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RESUMO

As plagquetas sdo moduladoras relevantes da inflamacao e regeneracgéo de tecidos. A liberacdo
de fatores de crescimento, citocinas e moduladores da matriz extracelular pelas plaquetas
promovem a revascularizacdo do tecido danificado por meio da inducdo da migracao,
proliferacdo, diferenciacdo e estabilizacdo das células endoteliais em novos vasos sanguineos.
Por estas razdes as plaquetas estdo sendo cada vez mais estudadas no campo da medicina
regenerativa. O PRP, definido como um produto oriundo do sangue total que apresenta maiores
concentracfes de plaguetas, tem sido utilizado em diversas areas da medicina equina para
tratamento de lesbes inflamatdrias ha varios anos e é a terapia bioldgica mais acessivel para
médicos veterinarios de equinos. O objetivo desse geral desse trabalho foi produzir PRP
asséptico em equinos, por meio de protétipo de kit a baixo custo e validar o protocolo e
producédo com o Kkit. Além disso também foi avaliado fatores que influenciam na qualidade do
PRP. Foram realizados dois experimentos. Para producdo do PRP por meio do prot6tipo de kit,
foi utilizado tubo tipo Falcon com capacidade para 15 mL com tampa projetada e confeccionada
em impressora 3D, modelo ender s1, em filamento em &cido polilatico. No experimento 1 foram
selecionados 26 equinos da raca Quarto de Milha e produzido PRP de cada animal. Foi realizado
hemograma e dosagem de proteina total e fracBGes, aspartato aminotransferase, gama
glutamiltransferase, bilirrubina total e fracGes, ureia e creatinina. O PRP foi analisado em
relacdo a contagem de leucdcitos totais, hemacias e plaquetas; ao volume produzido; submetido
a cultura; e a quantificacdo de PDGF por meio de ELISA. Com os resultados obtidos, concluiu-
se que protdétipo para producdo de PRP produzido e utilizado por esse estudo é capaz de produzir
concentrado de plaquetas estéril, com baixa contagem de hemacias e leucécitos. O volume de
PRP produzido é suficiente para infiltracdo de leses musculoesqueléticas em equinos. Para o
segundo experimento, foram selecionados 12 equinos da raca Quarto de milha e realizado PRP
por dois métodos, o0 Método 1 com o kit proposto e Método 2 com tubos de vidro (BD
Vacutainer® ACD 8,5 mL). As amostras de sangue para cada método foram separadas em trés
tempos de processamento: T1: as amostras foram processadas em até 1 hora apés coleta; T2: as
amostras foram processadas em 2 horas ap0s a coleta; T4: as amostras foram processadas em 4
horas apo0s coleta. Concluiu-se com os resultados do segundo experimento que protétipo de kit
para producdo de PRP, Método 1, foi eficaz em produzir um concentrado de plaquetas,
garantindo contagem de plaquetas significativamente maior que o Método 2. O tempo entre a
coleta de sangue e o inicio do processamento do PRP afeta diretamente concentracdo final de
plaquetas do PRP, com tempo de quatro horas induzindo menores contagens de plaguetas, nos
dois métodos testados.

Palavras-chave: cavalo, impressédo 3D, PRP, terapia celular, reparo tecidual.
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ABSTRACT

Platelets are important modulators of inflammation and tissue regeneration. The release of
growth factors, cytokines, and extracellular matrix modulators by platelets promotes
revascularization of damaged tissue by inducing endothelial cell migration, proliferation,
differentiation, and stabilization in newly formed blood vessels. For these reasons, platelets
have been increasingly studied in the field of regenerative medicine. Platelet-rich plasma (PRP),
defined as a blood-derived product with higher concentrations of platelets, has been used for
several years in various areas of equine medicine to treat inflammatory lesions and is the most
accessible biological therapy for equine veterinarians. The overall objective of this study was
to produce aseptic PRP in horses using a low-cost prototype kit and to validate both the protocol
and the kit-based production. Additionally, factors influencing PRP quality were evaluated.
Two experiments were conducted. For PRP production using the prototype kit, 15 mL Falcon-
type tubes with a custom-designed cap were used. The caps were produced with a 3D printer
(Ender S1 model) using polylactic acid filament. In the first experiment, 26 Quarter Horse
horses were selected, and PRP was produced from each animal. A complete blood count, total
protein and fractions, aspartate aminotransferase, gamma-glutamyl transferase, total and
fractionated bilirubin, urea, and creatinine were analyzed. PRP samples were evaluated for total
leukocyte, erythrocyte, and platelet counts; volume produced; sterility (culture); and PDGF
quantification by ELISA.The results indicated that the prototype used in this study was capable
of producing a sterile platelet concentrate with low red and white blood cell counts. The volume
of PRP produced was sufficient for infiltration into musculoskeletal lesions in horses. In the
second experiment, 12 Quarter Horses were selected, and PRP was produced using two
methods: Method 1 with the proposed kit, and Method 2 using commercial glass tubes (BD
Vacutainer® ACD 8.5 mL). Blood samples for each method were processed at three different
time points: T1: within 1 hour post-collection; T2: 2 hours post-collection; T4: 4 hours post-
collection. The second experiment demonstrated that the prototype kit (Method 1) was effective
in producing a platelet concentrate, resulting in significantly higher platelet counts compared
to Method 2. Additionally, the time between blood collection and PRP processing directly
affected the final platelet concentration, with a four-hour delay resulting in lower platelet counts
in both methods tested.

Keywords: cell therapy, equine, PRP, tissue repair, 3D printing.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1. INTRODUCAO

As plaquetas foram identificadas no final do século XI1X, ainda que a autoria da
primeira descri¢cdo ndo seja clara. Apesar da incerteza se eram elementos naturais do sangue
ou estruturas exdgenas, Osler descreveu as plaquetas em seu trabalho em 1873 e 1874,
reconhecendo sua estrutura e seu comportamento na circulacdo (Osler, 1874). O tamanho
pequeno desses elementos celulares é inversamente proporcional a sua grande importancia em
muitos processos fisiopatoldgicos, incluindo trombose, hemorragia, inflamacéo, reparo
tecidual, defesa antimicrobiana, angiogénese, crescimento tumoral e metéstase (Castro et al.,
2006). Além disso, a capacidade de responder rapidamente a lesdes e liberar substancias que
atuam em diversas vias, mostra sua versatilidade e estimula cada vez mais estudos sobre seus
componentes e fungdes, bem como sua exploracdo molecular (Xu et al., 2016).

Evidéncias clinicas e experimentais apontam que as plaquetas sdo moduladoras
relevantes da inflamacdo e regeneracdo de tecidos. A liberacdo de fatores de crescimento,
citocinas e moduladores da matriz extracelular pelas plaquetas promovem a revascularizagao
do tecido danificado por meio da inducdo da migracdo, proliferacdo, diferenciacédo e
estabilizacdo das células endoteliais em novos vasos sanguineos. Por estas razfes as plaquetas
estdo sendo cada vez mais estudadas no ambito da medicina regenerativa (Etulain, 2018).

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP), definido como um produto oriundo do sangue
total, que apresenta maiores concentracdes de plaquetas, tem sido utilizado ha
aproximadamente 20 anos em diversas areas da medicina equina para tratamento de leses
inflamatorias. O PRP é a terapia ortomolecular mais amplamente investigada na literatura
veterinaria (McCarrel, 2023) e a terapia biologica mais acessivel para médicos veterinarios de
equinos.

O PRP pode ser obtido por métodos manuais ou por meio de sistemas comerciais
(Colombo et al., 2022; Alvarez et al., 2020). Até o momento desta pesquisa, ndo ha registro
de um sistema comercial brasileiro voltado a producdo de PRP para equinos. Os Kits
importados, além de apresentarem custo elevado, geralmente requerem centrifugas especificas
para 0 Seu preparo.

Diante disso, o desenvolvimento de um kit nacional, de baixo custo, por meio de
prototipagem 3D, representa uma importante iniciativa para viabilizar a produgédo de PRP

autélogo equino com qualidade. Essa inovacdo no campo da medicina veterinaria pode



oferecer aos profissionais uma alternativa terapéutica segura e eficaz, tanto em ambientes
hospitalares quanto no manejo a campo, dispensando a necessidade de encaminhamento a
centros especializados.

Apesar de todo esforco para esclarecer pontos basicos em relacdo ao PRP,
inimeras questBes ainda permanecem. Esta tese esta organizada em quatro capitulos: o
capitulo 1 consiste em uma revisdo narrativa abordando aspectos gerais das plaquetas e do
PRP; os capitulos 2 e 3 apresentam, respectivamente, a descricdo metodoldgica, os resultados
obtidos e a discussdo dos experimentos realizados ao longo do estudo; e o capitulo 4
contempla as consideraces finais, reunindo as principais conclusdes da pesquisa.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Formacao e desenvolvimento plaquetario

As plagquetas de mamiferos sdo pseudocélulas derivadas do citoplasma dos
megacariocitos da medula dssea, 0s quais constituem a Unica célula hematopoiética
poliploide. Os megacaridcitos, que produzem e liberam plaquetas na circulagdo, séo células
precursoras altamente especializadas, descendentes de células-tronco pluripotentes e sofrem
multiplas replicacdes de DNA sem divisfes celulares pelo processo de endomitose (Cunin;
Nigrovic, 2019). Concluida a endomitose, 0os megacariocitos iniciam uma fase de expansdo
citoplasmatica rapida, caracterizada pela formacdo de um elaborado sistema de demarcagao
de membrana (SDM), que resulta no acumulo de proteinas citoplasmaticas e granulos
essenciais para a funcao plaquetaria. Para descrever os estagios finais de desenvolvimento das
plaquetas e sua liberacdo, foram propostos trés modelos a partir do SDM: brotamento de
plaquetas, fragmentacdo citoplasmética e formacao de pro-plaquetas (Michelson, 2013).

Na hipotese de brotamento de plaguetas, estas se formam apos se desprenderem
das bolhas projetadas na periferia dos megacariécitos. No modelo de fragmentacdo
citoplasmatica, o SDM define campos de tamanho de plaquetas predeterminados no
citoplasma de megacariocitos. As plaquetas se formam quando o citoplasma se divide ao
longo dessas linhas de fragmentacdo do SDM. J& no terceiro modelo proposto, ha a formagéo
de pro-plaquetas. As pro-plaquetas sdo definidas como extensdes citoplasmaticas longas e
delgadas que aparecem como granulos do tamanho de plaquetas, unidos por finos filamentos
citoplasmaticos. Nesse modelo, o SDM funciona principalmente como um reservatorio de
membrana para extensao de pré-plaquetas. Esse Gltimo modelo é o mais aceito atualmente
(Thon; Italiano, 2012).

As proplaguetas se desenvolvem em formato espiralado, comecando nas regides
periféricas e avangando em dire¢do ao nucleo celular. Elas se apresentam como filamentos
longos e ondulados, que se rompem ao entrarem na corrente sanguinea devido as forcas de
cisalnamento. Esse estresse mecanico, presente nos sinusoides da medula 0ssea,
provavelmente contribui para a fragmentacéo das proplaquetas originadas dos megacariécitos,
especialmente apds sua projecéo através do subendotélio. Acredita-se que a ativacdo dessas
estruturas seja impedida pela liberacdo de grandes porcdes do citoplasma diretamente para o
Iimen dos vasos sinusoidais. O processo de formacédo das proplaquetas utiliza completamente
o citoplasma do megacaridcito, restando apenas o nucleo, que posteriormente segue em uma

via de apoptose (Brooks et al., 2022).



Em humanos, um Gnico megacaridcito pode dar origem a 1000-3000 plaquetas
antes que o material nuclear residual seja eliminado por fagocitose mediada por macréfagos
(Stenberg; Levin, 1989)

Embora os megacaridcitos sejam produzidos na medula 6ssea, em humanos eles
podem migrar para a corrente sanguinea e, como consequéncia, hd formacdo de plaquetas
também em locais ndo medulares, incluindo pulmdes e sangue (Lefrancais; Looney, 2019;
Michelson, 2013). Além disso, em camundongos adultos o bago é considerado um 06rgao
hematopoiético primario, e gera todas as linhagens celulares, incluindo megacariocitos
(Brooks et al., 2022)

2.2 Regulacéo da trombopoiese

O regulador primério da producdo de plaquetas € a trombopoietina (TPO), uma
glicoproteina produzida principalmente no figado e em menor extensao nos rins e pelas células
estromais medula 6ssea (Brooks et al., 2022; Kaushansky, 2005). Os receptores de TPO estao
localizados em plaquetas, megacariocitos e células endoteliais vasculares. Em condi¢6es de
estado estacionario, a TPO é produzida constitutivamente e se liga ao seu ligante c-Mpl nas
plaquetas e megacariécitos. A TPO ligada € internalizada e degradada, ficando indisponivel
para estimular a trombopoiese acima dos niveis de estado estacionario. A producdo de TPO
também é regulada pela captacdo de plaquetas senescentes (Brooks et al., 2022).

As plaquetas podem ser depuradas via degradagdo do glicano, no processo de
senescéncia, por mecanismos apoptoéticos e também por anticorpos. As plaquetas senescentes
perdem acido siadlico, um componente da membrana celular, e sdo eliminadas via receptor
AMR hepatico. A remocao dessas plaquetas privadas de acido sialico conduz a expressao de
RNAmM de trombopoietina hepética e estimula a produgdo de megacaridcitos e plaguetas,
caracterizando um mecanismo de feedback. Os processos apoptéticos envolvendo as plaquetas
sdo dependentes da interacdo entre os receptores da familia Bcl-2, que sdo reguladores da via
apoptotica intrinseca. Ainda ndo esta claro, mas teoriza-se que os membros da familia Bcl-2
alteram o conteldo de acido sialico na superficie das plagquetas. A eliminacédo de plaquetas
mediada por anticorpos é relacionada principalmente por anticorpos direcionados a integrina

plaquetaria allbB3 e /ou ao complexo GPIb-1X (Grozovsky; Giannini; Hoffmeister, 2017).

