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RESUMO

OTIMIZACAO DA OBTENGCAO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS NO GATO

A aplicacdo de plasma rico em plaquetas (PRP) constitui um tratamento promissor na reparacéo
de lesBes devido aos efeitos benéficos das plaquetas, dos fatores de crescimento e de outras
moléculas bioldgicas nos mecanismos fisiologicos de cicatrizacdo e regeneracdo tecidular.
Porém, atualmente ndo existe consenso quanto ao valor bioldgico do PRP, bem como das
caracteristicas ideais para a sua aplicacdo, o que ndo é surpreendente dado o nimero de
variaveis que influenciam a obtencdo deste produto biolégico e do potencial destas poderem
interagir entre si, incluindo as variaveis do protocolo de preparacdo. Nao obstante, o interesse
no PRP tem vindo a aumentar na Medicina Veterinaria, existindo, ainda, poucas referéncias a
sua preparacao em algumas espécies, como € o caso do gato.

Assim, este trabalho teve como objetivo rever os principios da terapia por PRP e otimizar um
protocolo de producdo de PRP em gatos, através do estudo das variaveis inerentes a sua
preparacdo laboratorial (nimero de centrifugaces, forca e tempo de centrifugacdo) na eficacia
de concentracdo de plaquetas. Adicionalmente, foram realizadas contagens de células
sanguineas de forma a caracterizar o PRP obtido. Concluiu-se que, através da metodologia
usada, ndo foi possivel concentrar plaquetas e que, dentro dos limites deste trabalho, uma Unica
“rotagdo branda” (<100g, durante 5 min.) pode constituir um método relativamente simples e
econdmico para obter PRP em gatos. De futuro, outros parametros que deverdo ser avaliados
sdo os efeitos isolados dos leucécitos e hemécias na preparacdo do PRP e mesmo a nivel
terapéutico, por forma a poder-se adequar a metodologia e a otimizar a obtencdo das células

que se pretendem aplicar na leséo.

Palavras-chave: plasma rico em plaguetas (PRP), otimizacdo, protocolo, centrifugacao, gatos



ABSTRACT

PROTOCOL OPTIMIZATION FOR OBTAINING PLATELET RICH PLASMA IN CATS

The application of platelet-rich plasma (PRP) constitutes a promising therapeutic approach in
the repair of lesions due to the beneficial effects of platelets, growth factors, and other biological
molecules in the physiological mechanisms of wound healing and tissue regeneration.
However, currently there is no consensus on the biological value of PRP, nor on the optimal
PRP characteristics for its therapeutic application, which, given the number of variables that
affect the final product characteristics and their potential to interact with each other, including
variables on the preparation protocol, is not surprising. Nonetheless, interest in PRP has been
increasing in veterinary medicine. There is, however, very few references on how to prepare
PRP in some species, including the cat.

This study aims to understand the basic principles of PRP therapy and to optimize a protocol
for the production of PRP in cats, by assessing how factors derived from its preparation method
(number of centrifugations, centrifugation speed and time) modify PRP concentration
efficiency. In addition, blood counts were made in order to characterize the PRP. It was
concluded that the methodology used in this study was unable to concentrate platelets and that,
within the limits of this study, a single "soft spin™ (<100g for 5 min.) could represent a relatively
simple and economical method for producing PRP in cats. Future studies are necessary to assess
other parameters, namely the isolated effects of leukocytes and erythrocytes on the PRP
preparation and their therapeutic effects, in order to adjust the methodology and specifically

obtain the cells we want to apply in the lesion.

Key words: platelet-rich plasma (PRP), optimization, protocol, centrifugation, cats
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INTRODUCAO

O plasma rico em plaquetas (PRP) é considerado, por muitos, um meio para aplicar em lesdes
um numero elevado de plaquetas, mas também fatores de crescimento e outras moléculas
biologicas que estimulam os mecanismos de cicatrizacdo e regeneragdo tecidual. A sua
producdo e aplicacdo para propoésitos regenerativos em Medicina Veterinaria tem vindo a
aumenta. Porém, na literatura apenas foi encontrada uma referéncia relativa a preparacdo em
gatos. De salientar que os gatos podem desenvolver varios problemas masculo-esqueléticos e
sofrer de lesdes traumaticas severas que poderiam ser suscetiveis ao tratamento com o PRP,
como acontece nas outras espécies. Adicionalmente, e mais recentemente, o PRP tem vindo a
ser utilizado como um biomaterial coadjuvante na cirurgia ortopédica de gatos.

Devido a grande variedade de protocolos disponiveis para a obtencdo de PRP, ndo existe
consenso quer quanto as caracteristicas do PRP ideal, como a metodologia de producdo mais
eficiente, dificultando a definicdo de um protocolo padrdo. Assim, torna-se imperativo entender
0S mecanismos precisos pelos quais 0 PRP podera otimizar a reparacdo tecidular e como o
protocolo de obtencdo poderd modelar as suas caracteristicas e a sua potencial eficacia
terapéutica.

Com o desenvolvimento da presente dissertacdo do Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria pretendeu-se estudar estas questdes, desenvolvendo dois estudos que permitissem
determinar a influéncia das varidveis inerentes a preparacdo de PRP na concentracdo de
plaquetas em gatos. Neste documento, antes dos estudos e depois de uma breve descricdo das
atividades e casuistica acompanhadas durante o periodo do estagio curricular e dos estagios
extracurriculares, sdo apresentadas generalidades fundamentais sobre a biologia das plaquetas
e das suas funcdes na hemostase e reparacdo tecidual, bem como métodos de preparacéo,
caracterizacdo e aplicacdo de PRP, com especial enfoque nos fatores que influenciam a sua

obtencéo.



BREVE DESCRICAO DAS ACTIVIDADES DESENVOLVIDAS
DURANTE OS PERIODOS DE ESTAGIO

No &mbito do Mestrado Integrado em Medicina Veterindria da Faculdade de Medicina
Veterinria da Universidade de Lisboa, a autora realizou um estagio curricular na area de
Medicina e Cirurgia de Animais de Companhia no Hospital Veterinario de Sdo Bento (HVSB),
em Lisboa. O estagio objetivava proporcionar uma formacdo ampla e diversificada na area de
clinica e o desenvolvimento de um estudo de investigacdo que fundamentou a realizacdo da
presente Dissertacdo de Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria. Assim, 0 estagio teve
dois periodos. Entre o periodo de 1 de Outubro de 2012 e 15 de Mar¢o de 2013, a aluna
estagiaria participou ativamente nos principais servigos da clinica (consulta externa,
internamento e cirurgia), num calendario de rotatividade semanal e executando o horério de
cada servico e horas extra no servico de urgéncias (atendimento além do horéario de consultas
externas, tanto durante a semana como nos dias de fim-de-semana). Durante o periodo de 28 de
Maio a 24 de Julho de 2013, a autora desenvolveu o estudo que serviu de base para a realizacéo
da presente dissertacdo, como seré descrito no Capitulo I1.

Na rotacdo de consulta externa, a estagiaria foi convidada a assistir as consultas de medicina
geral e de especialidade (tabela 21 do ANEXO 1), durante o periodo das 10h as 20h, podendo
participar na contencdo dos animais, na avaliacdo de parametros do exame de estado geral, na
preparacdo e administracdo de medicacdo e na execucdo de exames complementares de
diagndstico de forma independente, quando solicitada para tal. Destes destaca-se a realizacéo e
interpretacdo de andlises hematoldgicas e bioquimicas, exames de diagndstico rapido,
radiografias, eletrocardiografias e ecografias. Quando possivel, a estagiaria conduziu as
consultas de forma independente, destacando-se a discussdo de planos de vacinacdo e
desparasitacdo em consultas de medicina preventiva e a remocdo de pontos, a desinfecdo da
ferida cirtrgica e a informacéo dos proprietarios dos cuidados pos-cirdrgicos nas consultas de
seguimento pos-cirurgico.

De forma a acompanhar as atividades desempenhadas no servico de internamento permanente
do HVSB, a estagiaria realizou rotacGes no horario das 9.30h as 20h durante os dias de semana,
das 9h30 as 14h nos dias de fim-de-semana e das 22 as 8h durante os turnos noturnos. Em cada
rotacdo, a estagiaria participou de forma ativa em todas as tarefas do servico, desde a discusséo
dos casos clinicos com o médico veterinario de servico (tabela 22 do ANEXO 1), a preparagéo
e a administracdo da medicacdo, a monitorizacdo de parametros clinicos dos pacientes

internados, até a gestdo dos respetivos cuidados basicos de higiene e de alimentacdo. A
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estagiaria tinha também sob responsabilidade o processo de internamento dos animais
precedentes da consulta externa, nomeadamente a cateteriza¢do, administracao de medicacdo e
fluidos adequados, acondicionamento na jaula e, quando solicitado, a realizagéo de exames de
diagnosticos complementares, incluindo a recolha e analise de amostras. Com o avancar do
estagio e o0 consequente aumento de pratica, a estagiaria realizou de forma autonoma tarefas de
crescente responsabilidade, sendo exemplos: a colocagdo de sondas esofégicas, a realizagdo de
cistocentese ecoguiada, a drenagem de liquidos de derrame e a execucdo de protocolos de
fisioterapia.

No servico de cirurgia, foi possivel acompanhar cirurgias de tecidos moles e cirurgias
ortopédicas, bem como outras pequenas intervencdes (tabela 23 do ANEXO 1). Neste servico,
a estagiaria assegurou ndo s6 acompanhamento das cirurgias, como também dos procedimentos
pré e pos-cirurgicos, entre as 10 e as 18h ou até a conclusao das cirurgias desse dia. Durante a
cirurgia, a estagiaria teve a oportunidade de participar como circulante, ajudante de cirurgido e
anestesista, assumindo apenas fungdo de cirurgido em intervencGes simples, como a
orquiectomia eletiva em gatos. Além disso, foi-lIhe solicitado que, sob supervisdo, realizasse a
preparacdo pre-cirurgica da sala e do animal, incluindo a inducdo anestésica e a entubacéo
endotraqueal do animal sujeito a intervencdo cirargica. Apds a conclusdo da cirurgia, a
estagidria participou no acompanhamento dos animais durante o periodo de recobro,
monitorizando sinais clinicos vitais e administrando a medicagdo necessaria para 0 seu bem-
estar e recuperacdo, além de auxiliar na manutencédo das condicGes de higiene e esterilidade da

sala e dos instrumentos cirdrgicos.

Gréfico 1. Tempo de estagio (horas) nos servi¢os do HVSB
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Com o proposito de desenvolver competéncias adicionais e experienciar outra realidade

relativamente a pratica clinica em Animais de Companhia, ap6s o primeiro periodo de estagio

curricular a estagiaria participou no programa de visita a0 Queen Mother Hospital for Small
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Animals do Royal Veterinary College (QMH - RVC), em Londres, Inglaterra. Compreendido
entre 25 de marco e 5 de abril, este programa permitiu 0 acompanhamento da atividade clinica
de um hospital veterinario de referéncia, incidindo maioritariamente na abordagem de
emergéncias e no tratamento dos animais internados. Durante o periodo de visita, a estagiaria
cumpriu o horario do servico de urgéncias, compreendido entre as 8 e as 18 horas, alternando-
0 com 0 horério entre as 12 e as 24h do servico de cuidados intensivos.

Além dos servicos de urgéncia e de cuidados intensivos, o hospital oferecia consultas de
referéncia noutras areas especializadas da Medicina Veterinaria, nomeadamente na cardiologia,
na neurologia e na imagiologia, nas quais a estagiaria teve o privilégio de participar, sempre
que o caso clinico tivesse sido referenciado pelos servigos em visita. Desta forma, a aluna
participou ativamente na rotina de uma clinica de referéncia, desempenhando diversas tarefas
que variaram desde a triagem de animais, a realizacdo do exame de estado geral, a
monitorizacdo dos animais admitidos e internados, até a discussdo e diagndstico de casos
clinicos com especialistas das areas clinicas em questao.

Por fim, ao abrigo da bolsa IAESTE, foi realizado um estagio de investigacdo na area de
producdo animal que decorreu entre 7 de outubro de 2013 e 26 de janeiro de 2014, no
Department flr Nutztierwissenschaften Georg-August-Universitat Gottingen, na Alemanha.
Esta bolsa tem como objetivo preparar os estudantes para o0 mercado de trabalho, promovendo
0 desenvolvimento de competéncias técnicas relevantes para os seus estudos e garantindo ao
mesmo tempo a oferta de estagiarios qualificados aos empregadores. Uma vez gque 0s estagios
decorrem em ambiente internacional, também o enriquecimento cultural dos estagiarios e das
comunidades hospedeiras € um objetivo.

Durante as dezasseis semanas de estagio, a estagiaria foi integrada num projeto de investigacdo
na area da producdo animal em galinhas que tinha como objetivo desenvolver métodos de
diagnostico utilizando anticorpos que permitissem a detecdo precoce de estados parasitarios e
a melhoria do bem-estar animal. Maioritariamente, a estagiaria executou técnicas de laboratério
mas também tinha a responsabilidade de organizar e de interpretar os resultados obtidos nas
experiéncias conduzidas por si, bem como apresentar relatorios didrios das atividades
desenvolvidas. Devido a grande componente didatica deste estagio, a estagiaria teve a liberdade
de acompanhar e participar noutros projetos de investigacdo que incluiam diversas areas, tais
como a nutricdo e a reproducdo animal. Desta forma, além do conhecimento adquirido no

estagio foi possivel desenvolver conhecimentos na lingua e cultura germanica.



Tabela 1. Duragéo dos estagios curricular e extracurriculares e nimero de casos observados

nos estagios na area de clinica.

Estéagios (curricular e extracurriculares)

Instituica Duracédo do estagio N° de casos
nstituicao .
(horas) clinicos
HVSB 861 379
QMH -RVC 110 22
Department far
640 --

Nutztierwissenschaften



PARTE | - REVISAQ BIzBLIOGRAFICA

1. GENERALIDADES SOBRE AS PLAQUETAS

1.1.Estrutura das plaquetas

As plaquetas dos mamiferos sdo pequenos fragmentos citoplasmaticos irregulares, anucleados
e incolores que circulam no sangue (Dailey, 1998; Voigt, 2000). O seu tamanho € relativamente
constante entre os mamiferos (2 a 4 um) com exce¢do do gato doméstico, em que € comum a
ocorréncia de variagdes significativas no tamanho das plaquetas (2 a 6 um). Assim, o volume
médio das plaquetas (MPV) dos gatos € superior, podendo atingir dimensdes semelhantes as
das hemécias. (Boudreaux & Ebbe, 1998; Boudreaux, Osborne, Herre, Rivera, & Spangler,
2010).

Apesar da sua pequena dimensdo, as plaquetas possuem uma organizacdo complexa, composta
por uma membrana externa que limita um citoplasma rico em estruturas membranosas e
organelos como o citoesqueleto, as mitocondrias e diferentes tipos de granulos (Boudreaux,
2010) (Fig. 1).

Figura 1. llustracdo esquematica da ultraestrutura da plaqueta.
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Figura adaptada de Stokol (2000).

Nos esfregacos sanguineos, as plaquetas podem ser encontradas isoladas ou em pequenos
aglomerados, 0 que acontece com maior propensdo nos felinos apos a colheita de sangue.
Individualmente e quando néo ativadas, apresentam uma forma discéide caracteristica, sendo
gue nos felinos ocasionalmente também se podem observar formas mais alongadas; no caso de
ativadas, as plaquetas apresentam extensdes pseudopodes na sua superficie (Jain, 1993; Rizzi,
Clinkenbeard & Meinkoth, 2010).



1.1.1. Membrana da plagueta

A semelhanca das membranas plasmaticas das células, a membrana das plagquetas é constituida
por uma camada dupla fosfolipidica (Boudreaux, 2010). Os fosfolipidos da membrana estdo
distribuidos assimetricamente pelas camadas; sendo a camada mais externa rica em fosfolipidos
de carga positiva, como a fosfatidilcolina e a esfingomielina, enquanto na camada mais interna
prevalecem os fosfolipidos de carga negativa, como a fosfatidilserina (FS) e a
fosfatidiletanolamina. Esta distribuicdo é assegurada por proteinas especificas e é importante
para a correta funcdo pro coagulante das plaquetas (Boudreaux & Catalfamo, 2010; Stokol,
2000).

Intercaladas na matriz fluida lipidica existem acumulacBes lipidicas' que constituem
microdominios de membrana, ricas em colesterol e esfingolipidos. Estas intervém na ampliacdo
da sinalizacdo, nas fases iniciais da ativacdo plaquetaria e nos fendmenos de reorganizacédo do
citoesqueleto, essenciais para a retracdo do coagulo. Quer no interior como no exterior destas
acumulacdes lipidicas® existem varias proteinas e glicoproteinas (GP) que se comportam como
recetores especificos importantes na resposta plaquetaria, por permitirem que as plaquetas

interajam com outras células e com a matriz subendotelial (Boudreaux, 2010; Stokol, 2000).

1.1.2. Citoesqueleto e estruturas membranosas

A camada interna da membrana esta em contacto com o citoesqueleto da plaqueta, constituido
por um conjunto de microfilamentos e de microtibulos. O citoesqueleto € responsavel pela
manutencdo da forma discoide da plagueta em repouso e permite a alteracdo da sua forma e
exteriorizacdo do contetdo dos granulos durante a reacdo de ativacdo (Stokol, 2000). A
interacdo entre o conteldo da plaqueta e o plasma é mantida através de dois sistemas de
membrana: o sistema canalicular aberto (SCA) e o sistema tubular denso (STD).

