidual e quantidade de cola-
geno, aprimoram a osteogénese e promovem a pro-
ducao de tecido de granulacdo. A estimulacao da
angiogénese, mitogénese e permeabilidade vascu-
lar é conferida pelo fator de crescimento endotelial
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vascular (VEGF). Ja o fator de crescimento epitelial
(EGF), além de também promover a angiogénese,
induz o crescimento do tecido epitelial.

As primeiras técnicas utilizadas para obtencdo
do PRP eram realizadas por maquinas de plasmafé-
rese, em ambiente hospitalar. Posteriormente foram
desenvolvidos protocolos empregando sistemas
automatizados, que utilizam sangue colhido por
puncdo venosa periférica e kits para aquisicdo do
PRP, o que tornou o método mais simples, porém
dispendioso (8). Centrifugas convencionais de mesa
podem ser usadas para a producdo de pequenos
volumes de PRP, a partir de pequenos volumes de
sangue (9). Esses protocolos sdo mais trabalhosos e
exigem aprendizagem por parte do executor, mas
permitem a preparagdo do PRP a baixo custo, po-
dendo ser efetuado em ambiente mais simples (8).

Para que o PRP seja considerado terapéutico e
tenha potencial de influenciar biologicamente as cé-
lulas de um leito receptor, deve apresentar concen-
tragdo plaquetdria minima de 1x106 plaquetas /pl
(1,5). Desta maneira, um PRP com contagem de pla-
quetas quatro a cinco vezes superior a do sangue é
considerado adequado para alcangar respostas sig-
nificativas (9). Marx (1) cita que, para que as plaque-
tas sejam verdadeiramente concentradas a partir do
sangue autélogo, devem ser utilizados protocolos
de dupla centrifugagdo. Este processo deve ser exe-
cutado com precisdo para que se obtenha plasma
com altas concentracdes de plaquetas integras, pois
a eficdcia terapéutica do PRP pode ser reduzida se
houver fragmentacao das plaquetas e liberacao dos
fatores de crescimento precocemente (5). Além do
numero de centrifugagdes, fatores como forca apli-
cada, tempo de centrifugagdo e redugdo do volume
plasmatico também influem na qualidade do PRP
(10).

Sdo vistos diferentes volumes sanguineos em-
pregados para a producdo do PRP, em estudos
distintos, realizados em humanos (2,3,4,10), cdes
(11,12,13), equinos (14) e coelhos (15,16). Nesses es-
tudos, o sangue foi colhido em tubos, seringas ou
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bolsas para transfusdo contendo como anticoagu-
lante o citrato de sodio, associado ou ndo a outros
constituintes.

Lacoste et al. (17) referem que, para que os FC
presentes no PRP sejam liberados é necessaria a ati-
vacdo das plaquetas. Para tal, podem ser emprega-
dos diferentes métodos que vao desde a adicao de
trombina bovina ou autéloga, até a exposicao direta
do colageno em vivo (18). Estando as plaquetas ati-
vadas, inicia a liberagdo dos FC de seus a-granulos
imediatamente. Dentro de dez minutos 70% do to-
tal armazenado é secretado e, aproximadamente
100% é liberado dentro da primeira hora (1).
Apesar dos numerosos protocolos para obtencao
do PRP descritos na literatura, ndo ha um protocolo
padrado para sua producao (19). Por sua aplicacao
ser mais recente na medicina veterinaria, em com-
paracdo a medicina humana, sdo necessarias mais
pesquisas para validacdo, padronizagdo e seu me-
lhor aproveitamento (20) nas diferentes espécies
animais. Em pequenos animais, o uso do PRP é
ainda menos frequente e os resultados obtidos refe-
rem-se principalmente a reparagao 6ssea (11,13,21)
e cicatrizagdo cutdnea (22,23) em caes. Em gatos,
protocolos de dupla centrifugagdo para producao
de PRP, visando seu uso como adjuvante da cica-
trizacdo, ndo sdo do conhecimento dos autores do
presente estudo.