2.3 Estrutura plaquetéaria



As plaquetas s@o pseudocélulas pequenas e anucleadas, e nos equinos possuem
estrutura que varia de redonda, oval ou alongada e didmetro de 2,5 a 3,5 um (Satué; Gardon;
Mufoz, 2017). As plaquetas dos equinos sdo menores que as plaquetas humanas. Sua estrutura
interna, de maneira geral, é dividida em zona periférica, zona sol-gel, zona de organelas e
sistema membranar (Castro et al., 2006; Gremmel; Frelinger; Michelson, 2024).

A zona periférica (membrana plasmatica) é composta pelo glicocalice, bicamada
lipidica e sub-membrana. A membrana plasmatica das plaquetas € relativamente lisa em
comparacao com a dos leucécitos, porém imagens de microscopia eletrbnica de varredura
mostram uma aparéncia fina e rugosa, semelhante aos giros e sulcos na superficie do cérebro
(FIGURA 1). A camada externa mais espessa é o glicocélice. A superficie externa, juntamente
com outros constituintes da zona periférica, ndo tem a funcéo Unica de barreira para separar o
contetdo interno das plaquetas do meio externo. Em vez disso, é uma estrutura muito
dindmica, que funciona como sitio do primeiro contato com outras estruturas e agonistas,
sendo capaz de detectar mudancas no compartimento vascular. O glicocélice é coberto com
receptores de glicoproteinas (GP), que sdo necessarios para facilitar a adesao plaquetaria a
uma superficie danificada, desencadear a ativacdo completa das plaquetas, promover a
agregacdo plaquetaria e interagdo com outros elementos celulares e acelerar o processo de

retracdo do coagulo (Gremmel; Frelinger; Michelson, 2024).

FIGURA 1 - Plaqueta humana discoide e sua membrana plasmatica de
aparéncia rugosa. Microscopia eletrénica de varredura
(330.000 X).
Fonte: Michelson (Michelson, 2013)



Abaixo do glicocélice repousa a bicamada lipidica, uma membrana unitéria tipica
e desempenha um papel extremamente importante na aceleracdo da coagulacdo, funcdo nao
compartilhada por outras células na circulacdo sanguinea (Michelson, 2013). A area da
submembrana contém um sistema de filamentos finos, semelhantes aos filamentos de actina,
que tém um papel importante na mudanca de forma das plaquetas e na translocacdo de
receptores e particulas na superficie externa da célula (Castro et al., 2006).

A Zona Sol-Gel é definida como a matriz interna da plaqueta, que se assemelha a
um gel, onde estdo dispersas as organelas e outras estruturas internas (Michelson, 2013). Ela
se encontra abaixo da zona periférica e contém microtubulos e microfilamentos organizados,
glicogénio e algumas pequenas vesiculas. Os microtdbulos sdo dispostos em bobinas
circunferenciais perto da parede celular, formando um sistema que suporta o citoesqueleto.
Este, por sua vez, fornece a sustentacédo para a forma discoide da plaqueta. O sistema contratil,
também presente na zona Sol-Gel permite, quando ativada a mudanca da forma discoide, o
prolongamento de pseuddpodes, a contragdo interna e a libera¢do dos constituintes granulares
(Castro et al., 2006; Gremmel; Frelinger; Michelson, 2024).

A Zona de Organelas consiste basicamente em organelas secretoras. As plaquetas
contém trés tipos principais dessas organelas, incluindo granulos a, corpos densos (granulos
d) e lisossomicos. Além disso, embora em menor quantidade, também sdo encontradas
mitocdndrias, importantes para metabolismo energético, glicossomos, cadeias e aglomerados
de elétrons densos, inclusdes tubulares e corpos multivesiculares (Chen et al., 2017; Gremmel,
Frelinger; Michelson, 2024; Michelson, 2013) (FIGURA 2).

FIGURA 2 - Plaqueta equina contendo muitos granulos a (A), corpos densos
(BD), Complexo de Golgi (Go) e granulos de glicogénio (Gl).
Microscopia eletrdnica de transmissao (50.000 X).



Fonte: Segura (Segura et al., 2006)

Os granulos plaquetérios sdo organelas secretoras que, apés ativagdo e por meio
de exocitose, liberam diversas moléculas que sdo biologicamente ativas com propriedades
especificas. Os granulos a tém forma redonda a oval, sendo encontrados 50 a 80 em cada
plagueta humana. Eles contém diversas moléculas como proteinas integrais de membrana,
fatores de coagulacdo, fatores anticoagulantes, proteinas fibrinoliticas, proteinas de adesao,
fatores de crescimento, fatores angiogénicos, inibidores teciduais, proteinas microbicidas e
mediadores imunoldgicos. Estes estdo envolvidas em varios processos, incluindo adesdo
celular, coagulacéo, inflamacéo, angiogénese, defesa do organismo e mitogénese (King; Reed,
2002).

Os granulos densos séo quase dez vezes menos abundantes do que os granulos o
e exibem grande variabilidade morfoldgica, predominando uma estrutura esférica cercada por
um espaco vazio. No entanto, em alguns casos, esse espaco possui filamentos ou séo
preenchidos com uma substancia semelhante a granulos. Os granulos densos contém
moléculas pequenas e comparativamente poucas proteinas, que exercem funcgdes
principalmente na hemostasia, trombose e inflamagéo. Sdo exemplos de granulos densos 0s
do tipo cations (Ca2+, Mg2+, K+), nucleotideos (trifosfato de adenosina, trifosfato de
guanosina, disfosto de adenosina, guanosina difosfato), fosfatos (polifosfato, pirofosfato) e
aminas bioativas (serotonina e histamina) (Jurk, 2017; Michelson, 2013).

Os lisossomos de plaquetas, assim como aqueles presentes em outros tipos de
células, contém enzimas envolvidas na degradacdo de proteinas, carboidratos e lipidios. A
classe mais abundante séo as hidrolases acidas. As membranas lisossomais contém proteinas
que sdo altamente glicosiladas, contribuindo para a funcéo protetora da membrana lisossomal
(King; Reed, 2002).

O Sistema Membranoso compreende complexos de Golgi, o sistema canalicular
aberto conectado a superficie (SCA), o sistema tubular denso e o reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) (Gremmel; Frelinger; Michelson, 2024).0 sistema tubular denso, os canais
RER e os complexos de Golgi estdo presentes como formas residuais em menos de 1% das
plaquetas maduras circulantes, ou em algumas situac¢des, quando as plaquetas sofrem répida
renovacdo, pois sdo sistemas que fazem parte da formacdo e desenvolvimento plaquetario
(Michelson, 2013). O SCA é composto por invaginagdes da membrana superficial através do
citoplasma, as quais sdo responsaveis pela troca de moléculas com o meio externo apds a

ativacdo das plaquetas. O SCA também pode atuar absorvendo particulas, como virus e



bactérias, e essa atividade geralmente resulta na ativacdo plaquetéria (Brooks et al., 2022).
Equideos e ruminantes nao possuem SCA e as plaquetas dessas espécies ndo expandem sua
area de superficie durante a ativacdo, ndo tem um mecanismo de absorcao de particulas e

liberam se contetdo de granulos pela fuséo direta com o meio externo (Brooks et al., 2022).

2.4 Ativacdo plaquetaria

A principal funcdo fisioldgica das plaquetas circulantes é detectar danos as
paredes dos vasos sanguineos, realizada por meio da expressdo de receptores de superficie.
Quando o dano é identificado, a ativacdo plaquetaria ocorre rapidamente apds a exposic¢ao a
estimulos quimicos conhecidos como agonistas. Muitos agonistas sdo gerados, expressos ou
liberados nos locais de lesdo endotelial ou apds ativacdo da cascata de coagulacdo. Eles se
diferem quanto a sua capacidade de induzir a ativacdo plaquetaria. A trombina, o colageno e
0 tromboxano A2 (TXA2) sdo os principais agonistas e podem produzir adesao
independentemente da secre¢do de granulos plaquetéarios. O difosfato de adenosina (ADP) e
a serotonina sdo agonistas intermediarios e requerem secrecao de granulos de outras plaquetas
para agregacao irreversivel. Ja a epinefrina é considerada eficaz na ativacdo plaquetaria apenas
em concentragOes suprafisioldgicas (Quinn; Ftizgerald, 2005). Embora muitas moléculas
tenham demonstrado causar ativagdo plaquetéria in vitro, a ativacdo plaquetéria in vivo é
principalmente iniciada por colageno e trombina (Blockmans; Deckmyn; Vermylen, 1995).

Além disso a ativacao também pode ocorrer como resultado do estimulo fisico de
alta tenséo de cisalhamento de fluidos, sendo mediada pelo fator de von Willebrand (FVvW) e
0s receptores plaquetarios GPIb/1X/V e GPIIb-Illa. O processo de ativacdo plaquetaria pode
ser dividido em trés estadgios sobrepostos: iniciacdo, extensdo e perpetuacdo (Quinn;
Ftizgerald, 2005) (FIGURA 3).

(A) Iniciacio (B) Extensiio (C) Pepertuacio
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FIGURA 3 - Esquema representativo dos estagios da ativagdo plaquetéria. (A) Iniciacdo. O desenvolvimento do
tampédo plaquetério é iniciado pela trombina e pelo complexo colageno-fator de von Willebrand, que
captura e ativa as plaquetas em movimento. As plaquetas aderem e se espalham, formando uma
monocamada. (B) Extensdo. O tampdo plaquetario é estendido a medida que plaquetas adicionais
sdo ativadas, por meio da liberacéo ou secrecdo de TXA2, ADP e outros agonistas plaquetérios. As
plaguetas ativadas agregam umas as outras por meio de pontes formadas pela ligagdo de
fibrinogénio, fibrina ou FvW a allbB3 ativado. (C) Perpetuag@o. Finalmente, contatos proximos
entre as plaquetas no tampao hemostatico em crescimento, junto com uma rede de fibrina (em
vermelho), ajudam a perpetuar e estabilizar o tampéo de plaquetas.

Fonte: Adaptado de Michelson (Michelson, 2013)




A iniciacdo pode ocorrer por mais de uma maneira. No caso de trauma na parede
do vaso, as plaquetas circulantes sdo capturadas e entao ativadas pelo colageno exposto e pelo
FvW, formando uma monocamada e subsequente adesdo plaquetaria. A chave para esses
eventos é a presenca de receptores especificos na superficie das plaquetas, que podem se ligar
ao colageno (receptor integrina 02p1 ¢ GP VI) e a0 FVW (receptor GPIba e allbB3), e, assim,
iniciar a sinalizacdo intracelular. Nos casos de distdrbios trombdticos ou inflamatérios, a
ativacdo também pode ser iniciada pela trombina, que ativa as plaquetas via receptor acoplado
a proteina G, na familia do receptor ativado por protease. Outra possibilidade é a ativacdo
plaquetdria por meio da ativacdo patoldgica dos receptores FcR-1IA (receptor de
imunoglobulina humana I1A) das plaquetas, como ocorre em alguns pacientes que recebem
heparina exogena. A medida que as plaquetas vao sendo ativadas, elas se reorganizam e
alteram seu formato discoide, formando pseuddpodes, e expressam receptores que promovem
agregacao de plaquetas adicionais (Hosseinzadegan; Tafti, 2017; Michelson, 2013) (FIGURA
4).

FIGURA 4 - Esquema de plaquetas em repouso, alteracdo da forma e
agregacdo. (A) Plaquetas parcialmente ativadas. (B)
Plaquetas totalmente ativadas. (C) AlteracBes de forma que
as acompanham, formacdo de pseuddpodes e agregagdo
plaquetéria.
Adaptado de Michelson (Michelson, 2013)

A extensdo ocorre quando plaquetas adicionais sdo recrutadas e ativadas, aderindo
umas as outras e se acumulando no topo da monocamada inicial. A trombina pode

desempenhar um papel importante neste ponto, assim como o ADP e TXA2. Cada um desses
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agonistas é capaz de ativar a fosfolipase C nas plaquetas, causar aumento na concentracdo de
Ca2 + citosolico, ativar integrina ollbB3, 0 que possibilita as intera¢Ges coesivas entre as
plaquetas, essenciais para a formacao do tampéao hemostatico (Michelson, 2013).

A perpetuacao se refere aos eventos tardios da formagdo do tampdo plaquetario,
que ajudam a estabiliza-lo e a prevenir a desagregacdo prematura. Esses eventos ocorrem
normalmente apos o inicio da agregagdo e sdo facilitados por contato proximo entre as
plaquetas (Michelson, 2013).

Apos a ativacdo plaquetaria, os granulos se acumulam no centro da célula, durante
a mudangca da forma das plaquetas e podem se fundir uns com os outros em fusdo homotipica.
Em etapa posterior, os granulos se fundem com o sistema canalicular aberto ou com o0 meio
externo, liberando seu conteddo em seus canais e, assim, finalmente para o espaco
extracelular. A secrecdo de granulos plaquetarios estd intimamente relacionada as diversas

funcgdes plaquetarias (Gremmel; Frelinger; Michelson, 2024).

2.5 Funcao plaquetéaria

As funcdes das plaquetas ndo se limitam a adesdo inicial, a agregacéo e a formacao
do tampdo. Sabe-se que estdo envolvidas em todos os estagios da cascata de reparo vascular
incluindo coagulagéo, recrutamento de células inflamatorias e células imunes, mitogénese,
remodelagdo tecidual e também na defesa antimicrobiana (Golebiewska; Poole, 2015; Xu et
al., 2016).