O SCA consiste num labirinto tortuoso de canais interligados que se estende até a superficie da
plaqueta, contactando diretamente com o plasma (Boudreaux, 2010; Jain, 1993). O SCA atua
tanto como um canal para captar particulas, como para libertar o conteddo dos granulos. Ao
captar particulas, como virus ou bactérias, a plaqueta é ativada e os granulos fundem-se com o
SCA, libertando o seu contetido em torno das particulas captadas. Adicionalmente, durante a
ativacdo plaquetaria, o0 SCA é projetado até determinada extensdo aumentando assim o nimero
de recetores de superficie, muitos dos quais comuns aos da superficie da plaqueta (Boudreaux,

2010). De salientar que as plaquetas dos ruminantes e dos equinos ndo possuem o SCA. Nestas

! Tradugdo livre de “lipidic rafts”



especies, a libertacao do contetido dos granulos é conseguida por fusdo dos mesmos diretamente
na membrana mais externa da plaqueta (Boudreaux, 2010)

O STD é composto por um reticulo endoplasmatico liso residual e, ao contrario do SCA néo
comunica com o plasma ou com as membranas dos granulos (Jain, 1993; Stokol, 2000). As
membranas do STD contém cicloxigenase e tromboxano-sintase, enzimas que intervém na
sintese de prostaglandinas. O STD também sequestra ativamente célcio através de bombas
ATPase do reticulo sarco/endoplasmético (SERCAS) que estdo acopladas com as bombas
ATPase da membrana plasmatica (PMCAS) que, por sua vez libertam o calcio para 0 meio
extracelular. A libertacdo de calcio por este sistema € essencial na ativacdo plaquetaria e nas
reacOes de libertacdo e de agregacdo. A energia metabdlica necesséria para estes eventos €
fornecida pelas mitocondrias da plaqueta (Boudreaux, 2010; Stokol, 2000).

1.1.3. Granulos

As plaquetas possuem trés tipos de granulos de armazenamento distintos entre si, no que toca
a morfologia e ao seu conteudo: conhecem-se os granulos alfa (a), densos e lisossomais
(Boudreaux, 2010).

Os granulos alfa sdo os granulos maiores e mais numerosos. Contém varias moléculas como as
citocinas, fatores de coagulacéo, fatores de crescimento, entre outras proteinas que participam
em distintas funcbes das plaquetas, tais como: na formacdo de coagulos, na modulacdo da
inflamacdo e na sintese de matriz extracelular (MEC). As proteinas contidas nos granulos alfa
podem ter diferentes origens, podendo ser endocitadas pela plaqueta em circulacdo (como o
fibrinogénio, a albumina e as imunoglobulinas), ou sintetizadas pelos megacaridcitos. No
interior destes granulos, as proteinas estdo armazenadas em dois compartimentos principais, 0
que podera permitir a sua libertacdo diferencial durante a ativacdo (Boudreaux, 2010; Pereira,
2012; Stokol, 2000).

Entre as moléculas armazenadas e libertadas pelos granulos densos encontram-se aminas
vasoativas como a histamina e a serotonina, ides de calcio e um reservatorio? de adenosina
(ADP e ATP). O célcio contido nestes granulos constitui 70% da reserva de calcio na plaqueta
e, ao contrario do calcio contido no STD, este ndo é mobilizado para a ativacdo plaquetaria
(Boudreaux, 2010 ; Sdnchez-Gonzalez, Méndez-Bolaina, & Trejo-Bahena, 2012; Stokol, 2000).
Os granulos densos contém também fosfolipidos, gangliosideo GM32 e diferentes categorias de

proteinas (proteinas de sinalizacdo celular, chaperonas regulatorias, proteinas do citoesqueleto,
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proteinas envolvidas na glicolise e proteinas envolvidas na funcdo da plaqueta). Durante a
ativacdo plaquetéria, os granulos densos fundem-se com a membrana da plaqueta expondo
recetores que sdo comuns a outros granulos e a membrana da plaqueta. Nos granulos
lisossomais estdo armazenadas hidrélases acido — dependentes, incluindo glicosidades,

proteases e lipases (Boudreaux, 2010).

1.2. Origem das plaquetas: Megacariocitopoiese e trombocitopoiese

As plaquetas sdo produzidas e libertadas na corrente sanguinea por fragmentacéo citoplasmatica
das suas células precursoras, 0s megacariocitos. (Machlus & Italiano, 2013; Patel, Hartwig, &
Italiano, 2005; Weiss & Wardrop, 2010). Os megacariocitos sao células mieldides gigantes (50
— 100 pm), representando aproximadamente 0,01% das células nucleadas da medula déssea.
Encontram-se principalmente na medula éssea mas podem também ser identificadas nos
pulmdes e no sangue periférico (Machlus & Italiano, 2013). A megacariocitopoiese tem inicio
com a multiplicacdo e diferenciacao de células em precursores de megacariécitos ao longo de
uma linhagem cada vez mais restrita, que culmina na maturacao de megacariécitos capazes de
produzir plaquetas funcionais (Deutsch & Tomer, 2013) (Fig. 2). Um sO megacaridcito
consegue gerar milhares de plaguetas atraves de um processo dindmico e regulado
(trombocitopoiese), que pode ser dividido em duas etapas. A primeira ocorre durante 4 a 5 dias
e consiste na maturacdo do megacariocito. A segunda fase é relativamente curta, demorando
entre 4 a 10 horas. Nesta fase, o citoplasma do megacariécito é remodelado em longos
prolongamentos denominados proplaquetas que servem como “linhas de montagem” de
plaquetas. A trombocitopoiese culmina com a libertagéo de plaquetas a partir das extremidades
das proplaquetas para o sangue (Machlus & Italiano, 2013; Richardson, Shivdasani, Boers,
Hartwig, & Italiano, 2005).



Figura 2. Esquema da producdo de plaquetas: desde o desenvolvimento dos megacariécitos a

especializacdo de células e libertagdo de plaquetas na corrente sanguinea.

1. Desenvolvimento do megacariécito na medula 6ssea adulta

2. Endomitose para criar o nucleo poliploide

3. Maturagéo citoplasmatica

4. Formacao de proplaquetas e libertacdo
5. Interconversao de preplaquetas e proplaquetas

6. Libertacéo de plaquetas

Figura adaptada de Machlus e Italiano (2013).

1.2.1. Maturagdo do megacariocito
Durante a fase de maturacdo, o megacariocito torna-se polipléide por endomitose (replicagdo
de ADN sem divisdo celular) e acumula grandes quantidades de proteinas, de granulos
especificos das plaquetas e de membrana. Consequentemente, 0 megacaridcito aumenta de
tamanho e de volume, sendo que, quanto maior a ploidia, maior o aumento de volume e,
consequentemente, maior o numero de plaguetas produzidas (Machlus & Italiano, 2013;
Russell, 2010).

1.2.2. Diferenciacdo do megacariocito em proplaquetas
A remodelacdo do citoplasma dos megacariécitos maturos decorre num processo conduzido
pelo citoesqueleto da célula (Italiano, Lecine, Shivdasani, & Hartwig, 1999; Machlus &
Italiano, 2013). Inicialmente ocorre invaginagdo da membrana plasmatica para formar o sistema

de demarcacdo de membrana (SDM), que se associa a microtubulos e a um complexo de
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actina/miosina. A associacdo com 0s microtdbulos resulta na evaginacdo do SDM e na
formacdo de extensdes pseuddpodes que derivam na formacdo de proplaquetas. Apesar da
fungéo do complexo actina/miosina ser ainda indeterminada, evidéncias sugerem ser importante
na formacdo de proplaquetas e na posterior separacdo entre as plaquetas e as proplaquetas
(Russell, 2010).

Um megacariécito pode originar cerca de 10 a 20 proplaquetas a partir de um pdlo em erosdo
do citoplasma, formando uma saliéncia romba que se alonga e ramifica repetidamente para
formar tubulos mais delgados (Richardson et al.,, 2005). Gradualmente todo o espaco
citoplasmatico do megacariocito é expandido e convertido em prolongamentos de proplaquetas
anastomosados. Juntamente com o material citoplasmatico, organelos e granulos essenciais a
funcdo da plaqueta sdo condensados em particulas do tamanho de plaquetas, ao longo do
comprimento das proplaquetas, adquirindo o aspeto caracteristico de “contas” ligadas por
pontes citoplasmaticas.

A maturacdo das proplaguetas culmina com a migracdo do megacariécito para o nicho vascular
e penetracdo das proplaquetas nos vasos sanguineos sinusais da medula, onde se separam da
massa nuclear residual do megacariocito (Italiano et al., 1999). No sangue e por acdo de forcas
hemodinamicas, as proplaquetas dividem-se em segmentos menores ou diretamente em
plaquetas individuais (Junt et al., 2007). Trabalhos recentemente desenvolvidos por Thon et al.
(2010) adicionam um novo elemento intermediario na maturacéao e libertacdo de plaquetas, a
preplaqueta. As preplaguetas sdo particulas maiores que as plaquetas que se conseguem
converter, reversivelmente, em proplaquetas em forma de alter, através de um sistema de
microtubulos. Thon et al. (2010) concluem que ambas (preplaqueta e proplaqueta) contribuem
para o reservatorio* de plaquetas maturas em circulag&o.

A producdo de plaguetas é regulada pela sua massa total e pela trombopoietina (TPO), uma
citocina secretada maioritariamente pelo figado e, em menor quantidade, pelos rins (Russell,
2010). A diminuicdo da renovacdo de plaquetas resulta no aumento dos niveis de TPO em
circulagdo. A TPO liga-se aos receptores c-Mpl dos precursores de megacariécitos,
megacaridcitos e plaquetas, induzindo uma resposta concentracdo - dependente que culmina
com a proliferacdo e com o desenvolvimento das células mencionadas (Deutsch & Tomer,
2013; Stasi et al., 2010).

Embora ndo essenciais para a regulacdo da megacariocitopoiese ou trombocitopoiese,

diferentes fatores de crescimento e citocinas atuam em sinergia com a TPO ou na hematopoiese

4 Tradugdo literal de “pool”.
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em geral. Sdo exemplos de estimuladores dos precursores de megacariocitos: o fator derivado
da ceélula do estroma-1 (SDF-1), o qual se considera ser relevante na migragdo dos
megacariécitos; as interleucinas (IL) IL-3, IL-6, IL-11, IL-12; o fator estimulador das coldnias
de granulécitos-macrofagos (GM-CSF); e a eritropoietina. Ja a IL-1, o fator de células
estaminais (SCF) e o fator inibidor de leucemia (LIF) séo relevantes a trombocitopoiese.

Nos mamiferos as plaquetas circulam no sangue entre 5 a 9 dias e uma pequena percentagem
destas é constantemente removida devido a sua fun¢do na manutencéo da integridade endotelial.
Adicionalmente, cerca de 30% da massa plaquetaria circulante é sequestrada no baco onde fica
retida temporariamente. As plaquetas velhas, danificadas ou nao-funcionais sao removidas da

circulacdo pelos macrofagos do baco e do figado (Dailey, 1998; Russell, 2010).

1.3. Func0es das plaquetas
As plaquetas sdo elementos cruciais na hemostase e na reparacdo tecidular. Além destas funcdes
intervém na resposta imunitéria, inflamacdo, trombose e metastizacdo hematogénica (Jurk &
Kehrel, 2005). A hemostase é considerada a primeira fase da reparacdo tecidular e, por
conveniéncia, as funcgdes fisioldgicas das plaquetas sdo separadas em duas partes, descritas em
seguida (Pietrzak & Eppley, 2005).

1.3.1. As plaquetas na hemostase

Quando um vaso sanguineo é danificado, a perda de sangue € minimizada através da resposta
integrada dos mecanismos que constituem a hemostase: a resposta do vaso sanguineo a leséo,
a ativacdo das plaquetas e a ativacdo da cascata de coagulacdo. A hemostase visa manter a
integridade vascular e a fluidez sanguinea necessarias ao normal funcionamento do sangue, de
forma a evitar que lesdes menores, como 0s hematomas, se tornem fatais (McConnell, 2000b;
Voigt, 2000).

Assim, as plaquetas atuam na primeira linha de defesa contra hemorragias em lesdes vasculares,
através da formacdo local de um tampdo plaquetario e na sua estabilizacdo por uma rede de
fibrina (Boudreaux & Catalfamo, 2010; McConnell, 2000b).

1.3.1.1. Resposta do vaso sanguineo a lesdo
Perante uma lesdo vascular ocorre uma resposta reflexa do sistema nervoso simpatico que leva
a vasoconstri¢do quase imediata do vaso lesionado. Consequentemente, o fluxo sanguineo local
diminui, criando a turbuléncia adequada para que se dé a adesdo das plaquetas ao endotélio
lesionado, diminuindo a perda de sangue (Dailey, 1998; Voigt, 2000).
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O endotelio do vaso sanguineo integro inibe a adesdo das plaguetas funcionando como uma
barreira fisica entre as mesmas e o subendotélio trombogénico, a0 mesmo tempo que secreta
substancias que inibem a resposta plaquetéaria, como o éxido nitrico (NO) e a prostaciclina
(PGI2) (Stokol, 2000). A lesdo do vaso sanguineo quebra a barreira endotelial, expondo o tecido
subendotelial rico em colagénio que serve de substrato para a adesdo e ativacédo das plaquetas
(McConnell, 2000b). Adicionalmente, a resposta plaquetaria é ampliada pela diminuicdo da
secrecdo local das substancias que inibem as plaquetas (Baker, 2012). Contudo, a secregéo
destas substancias pelo endotélio integro adjacente a lesdo é continua e essencial para limitar a
formacéo do trombo (Dailey,1998).
Os eventos subjacentes a adesdo e a ativagdo das plaquetas dependem das condicGes
hemodindmicas locais e da interacdo dos recetores de membrana das plaquetas com o colagénio
ou, indiretamente, por intermédio de ligandos (Baker, 2012; Ruggeri, 2009; Stokol, 2000). A
adesdo direta ao colagénio ocorre em vasos de fluxo venoso com baixa pressdo sanguinea,
através da ligacdo a dois principais recetores de membrana: o GPVI e a integrina azB1. Em
condic@es de fluxo arterial onde se verifique uma elevada pressao sanguinea, as plaquetas tém
de diminuir a velocidade de circulacdo para conseguirem aderir a lesdo. Nestas condicdes a
ligacdo ao colagénio € inicialmente mediada pela GP plasmatica fator von Willebrand (FVW)
que forma uma ligacéo fraca e transitoria entre 0 GP Ib — IX — V das plaquetas e o colagénio.
O complexo de recetores GPIl — Illa também conhecido como integrina Pz funciona,
igualmente, como um recetor do FVW durante a fase inicial da adesdo plaquetaria. A medida
que as plaquetas se movimentam pelo endotélio lesionado contactam com o colagénio, ao qual
se ligam através da GPVI (Baker, 2012; Boudreaux, 2010; Boudreaux & Catalfamo, 2010; Jurk
& Kebhrel, 2005). Outros ligandos, como por exemplo a laminina e a fibronectina, também
participam na fixacdo das plaquetas ao endotélio promovendo a adesdo plaquetaria e

contribuindo para a sua ativacdo (Baker, 2012; Inoue et al., 2006).

1.3.1.2. Resposta das plaquetas - ativacdo plaquetaria (dispersao,
recrutamento e agregacao)

A interacdo entre o colagénio e a GPVI resulta na ativacdo plaquetaria (Inoue et al., 2006).

Através deste recetor, uma onda de sinalizagdo do interior para o exterior da plaqueta (“inside-

out signaling”) é ativada, estimulando alteracGes estruturais na membrana e o desenvolvimento

de pseuddpodes que aumentam a sua area de superficie e permitem a adesdo e agregacao

plaquetaria (Baker, 2012; Boudreaux & Catalfamo, 2010; Stokol, 2000). As integrinas da

membrana azf1 e a3 aumentam assim a afinidade para os seus respetivos ligandos, colagénio
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e VW, reforcando a ligacdo das plaquetas ao colagénio. Adicionalmente, a integrina a2f1
estimulada contribui para o fortalecimento da adesdo plaquetaria ao promover a dispersao das
plaquetas pelo endotélio lesado (Boudreaux & Catalfamo, 2010; Inoue et al., 2006).

Por sua vez, os recetores estimulados transmitem uma segunda onda de sinalizacdo para o
citoplasma da plaqueta (“outside-in signaling”) que desencadeia a secre¢do de moléculas dos
granulos alfa e denso para o plasma, processo conhecido por reacdo de libertagdo. As moléculas
libertadas interagem com os recetores das plaquetas mediando, segundo um feedback positivo,
a agregacdo e o recrutamento de plaquetas, além de intervirem na ativacdo da cascata de
coagulacdo e na reparacdo tecidular (Baker, 2012; Boudreaux & Catalfamo,2010; Jurk &
Kehrel, 2005; Pietrzak & Eppley, 2005).

O fenémeno de agregacdo plaquetaria consiste na interligacéo das plaquetas que se acumulam
no local da lesdo atraves da formacdo de ligacdes entre proteinas plasmaticas (principalmente
o fibrinogénio) ¢ as integrinas aipP3 das plaquetas adjacentes. As moléculas de ADP sdo um
agonista importante na ativacdo e na agregacdo plaquetéria, inicialmente libertadas pelo
endotélio lesionado e, posteriormente, pelas plaquetas (Inoue et al., 2006; Jain, 1993; Jurk &
Kehrel, 2005). A serotonina e a histamina constituem exemplos de outras moléculas que nédo s6
contribuem para a agregacéo das plaquetas como também sao responsaveis pela manutencédo da
vasoconstri¢ao originada pelo trauma. O recrutamento das plaquetas ao local da leséo é também
facilitado por um potente mediador produzido na membrana das plaquetas ativadas, o
tromboxano A, (TXAz) (Baker, 2012; Boudreaux & Catalfamo, 2010; Voigt, 2000).
Adicionalmente, o TXA: interage com os recetores das plaquetas em circulacdo estimulando a
sua ativacdo e aumentando a libertagdo de ADP (Dailey, 1998). Segundo Ruggeri (2009), as
plaquetas podem também recrutar diferentes tipos de leucdcitos que coordenam as respostas de
defesa do hospedeiro (Ruggeri, 2009).