Para Welles et al. (24), gatos ndo sdo bons can-
didatos a separacao de plaquetas, pois tém um vo-
lume relativo e total de sangue consideravelmente
pequeno, quando comparados as demais espécies
animais e pessoas. Além disso, possuem veias pe-
quenas e temperamento dificil. Logo, métodos ide-
ais para a separacao de plaquetas em gatos devem
requerer pequena quantidade de sangue e diminuir
o risco da ativacdo plaquetdria devido ao procedi-
mento de coleta.

Acredita-se que os beneficios alcancados na ci-
catrizacao tecidual a partir do uso do PRP também
possam ser obtidos para a espécie felina Porém,
até o momento, ndo existem dados reais sobre seu
efeito terapéutico em felinos. Este estudo piloto tem
por objetivo avaliar e comparar trés protocolos para
a separacao do PRP em gatos. Também visa testar a
viabilidade do modo de coleta e a facilidade de exe-
cucdo das técnicas, para que, futuramente, o PRP
possa ser utilizado como adjuvante da cicatrizagao
também na espécie felina.

Material e métodos
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Este estudo foi aprovado pelo Comité em Etica no
Uso dos Animais em Ensino e Pesquisa da Uni-
versidade Federal de Santa Maria, sob registro n°
011/2013, e seguiu os principios éticos do Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

1. Obtencdo das amostras de sangue

Para a obtencdo das amostras de sangue foram
utilizados trés gatos machos, adultos jovens, com
idade entre um e trés anos, castrados, higidos, pe-
sando em média 4,4 kg (3,6 a 6,0kg), domiciliados,
com consentimento de seus tutores (através de Ter-
mo de consentimento livre e esclarecido).

Os animais foram anestesiados com a associacao
cloridrato de tiletamina e cloridrato de zolazepam,
na dose de 6mg/kg, por via intramuscular. A se-
guir, foi feita tricotomia ampla da regiao ventral
do pescogo e nos membros toracicos. Fluidoterapia
de manutencao (8ml/kg/h) foi instituida com rin-
ger lactato de sédio através de vendclise da cefélica
com cateter n° 22G. Com os animais anestesiados,
posicionados em dectibito dorsal, foi realizada an-
tissepsia com solucao de clorexidine 0,5% em meio
alcodlico. Em seguida, foi procedida a puncao da
jugular utilizando sistema de coleta de sangue a va-
cuo (Vacutainer®), com agulha 21G1 e tubos esté-
reis com citrato de sédio a 3,2%. Foram colhidas cin-
co amostras de 4,5ml de sangue, sequencialmente,
de cada um dos animais, totalizando 22,5ml de san-
gue. Todas as coletas de sangue foram realizadas de
forma asséptica, pelo mesmo operador. O sangue
foi homogeneizado, mantido refrigerado durante
o transporte. Cada protocolo foi testado em cinco
amostras de um mesmo animal

2. Processamento do PRP

A manipulacdo do sangue para obten¢do do
PRP ocorreu em sala com temperatura controlada
(220C), em capela de fluxo laminar previamente
esterilizada com luz ultravioleta durante 30min.
Todas as etapas de manipulacdao das amostras até
a producgdo do PRP foram realizadas pelo mesmo
operador.

Foram testados trés diferentes protocolos para
obtencdo do PRP, referidos como P1, P2 e P3. Em
linhas gerais, para cada um dos protocolos adota-
dos, as cinco amostras de sangue em citrato foram
homogeneizadas e centrifugadas (centrifuga Centri-
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bioTDL80-2B), em forgas e tempos pré-estabelecidos
(Tab. 1).

Apbs a primeira centrifugagdo do sangue total,
foi esperada a separagdo dos constituintes em trés
fracdes, de acordo com seu gradiente de densidade:
a fase inferior, constituida pelos eritrdcitos, a inter-
medidria, formada pela zona da névoa (ZN), onde
estdo as plaquetas maiores e os leucdcitos, e a supe-
rior, representada pelo plasma e as plaquetas.

Protocolo 1° centrifugacéio | 29 centrifugacéo
P1 113G - 10min | 652G - 5min

P2 400G - 10min | 800G - 10min
P3 400G - 10min | 600G —-10min

Tabela 1- Protocolos (P1, P2, P3) de obtencdo de plasma rico
em plaquetas (PRP) em felinos.