2.5.1 Reparo vascular

Depois que a fibrina estavel e o coagulo rico em plaquetas se formam para
interromper a hemorragia imediata, as etapas seguintes do processo de reparo comecam. As
plaquetas se aderem firmemente e recrutam células imunes circulantes. Os granulos o das
plaquetas mediam as respostas inflamatorias, tanto pela expressao de receptores de adeséo que
facilitam as interagcBes com células endoteliais e leucdcitos, quanto pela secrecdo de uma
ampla gama de quimiocinas, que S0 responsaveis por recrutar mondcitos circulatorios,
neutrofilos e linfécitos (Ed Rainger et al., 2015; Golebiewska; Poole, 2015).

A liberacdo de NAP-2 dos granulos o leva a um gradiente quimiotatico dentro do
codgulo em crescimento que, por sua vez, permite que os leucocitos migrem através da
barreira fisica que é o codgulo em crescimento em direcdo ao local da lesdo no endotélio. A
serotonina liberada de granulos densos contribui ainda mais para o recrutamento de células

imunes para a parede vascular (Golebiewska; Poole, 2015).
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As etapas finais da resposta hemostatica a lesdo externa levam a restauracdo da
integridade da parede vascular. Este processo envolve a proliferacdo e a migracdo de células
musculares lisas, fibroblastos e células endoteliais. Os fatores de crescimento e quimiocinas
das plaquetas s@o conhecidos por contribuir para a regulacdo desses processos. O fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), em particular, € fundamental na regulacdo da
proliferacdo e migracdo de células musculares lisas (CMS) na circulagdo arterial e venosa,
sendo responsavel também pela hiperplasia neointimal e a reestenose (Golebiewska; Poole,
2015).

Outro mediador importante na remodelacdo é o0 SDF-1a derivado de plaquetas,
que media o recrutamento de células progenitoras derivadas da medula 6ssea CD34" para o
local da lesdo e sua diferenciacdo em células progenitoras endoteliais. O SDF-1a também ¢
um mediador pré-angiogénico potente, aumentando a proliferacao, diferenciacdo, germinacédo
e formacdo de tubos de células endoteliais que expressam CXCR4 in vitro e in vivo. Outros
fatores pro e antiangiogénicos como VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e
endostatina também sdo liberados das plagquetas, apoiando seu papel crucial na regulacao da
revascularizacdo do tecido danificado (Golebiewska; Poole, 2015).

Além de fatores angiogénicos, as plaquetas também armazenam e secretam uma
série de reguladores de apoptose relacionados ao fator de necrose tumoral a (TNF —a), que
podem induzir respostas inflamatdrias e apoptose em outras células circulantes, bem como
moléculas anti-apoptaticas. O equilibrio entre as moléculas pro-apoptoéticas e anti-apoptaticas,
promovendo adequadamente a sobrevivéncia ou eliminando as células do local da ferida,

também ¢é crucial para a regulacdo da cicatrizagdo vascular (Golebiewska; Poole, 2015).

2.5.2 Respostas antimicrobianas

As respostas antimicrobiana e hemostatica estdo intimamente ligadas. As
plagquetas componentes sanguineos mais numerosas que chegam primeiro ao local da leséo, e
o papel das plaquetas no combate aos patdgenos é cada vez mais evidente. Ha muito é sabido
que as plaquetas se localizam e se aderem a locais de lesGes bacterianas na circulagdo, por
exemplo na endocardite. No entanto, apenas em 2002 foi demonstrado que muitas citocinas
secretadas pelas plaquetas tém propriedades microbicidas diretas (Tang; Yeaman, 2002) e que
as plaquetas podem internalizar diretamente os patdgenos (Youssefian; Drouin; Masse;
Guichard, 2002). Ao mesmo tempo, a ativacdo plaquetaria por padrdes moleculares

associados a patdgenos, via receptores Toll-like, leva a liberacdo de mais citocinas, que leva
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ao recrutamento de células inflamatdrias circulantes e garante uma resposta rapida a infec¢do
(YYeaman, 2014).

2.5.3 Secrecdo de plaquetas em doengas neoplasicas

A secrecdo de plaquetas € um impulsionador critico da biologia e progressao de
neoplasias (Anvari; Osei; Maftoon, 2021; Manne; Xiang; Rondina, 2017). O contetdo do
granulo a secretado, incluindo 0 VEGF e a P-selectina, estimula a migracéo e proliferacéo
endotelial, uma etapa crucial para a metastase e sobrevivéncia das células tumorais. Os
mecanismos exatos permanecem parcialmente compreendidos, mas sabe-se que as células
tumorais agregam e ativam as plaquetas, um processo conhecido como agregacéo plaquetaria
induzida por células tumorais (TCIPA). A TCIPA esté correlacionada com a trombose causada
por células tumorais e também com o potencial metastatico dessas células. E demostrado que
as plaguetas protegem as células tumorais metastaticas da destruicdo pelas células imunes,
conforme viajam na circulacdo sanguinea, e ajudam as células tumorais a se ligarem ao
endotélio em locais metastaticos. As proteinas de adesdo de plaquetas e células endoteliais
também podem transportar células tumorais da circulagdo sanguinea para locais distantes de
metastase (Manne; Xiang; Rondina, 2017; Schlesinger, 2018).

Além disso, quando as plaquetas entram em contato com as células neoplasicas,
elas secretam o fator de crescimento transformador B (TGF-f), uma molécula
imunorreguladora potente que também promove o extravasamento de células cancerigenas. A
quantidade de TGF-B armazenado nos granulos a parece ter um efeito regulatorio nos niveis
sisttmicos de TGF-B na circulagdo. O TGF-p das plaquetas também diminui os principais
mecanismos de defesa do hospedeiro, criticos para a deteccdo e eliminacdo de células
tumorais. Outros mediadores sollveis, incluindo prostaglandina E2 (PGE2), podem ter
atividade semelhante. A capacidade de as plaquetas formarem agregados heterotipicos com
células tumorais também pode desempenhar um papel central na determinacdo da
sobrevivéncia dessas células na microvasculatura dos 6rgaos afetados e da metéstase tumoral
(Manne; Xiang; Rondina, 2017).

2.5.4 Fatores de crescimento derivados de plaquetas e o reparo tecidual

Os fatores de crescimento mais importantes liberados pelos granulos o das

plaquetas, no ponto de vista de reparo tecidual, incluem TGF-f, fator de crescimento
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semelhante a insulina-1 (IGF-1), PDGF, VEGF, fator de crescimento fibroblastico (bFGF),

fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF),

proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) e fator de crescimento de hepatocitos (HGF). O

TGF-pB e o PDGF séo os fatores presentes em maior quantidade nos granulos a das plaquetas.

Além dos efeitos anabolicos oriundos de sua liberagédo, os fatores de crescimento também séo

capazes de reduzir efeitos catabolicos relacionados as citocinas e outros fatores de degradagéo
de matriz extracelular (MEC) (Andrade et al., 2020; Mazzucco; Borzini; Gope, 2010; Wu;
Diaz; Borg-Stein, 2016) (QUADRO 1).

QUADRO 1 - Principais fatores de crescimento e citocinas armazenados nos granulos o das
plaquetas e suas fungdes.

FATOR DE CRESCIMENTO

FUNCAO/ESTIMULO

Fator de crescimento derivado
das plaquetas (PDGF)

Mitogénico para células mesenquimais e osteoblastos; estimula a
guimiotaxia e a mitogénese em fibroblastos/células gliais/musculo
liso; regula a secrecdo de colagenase e a sintese de colageno;
estimula a quimiotaxia de macrofagos e neutrofilos.

Fator de crescimento
transformador beta (TGF o -B)

Estimula a proliferagdo de células mesenquimais indiferenciadas;
regula a mitogénese endotelial, fibroblastica e osteoblastica; regula
a sintese de colageno e a secrecdo de colagenase; regula os efeitos
mitogénicos de outros fatores de crescimento; estimula a
guimiotaxia endotelial e a angiogénese; inibe a proliferacdo de
macro6fagos e linfocitos.

Fator de crescimento vascular
endotelial (VEDG)

Estimula a angiogénese pela regulacdo da proliferacdo e migragdo
de células endoteliais.

Fator de crescimento
epidermal (EGF)

Estimula a quimiotaxia endotelial e angiogénese; promove mitose
epitelial e mesenquimal.

Fator de crescimento
fibroblastico (bFGF)

Estimula a angiogénese; promove a diferenciacao de células-tronco
e a proliferacdo celular; promove a producdo de colageno e a
reparacao de tecidos.

Fator de crescimento
semelhante & insulina (IGF-1)

Regula a proliferacéo e diferenciacéo celular; influencia a secrecéo
de matriz de osteoblastos e producdo de proteoglicano, colageno e
outras proteinas ndo colagenas.

Proteinas morfogenéticas
Osseas (BMPs)

Estimula a diferenciacéo de osteoblastos.

Fator de crescimento de
hepat6citos (HGF)

Promove angiogénese e regula inflamagéo.

Fator de crescimento de
queratindcitos (KGF)

Regula a migragéo e proliferacdo epitelial.

Angiopoietina-1 (Ang-1)

Induz a angiogénese, estimulando a migracdo e a proliferacdo de
células endoteliais. Apoia e estabiliza o desenvolvimento dos vasos
sanguineos por meio do recrutamento de pericitos.

Fator plaquetario 4 (PF4)

Recutra 0s leucdcitos e regula sua ativagdo; atividades

microbicidas.

Fator derivado de células
estromais (SDF-1a)

Chama células CD34+, induz seu direcionamento, proliferacéo e
diferenciacdo em células progenitoras endoteliais, estimulando a
angiogénese; recrutra células-tronco mesenquimais e leucocitos.
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Fator de necrose tumoral Regula a migracdo de mondcitos, proliferacdo de fibroblastos,
(TNF) ativacdo de macrofagos e angiogénese.

Fonte: Modificado de Everts et al 2020 (Everts et al., 2020).

2.6 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

As primeiras descri¢des de PRP foram realizadas por hematologistas na década de
1970. A expressdo foi utilizada para definir uma preparagéo de plasma que continha contagem
de plaquetas acima da do sangue total, inicialmente utilizada para transfusdao em pacientes
com trombocitopenia. Depois, foi utilizado em uma preparacdo com fibrina em cirurgia
maxilofacial e foi observado que seu uso aumentava a taxa de maturidade do enxerto 6sseo de
implantes dentarios e aumentava a densidade Gssea trabecular. Posteriormente, ganhou mais
destaque quando passou ser empregado em lesdes musculoesqueléticas; com seu uso em
atletas profissionais, atraiu atencdo e passou a ser amplamente utilizado em diversas
especialidades e diversas formas (Alves; Grimalt, 2018).

O potencial terapéutico do PRP esté correlacionado especialmente a capacidade
das plaguetas de liberarem quantidades supra fisioldgicas de fatores de crescimento, que
estimulam diferenciacdo e proliferacdo celular, melhorando o reparo em tecidos bioldgicos
(Wu; Diaz; Borg-Stein, 2016). Contudo, outros fatores bioativos descritos no PRP s&o
derivados ndo sé de plaquetas, mas também de gl6bulos brancos, glébulos vermelhos e
proteinas plasmaticas, também constituintes das preparagdes (McCarrel, 2023). Esses fatores
incluem citocinas pré e anti-inflamatorias, fatores de crescimento anabdlicos, enzimas
catabolicas, hormonios, proteinas de fase aguda e imunoglobulinas (Mccarrel, 2023).

Em equinos, o PRP tem sido utilizado principalmente no tratamento de feridas
cuténeas, tendinites, desmites, laminite, lesdes articulares e endometrites (Ghallab et al., 2023;
Montano et al., 2021; Nedergaard; Carlsson; Lindegaard, 2024; Pereira, Roberta Carneiro da
Fontoura et al., 2019; Seidel et al., 2021). A propor¢do de veterinarios que usam terapias
celulares, incluindo PRP, em sua pratica clinica, foi relatada como 77,3% (Velloso Alvarez;
Boone; Braim; et al., 2020) em uma pesquisa com profissionais que trabalham com equinos
nos Estados Unidos, 87,5% (Knott et al., 2022) em um grupo de diplomados do American
College of Veterinary Surgeons e American College of Sports Medicine and Rehabilitation e
80% (Wilson; Mckenzie; Duesterdieck-Zellmer, 2018) do American Association of Equine
Practitioners e European College of Veterinary Surgeons.

Apesar da sua ampla aceitacdo e uso no mercado da medicina equina, seu uso

terapéutico ainda carece de mais pesquisas. Os estudos realizados ndo apresentam
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padronizacdo quanto a técnica de obtengdo do PRP, necessidade de ativacdo das plaquetas,
concentracdo final dessas e de outras células, assim como tempo e frequéncia de tratamento.
Mesmo com a ampla aceitacdo de seu uso, as pesquisas seguem com o objetivo de fornecer
evidéncias convincentes dos beneficios clinicos associados ao seu uso (Brossi et al., 2015;
Moraes et al., 2015; Palma et al., 2019), e também na busca de padronizacdo de técnica para
sua producdo, visto que hoje ha diversos protocolos diferentes (Brossi et al., 2015; Carmona
et al., 2007; Pedroso et al., 2021; Moraes et al., 2015; Textor; Tablin, 2013).