As plaguetas recrutadas para junto da lesdo agregam-se aquelas ja recrutadas, de forma a
formarem um tampao plaquetario que cobre o endotélio exposto (McConnell, 2000b). Pietrzak
e Eppley (2005) referem que se a lesdo vascular for pequena, o tampao plaquetério devera ser
suficiente para conter a perda de sangue. Contudo, se o defeito vascular for extenso, sera
necessaria a formacdo de um coagulo de fibrina para estancar a hemorragia. No entanto, Jain
(1993) e McConnell (2000b) descrevem que 0s mecanismos para atingir uma hemostase
adequada dependem das dimensdes do vaso lesionado; se a leséo ocorrer em capilares e venulas,
a combinacdo da vasoconstricdo e do tampédo plaquetario poderd ser suficiente; nos vasos

maiores em que o fluxo e a pressao sdo elevados € necessaria a formacao do coagulo de fibrina.
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1.3.1.3. Ativacao da cascata de coagulagao
O tampdo plaquetario formado resulta de uma resposta rapida para diminuir a perda de sangue
sendo, por isso, pouco estavel e (dependendo da bibliografia) insuficiente para manter a
integridade do vaso, no caso do defeito vascular ou do vaso ser grande. A estabilizacdo do
tampé&o plaquetario ocorre na sequéncia das reacoes iniciadas com o trauma e com a ativagédo
das plaquetas. Consiste na fusdo da massa plaquetéria e consequente formacéo de um coégulo
solido de fibrina, através de um processo denominado coagulacdo ou cascata de coagulacéo
(Jain, 1993; Pietrzak & Eppley, 2005). Uma vez que tanto a hemostase como a coagulacéo
contribuem para a formacéo de um coagulo de fibrina estavel e para a diminuicdo da perda de
sangue, é - Ihes também atribuida a designacao de hemostase priméaria e hemostase secundaria,
respetivamente. Adicionalmente, por forma a prevenir perda de sangue adicional, a hemostase
secundaria assiste na reparacdo do revestimento endotelial do vaso (Dailey, 1998; McConnell,
2000b).
A coagulagdo do sangue é em muito semelhante a metamorfose que ocorre durante a
solidificacdo da gelatina, em que a mistura inicial liquida torna-se semissélida através da
reorganizacdo das fibras proteicas devidamente ativadas (pela refrigeracdo). A coagulacao é
iniciada pela ativacdo de fatores de coagulacao, que sdo proteinas que circulam no sangue na
forma inativa (Jain, 1993; Voigt, 2000). A ativacéo inicial progride numa cascata de reacoes
em que cada fator de coagulagio é ativado para catalisar a etapa seguinte. A medida que v&o
sendo ativados, os fatores de coagulacdo sdo rapidamente destruidos por forma a conterem a
sua acdo a lesdo (Stokol, 2000; Voigt, 2000).
Os produtos das reacGes pré coagulantes sdo localizados e concentrados sobre a superficie das
plaquetas: durante a ativacdo das plaquetas ocorre uma alteracdo na disposicéo dos fosfolipidos
nas camadas membrandrias, especificamente da FS (anteriormente conhecida como fator
plaquetario 3 - FP3 - ou atividade pr6 coagulante) que se movimenta para a membrana mais
externa, transformando a plagueta numa célula pr6 coagulante. A FS providencia uma
superficie de ligacdo para os fatores de coagulacdo ativados, principalmente dos complexos
tenase e protrombinase®, permitindo a sua ag&o catalitica e potenciando a propagag&o da cascata
de coagulacdo (Boudreaux, 2010; Stokol, 2000;Jurk & Kehrel, 2005).
Tradicionalmente, considerou-se um esquema que dividia a cascata de coagulacdo em vias

intrinseca, extrinseca e comum. De acordo com este esquema, 0 evento ativador determina a

5 Associados a activagdo do factor X e protrombina, elementos essenciais na cascata de coagulagdo e formag&o de fibrina (Boudreaux, 2010;
Stokol, 2000;Jurk & Kehrel, 2005)
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via ativada: a interacdo da tromboplastina tecidual (TT)® com o fator de coagulagéo VII ativa a
via extrinseca; enquanto fatores que circulam no sangue ativam a via intrinseca quando entram
em contacto com superficies estranhas (superficies normalmente ndo presentes no sangue como
0 colagénio, agulhas ou outras superficies de carga negativa), sem que Seja necessario 0O
contacto com tecido. Cada via ativa depois a via comum (Dailey, 1998; McConnell, 2000b).
(Voigt, 2000). Estudos recentes sugerem a via extrinseca como Unica via de ativacao e pela qual
sdo produzidas pequenas quantidades de trombina (lla) que é, em seguida, ampliada pela
ativacdo ciclica das vias intrinseca, extrinseca e comum (Baker, 2012).

A trombina (fator l1a) formada durante a ativacdo da coagulacéo é uma potente agonista para a
ativacdo das plaquetas e por isso importante na formagdo continua do tampéo de plaquetas
(Baker, 2012; McConnell, 2000b). A trombina converte o fibrinogénio soltvel (que agrega as
plaquetas) em fibras de fibrina insolGvel, o produto final da cascata de coagulacdo (McConnell,
2000b). As fibras de fibrina entrecruzam-se para formar uma rede que envolve o tampao de
plaquetas, formando o codgulo de fibrina que aprisiona outras células, tais como fibroblastos e
células endoteliais que contribuem para a cicatrizacdo do endotélio lesionado (Dailey, 1998)
(Figura 3).

Figura 3. Cascata de coagulacdo: interacdo dos FC na hemostase.
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® ATT (fator I11), também denominada fator tecidual, é uma glicoproteina da membrana de varias células, incluindo fibroblastos subendoteliais
e células endoteliais, que é apenas expressa e exposta aos fatores de coagulacéo quando as células sdo ativadas ou lesionadas (Dailey, 1998;
McConnell, 2000b)
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Figura 3. Cascata de coagulacdo: interacdo dos FC na hemostase (continuacao).
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A: Cascata de coagulacdo tradicional. B: Atual teoria sobre a coagulagdo. Figura adaptada de Dailey
(1998) e McConnell (2000b).

A ativacdo inapropriada da cascata de coagulacgdo, para além da regido da lesdo, é controlada
pela acdo de proteinas anticoagulantes que inibem as proteinas pré coagulantes da cascata de
coagulacdo. Existe um equilibro entre a acdo das proteinas pro coagulantes e as proteinas
anticoagulantes, essencial para que ndo se formem coagulos inapropriados pela vasculatura
(trombose) (Baker, 2012; Dailey, 1998). A principal proteina anticoagulante (70% da atividade
anticoagulante) é a antitrombina (AT), anteriormente conhecida como antitrombina Il1l. A AT
inativa a trombina e outros fatores de coagulacdo (IXa, Xa). Outros exemplos de proteinas
anticoagulantes sdo as proteinas C e S, responsaveis pela inibi¢do dos fatores Va e VIII:Ca; a
a2- Macroglobulina (a2M) que inibe a trombina, plasmina e calicreina e o inibidor da via
extrinseca que, como 0 nome sugere, controla a ativacdo da via extrinseca, inativando a
tromboplastina e o fator Vlla (Baker, 2012; McConnell, 2000Db).

A manutencdo da integridade vascular e da perfusao tecidual resulta dum equilibrio dindmico
entre a formacdo do coagulo de fibrina (cascata de coagulacdo) e a sua destruicdo (lise do
coagulo ou fibrindlise). A medida que o vaso cicatriza, o coagulo de fibrina é gradualmente
destruido pela plasmina, uma enzima proteolitica formada pela ativagdo do plasminogénio
(Baker, 2012; Voigt, 2000). O plasminogénio é principalmente ativado pelo fator X1l ativado e

pelo ativador do plasminogénio tecidual (AP-t) das células endoteliais (Baker, 2012). O
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plasminogénio é também ativado pelo fator X1, complemento e quininas e por outros ativadores
COmMoO a uroquinase e estreptoquinase que, no entanto, sdo pouco importantes para a coagulagédo
in vivo. (Baker, 2012; Dailey, 1998; McConnell, 2000b). A plasmina dissolve o coagulo
degradando o fibrinogénio e a fibrina entrecruzada em pequenos produtos de degradacdo de
fibrina/fibrinogénio (PDF) (Baker, 2012). O coagulo é completamente removido quando o vaso
cicatriza (Voigt, 2000), sendo a fibrinolise controlada por inibidores plasmaticos presentes no
plasma que inativam diretamente a producdo de plasmina (02M e inibidor da o 2-Plasmina -o2
- PI) ou, indiretamente, através da inibicdo dos ativadores de plasminogenio (inibidor-1 do
ativador do plasminogénio -1AP- 1) (Dailey, 1998; McConnell, 2000b).

1.3.2. As plaquetas na reparacao de tecido
A reparacdo dos tecidos é um processo complexo composto por trés fases principais que se
sobrepdem: inflamacéo, proliferacdo e remodelacdo. A primeira resposta a lesao é a inflamacéo,
através da qual é desencadeada uma resposta hemostatica rapida e iniciada a sequéncia de
eventos que conduzem & reparagdo celular. A medida que o sangue flui do vaso lesionado é
criado um coagulo com plaquetas que, desempenham funcdes fulcrais na reparagdo tecidular;
durante a ativacdo plaquetaria libertam dos granulos alfa varias proteinas bioativas que direta
ou indiretamente controlam o processo de reparagdo, € no final da hemostase promovem a
retracdo do coagulo através do encurtamento de fibras proteicas e microtibulos da membrana.
A retracdo do coagulo permite a aproximacao das bordas da leséo e a diminuicdo do defeito
vascular, facilitando a reparacao do vaso (Dailey, 1998; Pietrzak & Eppley, 2005; Voigt, 2000).
Muitos autores associam a capacidade reparadora das plaquetas a libertacdo de proteinas
especificas, os fatores de crescimento (FC) (De La Mata, 2013; Freymiller & Aghaloo, 2004;
Klein, Wagner & Silva, 2011). A medida que as plaquetas sdo ativadas, os granulos alfa
fundem-se com a membrana celular completando a ativagéo bioativa da maioria dos FC. (Marx
et al., 1998) . Este fato reflete a importancia da viabilidade das plaquetas, pois plaquetas
danificadas poderdo libertar FC cuja bioatividade estd comprometida (Pietrzak & Eppley,
2005). Os FC libertados e ativos ligam-se a recetores transmembranares de células com
capacidades regenerativas, tais como células estaminais mesenquimatosas (MSCs),
osteoblastos, fibroblastos, células endoteliais e epidermais. Esta interacdo resulta na expressao
de uma sequéncia genética normal e consequente produgdo de proteinas que promovem e
modulam uma grande variedade de func6es celulares (quimiotaxia, angiogénese, proliferacdo e
diferenciacéo celular e formacdo de MEC) integrantes das distintas fases reparacao de tecidos

(Marx, 2004; Vendruscolo, Watanabe, Maia, Carvalho, & Alves, 2012b).
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Durante a fase inflamatdria os FC mobilizam leucécitos em circulagédo para a lesdo de forma a
estabelecer uma linha de defesa répida contra infecGes e remover detritos celulares. Os
neutrofilos sdo as primeiras células inflamatdrias a invadir a lesdo, seguidos de um influxo de
linfécitos T e mondcitos. Os mondcitos diferenciam-se em macrofagos que passam a ser 0S
leucdcitos predominantes. Estes assistem os neutréfilos na sua funcéo e apos a morte das
plaquetas assumem o controlo da reparacdo tecidular através da secrecdo de fatores (De La
Mata, 2013; Pietrzak & Eppley, 2005).

A rede de fibrina que compde o codgulo sanguineo providencia uma matriz provisoria que
facilita a migracéo de fibroblastos e MSCs a lesdo. Simultaneamente, permite a libertacdo lenta
de FC enquanto expde outros mediadores bioldgicos, que durante a fase proliferativa regulam
a proliferagdo e diferenciacdo de quase todo o tipo de células mesenquimatosas (como
osteoblastos, fibroblastos ou condrécitos) e de MSCs nas necessarias para criar o tipo de tecido
apropriado (De La Mata, 2013; Pietrzak & Eppley, 2005; Sanchez-Gonzalez et al., 2012). As
células endoteliais dos vasos sanguineos iniciam a angiogénese, 0s osteoblastos promovem a
osteossintese e os fibroblastos produzem MEC. Por fim, o tecido lesionado necrotico é
removido e substituido por tecido vivo especifico, de acordo com o tecido local envolvente
(Pietrzak & Eppley, 2005; Sanchez-Gonzalez et al., 2012) .

Na fase de remodelacéo, o tecido recém-formado é reorganizado para se assemelhar ao tecido
original através de um processo que se prolonga ao longo dos anos. Os FC intervém na fase
final da remodelacdo, facilitando a maturacdo de colagénio recém-formado e a apoptose de
células em excesso (De La Mata, 2013; Pietrzak & Eppley, 2005).

A totalidade das fungdes dos FC é ainda desconhecida. No entanto, é reconhecido que a atuagéo
sinérgica dos varios FC é necessaria para a regulacdo da reparacdo tecidual e, é concebivel que
cada um se destaque individualmente, dependendo do tipo de lesdo (rutura, inflamacéo,
degeneracdo, etc.) e do tecido (tenddo, musculo, 0sso, etc.) (De La Mata, 2013; Foster, Puskas,
Mandelbaum, Gerhardt, & Rodeo, 2009). Na tabela 2 estdo descritos os principais FC
referenciados na literatura e respetivas fungdes na reparacao de tecidos.

E importante referir que existem outras moléculas libertadas pelos granulos alfa, como as
citocinas que também participam na regulacdo de varios processos da reparacdo tecidular,
através da ligacéo a recetores transmembranares de células locais ou circulantes (Wroblewski,
Mejia, & Wright, 2010); estimulam a proliferacéo de fibroblastos e queratinocitos, a sintese e
degradacdo de proteinas da MEC, a quimiotaxia de fibroblastos e a regulacdo da resposta
imunitaria (Werner & Grose, 2003). Os granulos densos das plaquetas também contém

moléculas importantes nas diferentes fases da reparacgéo tecidular, nomeadamente, a histamina,
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serotonina, adenosina e célcio, cuja atuacao sinérgica exibe efeitos na modulagédo da resposta

inflamatdria e no aumento da permeabilidade vascular, o que permite maior afluxo de células

inflamatdrias e de células do sistema imunitario a lesdo (Wroblewski et al., 2010).

Tabela 2. Principais FC contidos nos granulos alfa das plaquetas e respetivas funcdes.

Fator de crescimento

Fator de crescimento
transformador beta (TGF-p)

Fator de crescimento

fibroblastico (FGF)

Fatores de crescimento
derivados da plaqueta a e b
(PDGF)

Fator de crescimento epitelial
(ou epidérmico) (EGF)

Fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF)

Fator de crescimento de tecido

conjuntivo (CTGF)

Fator de crescimento
semelhante a insulina | e 1l
(IGF-I e IGF -I1)

Funcéo

Estimula a proliferacdo de MSCs

Controla a sintese e secrecdo de colagénio

Controla o efeito mitogénico de outros FC

Estimula a quimiotaxia de células endoteliais e a angiogénese
Inibe a proliferacdo de macrofagos e linfocitos

Promove o crescimento e diferenciacdo de osteoblastos e
condrocitos

Mitogénico para celulas mesenquimatosas, osteoblastos e
condrocitos

Mitogénico para células mesenguimatosas, osteoblastos e
fibroblastos

Estimula a quimiotaxia de fibroblastos, células da glia ou do
masculo liso, macréfagos e neutréfilos

Controla a sintese e secre¢do de colagénio

Estimula a quimiotaxia de células endoteliais e a angiogénese
Controla a secregdo de colagénio

Estimula a mitogénese de células epiteliais e mesenquimatosas
Aumenta a angiogénese e aumenta a permeabilidade vascular
Estimula a mitogénese de células endoteliais

Promove a angiogénese, a regeneracao de cartilagem, fibrose e
a adesdo de plaquetas

Quimiotatico para fibroblastos e estimula a sintese de proteinas
Fomenta a formacéo de 0sso

Tabela adaptada de Dhillon, Schwarz e Maloney (2012).
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2. GENERALIDADES SOBRE O PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

2.1.Histéria: do desenvolvimento a aplicacdo atual do PRP

A bioterapia é uma ciéncia relativamente recente que recorre a materiais naturais encontrados
em fontes bioldgicas. O reconhecimento da participacdo de diversos componentes do sangue
no processo natural de cicatrizagcdo conduziu assim ao desenvolvimento de produtos derivados
do mesmo, sobretudo no sentido de controlar a inflamacéo e acelerar a cicatrizacdo de lesdes
ou feridas cirurgicas (Prakash & Thakur, 2011; Sanchez-Gonzélez et al., 2012) .

Os selantes de fibrina, também denominados “colas de fibrina” ou adesivos tecidulares de
fibrina (Prakash & Thakur, 2011), foram os primeiros produtos hemoderivados descritos (1970)
e consistem em fibrinogénio concentrado (ap6s polimerizacao induzida por trombina ou céalcio)
gue mimetiza a formacédo do coagulo de fibrina obtido na fase final da hemostase (Matras, 1970,
citado por Ehrenfest, Rasmusson, & Albrektsson, 2009) Inicialmente produzidos a partir de
plasma de dadores, os selantes de fibrina tornaram-se amplamente utilizados como
hemostaticos topicos, selantes de tecidos e como agentes para a fixacdo de determinados
enxertos 6sseos (Matras, 1982, citado por Pereira, 2012). Por forma a diminuir o risco de
contaminacdo cruzada, os selantes de fibrina passaram a ser preparados a partir de plasma do
préprio paciente (autélogo) (Tabélé et al., 2012), no entanto, o custo e a complexidade da
preparacdo tornaram a sua produgdo menos reprodutivel, limitando a sua utilizacdo (Sunitha
Raja & Munirathnam Naidu, 2008). Consequentemente, através da modificacdo dos selantes de
fibrina sdo desenvolvidos concentrados de plaquetas, generalizadamente denominados PRP. O
PRP alia as propriedades das plaquetas e da fibrina permitindo desenvolver um sistema de
entrega ideal de FC a leséo e estimular a cicatrizagao.