As fragdes correspondentes a ZN e ao plasma fo-
ram aspiradas com o auxilio de pipeta automatica e
transferidas para um tubo Falcon de 15 ml estéril. O
volume restante, correspondente aos eritrdcitos, foi
desprezado. A seguir, os tubos Falcon foram cen-
trifugados (centrifuga microprocessadora Quimis
Q222TM204) no tempo e velocidade especificados
para cada um dos protocolos na Tabela 1.

A partir da segunda centrifugacao foi obtido o plas-
ma pobre em plaquetas (PPP), localizado na regido
superior do tubo e, ao fundo, um botdo com o con-
centrado de plaquetas junto com leucécitos e alguns
eritrécitos. Parte do PPP foi retirado e desprezado,
mantendo-se o volume restante para diluir as célu-
las do botdo, que foram homogeneizadas cuidado-
samente, formando o PRP. O volume final obtido
de PRP correspondeu a aproximadamente 10% do
volume de sangue total coletado.

3. Avaliacao laboratorial

Para a contagem plaquetaria basal, foi coletado
0,5 ml de sangue da veia jugular imediatamente
apos a coleta para a separagdao do PRP. Este foi acon-
dicionado em tubos contendo EDTA e homogenei-
zado. Foram empregados 50 pL do PRP para deter-
minar a quantidade de plaquetas. As contagens de
plaquetas basal e do PRP foram realizadas manual-
mente em cAmara de Neubauer, utilizando micros-
copio 6ptico binocular com aumento de 400x. Cada
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amostra foi previamente diluida e homogeneizada
em liquido de Brecehr (oxalato de amoénia a 1%). Ao
dividir o ntimero de plaquetas obtido no PRP pelo
namero de plaquetas no sangue total, foi obtido o
indice de concentracao de plaquetas. As avaliacdes
laboratoriais do sangue e PRP foram realizadas
sempre pelo mesmo operador.

4. Analise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o softwa-
re SigmaStat versao 3.5 (Systat Software Inc.). Os
resultados obtidos foram avaliados por andlise da
varidncia pelo método de Holm-Sidak para compa-
racao das concentracdes plaquetarias nos diferentes
protocolos. O nivel de significancia considerado foi
de P<0,05.

Resultados e discussao

O método utilizado para coleta do sangue mos-
trou-se satisfatério. O uso da coleta a vacuo tornou
o procedimento mais facil, visto que ha refluxo de
sangue para os tubos imediatamente apds a pun-
¢do, minimizando o risco de transfixacdo do vaso
e ativacao das plaquetas pelo dano causado pela
puncao. Esse mesmo sistema também foi utilizado
para producao de PRP por Barbosa et al. (11) e Va-
nat et al. (12) em estudos utilizando caes. Apesar
de Everst et al. (9) indicarem o uso de agulhas com
numeragdes superiores a 17G (J=1,33mm), para
evitar possiveis danos as plaquetas, nesse estudo
utilizaram-se agulhas com menor calibre. Com agu-
lhas 21G (25X0,8mm) foi possivel realizar a coleta
e ndo foram visualizados agregados plaquetarios,
que indicariam ativacao das plaquetas, durante a
contagem manual.

Com relagao a coleta, esperava-se que os tubos
fossem preenchidos com velocidade semelhante,
com uma Unica pungdo em cada animal; entretan-
to, observou-se grande variacdo, tanto no nimero
de pungdes necessdrias, quanto na velocidade em
que os tubos foram preenchidos. Para evitar que es-
ses fatores influenciassem no resultado obtido, foi
padronizado que cada animal corresponderia a um
protocolo. No animal do protocolo P1 foi possivel
preencher quatro tubos com a primeira puncdo no
lado direito, sendo necesséario coletar o ultimo tubo
da jugular esquerda. A coleta de sangue dos cinco
tubos do animal do grupo P2 foi feita na jugular
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direita. E, para P3, foi possivel coletar os trés pri-
meiros tubos na jugular esquerda e os dois tubos
seguintes foram entao coletados da jugular direita.
Para todos os animais, o garroteamento da veia ju-
gular foi desfeito sempre que se realizava a troca de
tubo, com o intuito de favorecer seu preenchimento.
Para os protocolos P1 e P2, foram utilizadas forcas
e tempos ja descritos previamente na literatura por
Barbosa (13) e Vendramin et. al. (10), respectiva-
mente. Porém, no presente estudo, modificaram-
-se algumas variaveis como o método de coleta, os
tipos de tubos utilizados, tipo de anticoagulante e
centrifugas.