2.6.1 Classificagdo do PRP

Desde 2009 diversos autores sugeriram classificacdes para o PRP, totalizando até
entdo 9 tipos de classificacdo (Anitua et al., 2022). Ha uma grande variacdo nos métodos de
preparacdo entre as diferentes publicagdes e um dos primeiros sistemas de classificacéo
propostos é o mais comumente usado (Ehrenfest et al., 2014). Esse sistema classifica o PRP
em quatro categorias gerais: PRP puro, que tem baixa contagem de leucécitos (WBC) e ndo é
ativado; (2) PRP rico em leucdcitos, que tem alto WBC e néo é ativado; (3) fibrina rica em
plaquetas pura, que tem baixo WBC e ¢ ativada; e (4) fibrina rica em plaquetas rica em
leucocitos, que tem alto WBC e é ativada (Ehrenfest et al., 2014).

Outro produto relacionado ao concentrado de plaquetas é o lisado de plaquetas
(PL). Essa categoria refere-se ao PRP gue passa por ciclos de congelamento/descongelamento
para fins de inducdo de lise de células e plaquetas e liberacdo proteinas (Gupta; Maffulli,

2024). De maneira geral, o termo PRP € utilizado para produtos frescos.

2.6.2 Ativacao do PRP

A ativacéo das plaquetas pode ser realizada antes da administragdo do PRP com o
objetivo de liberar altas concentragdes de fatores de crescimento dos granulos plaquetérios. A
trombina e o célcio tém sido utilizado como substancias ativadoras para a liberagdo do “bolus”
de bioativos (Mccarrel, 2023).

Um estudo mostrou que a maioria dos veterinarios de cavalos ndo ativa o PRP e
apenas 8% ativa com cloreto de calcio. Outros 4% relatam usar terapia por ondas de choque
ou ciclos de congelamento e descongelamento para ativacao plaquetaria (Alvarez et al., 2020).

Contudo, preocupacdes relacionadas a resposta imune e a evidéncias de um aumento na
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inflamacdo quando essas substancias sdo injetadas nas articulagdes provavelmente restringem
0 uso de ativadores nos ultimos anos (Textor; Tablin, 2013).

Além disso, a andlise da concentracdo dos fatores de crescimento, por meio de
técnicas de ativacdo revelou que ndo € necessaria ativacdo externa, pois os fatores de
crescimento sdo liberados de forma espontanea ap6s o contato com o tecido (Dashore et al.,
2021; Textor; Tablin, 2013).

2.6.3 Anticoagulantes no PRP

Os anticoagulantes adequados para a preparacdo do PRP devem causar o menor
prejuizo as plaquetas e aos tecidos e células dos seus locais de aplicacdo. Os mais
frequentemente utilizados para a preparacdo do PRP sdo &cido-citrato-dextrose (ACD) e
citrato de sddio. Esses dois produtos sdo escolhidos com base em evidéncias de transfusao
plaquetaria, uma vez que mantém a viabilidade plaquetaria, além de suprir a necessidades
metabdlicas (Aizawa et al., 2020). O acido etilenodiaminotetracético (EDTA) também é
utilizado, mas ha evidéncias que ele danifica a membrana plaquetéria e altera o formato das
plaquetas, alterando o volume plaquetario médio e aumentando a ativacdo e agregagdo

plaquetaria (Arora; Arora, 2021).

2.6.4 Uso clinico do PRP em equinos

a) Feridas cutaneas

Apesar de diversos avangos no tratamento, as feridas cutaneas em equinos ainda
sdo um grande desafio. A tendéncia a formacédo de tecido de granulacdo exuberante, a alta
mobilidade das extremidades distais e 0 contato proximo com solo contaminado retardam a
cicatrizacao de feridas nessa espécie. A utilizacdo de PRP em feridas cutaneas parece induzir
a revascularizacdo, ativacdo de fibroblastos e estimulacdo de células mesenquimais, o que
modula a resposta a lesdo do tecido e acelera a cicatrizagdo de feridas (Pedroso et al., 2021).

Em um estudo realizado com jumentos, foi observada melhora na cicatrizagao de
feridas cutaneas utilizando gel de PRP autélogo, comparado com homdlogo, por meio
aceleracao da epitelizacdo e do desenvolvimento de tecido mais estruturado com feixes de
colageno interligados (Talha et al., 2022). Outro estudo mostrou redugdo de 15 dias no tempo
de cicatrizagdo em feridas induzidas em equinos e tratadas com gel de PRP aut6logo, em

comparacao as feridas do grupo controle (Pereira, Roberta Carneiro da Fontoura et al., 2019).
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Uma pesquisa realizada com cavalos resgatados que possuiam feridas cronicas
comparou o tratamento com gel de PRP com solucgéo salina estéril. Foi observado aumento
significativo de neovascularizacdo e crescimento epitelial basal nas feridas tratadas com PRP
em comparacdo a feridas controle (Talha et al., 2022). Outro estudo também mostrou aumento
da neovascularizagdo e melhora na retracdo das bordas de feridas induzidas e tratadas com
autoexerto e PRP (Pedroso et al., 2021).

Ja outros autores, ao avaliarem a liofilizacdo de PRP e seu uso em feridas
induzidas, ndo notaram aceleracgao do processo de cicatrizagcdo com infiltracdo do produto nas

feridas cuténeas (Freitas et al., 2023).

b) Tendinite e desmite

Lesdes em ligamentos e tenddes possuem capacidade limitada de cicatrizacéo.
Além do longo periodo para reparo, a cicatriz nesses tecidos resulta em um tecido
biomecanicamente inferior, com menos elasticidade e menor resisténcia, 0 que predispde a
recidivas. O PRP tem sido utilizado nesse tipo de leséo, pois parece controlar a inflamacao
local e melhorar a cicatriz, permitindo um tecido com mais flexibilidade (M’Cloud et al.,
2024; Montano et al., 2021).

Entretanto, uma metandlise sobre o uso de PRP em tenddes e ligamentos de
equinos descreve com clareza as inimeras limitacdes dos estudos, alto riso de viés e falta de
randomizacéo e controle cego dos trabalhos avaliados. Apesar de varios estudos demostrarem
o efeito benéfico do PRP na cicatrizacdo de tenddes e ligamentos sem efeitos adversos, nao
h& evidéncias claras de sua eficiéncia devido a grandes limitac6es encontradas nos estudos
(Montano et al., 2021).

Outra meta-analise, que avaliou a eficAcia do PRP e de células tronco
mesenquimais (CTM) para lesbes de ligamento e tenddo em equinos, também descreve que,
apesar de inumeras limitacGes, foi identificada diminuicdo significativa na taxa de nova leséo
em cavalos que receberam uma combinacdo de CTM e PRP para tendinopatia e desmopatia
(M’°Cloud et al., 2024).

c) Laminite

A utilizacdo do PRP no tratamento de laminite tem sido conduzida de maneira
empirica por muitos veterindrios. Carmona e colaboradores (Carmona, Jorge U.; GOmez;
Lbpez, 2018; Carmona, Jorge U.; Lopez; Samudio, 2013) relataram que a inje¢do de PRP na

banda coronaria em alguns casos de laminite crénica, secundaria a outros distarbios que nao
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respondem ao tratamento convencional, produziu melhorias no crescimento e na qualidade
dos cascos. Outro estudo mostrou melhora da vascularizacdo e estrutura do casco apds
injecdes de CTM ressuspensas em PRP, em cavalos com laminite crénica grave (Angelone et
al., 2017).

Outros autores demostraram que a administracdo de PRP na banda coronéria de
equinos com cascos saudaveis ndo alterou o padrdo ou a taxa de crescimento em cascos, em

comparagdo com o associado a inje¢des salinas ou apenas casqueamento (Seidel et al., 2021).

d) Doenga articular

A osteoartrite (OA) é uma condicao degenerativa caracterizada pela deterioragdo
progressiva da cartilagem articular e alteracbes patoldgicas dos tecidos adjacentes. A
prevaléncia de OA aumenta acentuadamente com a idade e pode chegar a 83,5% em cavalos
com mais de 15 anos. Ela ndo tem cura e os tratamentos visam controle dos sinais clinicos e
estabilizacdo do processo degenerativo. Terapias bioldgicas sdo cada vez mais consideradas
como mais eficazes para OA, e o PRP tem demonstrado efeitos biolégicos benéficos no
metabolismo celular e nas vias de inflamagéo (Peng et al., 2024).

A resposta positiva promovida pelo uso do PRP intra-articular no tratamento da
OA foi demostrada por meio de estudos tanto em humanos quanto em equinos (Moraes et al.,
2015). Na medicina, estudos in vitro ja demostraram que o PRP tem efeito positivo na
proliferacdo e diferenciagdo de condrocitos. O TGF-B, IGF, bFGF e¢ o PDGF foram
relacionados a proliferacdo e diferenciacdo condrogénica das CTM, promocéo da sintese do
proteoglicano aggrecan e de colageno tipo Il por condrocitos, prevencdo da apoptose de
condrdcitos e CTM e diminuicao dos efeitos catabdlicos de citocinas inflamatorias, tais como
interleucina-1 (IL-1) e metaloproteinases de matriz (MMPs). Além do seu potencial
regenerador, 0 PRP apresenta significativa importancia como agente anti-inflamatério e
analgesico nos casos de OA (Xie; Zhang; Tuan, 2014).

Na avaliacéo clinica, ja foi demonstrado que ha diminui¢do na claudicacdo de
equinos com OA apos infiltracdo por PRP. Um estudo mostrou que, em quatro equinos
diagnosticados com OA tratados com trés infiltracbes de PRP, com intervalos de duas
semanas, houve reducdo significativa no grau de claudicacdo e da efusdo articular,
especialmente dois meses apos Ultima aplicacdo do PRP. Essa diminui¢do na claudicacao
persistiu por oito meses apos ultima infiltragdo (Carmona, J. U. et al., 2007). Em outro estudo
clinico, foram utilizados 20 cavalos de enduro com OA de boleto, refratarios ao uso de

corticosteroides intra-articulares, que receberam também trés doses de PRP, com intervalo de
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duas semanas, sendo que 80% dos equinos retornaram a atividade fisica com o mesmo nivel
de desempenho anterior (Pichereau; Décory; Cuevas Ramos, 2014). A diminui¢do da
claudicacdo também foi demostrada em animais com les6es condrais induzidas e tratadas com
PRP (Yamada, A. L.M. et al., 2012).

O PRP também tem sido utilizado em equinos em associacdo a outras terapias
celulares intra-articulares. Equinos submetidos a lesdes condrais femoropatelares e tratados
com implantes de CTM e PRP gel apresentaram tecido de reparacdo com melhor aspecto
morfoldgico macroscopico e microscépico, quando comparados ao grupo controle que nédo
recebeu tratamento (Yamada, Ana Lucia M. et al., 2016). Ainda, em oito equinos infiltrados
com microgordura e PRP houve reducdo significativa da claudicagdo em todos os animais e
sete deles puderam retornar ao esporte (Bembo et al., 2016).

Na avaliacdo de articulacbes saudaveis submetidas a infiltracdo com PRP, foi
observada, a curto prazo (primeiras 48 horas), uma resposta inflamatoria transitoria,
caracterizada pelo aumento de PGE», leucdcitos e proteinas totais. No entanto, ndo foi
observada alteracdo nos biomarcadores de turnover da cartilagem (acido hialurénico e sulfato
de condroitina), sugerindo que a resposta inflamatdria a infiltracdo do PRP ¢ autolimitada, ndo
causa alteracdes negativas a MEC, além de ndo alterar a homeostase articular (Moraes et al.,
2015). Essa resposta inflamatdria transitéria também foi observada por outros autores
(Machado et al., 2019; Textor; Tablin, 2013).

Um recente trabalho avaliou caracteristicas clinicas e moleculares do liquido
sinovial (LS) ap6s administracdo de PL em equinos com OA natural. Esse estudo mostrou 0s
beneficios potenciais do PL como inibidor das proteases que participam da degradacdo da
matriz da cartilagem e diminuic¢&o na dor e os sinais clinicos em cavalos com AO (Perrone et
al., 2020). Por sua vez, uma revisdo sistematica que aborda a eficacia de PRP em doencas
articulares de equinos conclui que, apesar de alta variabilidade dos estudos e alto risco de vies,
os estudos fornecem algum suporte para uso de PRP e PL na OA. Além disso o PRP parece
ter potencial para tratar artrite séptica, apesar de evidencias escassas (Peng et al., 2024).

De maneira geral, o PRP pode ser considerado um tratamento promissor para
lesGes da cartilagem e controle da dor articular em equinos, devido as suas possiveis
propriedades anabolicas e anti-inflamatdrias na cartilagem articular (Peng et al., 2024; Perrone
et al., 2020).

e) Endometrite
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A endometrite induzida por reproducéo persistente e a endometrite degenerativa
crénica sdo reconhecidas como causas importantes de subfertilidade e baixa eficiéncia
reprodutiva em éguas. O tratamento com PRP tem demostrado atenuar essas doencas, reduzir
infeccdes uterinas e melhorar a fertilidade em éguas (Ghallab et al., 2023).

O tratamento de éguas arabes que repetem cio por meio de infusdo intrauterina de
20 mL de PRP, mostrou ser superior aos demais tratamentos, por resultar em reducéo do
edema inflamatdrio, reducdo dos fluidos acumulados intrauterinos e aumento da taxa de
prenhez (Ghallab et al., 2023). O lisado de plaquetas também se mostrou eficiente em
melhorar os sinais ultrassonogréaficos de endometrite, especialmente acimulo de liquido
intrauterino e edema endometrial (Colombo et al., 2022).

Outro estudo avaliou a terapia com PRP em éguas doadoras de embrides
suscetiveis a endometrite e concluiu que o tratamento reduziu células polimorfonucleares
intraluminais e endometriais, citocinas inflamatorias uterinas, acumulo de fluido intrauterino
e 0 nimero de culturas bacterianas positivas, em comparacao aos ciclos atribuidos grupo ao
controle. Assim, a terapia com PRP aumentou a porcentagem de embriBes recuperados. Além
disso, sugere que as plaquetas parecem ter uma propriedade antimicrobiana (Segabinazzi;
Canisso; et al., 2021).