Originalmente, o PRP resultava de um método aplicado na Medicina Transfusional que
separava 0s glébulos vermelhos e plasma do sangue total (Flatow & Freireich, 1966), sendo
usado para prevenir e tratar hemorragias associadas a cirurgias e a alteracdes trombocitopénicas
(Boldt et al., 1990). A aplicacdo terapéutica para acelerar a cicatrizacdo e a regeneracao de
tecidos foi introduzida por Whitman, Berry e Green (1997) na area da cirurgia oral e

maxilofacial. Apesar da controvérsia em torno da sua eficacia, a mediatizacdo do sucesso

terapéutico em atletas de alta competicdo e o crescimento das suas indicagdes clinicas tém
favorecido a aceitagédo da aplicacdo de PRP (De La Mata, 2013; Dhillon et al., 2012).
Atualmente as suas aplicacdes terapéuticas abrangem diferentes areas da medicina, incluindo:
oftalmologia (Alio, Arnalich-Montiel, & Rodriguez, 2012; Gimeno, Gatto, Ferro, Croxatto, &
Gallo, 2006), reumatologia (De La Mata, 2013), cirurgia ortopédica (Gandhi et al., 2006),
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cirurgia cardiovascular (Okamura, Koh, & Yokoyama, 2001), cosmética (Man, Plosker, &
Winland-Brown, 2001), cirurgia oral e maxilofacial (Marx et al., 1998; Suvarna, Sahoo, Gupta
& Kuma, 2013), cirurgia plastica (Eppley, Pietrzak, & Blanton, 2006) e medicina desportiva
(Foster et al., 2009).

Em Medicina Veterinaria, a aplicacéo clinica de PRP é mais recente e tem sido focada na clinica
e cirurgia de Equinos, nomeadamente, no tratamento regenerativo de doengas musculo-
esqueléticas e de lesdes cutdneas (Silva et al., 2012b; Vendruscolo et al., 2012b). Diferentes
ensaios clinicos em animais aplicam o PRP como uma substancia coadjuvante (sozinho ou em
combinacdo com materiais) em diferentes situacdes clinicas, tais como a regeneracdo e a
integracdo 6ssea em coelhos e em porcos miniatura (Aghaloo, Moy, & Freymiller, 2002; Pieri
et al., 2009), transplantes da cornea em coelhos (Gimeno et al., 2006) e transplantes de flaps
cutaneos em cdes (Cavalcanti, 2010). Na literatura revista foram encontrados varios estudos
relativamente a protocolos para a preparacdo de PRP em diferentes espécies (Nagata et al.,
2010; Perazzi et al., 2013; Vendruscolo et al., 2012b). Porém, tal como Silva et al. (2012b)
referem, ndo estdo disponiveis na literatura protocolos de métodos manuais para a preparacdo
de PRP em gatos, além do descrito pelo autor. Por outro lado, embora variados estudos tenham
sido realizados em animais, a falta de estandardizacdo dos ensaios clinicos e os resultados
controversos refletem a necessidade de realizar mais experiéncias nas diferentes espécies para

otimizar e legitimizar a aplicagdo do PRP (Pereira, 2012; Smith, Gassmann & Campbell, 2007).

2.2. PRP, 0 que é?

Como o proprio nome indica, 0 PRP deve o0 seu interesse terapéutico ao papel bioldgico das
plaquetas na cicatrizacdo de feridas e no processo de reparacao tecidual. Este papel ndo esta
estritamente relacionado com a capacidade reparadora das proprias plaquetas mas sobretudo
com os FC libertados dos seus granulos alfa que possuem multiplas propriedades regenerativas
(De La Mata, 2013).

O principio do tratamento com PRP assenta na inversdo do racio hemacias/plaquetas
(diminuindo o contetdo de hemécias a 5% por serem menos importantes no processo de
cicatrizacdo) e, sobretudo, na concentracdo de plaquetas num pequeno volume de plasma
autologo, aumentando a concentracéo de FC até 94% (Dhillon et al., 2012). Uma vez que existe
uma relacdo proporcional entre a concentracdo de plagquetas e a concentracdo de FC, é
expectavel que o nimero de plaquetas no coagulo determine a rapidez da cicatrizagdo. O PRP
aumenta o nimero de plaquetas e logo os FC junto a lesdo (Marx, 2004; Vendramin et al.,

2009). In vitro, existe uma relagdo dose-resposta entre a concentragcdo de plaquetas e a
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proliferacdo/diferenciacdo de MSCs e de fibroblastos (Haynesworth, Kadiyala, Liang &
Bruder, 2002; Liu, Kalén, Risto & Wabhlstrom, 2012, citados por Marx, 2004). No entanto, o
intervalo 6timo de plaquetas no PRP para atingir fins terapéuticos esta ainda por estabelecer.
Nos varios trabalhos consultados, poucos autores estdo de acordo com a concentracéo ideal de
plaquetas, propondo concentracdes plaquetarias abaixo das quais o numero de plaquetas podera
ser subotimo (Pietrzak & Eppley, 2005). Em Medicina Veterinaria, existem relatos de diferentes
concentragfes de plaquetas no PRP nas diferentes espécies, o que dificulta a definicdo da
concentracdo Otima (Maia & Souza, 2009).

Estudos experimentais in vitro, em 0sso e tecido mole, revelaram efeitos bioldgicos vantajosos
(proliferacéo e diferenciacdo celular) quando a aplicacdo de PRP continha aproximadamente 1
milh&o de plaquetas/pul (Haynesworth et al., 2002; Weibrich, Hansen, Kleis, Buch, & Hitzler,
2004). Uma vez que a concentracdo de plaquetas em individuos saudaveis varia entre 150.000
a350.000 no sangue (media 200.000 + 75.000 plaquetas/ul), 1 milhdo de plaquetas corresponde
a um aumento de 4 a 5 vezes acima do nivel fisiologico (Marx, 2001; Marx, 2004). J& outros
autores constataram que concentracdes de plaquetas menores (2.5 superiores aos niveis
sanguineos) sdo suficientes para estimular a proliferacdo de fibroblastos in vitro (de Mos et al.,
2008; Graziani et al., 2006).

Nos seus trabalhos, Haynesworth et al. (2002) e Graziani et al. (2006) observaram
adicionalmente que a relacdo dose-resposta ndo € linear para a maioria dos FC. Atingido
determinado nivel, o aumento da concentracdo de FC néo reflete efeitos adicionais, pois 0s
recetores celulares para determinados FC estdo ocupados na totalidade (Arnoczky, Delos, &
Rodeo, 2011; Marx, 2001). Alcangada uma concentragdo suficientemente elevada poderéao
inclusivamente exercer efeitos inibitérios nas funcdes celulares, devido a dessensibilizacdo ou
inibicdo retrogada dos recetores ou a inducdo da apoptose celular (DeLong, Russell, &
Mazzocca, 2012).

Noutro estudo recente foi observada a diminuicdo da expressdo de recetores para FC em
fibroblastos em funcdo da idade, indicando que ndo é apenas a concentracdo de FC que dita a
resposta celular, mas também a capacidade das células alvo usarem estes FC (Vavken, Saad, &
Murray, 2010). Porque a relacdo dose-resposta depende igualmente dos FC e do tipo celular, a
concentracéo precisa de plaquetas necessaria para otimizar a miriade de células envolvidas na
reparacao tecidular in vivo ndo € clara (Arnoczky et al., 2011). No entanto, € possivel que 0s
diferentes resultados possam também ser explicados pela insuficiente informacdo e pelas

variagdes entre os protocolos dos estudos experimentais (como o contetdo de leucdcitos e de
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fibrina nas preparaces, espécies e sensibilidade aos FC individuais) (Arnoczky et al., 2011;
Ehrenfest et al., 2009).

No entanto, porque as plaquetas estdo suspensas em plasma, o PRP € mais do que apenas um
concentrado de plaquetas; para além de células sanguineas, o plasma contém proteinas
envolvidas no mecanismo de coagulacdo, bem como outras moléculas bioativas que
desempenham fung6es importantes na reparagédo dos tecidos (Arnoczky et al., 2011).

O efeito da concentracdo de leucdcitos na eficAcia do PRP ndo é ainda completamente
conhecido e logo, os potenciais beneficios e desvantagens da sua inclusdo nas preparacoes de
PRP tém sido controversamente debatidos (Arnoczky et al., 2011). Alguns autores consideram
que a preparacdo de PRP beneficia a nivel terapéutico se contiver estas células, pois estas
aumentam a concentracao de FC no PRP, intervém na regulacdo imunitaria e possuem efeitos
antimicrobianos (McLellan & Plevin, 2011). Ehrenfest et al. (2009) referem que a aplicacdo de
PRP com leucdcitos ndo parece induzir efeitos negativos ou prejudicar os potenciais efeitos
benéficos do PRP, e que pelo contrério, contribuird significativamente para diminuir as
necessidades analgésicas dos pacientes e para potenciar a recuperacao funcional. Apesar destes
resultados, outros autores recomendam a eliminacdo de leucdcitos das preparacdes de PRP
porque estas células libertam mediadores pro-inflamatérios que podem exacerbar a leséo
inicial, tais como citocinas, metaloproteinases ou radicais de oxigénio (McLellan & Plevin,
2011). Consequentemente, existe a preocupacdo de que os leucécitos possam inibir a
cicatrizacdo em determinados tecidos e/ou em certas fases da recuperacdo (Arnoczky et al.,
2011). Para além disto, alguns autores sugerem que o PRP rico em leucécitos podera provocar
mais dor local que as preparagdes puras de PRP (Mei-Dan, Mann, & Maffulli, 2010, citado por
Arnoczky et al., 2011).

N&o existem portanto evidéncias conclusivas acerca da inclusdo ou exclusdo de leucdcitos no
PRP (McLellan & Plevin, 2011). Porém é possivel que um efeito negativo ou positivo ndo possa
ser generalizado para todos os tecidos e todas as condicGes clinicas, e que as preparagdes puras
de PRP sejam mais benéficas em determinadas situacGes enquanto preparacfes PRP com
leucdcitos sdo mais benéficas para outras (Arnoczky et al., 2011).

As proteinas do plasma, muitas das quais também encontradas nas plaquetas, sdo reconhecidas
como elementos criticos no mecanismo de reparacdo tecidular. Sdo exemplos a fibrina, a
fibronectina e a vitronectina, proteinas que atuam como moléculas de adesdo celular em
processos como a osteoconducdo e servem como matriz para a migracédo epitelial, a formacéo
Ossea e a de tecido conjuntivo (Arnoczky et al., 2011; Foster et al., 2009; Robert E Marx, 2004).

Citocinas proé-inflamatorias atuam juntamente com os FC para desempenhar fungoes
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importantes na regulacdo da reparacédo tecidular (Sanchez-Gonzélez et al., 2012). O préprio
codgulo obtido no PRP participa na reparacdo tecidular atuando como barreira contra
microorganismos invasores e como matriz condutora, na qual as células podem aderir e
desempenhar funcbes no processo de reparacdo tecidular (Foster et al., 2009; Werner & Grose,
2003). Em suma, o PRP assemelha-se a um coagulo de sangue, passivel de ser identificado
numa ferida comum, mas contendo um nimero maior de plaquetas e FC, potenciando a natural

capacidade de reparacgéo e de regeneracdo do organismo (Dhillon et al., 2012; Marx, 2001).

2.3.Potencial e limitacgdes terapéuticas

A maioria das publicacdes relatam uma melhoria significativa da cicatrizagdo do 0sso e/ou do
tecido mole quando o PRP ¢ usado (Camargo et al., 2002; Man et al., 2001; Marx et al., 1998;
Marx, 2004). Ndo obstante, existem também publicacBes que concluem haver pouco ou nenhum
beneficio na utilizacdo do PRP (Aghaloo et al., 2002; Froum, Wallace, Tarnow, & Cho, 2002;
Shanaman, Filstein, & Danesh-Meyer, 2001). No trabalho “Platelet-Rich Plasma: Evidence to
Support Its Use” de Marx (2004) sdo comparados trabalhos com resultados controversos e
conclui-se gue os estudos que sugerem poucos beneficios no uso de PRP frequentemente usam
técnicas inadequadas, ndo sendo possivel retirar conclusées validas.

Porque o PRP ndo ¢ osteoindutivo, isto é, ndo possui proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs’),
o valor do PRP esta maioritariamente relacionado com a melhoria da cicatrizacdo de tecidos
moles. Todavia, os FC estimulam a diferenciacdo de MSCs e de células da sua linhagem em
células osteogénicas, acelerando a formacédo de osso (Marx, 2004). Consequentemente, Marx
(2001) acredita que ndo sdo esperados beneficios provenientes da associacdo de PRP com
substitutos 6sseos ou com outros enxertos ndo celulares. Porém, trabalhos sobre a associacao
de PRP a 0sso bovino inorganico (Bio-Oss; Osteohealth, Shirley, NY) mostraram, mais uma
vez, resultados contraditorios. Atualmente o PRP tem aplicacdo clinica quando associado a
enxertos 0sseos totalmente autélogos, a misturas de enxertos 6sseos (com uma variedade de
substitutos Gsseos e um minimo de 20% de osso autdlogo) e a fatores de crescimento
recombinantes, como BMP recombinantes. O PRP permite também a aplicacdo precoce de
implantes, facilita a manipulacdo de enxertos 0sseos ao atuar como adesivo e beneficia a
osteointegracdo quando aplicado num 0sso comprometido, como um 0sso osteoporético ou um

0SS0 apo6s tratamento de radioterapia (Arnoczky et al., 2011; Freymiller & Aghaloo, 2004;

7 p P - X abA At L . . X~
As proteinas 0sseas morfogenetlcas s80 até entdo, as Unicas usadas para induzir neoforma(;ao ossea.
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Marx, 2001). Além disto, o fato do PRP melhorar a cicatrizacdo dos tecidos moles que
envolvem os defeitos 6sseos, sustenta uma reparacao do 0sso mais rapida, pois possibilita uma
melhor cobertura do microambiente 6sseo em cicatriza¢do (Pardo, Sacco, Surian & Landim -
Alvarenga, 2012).

A administracdo conjunta de PRP e de outros fatores bioldgicos tem sido explorada com o
intuito de amplificar o seu poder regenerativo. Apesar de ser um conceito relativamente recente,
a estratégia é apelativa pelo fato da matriz regenerativa resultante entregar uma potente trilogia
de células regenerativas, matriz de fibrina e FC (Sanchez-Gonzalez et al., 2012). A aplicagédo
concomitante de MCSs derivadas do tecido adiposo (ASC) e da medula 6ssea (BMSC) ¢
considerada uma das terapias mais promissoras. Trabalhos experimentais comprovam as
potencialidades terapéuticas desta terapia no tratamento de lesdes dsseas, tendinosas e
articulares e na cirurgia reconstrutiva de tecidos moles (Coppi, 2012; Gentile et al., 2012b;
Pham et al., 2013; Pieri et al., 2009). Outras possibilidades incluem a adicao de fatores a terapia
combinada de PRP e MSCs, tais como a fluorhidroxiapatita e a insulina recombinante,
aplicados respetivamente para promover a regeneracdo 0ssea e a integracdo de transplantes de
tecido adiposo (Gentile et al., 2012a; Pieri et al., 2009). Gimeno et al. (2006) referem ainda a

aplicacdo do PRP como vetor de substancias quimicas, tais como agentes antiangiogénicos.

2.4.Seguranca

Teoricamente, porque o PRP é desenvolvido a partir de sangue autélogo, os riscos associados
a transmissdo de doencas e ao desenvolvimento de reacdes imunoldgicas ou de cancro sdo
minimos (Everts et al., 2006). Adicionalmente, o PRP é considerado seguro com base na sua
aplicacdo clinica pioneira na area da cirurgia maxilofacial durante anos e na sua crescente
aplicacdo com raros efeitos adversos relatados. Quando injetado, a semelhanca de qualquer
injecdo, acarreta algum risco implicito (morbilidade do local de injecdo, infecdo ou lesdo de
Nervos ou vasos sanguineos), sendo raros os casos relatados de reagdes inflamatérias no local
de injecéo, calcificagdo ou de formacéo de tecido cicatricial (De La Mata, 2013; Dhillon et al.,
2012). Néo obstante, De La Mata (2013) salienta o facto de tolerancia terapéutica ndo implicar
segurancga terapéutica e aponta a inexisténcia de estudos neste &mbito.

Alguns autores sugerem empiricamente que o PRP podera favorecer infecfes, pois € um
coagulo de sangue e nos laboratérios de microbiologia é usado agar sangue no cultivo de
bactérias. Todavia esta logica é invalidada pelo facto da composicdo do PRP ndo diferir
relativamente ao coagulo sanguineo que se forma nas feridas e, por isso, ndo promover o

desenvolvimento de infecdo bacteriana mais que qualquer outro codgulo. O PRP tem um pH
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que varia entre 6.5 e 6.7 em comparacdo com o pH de 7 a 7.2 do coagulo sanguineo maduro
(Marx, 2004). Trabalhos recentes propdem que o PRP poderd mostrar relevantes efeitos
antimicrobianos (Bielecki et al., 2007; Drago, Bortolin, Vassena, Taschieri, & Del Fabbro,
2013). No trabalho realizado por Marx (2004), em que sdo comparados enxertos 0sseos e feridas
cutaneas semelhantes com e sem PRP, 0 autor aborda esta questdo e descreve que no seu estudo
ndo se observou o desenvolvimento ou inibigdo de infecéo.

Como os FC promovem mdltiplas funcdes celulares que estimulam a proliferacdo celular, existe
também a preocupacdo de que o PRP possa ser carcinogenico (Everts et al., 2006; Marx, 2001).
A capacidade de geracao e de perpetuacdo de tumores esta associada ao potencial angiogénico
de determinados FC (VEGF, bFGF, HGF e IGF) ou mesmo a capacidade intrinseca oncogénica
de outros. Recentemente, foi demonstrado que determinados FC favorecem a proliferacdo ou
ativacdo (in situ e perifericamente) das “células COP”8. Perante estes factos, parece razoavel
gue a sobre exposicdo celular ao PRP possa limitar a diferenciacdo das células em linhas
apropriadas. Contudo, estas reflexdes sdo meras especulagdes, pois estas propriedades estdo
apenas descritas em animais de experimentacdo e, até ao momento, ndo existe qualquer
associacdo a utilizacdo de PRP em Humanos com a transformacao cancerigena (De La Mata,
2013; Foster et al., 2009).

Efetivamente, uma vez que os FC ndo atuam a nivel nuclear mas na membrana citoplasmaética
da célula, estes ndo alteram a expressdo génica. Por este motivo, Marx (2001) considera que 0s
FC ndo sdo mutagéenicos e que o PRP ¢ incapaz de induzir a formacdo de tumores. Pelo
contrario, os FC do PRP sdo comuns proteinas do organismo que atuam no processo normal de

cicatrizagao, mas mais rapidamente.