Ao utilizar a forca de 113 g na primeira centri-
fugagdo (protocolo P1), ndo houve separacao do
sangue em trés fases em nenhum dos cinco tubos.
Optou-se por homogeneizar o sangue e centrifuga-
-lo novamente, com a velocidade de 400g, que seria
utilizada nos outros dois protocolos, apenas para
teste. Nesta nova centrifugagdo obteve-se a separa-
¢do esperada, porém esse resultado nao foi utiliza-
do. Apesar de ndo poder se descartar possivel varia-
¢do individual, ja que neste estudo foram utilizadas
cinco amostras do mesmo animal para cada proto-
colo, considerou-se importante a ndo separagao do
sangue com a utilizacdo desse protocolo. A mesma
velocidade ja havia sido utilizada com éxito por Pe-
reira et al. (14) em um estudo que utilizou equinos e
por Barbosa (13) que testou cdes e coelhos.

Optou-se pela utilizagdo de técnicas com dupla
centrifugagdo, pois o objetivo foi a obtencao de PRP.
Quando utilizada uma tnica centrifugacao, a con-
centracdo total de plaquetas é mais baixa, por se tra-
tar de uma mistura de plasma pobre em plaquetas
(PPP) e PRP (1). Essa baixa concentracdo foi vista
no estudo com centrifugac¢do tnica, realizado por
Molano (25), que utilizou gatos.

Diferentemente dos dados obtidos por Vendra-
min et. al. (10) e Pereira et. al. (14), ndo se conseguiu
maior concentracao de plaquetas com o aumento da
forca g. Ao ser utilizada uma forca menor na segun-
da centrifugagao em P3 (600g) houve maior concen-
tracao de plaquetas. Nao se sabe ao certo porque
isso aconteceu, jA que ndo foram utilizadas forgas
excessivamente altas em P2 (800g). Durgrillon et.
al. (26) ao utilizarem forcas superiores a 800g na se-
gunda centrifugacao, relataram a liberacdo precoce
dos FC e agregacao plaquetédria. Nao foram mensu-
rados os FC nesse estudo, mas como ja mencionado
anteriormente, ndo houve visualizagdo de agrega-
dos plaquetdrios durante a contagem manual em
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nenhuma das cinco repeticdes de P2 e P3.

Tanto no P2 como em P3 foi possivel realizar a se-
paracdo do PRP, conforme o esperado, com proto-
colo de dupla centrifugacao (Figura 1). Em ambos
obtiveram-se concentra¢des superiores a 1.000.000
de plaquetas/pL, ou mais de quatro a cinco vezes
o valor da contagem de plaquetas basal, para todas
as cinco repeticdes, favorecendo seu potencial tera-
péutico (1,5,9).

Figura 1 - Processamento do sangue. Separacdo apds a pri-
meira centrifugacdo: (A) em P2; (B) em P3. Botdo plaquetario
formado apds a segunda centrifugacdo: (C) em P2; (D) em P3.

A contagem média de plaquetas obtida no PRP
em P2 foi de 5.206.000 (£609.297) plaquetas/uL, o
que corresponde a concentracdo 9,33 vezes superior
a contagem basal, que foi de 558.000 plaquetas/
uL. Ja com PRP produzido em P3, em que se obte-
ve a média de 7.912.220 (+1.447.582) plaquetas/pL,
atingiu-se a concentragdo média de plaquetas 22,67
vezes superior a encontrada no sangue (349.000
plaquetas/pL). Ao se comparar ambos os protoco-
los, houve diferenca estatisticamente significativa
(P=0,005), sendo o protocolo P3 mais eficiente em
concentrar grande niimero de plaquetas em um pe-
queno volume de plasma.