Uma meta-andlise avaliando o uso de PRP e outras terapias para tratar endometrite
induzida por reproducdo persistente e a endometrite degenerativa cronica mostrou efeito geral
positivo. Apesar do alto risco de viés nos estudos incluidos e da variabilidade entre diferentes
tipos de produtos, os resultados da meta-analise apoiaram o uso do PRP. Foi demonstrado que
0 PRP pode moderar a inflamacdo uterina, resultando em diminuicdo da espessura da parede
endometrial, do edema e no acimulo de fluido intrauterino. A melhora do ambiente uterino é
provavelmente um dos principais fatores que contribuem para a sobrevivéncia embrionaria

aprimorada, que € considerada o melhor resultado (Del Prete et al., 2024).
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3. CONCLUSAO

Apesar da compreensdo da biologia plaquetaria ter progredido substancialmente
na medicina nos Ultimos anos, na espécie equina muitas lacunas ainda permanecem abertas
em relacdo a diversos pontos sobre as plaquetas, desde questbes béasicas, como sua
ultraestrutura, até as mais complexas, incluindo seu uso terapéutico, como o PRP.

Mesmo com descri¢fes e estudos sobre o PRP na medicina equina, seu uso
terapéutico ainda carece de respostas. As pesquisas realizadas ndo apresentam padronizacao
quanto a técnica de obtencdo do PRP, necessidade de ativacdo das plaquetas, fatores que
afetam a qualidade do PRP, concentracéo final dessas e de outras células, assim como tempo
e frequéncia de tratamento, além de alto risco de viés dos trabalhos. Mesmo com a ampla
aceitacdo de seu uso, as pesquisas seguem com o objetivo de fornecer evidéncias convincentes
dos beneficios clinicos, associados a sua administracdao e também na busca de padronizacdo

de técnica para sua producao.
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CAPITULO 2 - VIABILIDADE E CARACTERIZACAO DE PROTOTIPO DE
KIT PARA PRODUCAO MANUAL DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS EM
SISTEMA SEMI-FECHADO.

RESUMO

O efeito terapéutico do PRP ocorre devido a capacidade das plaquetas de liberar
quantidades elevadas de fatores de crescimento, fatores angiogénicos e mediadores
inflamatorios que podem modular a resposta inflamatoria e assim estimular a reparagdo
dos tecidos. O objetivo desse estudo foi elaborar e testar um prototipo de kit para
producdo de PRP equino; preparar um PRP equino de maneira asséptica utilizando
prototipo de kit a baixo custo, em sistema semi-fechado; avaliar as caracteristicas
celulares do PRP produzido; e avaliar a influéncia de caracteristicas hematologicas no
PRP. Foram selecionados 26 equinos da raga Quarto de Milha e produzido 26 PRPs. Para
producdo do PRP foi utilizado prot6tipo de kit composto por tubo Falcon com capacidade
de 15 mL e sua tampa foi projetada e impressa em impressora 3 D. A contagem média
de plaguetas e o incremento plaquetario foram de 830 x 10%/uL (+185,1) e 6,13% (+1,3),
respectivamente. O protocolo de preparacdo do PRP realizado por meio de prototipo de
kit no presente estudo é capaz de produzir um concentrado de plaquetas adequado, sem
contaminacéo bacteriana e em volume adequado para infiltragoes.

Palavras-chave: impressdo 3D, PRP, reparo tecidual, terapia celular

CHAPTER 2 - VIABILITY AND CHARACTERIZATION OF APROTOTYPE
KIT FOR MANUAL PRODUCTION OF PLATELET-RICH PLASMA IN A
SEMI-CLOSED SYSTEM

ABSTRACT

The therapeutic effect of PRP occurs due to the ability of platelets to release high amounts
of growth factors, angiogenic factors, and inflammatory mediators that can modulate the
inflammatory response and thus stimulate tissue repair. The objectives of this study were
to prepare an equine PRP aseptically using a low-cost prototype kit in a semi-closed
system, to evaluate the cellular characteristics of the PRP produced, and to evaluate the
influence of hematological characteristics on the PRP. Twenty-six Quarter Horse horses
were selected, and 26 PRPs were produced. To make the PRP, a prototype kit consisting
of a Falcon tube with a capacity of 15 mL was used, and its cap was designed and printed
on a 3D printer. Twenty-six PRPs were produced with an average platelet count and
platelet increment of 830 x 103/uL (+£185.1) and 6.13% (%1.3), respectively. The PRP
preparation protocol performed using a prototype Kit in the present study can produce an
adequate platelet concentrate without bacterial contamination and in a proper volume of
musculoskeletal infiltrations.

Keywords: 3D printing, cell therapy, PRP, tissue repair
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O reconhecimento do papel das plaguetas na inflamacdo e na reparacédo
tecidual permitiu que o interesse no uso clinico dessas células crescesse no campo da
medicina regenerativa, a partir da década de 80 (Camargo Garbin; Lopez; Carmona,
2021). O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é um derivado sanguineo, caracterizado por
uma concentracdo de plaquetas superior a encontrada no sangue total. Seu efeito
terapéutico ocorre devido a capacidade das plaquetas de liberar quantidades elevadas de
fatores de crescimento, fatores angiogénicos e mediadores inflamatdrios. Esses
componentes podem modular a resposta inflamatoria e assim estimular a reparacéo dos
tecidos (Wu; Diaz; Borg-Stein, 2016).

Em equinos, o PRP é amplamente utilizado no tratamento de tendinites,
desmites, lesbes articulares, endometrite, feridas de pele e laminites (Carmona; Gomez;
Lopez, 2018; Montano et al., 2021; Pedroso et al., 2021; Peng et al., 2024; Segabinazzi;
Canisso; et al., 2021) Mesmo com a ampla utilizacdo e aceitagdo do PRP na medicina
equina, as pesquisas continuam com o objetivo de fornecer evidéncias consistentes sobre
seus beneficios clinicos e estabelecer, principalmente, um protocolo padronizado para sua
producdo, uma vez que atualmente existem diversos metodos distintos (Pereira, Roberta
Carneiro da Fontoura et al., 2019; Segabinazzi; Podico; et al., 2021).

A maioria dos estudos sobre o tema relata o uso de processos manuais para a
producdo do PRP (Colombo et al., 2022; Paz et al., 2022; Segabinazzi et al., 2021b;
Textor; Tablin, 2013); porém, estdo disponiveis atualmente sistemas comerciais para
obtencdo do PRP, ainda que todos sejam de origem internacional. Até a presente pesquisa,
desconhece-se um kit comercial brasileiro. Os kits importados geralmente tém alto custo
e é necessario uso de centrifugas especiais para a preparacao do PRP.

Com isso, o desenvolvimento de um kit com baixo custo pode fornecer uma
importante ferramenta para viabilizar a producdo de um PRP aut6logo equino de
qualidade em nosso pais. Essa inovacdo no meio veterinario devera possibilitar ao
profissional o uso seguro de uma importante terapia celular tanto dentro de hospitais
veterinarios como no campo, se tornando uma opcdo de tratamento atual, sem a
necessidade de deslocamento a centros clinicos.

Portanto, os objetivos desse estudo foram elaborar um protétipo de kit de
PRP; preparar um PRP equino de maneira asséptica utilizando protétipo de kit a baixo
custo, em sistema semifechado; avaliar as caracteristicas celulares do PRP produzido; e

avaliar a influéncia de caracteristicas hematologicas no PRP.
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MATERIAL E METODOS

Os procedimentos envolvendo animais nesta pesquisa foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFG) sob protocolo 010/22 e foram
conduzidos de acordo com as normas de bem-estar animal. Foram selecionados 26
animais hospedados em um centro de treinamento, higidos, da raca Quarto de Milha, com
idade variando de cinco a 12 anos, sendo 17 machos e 9 fémeas.

Para producdo de cada PRP, foi utilizado um prot6tipo de kit composto por
trés tubos tipo Falcon com capacidade para 15 mL cada (Tubo Falcon ndo estéril,
Mylabor, Brasil), seringa hipodérmica 60, 20 e 3 mL (Medix, Brasil), cateter 14 G
(Medix, Brasil), escalp para infuséo intravenosa 19 G (Medix, Brasil), agulha
hipodérmica descartavel 21 G (Medix, Brasil), tampa vedadora de seringa (Medix,
Brasil), agulha raquidiana espinhal (Unisis, Japao) e embalagem plastica (AT, Brasil). A
tampa do tubo Falcon foi projetada e confeccionada no Parque Tecnoldgico
Samambaia/Universidade Federal de Goids, por meio do programa Fusion 360, e
impressa em impressora 3D (Ender 3 s1) (FIGURA 1). O material utilizado para producao
foi filamento em &cido polilatico (PLA Premium High Temperature High Speed Branco,
3D Prime, Brasil). Foram impressas 90 tampas. A tampa tem didmetro de 22 mm, e peso
de 2,4 gramas, é rosquedvel e tem uma abertura redonda de 6 mm na parte superior para
aspiracdo de contetido dentro do tubo. O tubo Falcon e a tampa (FIGURA 2) foram

esterilizados em 6xido de etileno.



FIGURA 1 - Tampa para tubo Falcon de 15 mL para coleta de PRP, confeccionada em
impressora 3D.

FIGURA 2 -Tubo Falcon de 15 mL acoplado a tampa
personalizada produzida em impressora
3 D para processamento de PRP em
sistema semifechado.
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Previamente a coleta para o PRP, foi coletado sangue total em tubos contendo
EDTA e ativador de coagulo, os quais foram armazenados em caixa térmica refrigerada
e encaminhados ao laboratorio, para analises posteriores.

A preparacédo do PRP foi realizada no Laboratorio Multiusuéario de Avaliacéo
de Moléculas, Ceélulas e Tecidos/EVZ/UFG, em capela de fluxo continuo. Para obtengéo
do PRP, em uma seringa hipodérmica de 60 mL foram adicionados de maneira asséptica
4,5 mL de anticoagulante ACD (Solucgédo anticoagulante ACD para aférese, JP Farma,
Brasil). Apds antissepsia com iodopolvidona degermante e alcool 70%, da pele na reigdo
do terco cranial da veia jugular externa, 30 mL de sangue total foram colhidos na seringa
de 60 mL, com auxilio de escalpe 19 G. O sangue foi homogeneizado manualmente, com
dez movimentos delicados de inversdo, e a seringa foi fechada com tampa vedadora e
acondicionada em embalagem plastica e encaminhada ao laboratério.

No laboratério, ap6s higienizacdo da bancada e da centrifuga com alcool
70%, as amostras de sangue foram novamente homogeneizadas manualmente, a seringa
higienizada com alcool 70% e o sangue transferido para o tubo Falcon, em capela de fluxo
laminar (Airstream Esco® vertical class Il bsc). Foi realizada a primeira centrifugacio
(Centribio® Modelo 80-2B) a 1000 rpm, durante 10 minutos. O plasma sobrenadante foi
colhido com auxilio de seringa de 10 mL e cateter acoplado ao mandril 14 G, e transferido
para outro tubo Falcon. Os tubos foram novamente centrifugados a 2000 rpm durante 10
minutos. Apds a segunda centrifugacdo com auxilio de seringa de 20 mL e agulha
espinhal 20 G, 80 % do plasma na parte superior do tubo foi descartado (plasma pobre
em plaguetas) e a fragdo remanescente (PRP) foi homogeneizada em vortex por
aproximadamente 30 segundos até dissolucdo do botdo de plaquetas e hemacias e
transferidos para uma seringa estéril. O PRP foi aliquotado em oito tubos tipo Eppendorf
previamente esterilizados. Duas amostras frescas foram utilizadas para cultura e
contagem celular. O restante das amostras foi congelado em freezer -20°C (Dutra et al.,
2025).

As analises do PRP e contagem de células do sangue total foram realizadas
no laboratorio de patologia clinica do Hospital Veterinario Equus Center — Goiania/GO.
A contagem de plaquetas, leucdcitos e heméacias do sangue total e do PRP foi realizada
em analisador hematoldgico (Celltac Alpha VET MEK-6550®) (Miranda et al., 2019).
O PRP foi avaliado quanto a coloracdo em amarelado, discretamente hemolisado e

intensamente hemolisado. Foram avaliadas a auséncia e presenca de botdo plaquetéario.



37

A cultura foi realizada pelo Laboratério de Doencas Infecciosas e
Bacteriologia, da EVZ/UFG, por meio de cultivo em meios de cultura (Oliveira, 2018).

Os tubos de EDTA e com ativador de coagulo foram centrifugados a 4000
rpom por 10 minutos e o plasma e soro foram acondicionados em microtubos e
armazenados em freezer -20°C, por 77 dias. As amostras congeladas de soro foram
descongeladas e submetidas a analise da concentracdo de proteina total, albumina,
globulina, aspartato aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT),
bilirrubina total, bilirrubina indireta bilirrubina direta, ureia e creatinina.

Para a quantificacdo do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
no plasma e no PRP, foi utilizado o método de ELISA com o kit Equine PDGF-BB ELISA
(Platelet-Derived Growth Factor, Sigma-Aldrich) (Freitas et al., 2023). As amostras
foram armazenadas a -20°C e, no momento do teste, retiradas e submetidas a temperatura
ambiente de 22°C para descongelamento. As amostras foram inicialmente sensibilizadas
ao antigeno, passadas por lavagens sequenciais, até a adicdo do anticorpo, e o
imunoensaio realizado de acordo com instrucdes do fabricante. Os resultados foram
obtidos com base na leitura de densidade otica (Multiskan Spectrum, Thermo Fisher). Os
testes foram realizados no laboratério de Ensino e Pesquisa em Toxicologia In Vitro da
Faculdade de Farmacia da UFG.