3. PROTOCOLOS DE OBTENCAO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS

3.1.Como se obtém?
O PRP pode resultar de diferentes protocolos que almejam concentrar o maior nimero possivel
de plaquetas vidveis num pequeno volume de plasma (Pereira et al., 2013). Na literatura, 0s
protocolos estdo agrupados em diferentes métodos que caracterizam as técnicas de obtencdo do

PRP. Vendruscolo et al. (2012b) descrevem métodos automaticos (aférese), semiautomaticos

8 «“Células COP®.0u precursoras osteogénicas circulantes séo células indiferenciadas osteo-condro-progenitoras envolvidas na formagéo de

0ss0 extra esquelético
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(centrifugacdo) e manuais (coagulacdo no tubo) enquanto Ehrenfest et al. (2009) referem-se
apenas a metodos automaticos (aférese) e manuais (centrifugacéo).

Os métodos descritos variam entre si quanto ao custo, facilidade de preparacéo, volume de
sangue necessario e concentracdo de plaquetas obtida. Uma vez que a concentracdo 6tima de
plaquetas no PRP continua por definir, ndo existem evidéncias que estabelecam a superioridade
de um protocolo relativamente a outro (Foster et al., 2009). O método de aférese é dispendioso
pois requer equipamento especifico e pessoal qualificado no manuseamento do material.
Comparativamente aos demais métodos, este necessita de um elevado volume de sangue
(>450ml), porém é eficiente na concentracdo plaquetaria e obtém um volume maior de PRP
(Pereira, 2012; Vendruscolo et al., 2012b). A maior vantagem deste método baseia-se na
diminuicdo da ocorréncia de contaminagéo bacteriana. Apesar disso, os fatores apontados acima
limitam a sua utilizacéo a institutos de transfusdo de sangue e hospitais em Humanos, nao sendo
conveniente o seu uso em ambiente de clinicas pequenas (Pereira, 2012).

O método de centrifugacdo possui algumas vantagens relativamente aos outros meétodos
descritos; utilizando-se um pequeno volume de sangue, consegue-se obter uma concentragéo
de plaquetas superior. Para a sua execucao, este méetodo requer algum investimento na aquisicdo
de uma centrifugadora e na otimizacdo do procedimento. Relativamente ao método de colheita
em tubo, o risco de contaminagdo da preparacdo é menor, podendo ser facilmente usado em
pequenas clinicas (Pereira, 2012; Vendramin et al., 2009; Vendruscolo et al., 2012b). E, no
entanto, um método trabalhoso e sujeito a erros de preparacdo por parte de quem realiza o
procedimento, prejudicando a qualidade do PRP (Vendramin et al., 2009).

O método dos tubos constitui a técnica mais simples e com menor custo associado, pois
contrariamente & aférese pode ser realizada em ambiente laboratorial, necessitando apenas de
um pequeno volume de sangue. Contudo, e comparativamente aos restantes métodos, concentra
menos plaquetas e exige que a preparacao do produto seja rigorosamente asséptica, uma vez
que é um método mais suscetivel a contaminacdo bacteriana, especialmente se a preparacao do
produto envolver vérias fases e, consequentemente, maior manipulacdo pelo operador
(McLellan & Plevin, 2011; Pereira, 2012).

Os protocolos disponiveis podem ser divididos em trés fases (colheita do sangue, preparagéo e
aplicacdo na leséo), nas quais coincidem em alguns pontos (Ehrenfest et al., 2009). Os
protocolos desenvolvidos em Humanos tém sido adaptados para a producao de PRP em animais
(Maia & Souza, 2009). Uma vez que na literatura consultada os métodos de centrifugacéo

manual sdo os mais utilizados em Medicina Veterinaria (Nagata et al., 2010; Perazzi et al.,
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2013; Silva, Alvarez, et al., 2012; Vendruscolo et al., 2012b), a descri¢ao das fases que se segue

tem por base este método de producgéo de PRP.

3.1.1. Colheita

A colheita do sangue aut6logo é o primeiro passo para a preparacao de PRP e pode ser realizada
imediatamente antes ou durante a intervencdo cirdrgica (Ehrenfest et al., 2009). O PRP é
beneficiado se a colheita ocorrer o mais proximo possivel do inicio da cirurgia, pois as plaquetas
irdo acumulando-se no local da intervengédo para iniciar a coagulagdo e a cicatrizacdo e, de
alguma forma, a sua contagem no sangue diminui. Além disso, durante a cirurgia os fluidos
intravenosos vao diluir o sangue, reduzindo ainda mais o numero de plaquetas por volume
(Marx, 2001). Na maioria dos protocolos, o0 sangue venoso € colhido na presenca de um
anticoagulante que previne o inicio da cascata de coagulacdo (Arnoczky et al., 2011; Prakash
& Thakur, 2011). No protocolo mais recentemente desenvolvido (o protocolo de fibrina rica
em plaquetas (PRF) de Choukroun), o sangue € colhido sem qualquer anticoagulante e,
consequentemente, o processo de coagulacao € despoletado, formando um coagulo com uma
densa rede de fibrina (Choukroun et al, 2001, citado por Dohan et al., 2006).

3.1.2. Preparacao
Apobs a colheita, o sangue é imediatamente processado para concentrar as plagquetas (Ehrenfest
et al., 2009). A separacdo seletiva dos componentes solidos e liquidos do sangue é
fundamentada na lei de Stoke’s. Este principio fisico descreve que quando sob a acéo de forgas
gravitacionais, a velocidade de sedimentacdo das particulas em ambiente liquido sera
aproximadamente proporcional ao seu didmetro. Logo, quando sujeitas a uma forca
gravitacional, as plaquetas (aproximadamente 2 pum de didmetro) sedimentam
proporcionalmente mais lentamente que as hemacias (aproximadamente 7 um de diametro) ou
que os leucdcitos (7-15 pum de didmetro). Este fendmeno permite assim que, através de uma ou
duas centrifugacdes, as plaguetas permanecam seletivamente suspensas na componente liquida
do sangue (plasma), enquanto outras particulas solidas (hemacias e leucécitos) sedimentam
mais rapidamente, separando-se as plaquetas por acdo da gravidade (Arnoczky et al., 2011;
Foster et al., 2009). Alguns autores consideram necessaria apenas uma centrifugacdo para
concentrar plaquetas (Silva et al., 2012b), enquanto outros defendem ser necessario um

protocolo com duas centrifugac6es (Marx, 2001).
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A primeira centrifugagio (“rotagdo branda™®) é lenta para evitar que as plagquetas se depositem
no fundo do tubo, dividindo o sangue em trés camadas de acordo com o gradiente de densidade
dos seus constituintes: as heméacias encontram-se depositadas no fundo do tubo, o plasma
acelular contendo algumas plaquetas (plasma pobre em plaquetas (PPP)) no sobrenadante e
entre estas camadas a camada flogistica (CF) (também denominada por PRP por alguns
autores), uma camada intermediaria fina e esbranquigada, na qual estdo concentrados leucocitos
e algumas plaquetas maiores (Araki et al., 2012; Dohan Ehrenfest et al., 2009; Prakash &
Thakur, 2011; Vendramin et al., 2009).

Os seguintes procedimentos variam entre os protocolos, mas tém em comum, o objetivo de
concentrar ainda mais as plaquetas: o plasma sobrenadante (PPP) e, em alguns protocolos uma
porcao ou a totalidade da CF (podendo conter algumas hemacias), sdo recolhidos para serem
diretamente usados ou sujeitos a uma segunda centrifugacdo (Araki et al., 2012; Arnoczky et
al., 2011; Vanat, Medeiros, Balarin, Pereira & Biasi, 2012; Vendramin et al., 2009). Alguns
autores descrevem ainda protocolos em que para a segunda centrifugacdo séo recolhidas a CF
e as hemacias (Choi, Im, Huh, Suh & Lee, 2004, citados por Vanat et al., 2012; Marx et al.,
1998). No seu trabalho Marx et al. (1998) demostraram, tal como os autores por si citados
Reeder et al. (1993), que as plaquetas recentemente diferenciadas e, portanto, mais ativas, por
serem maiores podem ocupar até 1mm acima da camada de hemacias e, por isso, sugerem que
essa porcao seja também recolhida para formar o PRP.

Nos protocolos de centrifugagdo dupla, a segunda centrifugacio (“rotacio forte”*°), por ser mais
longa e mais rapida, permite a sedimentacdo das plaquetas, separando-as juntamente com
leucdcitos e algumas hemacias no fundo do tubo, do restante plasma (Marx, 2001; Prakash &
Thakur, 2011). O plasma obtido é assim dividido em PRP (plaquetas e +/- leucdcitos) e PPP
(Arnoczky et al., 2011).

9 Tradugao livre de “soft spin”

0 Tradugdo livre de “hard spin”
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Figura 4. Método manual de preparagdo do PRP

RS —PPP — ~+PPP
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2A. “Rotagio forte™
2B. “Rotagio forte™

1. “Rotagédo branda™

2C. “Rotagio forte™

A preparagdo do PRP utilizando o método manual pode ser realizada através de uma ou duas
centrifugacBes (1 e 2). 1: O sangue colhido é brevemente centrifugado com forgas baixas (“rotagdo
branda™), sendo obtidas trés camadas: hemacias, camada flogistica (CF) e plasma sobrenadante (PPP).
O plasma sobrenadante (podendo conter parte ou a totalidade da CF) pode ser recolhido e diretamente
usado ou submetido a outra centrifugacdo, mais longa e com forcas superiores (2A e 2B). 2A: A
centrifugacdo do plasma sobrenadante (podendo conter algumas células da CF) divide-o em PPP e PRP.
2B: O plasma sobrenadante e a CF (podendo conter algumas hemécias) centrifugados sdo separados em
PPP e PRP. Alternativamente, alguns autores recolnem a CF e as hemécias para uma centrifugagédo
“rotagdo forte” de forma a separar o PRP (2C). Apds a centrifugacdo parte do PPP é descartado. O
remanescente corresponde ao PRP que é gentilmente homogeneizado e, opcionalmente ativado antes da

sua aplicacdo. Figura adaptada de Ehrenfest et al. (2009).

Apos a centrifugacdo, o PRP deve ser recolhido rapidamente porque as plaquetas comegam
lentamente a difundir-se para o PPP, diminuindo a sua contagem na preparacéo final de PRP
(Marx, 2001). Com auxilio de uma seringa, grande parte do PPP é descartada, deixando apenas
plasma suficiente para as plaquetas concentradas permanecerem em suspensdo. O remanescente
é entdo gentilmente misturado para obter o PRP pronto a usar, sendo referido como PRP
concentrado (cPRP) ou plasma concentrado em plaquetas (PCP) por alguns autores (Araki et
al., 2012; Prakash & Thakur, 2011).

Segundo Marx (2004), uma vez preparado, 0 PRP mantém-se estéril e no estado anticoagulado

concentra plaquetas viaveis por um periodo de oito horas. Ja Bausset et al. (2012) demonstrou
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que a preservacéo da atividade das plaquetas e da capacidade de libertar FC mantém-se até seis
horas apds a preparagdo. O processo de centrifugacdo deve ser asséptico para evitar a
contaminagdo e executado com precisdo para separar e concentrar um elevado nimero de
plaquetas integras. A lise e a libertacdo precoce de FC reduzem a eficacia terapéutica da

preparacdo (Alves, Monteiro, Pires & Santos, 2012).

3.1.3. Aplicacéo

Por fim, o concentrado de plaquetas obtido é aplicado no local cirdrgico sob a forma de coagulo,
gel, liquido, ou spray, de acordo com o tipo de procedimento (aberto ou fechado, como uma
artroscopia) (DeLong et al., 2012; Ehrenfest et al., 2009). Em funcéo da aplicacéo terapéutica
podem-se adicionar agentes gelificantes para ativar as plaquetas e solidificar a solugéo obtida
(Arnoczky et al., 2011; Ehrenfest et al., 2009). A ativacao plaquetéria pode também ser induzida
na segunda centrifugacdo e a densidade da rede de fibrina precipitada pode ser manipulada
variando, proporcionalmente, com o aumento da duracdo e com a forca-g da centrifugacédo
(Arnoczky et al., 2011).

Quando o PRP se destina a tratar lesdes dos tecidos moles, a maioria dos autores ndo considera
necessaria a ativacdo prévia, uma vez que sera despoletada in situ pelo contacto com o
colagénio, trombina, membrana basal das células ou em situacGes de forca de cisalhamento
causadas pelo fluxo de fluido. Alguma ativacdo € desejada se a aplicacdo cirdrgica do PRP
beneficiar de uma consisténcia mais gelatinosa para que este se fixe na area de interesse como,
por exemplo, na ortopedia para facilitar a integracdo de implantes 6sseos ou o tratamento de
osteoarterites (Arnoczky et al., 2011; De La Mata, 2013; Marx, 2001).

Outros autores, no entanto, defendem que ativacdo deve ser o mais proxima possivel do
momento da aplicacdo, pois assim que séo ativadas, as plaquetas libertam imediatamente fatores
de crescimento. Nos primeiros dez minutos ap6s a sua ativacao, as plaquetas ja secretaram 70%
dos FC armazenados e cerca de 100% na primeira hora. Adicionalmente, sintetizam FC nos 8
a 10 dias seguintes, até ficarem esgotadas e morrerem (Sanchez-Gonzalez et al., 2012). Porque
0 tempo de semi-vida da maioria dos FC é medido em minutos ou horas, a ativacdo precoce
pode diminuir a exposicdo das células alvo aos FC (Arnoczky et al., 2011). Consequentemente,
por forma a garantir uma concentracdo adequada de FC no local da lesdo, o PRP deve ser

ativado imediatamente antes de ser usado e ndo previamente (Marx, 2001; Pereira et al., 2013).
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3.2.Fatores que influenciam a obtencéo do PRP

A forca, o tempo de centrifugacdo e a reducdo do volume plasmatico sdo varidveis que
influenciam a qualidade do PRP e, como tal, sdo estudadas no sentido de otimizar uma
metodologia capaz de concentrar plaquetas, sem prolongar o tempo de preparacdo e atraves da
qual se consiga prever o volume final de PRP (Vendramin et al., 2009). A interpretacdo de
variaveis nao so relacionadas com a preparacdo do PRP mas também as que influenciam as
caracteristicas hematologicas do PRP e até do sangue colhido fornece informacdo que
possibilitard predizer as carateristicas do PRP final (Andrade, de Freitas Branddo, S4a, de
Bittencourt & Sadigursky, 2008).

3.2.1. Aparelhos e material

Segundo alguns autores, as centrifugadoras utilizadas deverao ser especificas para a preparacao
de PRP, pois outros aparelhos inadequados poderdo produzir PRP de fraca qualidade, sem
potenciais beneficios terapéuticos (Weibrich & Klies, 2002, citados por Marx, 2004). Andrade
et al. (2008) faz referéncia a centrifugadoras com rotores que controlam a aceleracdo e a
travagem, evitando forcas abruptas sobre as plaquetas e a sua ativacdo precoce. Os diferentes
aparelhos de preparacdo de PRP disponiveis usam protocolos distintos e logo nao produzem
PRP idénticos (DeLong et al., 2012). Contudo, mesmo utilizando protocolos especificos para a
obtencéo de PRP, a concentragdo de plaquetas pode diferir ndo sé entre protocolos, como dentro
de determinado protocolo (Arnoczky et al., 2011).

A qualidade do material da centrifuga, bem como dos instrumentos médicos ou implantes pode
alterar o PRP, uma vez que a adesao e a agregacédo de plaquetas pode ser inibida ou induzida
por diferentes metais (Tanaka et al., 2009). O material usado na manipulagdo do sangue e no
armazenamento do PRP também sdo importantes (Andrade et al., 2008; DeLong et al., 2012).
Todo o material que contacte com o sangue deve ser de plastico, preferencialmente de
polipropileno, pois os instrumentos ou recipientes de vidro despoletam a ativagdo das plaquetas
ou diminuem o seu nuimero devido as plaquetas aderirem a silica (Andrade et al., 2008;
Michelson, 2007, citado por DeLong et al., 2012). No entanto, Vendramin et al. (2009)
mostraram obter um PRP com boa qualidade e reprodutivel utilizando centrifugadoras, seringas
e tubos de ensaios comumente encontrados em hospitais. Contudo observou-se também que os
tubos de ensaio partiam quando aplicava forcgas de centrifugagéo elevadas, limitando o intervalo

de forcas na preparacao de PRP.
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3.2.2. Parametros do sangue

Os parametros do sangue sdo importantes variaveis na preparacdo de PRP. A variabilidade
individual quanto & composigdo e numero de elementos celulares influenciam a preparagéo de
PRP entre individuos e logo, € importante estudar os diferentes parametros do sangue (Andrade
et al., 2008; Araki et al., 2012). Variagdes significativas do hematdcrito (htc) influenciam tanto
a quantidade de células e do PPP removido, como a contagem de plaquetas no PRP e,
consequentemente, o valor do htc deve ser considerado na escolha do protocolo a utilizar (uma
ou duas centrifugacGes) (Andrade et al., 2008; Nagata et al., 2010). Andrade et al. (2008)
mostraram que quanto maior for o seu valor, maior é a quantidade de heméacias e menor a
quantidade de PPP obtidos. Outros componentes celulares do sangue, como as plaquetas e os
leucocitos ndo mostraram interferir neste processo. No seu trabalho, Nagata et al. (2010)
referem que dois individuos obtiveram pouco PPP quando foi usado um protocolo com uma sé
centrifugacdo, ndo sendo possivel produzir PRP. No entanto, a aplica¢do de um protocolo com
duas centrifugaces foi capaz de produzir PRP para os mesmos individuos.