Estudos (1,5,9) consideram que, para alcangar
respostas significativas, o PRP deve atingir a con-
centracdo plaquetaria de 1x106 plaquetas /ul (1,5) o
que corresponderia a aumento quatro a cinco vezes
superiores a contagem de plaquetas do sangue (9).
Ainda existem divergéncias quanto ao fator dose-
-resposta. Relata-se que quando os receptores espe-
cificos para FC da superficie da célula estdo comple-
tamente ocupados, concentragdes crescentes desses
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fatores parecem ndo ter qualquer efeito benéfico
adicional. Ou, por outro lado, alguns FC poderiam
exercer um efeito inibitorio sobre as fungdes das cé-
lulas, quando em altas concentragdes (27).

A concentracao final de plaquetas de qualquer
PRP é determinada pelo volume inicial de sangue
coletado, pela eficiéncia na recuperacao de plaque-
tas pela técnica utilizada e volume final de plasma
utilizado para ressuspender as plaquetas concentra-
das. A alteragdo de qualquer uma das trés variaveis
ira alterar proporcionalmente a concentracao final
do PRP (28). Tendo em vista esses dados, acredita-
-se que as altas concentragdes de plaquetas alcanca-
das nesse experimento ilustram a real eficiéncia de
recuperagdo de plaquetas pelos protocolos execu-
tados, principalmente em P3 (7.912.220+1.447.582).
Para evitar possiveis efeitos inibitérios devido as al-
tas concentracdes obtidas, sugere-se que a reducao
do PPP na etapa final seja menor, pois no presente
estudo optou-se por manter um volume que corres-
pondesse a 10% do total de sangue coletado. Como
resultado, havera maior volume de PRP, para utili-
zacdo em areas mais extensas, ainda mantendo con-
centracdo que o torna terapéutico.

Apesar dos protocolos realizados utilizarem
um volume de sangue total de 22,5ml, que pode
ser considerado relativamente elevado para gatos,
correspondendo em média a 5,11ml/kg por animal,
em cada uma das repeticdes empregou-se apenas
4,5ml. Essas repeticdes ocorreram para garantir a
reprodutibilidade da técnica. Logo, se for conside-
rado cada tubo individualmente, é possivel obter
excelente concentracdo de plaquetas em P2 e P3,
com pequeno volume de sangue em gatos, o que
torna ambos os protocolos adequados para uso na
clinica e cirurgia de felinos.

Optou-se por nao realizar a ativacao do PRP de-
vido as possibilidades de seu uso na forma liquida
parecerem mais vantajosas para os autores do pre-
sente estudo. Quando o PRP é injetado diretamente
na ferida, a ativacdo das plaquetas, para liberacao
dos FC, pode ocorrer por meio de substancias gera-
das pelo traumatismo provocado pela agulha no te-
cido e, principalmente pelo colageno tecidual (29).
Westerlaine et. al. (18) alegam que essa ativacao,
tem como vantagens a possibilidade de aplicacao
do PRP através de agulhas pequenas, porque o co-
agulo ainda ndo foi formado, eliminacao de riscos
de reacdo imunoldgica, como na ativacdo exdgena,
e leva a liberacdo de FC de forma mais lenta e con-
tinuada, em comparacao a trombina. Vendramin
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et. al. (29), em um estudo que objetivou buscar a
melhor forma de aplicagdo do PRP em enxertias
cutaneas em coelhos, concluiram que a forma liqui-
da, além de demonstrar melhores resultados, tem
preparacao mais rapida e a aplicacdo direta sob a
ferida mostrou-se mais facil, uniforme e com menor
desperdicio, em comparacao ao gel. Por dispensar a
preparacao da trombina aut6loga, houve economia
de tempo e diminuicao nos custos de sua execugao.

A simplificagdo no preparo, por meio de técnicas
manuais, permitiu a difusdo de pesquisas sobre o
PRP. Contudo, essas técnicas sdo mais trabalhosas
(8) e sua execugdo por pessoa treinada é enfatizada,
por estarem mais sujeitos a erros durante a prepa-
ragdo, prejudicando a qualidade do produto (10,29).

O processamento manual do PRP, nesse estudo,
foi realizado por profissional com experiéncia em
préticas laboratoriais, que realizou manipulagdo
cuidadosa, principalmente quando utilizadas as pi-
petas automaticas, para evitar danos as plaquetas.

Logo, os autores consideraram os protocolos de
facil execucdo, mas por conter varias etapas, tam-
bém os avaliam como trabalhosos.