Para andlise estatistica, os dados foram submetidos ao teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov. Para os dados paramétricos foi utilizado teste t pareado, enquanto
para dados ndo parameétricos foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para
comparacdo de distribui¢fes. Para avaliar a correlacdo entre as variaveis, foi utilizado o
coeficiente de correlacdo de Spearman. Utilizou-se programa estatistico Prisma, com grau

de significancia de 5% para todos os testes.

RESULTADOS

Foram produzidos 26 PRPs, com contagem média de plaquetas e incremento
plaquetario de 830 x 10%/uL (+185,1) e 6,13% (+1,3), respectivamente (TABELA 1).

TABELA 1 - Avaliacdo celular e incremento plaquetario do Plasma Rico em Plaquetas
em 26 cavalos

Animal | Plaquetas ST | Plaquetas PRP | Leucdcitos | Hemécias PRP Incremento
x 10%/uL x 10%/uL PRP/ pL x 106/uL plaquetéario (%)
1 106 539 300 0,02 51
2 134 780 400 0,01 5,8
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3 123 612 700 0,02 5,0
4 86 842 600 0,02 9,8
5 132 697 200 0,01 53
6 118 746 300 0,01 6,3
7 123 693 900 0,05 5,6
8 114 975 1700 0,03 8,6
9 155 939 300 0,08 6,1
10 164 1031 600 0,02 6,3
11 148 1229 300 0,17 8,3
12 151 1223 600 0,02 8,1
13 128 811 500 0,05 6,3
14 134 996 700 0,03 7,4
15 152 748 200 0,01 4,9
16 144 792 400 0,01 5,5
17 179 930 600 0,01 52
18 149 1034 1800 0,02 6,9
19 110 757 1000 0,01 6,9
20 176 927 2500 0,03 53
21 157 970 1100 0,01 6,2
22 127 745 900 0,02 59
23 107 531 600 0,01 5,0
24 132 688 200 0,01 52
25 159 631 300 0,01 4,0
26 155 715 400 0,01 4,6
Média 137 830 696,1 0,03 6,13
Desvio 22,8 185,1 543,8 0,03 1,3
padrdo

Legenda: ST: sangue total; PRP: plasma rico em plaquetas.

Observaram-se diferencas estatisticamente significativas nas contagens de
plaquetas, leucocitos e hemécias no PRP. Houve aumento na contagem de plaquetas no
PRP em comparacdo ao sangue total em 26 amostras (p<0,0001). A contagem total de
leucdcitos foi reduzida (p<0,0001) em comparacdo com sangue total em todas as
amostras, obtendo uma reducdo média de 14,9 vezes (14+ 8,7). Da mesma forma, houve
reducdo significativa das hemacias no PRP (p< 0,0001), com média de reducédo de 553,2
vezes (553,2 £ 284,7).

As amostras de PRP apresentaram aspecto turvo (26/26) e coloracédo
amarelado (23/26), discretamente hemolisado (2/26) ou intensamente hemolisado (1/26)
(FIGURA 3). A média de proteina total do PRP foi 5,8 mg/dL (5,8 + 0,29).



39

FIGURA 3 - Colorag6es do Plasma rico em plaquetas equino: (A) amarelado; (B) discretamente
hemolisado (C) intensamente hemolisado.

Ap0ds a segunda centrifugacéo, foi observada presenca de botdo plaquetario
em todas as amostras (FIGURA 4).

FIGURA 4 - Presenca de botdo de plaquetas e hemacias no fundo do tubo Falcon, apds a segunda
centrifugacéo (setas).
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Houve correlagdo positiva moderada (Spearman r 0,43; p=0,02) entre a
contagem de plaguetas do sangue total e a contagem de plaquetas do PRP (FIGURA5) e

entre a contagem de hemacias do sangue total e a contagem de plaquetas do PRP
(Spearman r 0,42; p=0,03) (FIGURA 6).
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FIGURA 5 - Gréfico representativo para a correlacdo positiva entre as plaquetas do

sangue total e plaquetas do PRP em equinos (Teste de Spearman,
p=0,02).
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FIGURA 6 - Grafico representativo da correlagcdo positiva entre as hemacias do

sangue total e plaquetas do PRP em equinos (Teste de Spearman, p=
0,03).

N&o foi observada correlagdo significativa (Teste de Spearman) entre a
concentracdo de plaquetas com a concentragdo de ureia (r= 0,05), creatinina (r = 0,12),

AST (r=0,02), GGT (r = -0,02), bilirrubinas (r = 0,18), albumina (r = -0,08) e globulina
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(r=0,01). Também, ndo houve correlagdo entre peso vivo e sexo na contagem final de

plaquetas do PRP.

Houve diferenca estatistica (p<0,0001) entre as concentracdes de PDGF do

PRP e do plasma, com maiores concentraces dessa proteina nas amostras de PRP

(FIGURA 7). Néo foi observada correlacéo entre a concentragdo de plaquetas do PRP e
a concentracdo PDGF (r= 0,18; p=0,36).
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FIGURA 7 - Gréafico representativo da

concentracdo de PDGF no plasma
e PRP de equinos.

Nao houve crescimento bacteriano em nenhuma das amostras analisadas.

O custo de cada kit foi de R$ 37,54, incluindo material para producéo e

materiais para processamento (QUADRO 1).

QUADRO 1 - Relagao dos materiais utilizados para a producdo de PRP em cada animal.

Material Valor (R$) Unidade Valor total (R$)
Agulha 30x08 0,05/unidade 1 0,05
Agulha espinhal 20 G 150 mm 30/unidade 1 30,00
Anticoagulante ACD 47,5/unidade 1 L 4,8 mL 0,20
Cateter intravenoso 14 G R$ 0,73/unidade 2 1,46
Filamento para impressao da tampa 109,00/kg 7,2 g (3 tampas) 0,80
Embalagem pléastica 20,00/200 unidades 1 0,10
Scapl 19 G 0,15/unidade 1 0,15
Seringa 20 mL 0,16/unidade 2 0,32
Seringa 3 mL 0,16/unidade 1 0,32
Seringa 60 mL 1,10/unidade 1 1,10
Tampa vedadora 0,34/unidade 1 0,34
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Tubo tipo Falcon | 0,90/unidade | 3 2,70
Total 37,54
DISCUSSAO

Esse estudo foi conduzido como o objetivo de elaborar e avaliar o potencial
de um prot6tipo de kit para producdo de PRP a baixo custo. Atualmente, ndo ha um kit
nacional para producdo de PRP para equinos, o que leva veterinarios e clinicas a
utilizarem métodos manuais ou importar Kits de alto custo. A utilizacdo de protocolos
automatizados oferece a vantagem de empregar métodos ja padronizados e menos sujeitos
a erro humano, mas o alto custo dos kits e também de dispositivos de centrifugacao
especificos para cada tipo de kit limitam o acesso dos profissionais. Por outro lado, a
utilizacdo de protocolos manuais ndo requer equipamentos especializados, mas resulta
em maior variedade de resultados, nem sempre previsiveis e confiaveis (Segabinazzi;
Podico; et al., 2021).

No presente estudo, a metodologia aplicada para a obtengdo do PRP com a
utilizacdo de um prototipo de kit visou separar um plasma com maior concentragdo de
plaquetas e menor de leucdécitos totais. O protocolo apresentou boa repetibilidade e
concentracdo adequada de plaquetas, e menor de leucocitos e hemécias. Houve moderada
oscilacdo na concentracdo plaquetaria, com contagem de plaquetas e incremento
plagquetario variando de 531 x 10% /uL a 1229 x 103/uL (830 + 185,1) e 4a 9,8 vezes (6,13
+ 1,39), respectivamente.

Em todas as amostras se formou o botdo plaquetario na porcao inferior do
tubo, sugerindo uma correlagdo entre sua presenca e uma concentracdo maior de
plaquetas. Embora ndo haja um padréo definido para a quantidade de plaquetas no PRP,
sua concentracdo é considerada o principal fator para avaliar a qualidade do produto e
determinar o protocolo mais adequado para sua producdo (Hurley et al., 2024). Uma
revisdo sistematica sobre uso do PRP intra-articular em equinos mostrou que as
concentracBes plaquetarias variaram de 98,7 x 10° /uL a 1695 x 10% /uL, e cerca de
metade delas eram de trés a cinco vezes maiores que as do sangue total (Peng et al., 2024).
A média da contagem de plaquetas no PRP desse estudo, 830 + 185,1, foi maior que de
outros trabalhos que produziram PRP manualmente sem Kkits comerciais, 761,8 £ 41,9 x
10%/uL (Miranda et al., 2019), 785,16 + 346,97 x 10%uL (Dutra et al., 2025), 344,4 +
13,2 x 10%/uL (Torres et al., 2023), 709,4 + 159,8 x 10%/uL, 327,5 + 64,2 x 10%/uL e 239,4
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+ 64,5 x 10%/uL (Segabinazzi; Canisso; et al., 2021) e também daqueles estudos que
produziram PRP com kits comerciais, 650 + 242,6 x 10%/uL (Textor; Willits; Tablin,
2013), 658 + 209,8 x 10%/uL (Mirza et al., 2016) e 621 + 200 x 10%puL (Smit et al., 2019).
Os resultados desse estudo se mostram superiores na capacidade de concentracdo de
plaguetas pelo método descrito, utilizando o protétipo.

A contagem de leucdcitos total foi reduzida em todas as amostras de PRP. A
concentracdo dessa célula ndo foi definida para o PRP equino e ainda ha controvérsias a
respeito dos niveis de glébulos brancos adequados para um PRP de alta qualidade. Apesar
de os leucdcitos desempenharem papel importante no reparo tecidual e protecdo contra
agentes infecciosos (Castillo et al., 2011), em alguns tecidos eles parecem induzir efeitos
pré-inflamatorios e imunolégicos, que podem induzir danos locais indesejaveis, o que
poderia contrapor os efeitos curativos pretendidos da terapia com PRP (Bogers, 2018;
Boswell et al., 2014). Alguns estudos apontam que PRP com alta contagem de leucdcitos
podem ser prejudicial por causar um processo inflamatério intra-articular agudo (Boswell
et al., 2014; Castillo et al., 2011). Por outro lado, um efeito benéfico foi sugerido apos
infusdo intrauterina de leucocitos, com eliminacdo da contaminacdo bacteriana mais
rapidamente do Utero de éguas suscetiveis a endometrite (Neves et al., 2007).

Assim como no caso dos outros componentes celulares do PRP, ndo ha
padronizacdo para a contagem de hemacias, mas neste protocolo buscou-se regular a
quantidade de globulos vermelhos. De fato, a concentracdo de hemécias se mostrou baixa
em todos os animais (0,02 + 0,03 x 10%/uL), com excecéo apenas da amostra do animal
11 (0,17 x 10%uL), que apresentou coloracdo avermelhada no PRP final, mas sem
interferéncia na concentracdo de plaquetas. Essa maior contagem resultou provavelmente
de contaminacéo durante a coleta do plasma.

O volume de 30 mL de sangue total permitiu produzir aproximadamente 3
mL de PRP, volume suficiente para infiltracdo em lesdes de ligamentos e tendfes
(M’Cloud et al., 2024) e algumas articulagbes menores, como interfalageanas e boleto
(Peng et al., 2024). Para infiltracbes em articulacdes maiores (Peng et al., 2024) e infusdes
uterinas (Segabinazzi; Podico; et al., 2021) seria necessario utilizar o equivalente a dois
ou mais Kits.

N&o houve contaminacgdo bacterina em nenhuma das amostras do PRP no
presente estudo. A antissepsia cirurgica da veia jugular, a limpeza da bancada e dos
materiais com alcool 70% e a utilizacdo de mascara facial e touca foram medidas eficazes

para evitar a contaminacdo. Uma técnica limpa e rigorosa durante todo o processo de
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preparacdo do PRP é essencial para o sucesso da terapia. As principais fontes de
contaminacdo bacteriana durante as preparacdes de PRP séo a pele do paciente, as maos
e trato respiratorio superior do profissional e as bactérias ambientais (Alvarez; Giraldo;
Carmona, 2010). Realizar antissepsia do sitio de colheita e manipular o sangue em um
ambiente sem poeira, com correntes de ar minimas sdo praticas importantes para aumentar
a seguranca da preparacdo de PRP (Alvarez; Giraldo; Carmona, 2010) , que foram
seguidas nesse estudo.

A literatura menciona alguns fatores que podem influenciar na concentragao
celular do PRP (Giraldo et al., 2013; Rinnovati et al., 2016; Pedroso et al., 2021). N&o foi
observada correlacdo entre idade e género com a concentracdo plaquetaria do PRP nos
resultados obtidos, corroborando os resultados de outros pesquisadores (Paz et al., 2022).
Giraldo e colaboradores demostraram resultados diferentes, com concentragdo maior de
plaquetas e fatores de crescimento (PDGF) em fémeas; no entanto, assim como na
presente pesquisa, ndo houve uma propor¢ao simétrica entre os géneros (Giraldo et al.,
2013).

O fator de crescimento derivado de plaguetas é secretado significativamente
pelas plaquetas e é conhecido por induzir proliferagdo de diversos tipos celulares (Lee et
al., 2025). No presente experimento, apesar de todas as amostras de PRP terem
concentracdo de PDGF maior que do plasma, ndo foi verificada correlacdo positiva desse
fator de crescimento com a concentragdo de plaquetas no produto final do PRP, como
abordado em outros trabalhos (Freitas et al., 2023; Lee et al., 2025).