Quanto ao PRP, Andrade et al. (2008) concluiu que o htc inicial e o volume de PPP removido
ndo provocavam alteracdes no seu htc e que existia uma relagcdo inversamente proporcional a
quantidade de hemacias inicialmente removidas. Porém, esta observacdo ndo esta de acordo
com alguns autores que afirmam que remover mais PPP é benéfico na concentracdo de
plaquetas (Araki et al., 2012). Andrade et al. (2008) justifica a sua observacdo através das
variacdes minimas na quantidade de PPP que podem dificultar a correlacdo com parametros do
PRP. O autor refere ainda que o aumento do htc no PRP ndo modificou a contagem de plaquetas
e gque este aumento podera ser uma consequéncia da tentativa de concentrar mais plaquetas,
através da remocdo da porcdo mais superficial da camada de hemacias. No entanto, variacGes
no htc modificaram o tempo de coagulacdo, sendo que quanto maior o htc mais tempo era
necessario para o PRP coagular. A contagem de plagquetas no PRP apresentava uma correlacdo
negativa com o htc inicial (Andrade et al., 2008) e uma correlagdo positiva com a contagem de
plaquetas no sangue (Andrade et al., 2008; Nagata et al., 2010). Nenhuma correlacdo foi
demonstrada entre a contagem de leucdcitos no sangue e a contagem de plaquetas no PRP. A
concentracdo de leucocitos no PRP ndo parece ser influenciada pela quantidade de PPP ou de
hemacias removidos mas apenas pela contagem de leucdcitos no sangue (Andrade et al., 2008).
O método de preparacdo de Andrade et al. (2008) aqui referido mostrou ndo sé concentrar
plaguetas como concentrou leucdcitos e eritrocitos. Nos seus trabalhos, também Silva, Carmona
e Rezende (2012a) e Silva et al. (2012b) observaram que o PRP que concentrava mais plaquetas

era 0 que concentrava mais leucdcitos. Ja Pereira (2012) observou que os protocolos por si
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testados que obtinham maior concentracdo de leucocitos, apresentavam também maior

concentracdo de eritrocitos, mas ndo eram os mais eficientes a concentrar plaquetas.

3.2.3. O anticoagulante
O anticoagulante usado deve manter a integridade da membrana celular por forma a ndo
comprometer a contagem final de plaquetas. Assim sendo, e embora existam diferentes
anticoagulantes disponiveis, muitos autores preferem anticoagulantes formulados com citrato e
dextrose, como o acido citrato dextrose -A (ACD -A) e o citrato fosfato dextrose (CPD)
(Andrade et al., 2008; Marx, 2001). A adicdo de ides citrato ao sangue forma citrato de célcio,
uma substéncia soltvel ndo ionizada que mantém a fluidez do sangue. Porque o calcio é
necessario em varios passos da cascada de coagulacdo, a adicdo de citrato € a responsavel pela
acao anticoagulante do ACD -A e do CPD que, adicionalmente, incluem dextrose, tampdes e
outras substancias que mantém o metabolismo das plaquetas (Marx, 2001; Pietrzak & Eppley,
2005).
Segundo Marx (2001), o ACD-A ¢ o anticoagulante mais usado na preparacdo de PRP pois é o
melhor a manter a viabilidade das plaquetas. O ACD-A é também frequentemente usado em
transfusdes sanguineas devido aos efeitos protetores da dextrose nas hemacias (Araki et al.,
2012). Uma vez que adicionando célcio é possivel reverter o efeito anticoagulante do ACD-A,
este é ainda utilizado noutras aplica¢@es clinicas como nos géis de PRP (Vendruscolo et al.,
2012a). O CPD ¢ semelhante ao ACD-A mas possui menos agentes conservantes e, por isso, €
10% menos eficaz na manutencao da viabilidade das plaquetas (Marx, 2001).
O EDTA é um anticoagulante com poder quelante mais forte que 0 ACD-A amplamente usado
na contagem de células sanguineas, mas que foi considerado nocivo para as plaquetas, pois
pode provocar danos na sua membrana (Andrade et al., 2008; Araki et al., 2012). Ndo obstante,
num estudo recente a utilizacdo de EDTA para a preparacdo de PRP mostrou ser vantajosa na
prevencdo da coagulacdo e na agregacdo plaquetaria, ao concentrar mais plaquetas e FC que o
ACD-A (Araki et al., 2012).

3.2.4. Numero de centrifugacdes: protocolos de uma ou duas centrifugacées
Na bibliografia revista foram encontradas diferentes consideracfes quanto a serem necessarias
uma ou duas centrifugacOes para concentrar plaquetas no PRP. Protocolos com dupla
centrifugacdo foram descritos em trabalhos realizados nas diferentes espécies, tais como, em
cavalos (Vendruscolo et al., 2012a), caes, (Perazzi et al., 2013), coelhos (Gimeno et al., 2006)

e humanos (Bausset et al., 2012). Segundo Marx (2001), a segunda centrifugacdo permite uma
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melhor separacdo das plaquetas pela auséncia de um grande ndmero de hemécias. O autor
considera que uma sO centrifugagdo ndo consegue produzir um ‘“verdadeiro” PRP pois,
independentemente das variaveis forca ou do tempo de centrifugacéo, o resultado serd uma
mistura de PRP e de PPP com uma baixa concentracdo de plaquetas. Nagata et al. (2010)
demonstraram no seu trabalho, que um protocolo de centrifugacdo dupla resulta em
concentragfes plaquetérias superiores as conseguidas pelo protocolo de uma centrifugacé&o.
Todavia, referem que o protocolo de centrifugacdo dupla provocou alteragdes morfoldgicas nas
plaquetas concentradas e que se tornava mais sensivel a pequenos erros de processamento.

Silva et al. (2012b) e Silva et al. (2012a) aplicaram protocolos de uma centrifugacao nos seus
trabalhos e obtiveram concentragdes de plaquetas potencialmente adequadas para aplicacédo
terapéutica em gatos e cées, respetivamente. Silva et al. (2012b) justificam que, no caso dos
gatos, a concentragdo de plaquetas pode ser conseguida com uma “rota¢ao simples” por causa
das suas caracteristicas morfoldgicas, tais como o diametro e o MPV superiores, relativamente
as plaquetas de outras espécies. No cdo, Silva et al. (2012a) observaram que apesar da
concentracdo plaquetéria ser ligeiramente inferior & conseguida por um protocolo de
centrifugacdo dupla, a realizacdo de uma unica centrifugacéo tem a vantagem de ndo necessitar
de grandes quantidades de sangue e, assim € passivel de ser aplicado em cées de raca pequena
ou pacientes pediatricos. Também Nagata et al. (2010) demonstraram que o protocolo de uma
centrifugacdo obtém uma concentracdo plaquetaria inferior ao protocolo de centrifugacao dupla
e associaram a maior concentracdo de plaquetas obtida na sequéncia das duas centrifugacdes
com um volume de PRP obtido inferior. Nagata et al. (2010) corroboraram estes resultados no
seu estudo, uma vez que o seu protocolo de centrifugacdo dupla conduziu a um volume menor
de PRP e a uma quantidade de plaquetas significativamente superior a obtida no protocolo de

uma centrifugacéo.

3.2.5. Forca de centrifugacdo e tempo de centrifugacao
A forca de centrifugacdo é importante na separacdo dos componentes sanguineos e pode
promover a ativagdo precoce das plaquetas sendo, por isso, uma variavel fulcral na preparacdo
do PRP (Andrade et al., 2008; Vendramin et al., 2009). Esta forca depende da velocidade de
centrifugacdo e do raio do rotor da centrifugadora, sendo designada de forca centrifuga relativa
(FCR) e apresentando como unidade de medida a forga de gravidade (g) (Vendramin et al.,
2009). Vérios autores relatam obter maior volume plasmatico e maior concentracdo de
plaquetas quando ocorre aumento da forca (g) (Araki et al., 2012; Bausset et al., 2012; Nagata

et al., 2010; Vendramin et al., 2009). Porém, Bausset et al. (2012) e Nagata et al. (2010)
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observaram a ocorréncia de alteragdes morfoldgicas nas plaguetas consistentes com o estado
ativado com o aumento da forga g. Observaram uma diminuicdo da resposta plaquetéaria a
ativacdo e a ocorréncia de auto agregacao. Também Araki et al. (2012) referem que forgas
centrifugas muito altas provocam maior aglomeracdo de plaquetas no fundo do tubo.
Vendruscolo et al. (2012a) também associam a formacdo de aglomerados de plaquetas a sua
deformacéo ou ativagdo provocadas por centrifugacfes com forcas altas. Em conjunto, estas
observagdes indicam que velocidades de centrifugagdo menores foram melhores para a
manutencdo da morfologia de repouso das plaquetas e que velocidades maiores poderdo ser
deletérias para a funcdo plaquetaria e, logo menos desejaveis na preparacdo de PRP (Araki et
al., 2012; Bausset et al., 2012). Por fim, concluem que a velocidade mais eficaz sera aquela
capaz de concentrar o maximo de plaquetas sem indicadores de ativagdo precoce (Bausset et
al., 2012; Nagata et al., 2010).

Relativamente ao tempo de centrifugacédo, Vendruscolo et al. (2012a) e Vendramin et al. (2009)
néo observaram influéncia na concentracdo de plaquetas, sugerindo que o tempo de preparacéo
devera ser o mais rapido possivel. Clemmons (1983) relatou que independentemente do tempo
de centrifugacdo, consegue obter uma boa concentracdo de plaquetas aplicando forcas altas,
guando a diferenca entre as dimensdes das plaquetas e eritrocitos é maior (Clemmons, 1983,
citado por Perazzi et al., 2013). J& Pereira (2012) mostrou que forca e tempo maiores resultaram
numa maior concentracdo plaquetaria.

Quanto a contaminacdo das amostras de PRP com hemaécias e leucdcitos os resultados dos
autores convergem; Vendruscolo et al. (2012a) refere a diminuicdo de leucdcitos no PRP com
0 aumento do tempo e forca de centrifugagéo e Pereira (2012) associa maiores concentragdes
de leucdcitos e hemacias no PRP a aplicacdo de forca e tempo de centrifugacdo menores.
Vendruscolo et al (2012a) referem também que forcas de centrifugacdo altas diminuem a
concentracdo de leucécitos no PRP porque provocam a sua aglomeracao e deposi¢do no fim do
tubo. Simultaneamente, afirmam que forcas centrifugas menores soltam facilmente tanto

leucdcitos como plaquetas do fundo do tubo, aumentando a sua concentracdao no PRP.

3.2.6. Reducdo do volume plasmaético
A reducdo do volume plasmatico apds centrifugacao varia entre os protocolos revistos, tal como
a eficiéncia da concentracdo de plaquetas (Araki et al., 2012; Silva et al., 2012a; Vendruscolo
etal., 2012a). No protocolo de uma centrifugacéo e usando amostras de cdo, Silva et al. (2012a)
dividiram arbitrariamente o plasma resultante em duas porcfes iguais e observaram que na

metade inferior a concentracdo de plaquetas e de um FC especifico foi mais eficiente.
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Vendruscolo et al. (2012a) avaliaram diferentes protocolos de dupla centrifugacdo em cavalos,
e também dividiram o plasma resultante em duas partes: PPP e PRP. Os autores consideraram
que o PPP correspondia a metade superior do plasma e descartaram-na. A analise do plasma
remanescente (PRP) demonstrou um aumento da concentracdo de plaquetas 1,30 a 2,36 vezes
superior a concentracdo de plaquetas no sangue colhido.

Outros trabalhos comparam a concentragao de plaquetas no PRP correspondente a 1/10 ou 1/3
da porcdo inferior do plasma obtido ap6s a segunda centrifugacdo (Araki et al., 2012;
Vendramin et al., 2009) com o plasma obtido na primeira centrifugacéo e com o sangue colhido
(Araki et al., 2012). No trabalho de Araki et al. (2012), a maior concentracdo de plaquetas foi
observada no 1/10 inferior do plasma resultante da segunda centrifugacéo, correspondendo a
um aumento de 7.4 vezes relativamente a concentracdo de plaquetas no plasma da primeira
centrifugacdo. Observaram também um aumento da concentracdo de FC nesta fracdo apos a
ativacdo das plaquetas. Vendramin et al (2009), observaram que, apesar de conseguirem uma
concentracdo de plaquetas satisfatoria retirando os 2/3 superiores do PPP, conseguiam
concentrar aproximadamente mais 30% das plaquetas se o PRP final correspondesse a 10% do
volume de sangue inicial. Os autores referem que através deste Gltimo procedimento conseguem
fixar a quantidade de PRP final obtida que, apesar de menor, apresenta uma elevada

concentracdo de plaquetas (média de 6,7 vezes superior a amostra de sangue).

3.2.7. O agente ativador e a matriz de fibrina

A maioria dos protocolos usa trombina (de origem bovina ou autéloga) e/ou cloreto de célcio
(ou fatores semelhantes) para desencadear a ativacdo das plaquetas e a polimerizacéo da fibrina
(Arnoczky et al., 2011; Ehrenfest et al., 2009). O cloreto de calcio ativa a cascata de coagulacao,
permitindo a formacéo de trombina (Arnoczky et al., 2011). O gluconato de célcio constitui um
exemplo de um fator semelhante ao cloreto de célcio, que leva 10 (ou 5 minutos se em banho-
maria) a gelificar o PRP, um tempo demasiado longo para determinadas aplica¢cdes (Vendramin
et al., 2009). J& a trombina promove a ativacdo rapida das plaquetas e a conversdo de
fibrinogénio em fibrina, obtendo-se um gel entre 5 e 60 segundos apos a sua mistura com o PRP
(Andrade et al., 2008; Arnoczky et al., 2011). O uso de gluconato de calcio e de trombina bovina
mostraram, recentemente, efeitos semelhantes na libertacdo e concentracdo de FC no PRP
(Silva et al., 2012b).

Na década de 90, a utilizacdo de trombina bovina foi associada a reacdes imunoldgicas
desencadeadas pelo fator V bovino. Os métodos de preparacdo de PRP atuais diminuem

significativamente a possibilidade de contaminagdo com este fator ou, em alternativa, usam
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outros ativadores como o cloreto de calcio (Arnoczky et al., 2011; Pietrzak & Eppley, 2005).
Contudo, a adicéo de niveis elevados de trombina e de calcio ao PRP promove a rapida ativacao
plaquetéria e a polimerizacéo e, em consequéncia, a formacdo de um gel constituido por uma
rede de fibrina mais rigida. Este gel pode ndo ser injetavel, limitando a sua aplicacdo terapéutica
a determinados procedimentos cirurgicos. Relativamente a rede de fibrina, quando esta
polimeriza a uma velocidade fisioldgica, mostra-se menos eficaz na captura de citocinas e no
suporte & migracdo de células.

O colagénio tipo | tem sido avaliado como uma alternativa para a ativacdo das plaquetas
(Arnoczky et al., 2011; Wroblewski et al., 2010). Estes autores referem que a utilizacao recente
de colagénio tipo I in vitro mostrou induzir uma libertagdo mais sustentada de FC ao longo do
tempo, comparativamente a trombina. Desta forma, o clinico possui mais tempo para efetuar a
aplicacdo localizada. Do mesmo modo, poderad utilizar agulhas de menor calibre pois a
preparacdo obtida é menos viscosa. A utilizacédo de colagénio tipo | também permite a ativacéo
plaquetéria in vivo, o que resulta na remocdo de uma etapa do protocolo de producédo de PRP,
diminuindo o erro associado a manipulacdo pelo operador (Arnoczky et al., 2011; Wroblewski
etal., 2010).

Enquanto os protocolos anteriormente referidos utilizam ativadores, no protocolo de PRF
descrito Choukroun a gelificacdo é conseguida pela ativacao das plaquetas e pela polimerizagédo
da fibrina na auséncia de anticoagulantes. O sangue colhido € centrifugado a velocidades baixas
para formar um coagulo com uma forte matriz de fibrina, na qual sdo concentrados leucécitos
e plaguetas (Choukroun et al, 2001, citado por Dohan et al., 2006). Estas matrizes possuem a
vantagem de criarem uma estrutura bioativa na qual a rede de fibrina provisoria nao so6 serve de
matriz de suporte para a migracdo de células envolvidas na cicatrizagcdo, mas que também
funciona como reservatério de FC e citocinas, prolongando a sua entrega por periodos de tempo
mais alargados e em maior concentracdo, relativamente aos coagulos de sangue. Estas matrizes,
ao contrario dos restantes PRP, ndo se dissolvem rapidamente apds aplicacdo e vao sofrendo
remodelacdo de forma semelhante a um coagulo sanguineo natural. A realizacdo de uma
segunda centrifugacdo “forte” condensa ainda mais a fibrina, e dependendo das varidveis forca
e duracdo de centrifugacdo, pode variar em consisténcia, desde um gel a densas membranas de
fibrina (Arnoczky et al., 2011). Adicionalmente, as plaquetas s&o ativadas durante o processo
de preparacdo, o que se traduz na libertacdo precoce de FC na matriz de fibrina (Ehrenfest et
al., 2009).

Ainda relativamente ao gel formado pela ativagdo plaquetéria, Araki et al. (2012) sugerem que

retém parte substancial dos FC, diminuindo a sua concentragdo no PRP. Os autores associam a
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presenca de fibrinogénio a coagulacgéo e ativacdo descontrolada de plaquetas e consideram que,
apesar do gel de fibrina resultante ser um bom vetor para a libertacdo controlada de FC, este
reduz o volume final do produto e impede a injecéo facil do PRP ndo sendo, por isso, usado em
muitas situacdes clinicas. Ja Hood e Arm (2003) sugerem que concentracdes elevadas de
fibrinogénio estdo associadas a formacao de géis mais densos, mais estaveis e que aumentam a
libertacdo sustentavel dos FC (Hood & Arm, 2003, citados por Pietrzak & Eppley, 2005).

3.3.Classificacéo

O conceito de acelerar a cicatrizacéo atraves da aplicacdo de PRP, aliado ao aparente sucesso
terapéutico mediatizado pelos media, incentivou a sua exploragdo comercial e o
desenvolvimento de uma miriade de centrifugas, kits e protocolos de preparagédo com o objetivo
de concentrar plaquetas em plasma ou numa estrutura de fibrina de diferentes densidades (De
La Mata, 2013; Ehrenfest et al., 2009). As distintas abordagens a preparacdo de PRP tém
resultado numa miriade de produtos finais que podem variar consideravelmente ndo sé na
concentracdo final de plaquetas bem com na quantidade de glébulos brancos incluidos na
preparacdo final. O enriquecimento do PRP em componentes sanguineos pode afetar as suas
potenciais indicacBes e beneficios clinicos, como ja foi referido. Contudo, os diferentes
métodos de preparacdo e os produtos obtidos tém sido genericamente englobados no termo
“plasma rico em plaquetas”, 0 mesmo usado para o concentrado de plaguetas empregue em
transfusdes, o0 que ndo permite a distincdo clara entre os diferentes sistemas de obtencédo e a
constituicdo dos produtos (Arnoczky et al., 2011; Ehrenfest et al., 2009). Paralelamente, podem
também ser encontrados na literatura diferentes termos (“menos corretos”) para o PRP, tais
como plasma autdégeno de plaquetas, plasma rico em fatores de crescimento, plasma
enriquecido em plaquetas, concentrado de plaquetas, ou ainda gel de plaquetas (Pereira Filho
etal., 2004).