Consideracées finais

Apesar da obtengdo de boas concentragdes de
plaquetas em P2 e P3, e da ndo separagao do san-
gue em P1, considera-se fundamental a realizacao
de mais testes utilizando a mesma metodologia. A
existéncia de variagdo individual ndo pode ser ex-
cluida em nenhuma das trés técnicas testadas, mes-
mo com as cinco repetigoes.

O método de coleta mostra-se eficiente para o
objetivo proposto e pode-se considerar relativa-
mente facil a execugdo das técnicas para obtengdo
do PRP em gatos, a partir dos protocolos P2 e P3.
Embora se tenha utilizado pequeno nimero de
amostras, foi vista real possibilidade de produgao
de PRP, visando aplicagdo clinica como adjuvante
no reparo tecidual, para essa espécie.

A .

Referéncias

1. 1. Marx RE. Platelet-rich plasma (PRP): what is PRP and what is
not PRP? Implant Dent. 2001; 10(4):225-8.

2. 2. Lieberman JR, Daluiski A, Einhorn TA. The role of growth factors
in the repair of bone. Biology and clinical applications. J Bone Joint
Surg Am. 2002; 84(6):1032-44.

3. 3. Marx RE, Carlson ER, Eichstaedt RM, Schimmele SR, Strauss
JE, Georgeff KR. Platelet-rich plasma: Growth factor enhancement for

e Animais de Estimacao 2014;12(40); 1-637.

sMedl) O



Protocolos para obtencéo de plasma rico em plaquetas (PRP) em gatos

10.
11.
12.

13.

14.

15.
16.

17.
18.
19.
20.

21.

22.
23.

24.

slVledif

bone grafts. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 1998;
85(6):638-46.

4. Klein CP, Wagner SC, Silva JB. Obtengdo de plasma rico em
plaquetas: avaliagdo do efeito da centrifugagdo sobre a concentragdo
de plaquetas através da comparagéo entre protocolos. R Bras Bioci.
2011; 4(9): 509-13.

5. Marx RE. Platelet-rich plasma: Evidence to support its use. J
Oral Maxillofac Surg. 2004; 62(4): 489-96.

6. Robson MC. The role of growth factors in the healing of chronic
woun-ds. Wound repair and regeneration.1997; 1(5):12-7.

7. Freymiller EG, Aghaloo TL. Platelet-rich plasma: ready or not? J
Oral Maxillofac Surg. 2004; 62(4):484-8.

8. Vendramin FS, Franco D, Nogueira CM, Pereira MS, Franco TR.
Plasma rico em plaquetas e fatores de crescimento: técnica de obten-
cao e utilizagdo em cirurgia plastica. Rev. Col. Bras. Cir. 2006; 1(33):
24-8.

9. Everts PA, Knape JT, Weibrich G, Schénberger JP, Hoffmann J,
Overdevest EP et al. Platelet-Rich Plasma and Platelet Gel: A Review.
J Extra Corpor Technol. 2006; 38(2):174-87.

10. Vendramin FS, Franco D, Franco TR. et. al. Método de obtengdo
do gel de plasma rico em plaquetas autdlogo. Rev. Bras. Cir. Plast.
2009; 24(2): 212-18.

11. Barbosa ALT, Del Carlo JR, Gomes HC, Oliveira AC, Monteiro BS,
Del Carlo BND. Plasma rico em plaquetas para a reparagéo de falhas
Gsseas em cdes. Cienc rural 2008; 5(38):1335-1340.

12. Vanat N, Medeiros TNS, Balarin MRS, Pereira PM, Biasi F. Modi-
ficagdo de técnica de preparo do plasma rico em plaquetas em cdes.
Semina Cienc Agrar 2012; 1(33):313-21.

13. Barbosa ALT. Células-tronco mononucleares associadas ao plas-
ma rico em plaquetas na cicatrizagdo da falha 6ssea no cdo [Tese de
doutorado]. Santa Maria: Faculdade de Medicina Veterindria da UFSM,
2013.

14. Pereira RCF Avaliagdo de sete protocolos de obtengdo de plas-
ma rico em plaquetas (PRP). [Dissertagdo de mestrado]. Santa Maria:
Faculdade de Medicina Veterinaria da UFSM, 2012.