O prototipo de kit teve um custo total R$ 37,54, incluindo itens para sua
producéo e preparacdo do PRP. Esse valor permitird a comercializagdo de um kit com
custo inferior aos internacionais, como Restigen® PRP (Zoetis, EUA) e ProVet™ ACP
(Dechra, EUA), que tem custo de $247,90 e $280,00, respectivamente.

Por outro lado, o objetivo da confecgdo da tampa com uma pequena entrada
no centro, € de evitar a abertura de varios frascos durante a manipulacdo do sangue total
e plasma, como ocorre com tubos de coleta de sangue no preparo manual de PRP (Dutra
et al., 2025; Pereira, Rcf; Zacarias, 2013; Segabinazzi; Canisso; et al., 2021). A
diminuicdo da exposicdo a correntes de ar externas permite a producdo de um produto
com menos risco de contaminagdo e mais seguranca para infiltrag0es, especialmente as
intra-articulares (Alvarez; Giraldo; Carmona, 2010). Além disso, a utilizacdo de tubo
Falcon de 15 mL tem a grande vantagem da ndo necessidade de utilizacdo de centrifugas

especiais para a producdo do PRP, o que viabiliza sua utilizacdo por profissionais que ja
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possuem estrutura basicade laboratorio em suas clinicas. Ainda, o custo de centrifugas
para tubos menores como o Falcon de 15 mL, é inferior ao de centrifugas para tubos de

50 mL e centrifugas especiais para os kits importados.

CONCLUSAO

O protoétipo para producdo de PRP desenvolvido neste estudo permite
produzir concentrado de plaquetas com baixo risco de contaminagdo, com baixa
contagem de hemacias e leucdcitos. O volume de PRP obtido com o kit € suficiente para
infiltracdo da maioria das lesdes musculoesqueléticas em equinos. O baixo custo de
producéo do kit pode viabilizar a utilizacdo do PRP em equinos por um nimero maior de

profissionais.
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CAPITULO 3 - PROTOTIPO DE KIT E MAIS EFICIENTE PARA A
OBTENCAO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS QUE METODO MANUAL
TRADICIONAL

RESUMO

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP), derivado do sangue total com alta concentracéo de
plaquetas, tem sido utilizado nas Gltimas décadas na medicina equina para tratar lesGes
inflamatorias. Este estudo comparou dois métodos ndo comerciais para preparo de PRP
equino, um novo protétipo de kit e um protocolo manual utilizado na pratica clinica,
qguanto a contagem de plaguetas, hemacias e leucdcitos. Amostras de sangue de 12
equinos da raca Quarto de Milha foram coletadas sequencialmente em seringa de 60 mL
(Método 1 - protoétipo de kit) e tubo de coleta de sangue (Método 2 - método manual
tradicional). As amostras de sangue para cada método foram separadas em trés tempos de
processamento: T1: 1h; T2; 2 h e T4: 4 h ap6s coleta. Ainda que os dois métodos tenham
sido eficazes em concentrar plaquetas e reduzir a contagem de leucécitos e hemacias nos
PRPs produzidos nos diferentes tempos, O Meétodo 1 possibilitou concentrar mais
plaquetas que o Método 2 (p<0,0001) nos tempos T1 e T2. Também houve diferenca na
contagem de leucdcitos totais entre 0os métodos em todos os tempos (p= 0,0105), com
maior contagem pelo Método 1 quando comparado ao 2. O prot6tipo de kit para producéo
de PRP, Método 1, é mais eficiente na obtencdo de um concentrado de plaquetas,
proporcionando uma contagem de plaquetas significativamente superior ao Método 2,
manual tradicional. Além disso, o intervalo entre a coleta de sangue e o inicio do
processamento do PRP interfere diretamente na concentracéo final de plaquetas do PRP.

Palavras-chave: Equinos, impressdo 3D PRP, terapia celular.

CHAPTER 3 - KIT PROTOTYPE IS MORE EFFICIENT FOR OBTAINING
PLATELET-RICH PLASMA THAN THE TRADITIONAL MANUAL METHOD

ABSTRACT

Platelet-rich plasma (PRP), derived from whole blood with a high concentration of
platelets, has been used in equine medicine for the last decades to treat inflammatory
lesions. This study compared two non-commercial methods for preparing equine PRP, a
new Kit prototype and a manual protocol used in clinical practice regarding platelet, red
blood cell, and leukocyte counts. Blood samples from 12 Quarter Horse horses were
collected sequentially in a 60 mL syringe (Method 1 - kit prototype) and blood collection
tube (Method 2 - traditional manual method). The blood samples for each method were
separated into three processing times: T1: 1h, T2: 2h, and T4: 4h after collection.
Although both methods effectively concentrated platelets and reduced the leukocyte and
red blood cell counts in the PRPs produced at different times, Method 1 made it possible
to concentrate more platelets than Method 2 (p<0.0001) at times T1 and T2. There was
also a difference in the total leukocyte count between the methods at all times (p=0.0105),
with a higher count using Method 1 than Method 2. The prototype kit for PRP production,
Method 1, is more efficient in obtaining a platelet concentrate, providing a significantly
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higher platelet count than Method 2, the traditional manual method. In addition, the
interval between blood collection and the start of PRP processing directly interferes with
the final platelet concentration of the PRP.

Keywords: 3D printing, PRP, cell therapy, equine.
INTRODUCAO

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma preparacdo oriunda do plasma
autologo, que apresenta uma concentracdo de plaquetas superior a do sangue total. O seu
potencial terapéutico se da pela capacidade das plaquetas de liberarem, por meio de seus
granulos, quantidades supra fisioldgicas de fatores de crescimento, citocinas e outros
fatores bioativos, que promovem alteracGes metabdlicas estimulando a diferenciagdo e
proliferacdo celular, melhorando assim, o potencial de reparo em tecidos bioldgicos
(Knott et al., 2022; Wu; Diaz; Borg-Stein, 2016).

O tratamento com PRP esta entre as terapias celulares mais utilizadas na
medicina equina (Peng et al., 2024; Zanotto; Frisbie, 2022) e seu uso esta amplamente
difundido na prética clinica. No entanto, apesar de sua ampla utilizacdo, ainda ha muito
debate sobre seu uso terapéutico, métodos de preparacdo e composicao celular (Hagen et
al., 2021), razéo pela qual diversos estudos seguem buscando respostas (Camargo Garbin;
Lopez; Carmona, 2021; Peng et al., 2024).

Protocolos manuais e automatizados sdo descritos para preparar o PRP em
uma diversidade de trabalhos (Freitas et al., 2023; Giraldo et al., 2013; McCarrel, 2023;
Segabinazzi et al., 2021). A preparacdo comercial e automatizada apresenta vantagem de
ser padronizada e menos suscetivel a interferéncias humanas. Contudo, o custo elevado
para aquisicao de equipamentos e insumos pode desencorajar o uso rotineiro do PRP. Em
contrapartida, os métodos manuais ndo exigem aparelhos especificos, tornando-se opc¢des
mais acessiveis para a obtencéo do PRP (Segabinazzi et al., 2021).

O objetivo desse estudo foi comparar dois métodos ndo comerciais para
preparo de PRP equino, em relagdo a contagem celular de plaquetas, hemacias e
leucdticos. Foram comparados dois métodos, o Método 1 € um novo prototipo de kit e o
Método 2 é um protocolo ja utilizado pelo grupo de pesquisa. Além disso, buscou-se
avaliar se o tempo entre colheita do sangue total e a preparacdo do PRP influencia na
contagem final de plaquetas do PRP.

MATERIAL E METODOS
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Foram selecionados 12 equinos da raca Quarto de Milha, com idade variando
de 7 a 20 anos. Todos os animais foram considerados clinicamente saudaveis, com base
no exame fisico e hematologico, realizado previamente as coletas de sangue.

Amostras de sangue foram coletadas sequencialmente, em um mesmo animal
e o mesmo momento, em seringa de 60 mL (Método 1) e em tubos de coleta de sangue
(Método 2). Uma amostra de sangue total em tubo EDTA também foi coletada para
realizacdo de contagem de células do sangue total. As amostras de sangue para cada
método foram separadas em trés tempos de processamento, com aproximadamente 15 mL
para cada tempo: T1: as amostras foram processadas em até 1 hora ap6s coleta; T2; as
amostras foram processadas em 2 horas ap0s a coleta; T4: as amostras foram processadas
em 4 horas ap0s coleta. Todas as amostras foram mantidas em temperatura ambiente
(22°C) no laboratorio.

Para obtengdo do PRP pelo Método 1, foi utilizado um prototipo de kit
(FIGURA 1) composto por trés tubos tipo Falcon, com capacidade para 15 mL cada (Tubo
Falcon néo esteril, Mylabor, Brasil), seringa hipodérmica 60, 20 e 3 mL (Medix, Brasil),
cateter 14 G (Medix, Brasil), escalp para infusdo intravenosa 19 G (Medix, Brasil), agulha
hipodérmica descartavel 21 G (Medix, Brasil), tampa vedadora de seringa (Medix,
Brasil), agulha raquidiana espinhal (Unisis, Japao) e embalagem plastica (AT, Brasil). A
tampa do tubo Falcon foi projetada e confeccionada no Parque Tecnoldgico
Samambaia/Universidade Federal de Goias, por meio do programa Fusion 360, e
impressa em impressora 3D (Ender 3 s1). O material utilizado para producdo foi o
filamento em &cido polilatico (PLA Premium High Temperature Hight Speed Branco, 3D
Prime, Brasil). A tampa rosqueavel possuia diametro de 22 mm, peso de 2,4 gramas, e
abertura redonda de 6 mm na parte superior tubo, que permitiu a aspiracdo de contetdo
dentro do tubo (FIGURA 1).
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FIGURA 1 - Componentes do protdtipo de Kit utilizado para obtencdo do Plasma
Rico em Plaquetas pelo Método 1. (A) Tampas impressas em
impressora 3D. (B) Tampa adaptada em tubo Falcon comum com
capacidade para 15 mL.

Em uma seringa de 60 mL foram adicionados 6,75 mL de anticoagulante
ACD (solucéo anticoagulante para aférese, JP, Brasil) e, ap6s antissepsia da veia jugular
externa com iodopovidona degermante e alcool 70%, 45 mL de sangue total foram
colhidos na seringa de 60 mL com auxilio de scalpe 19 G. As amostras de sangue foram
homogeneizadas manualmente, com dez movimentos delicados de inversao, e o sangue
transferido para o tubo Falcon com capacidade de 15 mL. Foi realizada a primeira
centrifugacdo a 1000 rpm, durante 10 minutos. O plasma sobrenadante foi colhido com
auxilio de seringa de 10 mL e cateter 14 G, e transferido para outro tubo Falcon. Os tubos
foram novamente centrifugados a 2000 rpm durante 10 minutos. Ap6s a segunda
centrifugacdo com auxilio de seringa de 10 mL e agulha espinhal 15 cm, 80 % do plasma
sobrenadante foi descartado e a fracdo remanescente foi homogeneizada em vértex por
aproximadamente 20 segundos até dissolucdo do botdo de plaquetas e hemacias e
transferidos para seringa estéril.

Para obtencdo do PRP no Método 2, aproximadamente 51 ml de sangue total
foram colhidos da veia jugular de cada cavalo, apos antissepsia com iodopovidona
degermante e alcool 70%. O sangue foi distribuido em seis frascos de &cido citrico, citrato
de sédio e dextrose, com capacidade para 8,5 mL cada (BD Vacutainer® ACD 8,5 mL).
As amostras foram homogeneizadas manualmente, com movimentos sutis de inverséo, e

submetidas a centrifugacdo a 1000 rpm durante 10 minutos. O plasma sobrenadante foi
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colhido e transferido para tubos secos, com capacidade para 10 mL cada. Os tubos foram
novamente centrifugados a 2000 rpm, durante 10 minutos. Apds a segunda etapa de
centrifugacéo, cerca de 80% do plasma sobrenadante foi removido, enquanto a fragdo
restante foi submetida a agitagdo em vortex por 20 segundos, garantindo a dissolucéo do
botdo de plagquetas e hemacias. Em seguida, o contetdo foi transferido para uma seringa
estéril de trés mL.

O volume de plasma colhido para cada animal apds a primeira centrifugacédo
foi padronizado em seis mL para comparac¢do dos métodos e dos tempos. Esse volume foi
estabelecido devido a grande heterogeneidade entre volume de plasma ap0s centrifugagéo
de cada animal.

As anélises do PRP e a contagem de células do sangue total foram realizadas
no laboratério de patologia clinica do Hospital Veterinario Equus Center. A contagem de
plaquetas do sangue total e do PRP foi realizada em analisador hematol6gico (Celltac
Alpha VET MEK-6550®). Foi avaliada a auséncia ou presenca de botdo plaquetario.

Com relacdo a analise estatistica, os dados foram submetidos ao teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para os dados paramétricos foi utilizado teste t
pareado, enquanto para dados ndo paramétricos foi utilizada a alternativa (Kolmogorov-
Smirnov para comparacao de distribui¢Ges). Para comparar o tempo entre os grupos, foi
utilizado teste T ndo pareado. Para a analise dentro do mesmo grupo, foi utilizada

ANOVA. O grau de significancia adotado para os testes foi de 5%.

RESULTADOS

Os dois métodos foram eficazes em concentrar plaquetas e reduzir a contagem
de leucdcitos e heméacias nos 36 PRPs produzidos, nos diferentes tempos (FIGURA 2).
Em relacdo aos leucocitos, houve uma reducdo média de 8,04 * 4,75 vezes (p<0,0001)
para o Método 1 e 24+18 vezes (p<0,0001) para 0 Método 2. A contagem de hemécias
foi reduzida em 540+186 vezes (p<0,0001) no Método 1 e 608+221 (p<0,0001) vezes
para 0 Método 2. Houve um incremento plaquetario médio de 4,3 vezes no Método 1 e
trés vezes para o Método 2 (p<0,0001).
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FIGURA 2 - Representacao gréfica das médias e desvio padrdo da contagem de plaquetas,
leucdcitos e heméacias do sangue total (ST) e PRP produzido pelo Método 1
(PRP 1) e pelo Método 2 (PRP 2), em equinos. *** Indica diferenca
estatistica entre os grupos pelo teste de ANOVA, com p<0,001.