Desde o inicio deste século varios autores tém publicado artigos que tentam caracterizar e
classificar as diferentes preparacdes (parametros da centrifugacéo e uso de anticoagulante), o
seu conteudo (plaquetas, leucocitos e fatores de crescimento) e suas aplicacBes. Estes
pardmetros continuam a ser alvo de discussao, sendo evidente a falta de uniformizacdo dos
protocolos de preparacgéo e de aplicacdo de PRP (Bausset et al., 2012).

Em 2009, Ehrenfest et al., sugeriram dividir os produtos disponiveis no mercado classificando-
os relativamente as suas caracteristicas farmacoldgicas, materiais usados e a aplicabilidade
pratica da sua preparacdo manual ou automatizada/automaética. Recorrendo aos parametros

descritos na tabela 4, os autores propdem quatro categorias de produtos relativamente ao seu
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conteddo em leucdcitos, a matriz de fibrina do produto e espelham a sua relevancia e os seus
potenciais usos: Plasma Rico em Plaquetas Puro (P-PRP), Plasma Rico em Plaquetas e
Leucécitos (L-PRP), Fibrina Rica em Plaquetas Pura (P-PRF) e Fibrina Rica em Plaquetas e
Leucacitos (L-PRF). Segundo os autores, a densa matriz de fibrina obtida nos PRF confere-lhes
propriedades biomecanicas Unicas e distingue-os dos restantes PRP (Ehrenfest et al., 2009).
Ehrenfest et al. (2009) refere ainda que o L-PRF, também conhecido como PRF de Choukroun,
pode ser considerado um concentrado de segunda geracdo pois a sua preparacdo simplificada
ndo requer quaisquer alteracbes biogquimicas do sangue, ou seja, ndo SA0 necessarios
anticoagulantes na colheita ou agentes gelificantes. Relativamente ao conteddo em leucdcitos,
Ehrenfest et al. (2009) mencionam que as preparac6es de L-PRP diferem das preparagdes P-
PRP ndo s6é no conteudo celular mas também nos potenciais efeitos dos leucocitos na
proliferacdo, diferenciacdo, imunidade e infecéo.

Embora a classificacdo dos produtos em categorias tenha contribuido para a distin¢cdo dos
“multiplos PRP disponiveis”, descuida os potenciais beneficios clinicos de cada um (Arnoczky
et al.,, 2011). Adicionalmente, a maioria dos estudos publicados peca na medicdo e
documentacao exatas dos componentes do produto em estudo e dos métodos usados, tornando
a comparacao dos resultados entre artigos pouco Util.

Em 2012 e, em consequéncia deste cenario, surge o sistema de classificacgdo PAW!! que
pretende ndo so6 contribuir para acelerar o processo de identificagdo da preparacéo de PRP 6tima
para cada indicacdo clinica, como permitir a outros investigadores reproduzir informacdes
publicadas ou realizar meta-analises. Este sistema de classificacdo sugere a organizacdo e a
comparacao de resultados publicados através da analise de trés varidveis: (1) o nUmero absoluto
de plaquetas, (2) a forma como a ativacdo plaquetaria ocorre, e (3) a presenca/auséncia de
leucdcitos (DelLong et al., 2012) (Tabela 3).

1 Cada letra da sigla corresponde as variaveis usadas pelo sistema de classificacdo: plaquetas, ativagio e leucdcitos (em inglés, “platelets,
activation and white cells™).
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Tabela 3. Classificacdo "PAW",

Plaquetas Concentracio (plaquetas/uL) < basal P1
basal - 750.000 P2
750.000 - 1.250.000 P3
> 1.250.000 P4

Ativacao Método exdgeno X
Leucécitos Contagem total > pasal A
< basal B

Neutrofilos > basal a

< basal B

A classificagdo PAW prossupde a atribuicdo de uma sigla para cada variavel que categoriza o PRP

obtido quanto a concentragdo de plaquetas, método de ativacdo e a presenca de leucdcitos. Tabela
adaptada de DeLong et al. (2012)

Tabela 4. Definicdo dos pardmetros a ser avaliados em cada protocolo de PRP, segundo
Ehrenfest et al. (2009).
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Parametros

Subparametros

Definigédo

A: Centrifugadora e kits de
preparagao
(para o processamento de 50 mL
de sangue)

B: Plaquetas e leucocitos

C: Fibrina

Al: Tamanho e peso do tipo de centrifugadora requerida para 0 método

A2: Duracdo do procedimento (desde a colheita do sangue a aplicagdo
cirtrgica)

A3: Custo (custo inicial do equipamento e custos de manutencgao para kits e
reagentes)

A4: Ergonomia do kit (incluindo manipulagfes necessarias) e complexidade
do procedimento

B1: Volume final da preparagdo do gel de plaquetas (em relagcdo ao sangue
inicialmente colhido)

B2: Eficacia da recolha de plaquetas
B3: Eficacia da recolha de leucocitos

B4: Preservacao das plaquetas e leucdcitos

C1: Concentracdo de fibrinogénio e densidade da fibrina

C2: Tipo de polimerizacéo de fibrina

Tabela adaptada de Ehrenfest et al., (2009)

12 Tradugdo livre de “cumbersome”
3 Tradugdo livre de “healthy”
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= Pesada (e complexalz)

= Leve (e compacta)

= Pesada mas potencialmente leve (ex.: o sistema comercializado é
pesado, mas a técnica poderia ser realizada com uma centrifugadora
mais pequena)

= Rapida (inferior a 20 minutos (min.))

= Longa (entre 20 a 60 min.)

= Muito longa (superior a 1 hora)

= Muito barata (inferior a 5 euros)

= Barata (entre 5 a 50 euros)

= Cara (superior a 50 euros)

* Muito complexa (- -)

= Muito simples (+ +)

= Simples (+)

= Complexa (-)

* Muito complexa (- -)

= Grande (mais de 25% da amostra de sangue)

= Pequeno (menos de 25%)

= Varidvel (se PPP rico em fibrina adicional for conservado para
aumentar o volume acima de 25%)

= Excelente (mais de 80%)

= Boa (entre 40 a 80%)

= Baixa (menos de 40%)

= Por vezes desconhecida

= Sem leucdcitos (quando a técnica elimina a maioria dos leucocitos)

. I'ntegras13

= Danificadas

= Desconhecida

= Ativadas (quando a coagulagdo ¢ induzida durante o processo de
centrifugacgao)

= Alta densidade

= Baixa densidade

= Forte (maioritariamente juncdes equilaterais e trimoleculares)

= Fraca (maioritariamente juncdes bilaterais e tetramoleculares)



PARTE I1-OTIMIZACAO DA OBTENCAO DE PLASMA RICO
EM PLAQUETAS NO GATO

1. OBJETIVOS

O presente estudo teve como finalidade concretizar o conhecimento sobre o PRP e conhecer
globalmente como o método manual contribui para a producdo de PRP em gatos, através da
avaliacdo de diferentes variaveis relacionadas com a preparacdo deste produto bioldgico. Com
o intuito final de otimizar o0 método de preparacdo de PRP em gatos, pretendeu-se estimar a
relevancia dos seguintes parametros:

e Parametros da centrifugacao

- Conhecer a contribuicdo dos parametros de centrifugacdo (forca, tempo e nimero de

centrifugacdes) na concentracdo de plaquetas;

- Observar a auséncia/presenca de leucdcitos e heméacias no PRP e relacionar a sua

contagem com os parametros de centrifugacao.

e Capacidade de concentrar plaquetas

- Determinar se é possivel concentrar plaquetas através dos protocolos em estudo;

- Identificar quais os niveis dos parametros de centrifugacdo (forca, tempo e nimero de

centrifugaces) que promovem a maior concentracdo de plaquetas integras;

- Estimar a concentracao de plaquetas obtida no protocolo otimizado e classifica-lo quanto

aos seus componentes.

e Execucdo do método manual em ambiente de clinica de pequenos animais

- Apreciar a exequibilidade do método manual;

- Relacionar pontos criticos nos protocolos desenhados e associa-los aos resultados obtidos,

considerando a bibliografia disponivel.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Desenho experimental

Para atingir os objetivos propostos, foram conduzidos dois estudos independentes, designados
“estudo forga” e “estudo tempo”, nos quais foram avaliados conjuntos de protocolos de duas

centrifugagdes com associacOes de forca (g) e tempo (min.) distintas (protocolos nos ANEXOS
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I1 e I11). No “estudo forga”, o tempo foi fixado para a primeira e segunda centrifugacao de cada
protocolo (5 e 10 minutos respetivamente) e a forca foi gradualmente aumentada nos trés
protocolos testados na primeira (100, 200 e 400g) e na segunda centrifugagéo (200, 400 e 800Q)
(Tabela 5). De seguida, foi escolhido o protocolo que concentrou mais plaquetas para aplicar
as suas forcas no segundo estudo, independentemente da forca mais eficaz corresponder a
primeira ou segunda centrifugacdo do protocolo. Deste modo, no “estudo tempo” a forga foi
fixada para a primeira e segunda centrifugacdo e foram avaliadas diferentes associa¢des de

tempo de centrifugacéo (igual ou superior a 5 min.) em quatro protocolos (Tabela 6).

Tabela 5. VariagOes da forca de centrifugacdo no conjunto de protocolos que constituem o

"estudo forga".

12 centrifugacéo 2@ centrifugacao
Protocolos Forca (Q) Tempo (min.) Forca (g) Tempo (min.)
A 100 5 200 10
B 200 5 400 10
C 400 5 800 10

Tabela 6. Variagdes do tempo de centrifugacdo nos grupos de protocolos que constituem o

"estudo tempo".

12 centrifugacéo 2@ centrifugacao
Protocolos Forca (g) Tempo (min.) Forca (9) Tempo (min.)
A 100 5 200 10
B 100 5 200 15
C 100 5 200 5
D 100 10 200 10

A eficacia dos diferentes protocolos na producao de PRP foi avaliada através da capacidade de
concentrar plaquetas integras ndo agregadas. Para tal foram contabilizadas as plagquetas de cada
amostra de PRP e comparou-se a sua concentragdo com a concentragdo de plaquetas no sangue
(ndo centrifugado). Para avaliar a constituigédo e classificar o produto obtido procedeu-se

também a contagem de leucdécitos e de hemacias em cada amostra e no sangue. Para todas as
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amostras a contagem de plaquetas, leucocitos e eritrocitos no PRP foi realizada apds cada

centrifugacdo e, no final de cada experiéncia, no sangue colhido.

2.1.1. Recolha dos dados e dimensdo da amostra

Para os “estudos forca e tempo” foram registados os casos e recolhidas amostras de gatos
saudaveis recebidos no HVSB nos periodos de 28 de maio a 17 de junho e entre 18 de junho a
24 de julho de 2013 e que, cumulativamente, foram submetidos a intervenc@es cirurgicas que
necessitavam de anestesia geral. Adicionalmente, de modo a poderem ser incluidos neste
estudo, 0s animais deveriam cumprir 0s seguintes critérios: serem clinicamente saudaveis no
momento da colheita de sangue; ndo possuirem historia de doenca sistémica ou de tratamento
com drogas que alteram a fungéo das plagquetas (como anticoagulantes e imunossupressores)
durante as duas semanas anteriores a colheita e terem uma contagem de plaquetas no sangue
superior a 200 X 10° plaquetas (PLT)/uL de sangue'®.
Assim, para cada caso foram recolhidos os dados relativos aos seguintes parametros:

e Paciente (raca, género, idade e peso);

e Histdria de tratamento com anticoagulantes e/ou corticosteroides;

e Histdria clinica e registo de doenca;

e Resultados de analises hematoldgicas e bioquimicas, quando realizados;

e Motivo da intervencao cirargica;

e Anestesia ou sedacdo utilizada durante a intervencdo;
Com base nos critérios acima referidos foram pré-selecionados onze animais para o “estudo
for¢a” e quinze gatos para o “estudo tempo”. Do0S universos de onze e quinze animais
selecionados foram respetivamente excluidos dois e quatro candidatos por erros associados ao
desenvolvimento da técnica: dois porque ndo sobrou sangue suficiente para testar o Gltimo
protocolo do “estudo tempo”’; um em cada estudo por erro na contagem dos elementos celulares;
um no “estudo forga” por remoc¢do de um volume variavel de soro ao longo do protocolo e um
animal “no estudo tempo” devido a formagao de um coagulo durante a colheita de sangue e ndo
ter cumprido o nimero minimo de plaquetas requerido. Deste modo, o “estudo forga” foi
realizado num universo de nove individuos saudaveis, enquanto o “estudo tempo” foi

conduzido num universo de onze animais saudaveis.

14 Apesar da contagem fisiol6gica minima referida por Silva et al. (2012b)) ser 300 X 10°plaquetas (PLT) / uL de sangue, vérios autores (Weiss
& Tvedten, 2012; Rizzi, Clinkenbeard & Meinkoth, 2010) referem que a contagem de plaquetas em felinos é normalmente subestimada,
podendo apresentar valores inferiores a 200 X 10°plaguetas (PLT) / uL, tomando-se este valor como o limite minimo, referenciado por alguns
autores como por exemplo Baker (2012).
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2.1.2. Recolha de amostras: sedacéo/ anestesia

Consoante o0 motivo da intervengdo cirurgica os animais foram submetidos a uma anestesia leve
a moderada ou mais profunda, através da administracdo simples ou de uma associa¢do de
anestésicos/sedantes. A anestesia leve a moderada foi induzida em animais submetidos a
orquiectomias, na contencao de um animal agitado e agressivo para desparasitacdo e vacinagdo
e num animal para limpeza cirdrgica de feridas, através da injecdo intramuscular de Zoletil®
(10mg/kg). Aos animais submetidos a cirurgias que necessitaram de anestesias mais profundas
(ovariohisteretomia eletiva, cirurgia oral, cirurgia ortopédica e reavaliacdes oftalmoldgicas) foi
administrada por via endovenosa uma combinacgéo de drogas para a pré-medicacdo (Butorfanol
e Diazepam) e realizada a indug&o anestésica com Propofol (5mg/kg), mantida com o anestésico
volatil Isoflurano (2 ou 2.5%, com oxigénio a 0.8).

2.1.3. Desenvolvimento dos estudos: producdo de PRP
Os estudos desenvolvidos seguiram a mesma metodologia sequencial para que as etapas
programadas fossem cumpridas de forma idéntica em todas as amostras analisadas. A descri¢éo
que se faz seguidamente das etapas &, por isso, comum aos dois estudos, diferenciando-se nas
grandezas das varidveis e no nimero de protocolos testados, sendo que se estudaram 3 e 4
conjuntos de protocolos respetivamente para o “estudo forga” e para o “estudo tempo” (tabelas
5e6).
1) Colheita de sangue e determinacdo do hematdcrito: imediatamente antes da intervencao
cirurgica foi colhido um volume de 4,5ml de sangue venoso em cada animal, previamente
anestesiado, através da puncao asséptica da veia jugular. Nos primeiros doze animais (9
para 0 “estudo for¢a” e 3 a ser testados no “estudo tempo”), a colheita do sangue foi
realizada com recurso a um sistema de colheita estéril a vacuo com uma agulha de 21G, ao
qual se acoplou, por intermédio de um adaptador, um tubo de vidro com citrato de sodio
tamponado de 0,105 M (3,2%), na propor¢do de nove partes de sangue para uma parte de
solucdo de citrato (Sistema de colheita de sangue BD Vacutainer® Safety-Lok™ com
adaptador e tubo BD Vacutainer® de citrato de sdio 0.105 M; 3,2 %; 4,5 ml). Nos restantes
animais 8 gatos do “estudo tempo”), 0 sangue foi recolhido utilizando agulhas de 23G ou
21G e seringas estéreis de 5 ou 2 ml (agulhas B.Braun's Sterican® de bisel longo e seringas
B.Braun's Injekt®Solo com conexao luer slip) e de imediato transferido para os tubos a
vacuo, acima referidos. No tubo BD Vacutainer®, o sangue colhido foi gentilmente
homogeneizado e, na maioria dos casos, foi removido o suficiente para encher um tubo

capilar e determinar o microhematocrito.
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2) Preparacdo do PRP: para cada animal, a medida que se iniciou um protocolo, foi
removida uma aliquota de 1mL de sangue para um eppendorf de plastico, utilizando
micropipetas Gilson® de 1000 puL e pontas de plastico descartaveis. Usando uma
centrifugadora digital (Centro 4-BL, J.P.SELECTA®), o eppendorf foi imediatamente
submetido a primeira centrifugacéo, variando-se a forca (100, 200 ou 400g) ou o tempo de
centrifugacdo (5 ou 10 min.), respetivamente para o “estudo forga e tempo” (Tabelas 5 e 6).
Desta centrifugagdo resultaram trés camadas: uma vermelha no fundo do eppendorf
(camada de hemacias), outra superior de cor variando entre transltcida a amarelada (PPP)

e, por fim, numa posic¢éo intermédia, uma camada menor esbranquicada (CF) (Figura 5).

Figura 5. Separacdo do sangue em camadas apds a primeira centrifugacao.

",
,

Apos a primeira centrifugacédo o sangue foi dividido em trés camadas: plasma, CF e camada de hemécias,
respetivamente a camada superior translicida, a fina camada esbranquigada e no fundo do tubo a camada

vermelha. Figura original.