15. Nagae M, Ikeda T, Mikami Y, Hase H, Ozawa H, Matsuda K,
et al. Intervertebral disc regeneration using platelet-rich plasma and
biodegradable gelatin hydrogel microspheres. Tissue Eng. 2007;
13(1):147-58.

16. Garcez TNA. Células-tronco mesenquimais e plasma rico em
plaguetas como adjuvante da cicatrizacao de lesdes cutdaneas experi-
mentais em coelhos nova zelandia [Tese de Doutorado]. Porto Alegre:
Faculdade de Medicina Veterindria da UFRGS, 2012.

17. Lacoste E, Martineau I, Gagnon G. Platelet concentrates: effects
of calcium and thrombin on endothelial cell proliferation and growth
factor release. J Periodontol, 2003; 10(74): 1498-507.

18. Wasterlain A, Braun HJ, Dragoo JL. Contents and Formulations
of Platelet-Rich Plasma. Oper Tech Orthop. 2012; 22(1):33-42.

19. Andrade MG, de Freitas Brand&o CJ, Sa CN, de Bittencourt TC,
Sadigursky M. Evaluation of factors that can modify platelet-rich plas-
ma properties. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod.
2008; 105(1):e5-e12.

20. Maia L, Souza MV. Componentes ricos em plaquetas na repara-
cao de afecgdes tendo-ligamentosas e osteoarticulares em animais.
Cienc Rural, 2009; 4(39):1267

21. Silva SB, Ferrigno CRA, Sterman FA, Baccarin DCB, Yazbek KVB,
Muramoto C, Amaku M. Plasma rico em plaquetas combinado a hi-
droxiapatita na formag&o do calo 6sseo em fraturas induzidas experi-
mentalmente no radio de cdes. Cienc Rural 2007; 4(37):1045-51.

22. Kim JH, Park C, Park HM. Curative effect of autologous platelet-
-rich plasma on a large cutaneous lesion in a dog. Vet Dermatol. 2009
Apr; 20(2):123-6.

23. Hermetol LC, Rossi R,Padua SB, Pontes ER],Santana AE. Com-
parative study between fibrin glue and platelet rich plasma in dogs
skin grafts. Acta Cir Bras. 2012; 11(27):789-94.

24. Welles EG, Bourne C, Tyler JW, Boudreaux MK. Detection of
Activated Feline Platelets in Platelet-rich plasma by use of fluores-
cein-labeled antibodies and flow cytometry. Vet Pathol. 1994 Sep;

e Animais de Estimacao 2014;12(40); 1-637.

25.

26.

27.

28.

29.

31(5):553-60.

25. Molano R, Caracterizagdes celular e ultra-estrutural do concen-
trado de plaquetas em cdes e gatos e avaliagdo do seu efeito na
orteartrose em cdes [Tese de doutorado]. Belo Horizonte: Escola de
Medicina Veterinaria da UFMG, 2012.

26. Durgrillon A, Eichler H, Kern S, Kluter H. Autologous concentra-
ted platelet-rich plasma (cPRP) for local application in bone regenera-
tion. Int J Oral Maxillofac Surg. 2002; 31(6):615-9.

27. Ranly DM, McMillan J, Keller T, Lohmann CH, Meunch T, Co-
chran DL, et al. Platelet-derived growth factor inhibits memineralized
bone matrix-induced intramuscular cartilage and bone formation. A
study of immune-compromised mice. J Bone Joint Surg Am. 2005;
87(9):2052-64

28. Arnoczky S, Delos D, Rodeo S. What Is Platelet-Rich Plasma?
Oper Tech Sports Med. 2011; 19(3 ):142-8.

29. Vendramin FS, Franco D, Schamall RF, Franco TR. Utilizagdo do
plasma rico em plaquetas (PRP) autdélogo em enxertos cutaneos em
coelhos. - Rev. Bras. Cir. Plast, 2010-a; 1(25):4-10.

Recebido para publicacdo em: 10/06/2011.
Enviado para analise em: 13/06/2011.
Aceito para publicagdo em: 15/06/2011.

Medvep - Revista Cientifica de Medicina Veterinaria - Pequenos Animais