N&o houve diferenca significativa entre os métodos de producédo e tempo de
preparacdao em relagdo a contagem de hemacias no PRP (p > 0,05) (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - Representagdo grafica das médias e desvio padrao
da contagem de hemacias no PRP produzido pelo
Método 1 (PRP 1) e pelo Método 2 (PRP 2), em
trés tempos de processamento.

Em relacdo a contagem de leucdcitos totais, houve diferenca significativa
entre os métodos em todos os tempos (p= 0,0105), com maior contagem pelo Método 1
(1617+1494) gquando comparado ao Método 2 (586 + 523,3) (FIGURA 4).
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FIGURA 4 - Representacdo grafica das médias e desvio padrdo da
contagem de leucdcitos no PRP produzido pelo Método
1 (PRP 1) e pelo Método 2 (PRP 2), em trés tempos de
processamento.

O Método 1 possibilitou concentrar mais plaquetas que o Método 2
(p<0,0001) nos tempos T1 e T2. No tempo 4 ndo houve diferenca entre nos métodos
(p=0,1464). Em relacéo ao tempo de processamento, as amostras processadas no T4, em
ambos 0s grupos, apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao T1, com
menores concentragoes de plaguetas (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - Representacdo grafica das médias e desvio padrdo da
contagem de plaquetas no PRP produzido pelo Método 1
(PRP 1) e pelo Método 2 (PRP 2), em trés tempos de
processamento. **Indica diferenca estatistica entre os
grupos pelo teste de ANOVA, com * p < 0,05; ** p <
0,01.
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Houve formacéo de botdo plaquetario na maioria das amostras (83,33%). Nas
amostras dos animais 3 e 8 no T2 e nas amostras dos animais 1, 2, 4 e 8 em T4 do Método

1, ndo foi observado botdo plaquetario conforme esperado (FIGURA 6).

4 >

FIGURA 6 - Formacédo do botdo plaquetario apés a segunda centrifugagdo (A) Presenca de botdo de
plaquetas e hemédcias. (B e C) Auséncia de formacdo do botdo de plaquetas e hemécias
em PRP produzido pelo Método 1.

DISCUSSAO

Os resultados desse estudo mostram que 0 novo prototipo de kit de PRP é
uma técnica confidvel para producdo do concentrado de plaguetas em equinos e tem
potencial na aplicacdo clinica. Os dois métodos testados foram eficazes em concentrar
plaquetas e reduzir hemécias e leucocitos, como descrito em outros estudos em equinos
(Freitas et al., 2023; Guidoni et al., 2024; Segabinazzi et al., 2021).

Apesar do protocolo ser o mesmo em relacdo ao tempo e velocidade de
centrifugacdo, volume do plasma e ao anticoagulante utilizado, houve diferenca
significativa entre a concentracdo final de plaquetas dos dois métodos, com maior
contagem de plaquetas no Método 1, produzido com o protétipo de kit. As principais
diferencas entre os métodos sdo o volume de sangue por tubo e o material do tubo, pois
no Método 1 foi utilizado tubo de pléstico de 15 mL, enquanto no Método 2 usou-se tubo
de vidro de 8,5 mL. Em um estudo em humanos que avaliou o coagulo de Fibrina Rica
em Plaguetas (PRF), ndo foi observada interferéncia do tipo de tubo no produto final
(Dohan ehrenfest et al., 2010). Em outra pesquisa que comparou protocolos comerciais
na producgédo de PRF registrou-se que os produtos obtidos de tubo de vidro apresentavam
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concentracdo menor de fatores de crescimento que os do tubos de pléstico (Dohan
Ehrenfest et al., 2018). No entanto, deve ser considerado que os protocolos e o produto
final sdo diferentes do presente estudo. E importante ressaltar que, nesta pesquisa, 0
Método 1 foi mais eficaz em recuperar plaquetas.

A contagem de leucdcitos totais foi reduzida em todas as amostras e se
observou maior concentragcdo em todos os tempos no Método 1. Mesmo com valores mais
altos de glébulos brancos, nenhuma amostra teve contagem maior que o sangue total, o
que caracterizaria outro tipo de concentrado de plaquetas, o plasma rico em plaquetas e
rico em leucdcitos (L-PRP) (Dohan Ehrenfest et al., 2014; Lin et al., 2022). Assim como
para outros parametros celulares do PRP, ndo ha na literatura padronizacdo da contagem
de leucécitos no produto final. Mesmo que haja poucas evidéncias sobre a contribuicédo
de glébulos brancos para o processo de cicatrizacdo e suas propriedades inflamatorias,
um efeito benéfico foi sugerido devido a sua atividade contra bactérias (Dohan et al.,
2006; Neves et al., 2007). No entanto, outros estudos apontam que essas células sdo
prejudiciais para 0 ambiente articular e podem causar um processo inflamatorio agudo
(Boswell et al., 2014). Portanto, ndo ha consenso a respeito de concentragdes leucocitarias
no PRP para induzir tais efeitos (Castillo et al., 2011).

O tempo entre a coleta do sangue e o preparo foi investigado devido a
possibilidade do processamento ndo ocorrer logo apds a coleta na pratica clinica. Sabe-se
que as plaquetas possuem vida Gtil curta e muitas vezes o0 armazenamento em temperatura
ambiente ( entre 22 a 24°C) é realizado para melhorar a recuperacdo e a viabilidade
plaquetéria; no entanto essa pratica pode aumentar a chance de contaminagéo bacteriana
(Mack; Miles; Stolla, 2020; Rumjantseva; Hofmeister, 2010). Além disso, as plaquetas
sdo metabolicamente ativas em armazenamento em temperatura ambiente e isso pode
diminuir sua funcéo ao longo do tempo (Rumjantseva; Hofmeister, 2010).

Neste estudo, o tempo de espera de quatro horas em temperatura ambiente
produziu PRP com contagem de plaquetas significativamente menor nos dois métodos
testados. Essa perda na contagem plaquetaria também foi observada em outra
investigacdo que avaliou a viabilidade de plaquetas ap0s 24 horas de armazenamento,
mas em temperatura de refrigeracdo (Segabinazzi et al., 2021), na qual os autores
correlacionaram a menor viabilidade plaquetaria & maior contaminagdo por leucdcitos e
hemacias no PRP produzido. A presenca de leucécitos aumentados no PRP pode afetar a
atividade metabolica das plaquetas e aumentar o consumo de glicose com producéo de

lactato (Segabinazzi et al., 2021). No presente estudo, a média de contagem de hemécias
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e leucdcitos foi menor em T4 em comparagdo a T1, o que ndo permite fazer essa
correlagdo. As plaquetas sofrem uma variedade de alteracbes durante o processo de
armazenamento, como mudanca no formato de discoide para esférica, aumento da
producéo de lactato, diminuigdo do pH, liberacdo de contetido de granulos, diminuicao
da sua funcdo e reducgdo da recuperacdo e sobrevivéncia (Bozorgmanesh et al., 2019),
sendo provavel que esse metabolismo tenha diminuido a concentracdo de plaguetas
durante o armazenamento no T4 para os dois metodos. Apesar de ndo haver diferenca
significativa, também foi observada uma leve reducdo da contagem de plaquetas entre o
tempo de espera de duas horas (Método 1: 589+201,6 x 10°/uL; Método 2: 422+ 160,5 x
10%/uL), quando comparado a 1 hora (Método 1: 675+138 x 10%/uL; Método 2: 426+74 x
10%/uL). O fato de os tubos n3o ficarem em movimentagdo delicada durante o tempo de
espera, provavelmente favoreceu a diminuicdo na contagem apos processamento. Sabe-
se que para manter boa recuperacdo plaquetaria a é importante que os tubos ou bolsas de
coleta estejam em constante movimentacéo (Van der Meer; Korte, 2011).

A presenca do botdo plaquetario é relatada de maneira escassa nos trabalhos,
e é apenas citada com presente apos centrifugacdo em alguns estudos (Guidoni et al.,
2024; Mota et al., 2022; Tognoloni et al., 2023; Torres et al., 2023). Nesse trabalho essa
avaliacdo foi realizada para avaliar a correlacdo entre a sua formagdo com a concentragéo
adequada de plaguetas no PRP. Os animais que ndo apresentaram formacdo do botdo
plaquetario adequado tiveram as menores contagens de plaquetas do grupo e nao
alcancaram incremento plaquetério de pelo menos quatro vezes. Com isso, sugere-se que
a formacdo do botéo plaquetario em protocolos manuais de PRP com utiliza¢éo de tubos
pode ser um parametro avaliado, caso ndo haja a possibilidade de realizar contagem
plaquetaria.

O custo para a producdo do PRP é maior para o0 Método 1 (R$ 36,64) quando
comparado ao Método 2 (R$ 14,15). No entanto, em relacdo a insumos, ha certa
dificuldade no acesso aos tubos ACD (BD Vacutainer® ACD 8,5 mL), uma vez que,
frequentemente, esse material fica ausente no mercado. Isso leva ao clinico a adquirir
tubos de outras marcas, contendo diferentes anticoagulantes para a producgédo do PRP, o
que pode resultar em um PRP de qualidade inferior. Além disso, até a presente pesquisa,

desconhece outra marca de tubo que contenha o anticoagulante ACD.

CONCLUSAO



59

Conclui-se que o prototipo de kit para produgdo de PRP, Método 1, é eficaz
para produzir um concentrado de plaquetas, garantindo contagem de plaquetas
significativamente maior que o Método 2, manual tradicional. Ainda, o tempo entre a
coleta de sangue e o inicio do processamento do PRP afeta diretamente a concentracao
final de plaquetas do PRP. A presenca do botéo plaquetéario pode ser um indicativo de

contagem adequada de plaquetas no PRP.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

O PRP é uma terapia que vem crescendo exponencialmente e ganhando
espaco em hospitais, clinicas e no atendimento a campo de equinos. O cuidado com o
processamento, para garantir um produto final asséptico e de qualidade, e o entendimento
sobre os fatores que influenciam o PRP sdo extremamente importantes, estando
diretamente relacionados ao sucesso do tratamento e a responsabilidade com o paciente.

Em meio a uma época de excesso de informacdes, é essencial basear-se em
evidéncias cientificas para um melhor direcionamento do tratamento do paciente.
Desenvolver um protocolo por meio de um kit a baixo custo favorece a comunidade
veterinaria de equinos pois permite mais uma op¢do de tratamento atual para diversas
lesBes, especialmente musculoesqueléticas.

Este estudo desenvolveu e validou um sistema semifechado de baixo custo
para produgéo de PRP em equinos, utilizando componentes de baixo custo e impressao
3D. O protétipo apresentou concentracdes plaquetarias significativamente superiores ao
método convencional (p < 0,05), com manutencdo da esterilidade e compatibilidade para
uso clinico. O tempo entre a coleta e o processamento do PRP influenciou negativamente
a concentracdo final de plaquetas, evidenciando a necessidade de processamento rapido
(<2h) para obtengéo de melhores resultados.

Ha limitacdes neste estudo que devem ser consideradas. A heterogeneidade
em relacdo ao género da unidade experimental impediu uma correlacao adequada sobre a
interferéncia do género na producdo do PRP. Além disso, a escolha de animais saudaveis
impossibilitou a avaliacdo de possiveis alteracGes na concentracdo plaquetaria do PRP
em animais com disturbios organicos. Ainda, o teste de ELISA foi realizado em amostras
de PRP congelado, e ndo em PRP fresco, o que pode ter causado variacdes na viabilidade
plaquetéria e na concentracgdo de fatores de crescimento do produto final. Apesar de todas
as limitagdes, os dados sugerem que o protétipo desenvolvido é uma alternativa viavel
para aplicagdes em medicina equina.

Estudos futuros devem avaliar a aplicabilidade clinica do PRP produzido,
testar a padronizagdo da metodologia em diferentes espécies e realizar validacédo
microbioldgica sistematica.

O principal obstaculo para o desenvolvimento do estudo foi a limitagdo

financeira. O projeto ndo recebeu auxilio financeiro, e todos os custos foram arcados com
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recursos proprios, o que impediu a realizacdo de mais analises e a utilizacdo de
tecnologias que tornariam o trabalho mais robusto e completo.

Conduzir esta pesquisa foi uma experiéncia enriquecedora, repleta de
aprendizado e satisfacdo. Apesar dos desafios enfrentados, tive o apoio de dois criadores
que gentilmente abriram as portas de seus haras, proporcionando-me total liberdade para

desenvolver o estudo.
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utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal de Goias (UFG), em reunido de 07/03/2022.

Finalidade: () Ensino ( X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacgdo (inicio e fim): 07/03/22 a 31/03/2024
Espécie/linhagem/raca: Equino, quarto de milha.

N° de animais autorizados: 26

Peso/ldade: 450kg, 5-14 anos.

Sexo: 13 machos e 13 fémeas.

Instalacdo onde serdo mantidos os animais: Nas propriedades que pertencem.
Origem (fornecedor): Centros equestres.
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Caordenadora da CEUA/PRPI/UFG

Comisséo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Inovagdo/PRPI-UFG, Alameda Flamboyant, Qd. K, Edificio K2, 1° andar, Prédio da Agéncia de
Inovacdo, Parque Tecnoldgico, sala da CEUA, Campus Samambaia — Goiania-GO, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ceua.ufg@gmail.com