Inclinando o eppendorf, e com auxilio de micropipetas Gilson® de 200 uL e pontas de
plastico descartaveis, procedeu-se entdo a aspiracdo da maior quantidade possivel de PPP e
CF (ocasionalmente com algumas celulas da porcéo superior da camada de hemécias), ao
acondicionamento do conteddo aspirado num eppendorf idéntico e a determinacdo do seu
volume total. Nos estudos realizados foi considerado que, ap6s homogeneizado, o conteido
aspirado correspondia ao PRP resultante de uma centrifugacdo, o qual foi designado

PRP1. Deste foram retirados 50 uL para anélise e o restante foi submetido a segunda
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centrifugacdo, na qual se testou uma forca (200, 400 ou 800g) ou tempo de centrifugacéo
(5, 10 ou 15 min.), de acordo com o estudo e com o protocolo seguido. Desta centrifugacédo
obteve-se uma coluna de liquido transldcido ou de cor amarelada onde, frequentemente, se
encontravam algumas hemaécias depositadas no fundo do eppendorf. Foi considerado que
0s 2/3 superiores do liquido correspondiam ao PPP, o qual foi descartado com auxilio de
uma pipeta. O plasma remanescente foi levemente agitado para dispersar as plaquetas e
homogeneizar a amostra, formando um produto obtido a partir de um protocolo de dupla
centrifugacdo, denominado PRP2. Seguidamente, 50 uL foram retirados de cada amostra
PRP2 para proceder a analise celular por microscopia 6tica. Com o mesmo objetivo foi
removido o mesmo volume de amostra do sangue colhido apds terem sido testados todos o0s
protocolos.

2.1.4. Anadlise das amostras de PRP e sangue colhido: contagem de plaquetas,
leucdcitos e hemacias

Neste estudo foi empregue um método manual para a contagem de plaquetas, leucécitos e

hemaécias. Para tal, foram utilizadas pequenas amostras do PRP obtido ap6s cada centrifugacdo

e amostras do sangue colhido que foram diluidas e colocadas num instrumento de contagem

calibrado (hemacitometro) denominado camara de Neubauer modificada e, posteriormente,

observadas ao microscopio.

2.1.4.1. Diluicdo das amostras
Para cada protocolo executado, pequenas fracdes do PRP/sangue foram sequencialmente
pipetadas para 3 tubos previamente identificados, contendo reagentes especificos para a
contagem de hemaécias, leucécitos e plaquetas. Para a diluicdo de hemacias sdo utilizadas
solucBes isotonicas e neste caso, como a contagem foi imediata a diluicdo, utilizou-se soro
fisiolégico (0.9% NaCl). A solucdo de Tirk foi o reagente escolhido para contabilizar
leucdcitos pois possui um agente que provoca a lise das membranas celulares e inibe que as
hemacias interfiram na contagem de leucdcitos, pois ndo sao visualizas ou surgem apenas como
ténues silhuetas, em oposicao aos nudcleos corados dos leucécitos (Stockham & Scott, 2008;
Voigt, 2000). Permitiu-se que os reagentes atuassem, esperando-se dois minutos, apos 0s quais
se voltou a homogeneizar as amostras para carregar a cdmara de contagem. Para a contagem
das plaquetas, as amostras foram diluidas com oxalato de amdnia a 1% de forma a provocar a
lise das hemaécias. Apos a hemdlise estar completa (aproximadamente 10 minutos), a amostra

foi homogeneizada para ser analisada na cAmara de Neubauer previamente preparada.
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2.1.4.2. Preparacdo e observacdo das amostras diluidas na camara de
Neubauer

A preparacdo da camara pressupde a sua limpeza e secagem, o que foi realizado pulverizando
alcool a 70% e secando com lencos suaves, por forma a néo riscar as grelhas de contagem. Apds
secagem, foi colocada uma pequena lamela humidificando a cdmara e deslizando a lamela da
extremidade inferior a extremidade superior da cadmara, até ficar aderente na regido central da
mesma. As amostras para a contagem de hemacias e leucocitos foram pipetadas respetivamente
na plataforma superior e inferior, colocando a ponta da pipeta no espaco entre a lamela e a
plataforma e deixando o liquido fluir lentamente e uniformemente sem deixar transbordar.
Quando tal sucedeu, a camara foi limpa, secada e novamente preenchida com amostra (\Voigt,
2000).
Para permitir a sedimentacdo dos elementos sanguineos apds o preenchimento das grelhas, a
camara de Neubauer foi colocada durante 2 minutos numa caixa de Petri com algodéo
humedecido com agua quente, por forma a simular uma cadmara humida. De seguida a cAmara
foi colocada na platina e a area da grelha de contagem colocada sob baixa intensidade e
iluminacdo reduzida. Para todas as amostras foi realizada uma sequéncia de contagem em que
primeiro foram contabilizadas as hemécias na grelha superior e depois os leucécitos na grelha
inferior. A primeira observagdo da camara foi feita com a objetiva de 10X, destinando-se a
identificar bolhas de ar, preenchimento incompleto ou a distribuicéo heterogénea dos elementos
sanguineos. Estas ocorréncias alteram a contagem e logo, quando verificadas a camara foi
limpa, secada e novamente preenchida.
Com a ampliacdo de 10X foi possivel observar que a grelha de contagem esta dividida em 9
guadrados de Immx1mm que constituem diferentes areas para a contagem de células (Voigt,
2000) (figura 7). A contagem das hemacias foi realizada colocando o quadrado central no centro
do campo de observacdo. Este quadrado contém 25 quadrados menores, cada um dos quais
divididos em 16 caixas. Sob uma ampliacdo de 400X (objetiva de 40) foram observados 5
conjuntos ndo consecutivos de 16 caixas (Voigt, 2000), sendo que neste estudo se escolheu
observar para todas as amostras, 0s 4 conjuntos dos cantos e o do meio. A observacao de cada
um foi realizada de forma estandardizada para evitar contar a mesma célula duas vezes ou falhar
a contagem de outras: comecando no canto superior esquerdo foram contadas as hemaécias da
primeira caixa, depois da segunda, terceira e quarta caixas, seguindo-se para a caixa
imediatamente abaixo e continuando para as caixas da mesma fila, como ilustrado na figura 6.

Dentro de cada caixa foi estabelecido que as hemécias que tocavam na linha superior e direita
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eram contabilizadas, enquanto qualquer hemacia que tocasse na linha inferior ou esquerda era
excluida da contagem. Quando existiam linhas triplas a linha intermédia foi considerada a linha
limite. AplGs as dezasseis caixas serem analisadas, o mesmo processo de contagem foi
executado para contabilizar as hemacias nos outros quatro conjuntos de dezasseis caixas. A
anotacdo da quantidade de hemécias observadas foi realizada separadamente para cada
conjunto, por forma a evitar que toda a contagem tivesse de ser refeita na ocorréncia de um
erro. Desta forma foi também possivel determinar se existia uma grande discrepancia entre as
contagens de cada conjunto (quando verificada uma diferenca superior a 25 hemécias a camara

foi limpa e novamente preenchida para nova contagem).

Figura 6. Camara de Neubauer e representacdo da contagem de elementos sanguineos nas suas
grelhas de contagem.

A contagem de plaquetas e de eritrdcitos foi realizada na grelha de contagem assinalada com A e a de
leucdcitos com B. As setas indicam a direcdo do movimento do microscépio. Os circulos preenchidos
representam as células contadas nas primeiras quatro caixas enquanto as vazias representam as que ndo
foram contabilizadas. Adaptado de Voigt (2000).

A contagem dos leucocitos comegou com a observacao geral da cAmara para detecdo de defeitos
de preenchimento, como foi realizado para a contagem de eritrocitos. Sob baixa intensidade
foram contabilizados os quatro quadrados maiores dos cantos da camara (1 mm X 1 mm),
seguindo a mesma metodologia e regras aplicadas para a contagem das hemaécias. A observacgéo

foi realizada com fraca iluminacéo e fechando o condensador do diafragma do microscépio por
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forma a tornar os nlcleos dos leucdcitos mais distintos, diferenciando-os de residuos e de outros
artefactos no campo de observacdo (\Voigt, 2000) (figuras 6 e 7).

Para a contagem das plaquetas, a camara de Neubauer previamente preparada foi carregada por
capilaridade com a amostra diluida, tendo-se o cuidado para nao encher em demasiado a camara
de contagem. A camara de Neubauer foi de seguida colocada numa camara humida (prato de
Petri contendo algoddo humidificado com agua quente) durante 5 a 10 minutos para que as
plaquetas sedimentassem (McConnell. 2000a). A contagem das plaquetas foi em seguida
realizada segundo a mesma metodologia e regras usadas na contagem de eritrécitos (Voigt,
2000), usando uma lente seca elevada e o condensador descido (McConnell. 200a) (figuras 6 e
7).

Figura 7. Imagens da observacao de plaquetas, leucdcitos e hemacias na camara de Neubauer.

Da esquerda para a direita, com ampliagdes de 400X na primeira imagem e 100X nas restantes:
0s pontos negros correspondem respetivamente a plaquetas, a nucleos de leucdcitos e a

hemaécias. Figura original.

2.1.4.3. Calculo da quantidade total de plaquetas, leucécitos e hemacias nas

amostras e no sangue colhido
A fim de determinar o nimero de eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas presentes nas amostras de
PRP e de sangue, foi necessario considerar em conjunto o numero de células observadas, 0s

fatores de diluicdo empregues e o tamanho das cdmaras usadas para a contagem.
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a) Calculo de hemacias e plaquetas:
Uma vez que a contagem de hemacias (GV) e de plaquetas foi realizada na mesma area da
camara, os célculos para determinar a sua quantidade na amostra podem ser resumidos pela

seguinte equacdo:

n?de GV ou PLT x n?de quadrados x profundidade da camara x diluigio

Sendo que o quadrado central usado para a contagem de hemacias e plaquetas tem 1 mm?, mas
apenas 5 dos 25 quadrados que o constituem sdo contados, ou seja 1/5 do mesmo (x5%); que 0
espaco entre a camara e a lamela é 0,1 mm (x10°) e que o racio de diluicdo foi 1:200 (x200°).
Tendo em conta estas variaveis e a equacao acima referida, efetuaram-se os seguintes calculos,

sendo que n° de hemécias ou de plaquetas variava consoante a sua contagem:

n2de GV ou PLT x (5% x 10° x 200°) =
n2de GV ou PLT x (1000) =
n®de GV ou PLT/ UL

b) Calculo de leucdcitos
A quantidade de leucdcitos (GB) nas amostras foi calculado por intermédio da seguinte

equacao:

n? de nucleos x n® de quadrados x profundidade da camara x dilui¢ao

Sendo que foram contados os ntcleos celulares nos 4 quadrados maiores de 1mm? (x1/4%), a

distancia entre a camara e a lamela é 0,1 mm (x10) e a diluicio foi de 1:20 (x20°), temos:

GB =n x 50 = cél/ul (mm?)
n® de nicleos x (1/4*x 10° x 20°) =

, 10 x 20
n? de nucleos x e

n2 de nucleos x 50 =

n® de leucécitos/ UL
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2.2.Analise dos dados

2.2.1. Organizagao dos dados das amostras
Cada individuo apresenta uma amostra de sangue que foi submetida a um dos estudos, sendo
que os primeiros nove animais foram usados na “estudo for¢a” ¢ 0s restantes 11 no “estudo
tempo”. Os dados dos gatos bem como os resultados obtidos nos estudos foram organizados em
duas bases de dados criadas no programa Microsoft Office Excel® 2007, uma para cada estudo.

2.2.2. Dados relativos ao protocolo de preparagéo de PRP
Quando necessario, para facilitar a leitura e descric¢do dos resultados, foram atribuidas letras e
numeros a cada amostra analisada, com base no protocolo (A, B C e D — no “estudo tempo”) e
na centrifugacdo (1 — primeira centrifugacdo, 2 — segunda centrifugacdo) testados, tendo a

amostra de sangue apenas sido identificada com a letra S.

2.2.3. Dados relativos a contagem de células
Em cada estudo, os resultados obtidos respeitantes a contagem de plaquetas, leucocitos e
hemécias de cada amostra estdo distribuidos por trés grupos principais (apresentados em
seguida), tendo sido estabelecidas observacgdes entre si (ver Resultados):
- Sangue: Amostra de sangue ndo centrifugada (controlo do estudo);
- PRP1: PRP constituido pelo PPP e CF (e ocasionalmente com algumas células da camada
mais superior de hemaécias), resultantes da (primeira) centrifugacéo do sangue;
- PRP2: PRP obtido pela centrifugacdo do PRP1 (segunda centrifugacdo da amostra de sangue),
apos descarte de 2/3 de PPP e homogeneizagdo do conteddo remanescente.

2.2.4. Andlise estatistica
Para a realizacdo deste trabalho recorreu-se a métodos de estatistica descritiva e a testes de
hipo6teses para a comparacdo de contagens médias de plaquetas, leucécitos e hemacias. No que
respeita a estatistica descritiva, foram calculadas medidas de descri¢do e de localizagdo, bem
como a média e o desvio-padrdo (dp) para as varidveis quantitativas. Para a comparacgdo de
contagens e proporc¢des foi realizada a analise de variancia (ANOVA) com o intuito de testar
se as médias dos elementos sanguineos obtidas no sangue e nos PRP foi idéntica (hipotese nula
- Ho) ou n&o. O teste paramétrico adotado foi a ANOVA de medigdes repetidas a um fator (one-

way ANOVA with repeated measures) uma vez que para cada individuo foram feitas medicdes
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em todos o0s niveis (grupos de forca ou de tempos) da variavel em estudo (variavel forca (g) ou
tempo (min.)). Esta analise foi seguida do teste post hoc de Tukey, quando a ANOVA sugeria
uma diferenca significativa entre grupos. Para a comparacao das contagens médias nos PRP1 e
nos PRP2 foi aplicado o teste estatistico ndo-paramétrico de Wilcoxon (Wilcoxon signed rank
test), pois os resultados estdo relacionados, no sentido em que a amostra estudada apos a
primeira centrifugacdo € avaliada para a mesma variavel (forca ou tempo) apos a segunda
centrifugagéo.

Estes testes de hipoteses foram realizados utilizando o software de estatistica e a linguagem de
programacdo R, tendo-se estabelecido existirem evidéncias estatisticas suficientes para rejeitar
a hipdtese nula quando o valor de p (probabilidade de significancia) resultante foi <0.05 (nivel
de significancia). Ou seja, nesses casos rejeitou-se a Ho, pois existia uma pequena possibilidade
dos resultados observados se deverem ao acaso, considerando-se estatisticamente
significativos. Pelo contrario, quando o valor de p foi superior a 0.05 ndo se consideraram
existir evidéncias estatisticas suficientes para rejeitar a hipdtese nula o que, no entanto, ndo

significa que seja verdadeira (Maroco, 2007; Petrie & Watson, 1999).

3. APRESENTACAO DE RESULTADOS

3.1.“Estudo forc¢a”

3.1.1. Caracterizacdo dos animais
A populacéo utilizada no “estudo forga” foi composta por nove gatos de raca indeterminada
clinicamente saudaveis, dos quais 7 eram machos e 2 eram fémeas. O peso médio foi 3.8 kg =
0.59 kg e a idade média foi 2.7 anos + 2 anos, sendo a minima de 5 meses e a méxima de 5

anos.

3.1.2. Caracterizacdo das amostras de sangue (ndo centrifugado)
A contagem basal de plaquetas no sangue colhido aos 9 gatos variou de 200 a 470 x 10%/uL,
sendo a média de 291.11 x 10° PLT/uL + 83.732 x 10% PLT/uL. A média da contagem basal de
hemacias e leucécitos no sangue foi respetivamente 7061.11 x 10° GV/uL + 1850.962 x 10°
GV/uL e de 9.42 x 10° GB/uL + 4.64865 x 10° GB/uL (Tabela 7).
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Tabela 7. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padréo das contagens de

plaquetas, leuccitos e hemacias nas amostras de sangue colhidas aos 9 gatos em estudo.

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DOS ELEMENTOS SANGUINEOS

Elementos Valor minimo Valor maximo Média £ dp
Sanguineos (x 10%/pL) (x 10%/pL) (x 10%/puL)
Plaquetas 200 470 291.11 +83.732
Leucécitos 2.9 19.85 9.42 + 4.64865
Hemacias 5050 10800 7061.111 + 1850.962

3.1.3. Caracterizacao das amostras PRP1
3.1.3.1. Contagem de plaquetas

O gréafico 2 apresenta a distribuicdo do total das contagens de plaguetas no sangue nao
centrifugado (0g) e nos PRP resultantes da primeira centrifugacéo (A, B e C), consoante a forca
g aplicada (respetivamente 100, 200 e 400g). E possivel observar que, & excecio do grupo C,
0os PRP resultantes da primeira centrifugacdo apresentam maior contagem de plaquetas
relativamente ao sangue (caixas e medianas — linha horizontal negra- superiores em A e B),
sendo que A regista a maior contagem média de plaquetas (503.33 x 10° PLT/uL + 192.483 x
103 PLT/uL), sequida de B (425.56 x 10° PLT/uL + 295.851 x 10° PLT/uL) no qual se observa
um outlier (1120 x 10® plaquetas/uL). E também possivel observar que o valor minimo de
plaquetas contabilizadas é igual para os grupos B e C (90 x 103 plaquetas/uL), tendo o ultimo
contabilizado em média menos plaquetas (246.67 x 10%/uL + 100.499 x 10%/puL) (tabela 8).

Quanto a comparacao entre as médias das contagens de plaquetas nos diferentes grupos, o teste
ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas conduz a rejeicao da hipétese nula (p <0.05), sendo
consideradas significativas as diferencas entre as médias obtidas pelo menos entre dois dos
grupos. Segundo os resultados dos testes post-hoc de Tukey, apenas existe diferenca
estatisticamente significativa entre as médias dos grupos A e C (p <0.05), ndo existindo relacdo
significativa entre os restantes grupos (tabela 24 do ANEXO IV). Da analise dos resultados
estatisticos conclui-se que existe diferenca significativa entre a menor e maior forca de
centrifugacdo, correspondendo respetivamente aos grupos em que se observa a maior e menor
contagem média de plaquetas. No entanto, os resultados indicam também que a concentracao
de plaquetas em A ndo é significativa, pois a contagem média de plaquetas em A € apenas
significativamente superior a do sangue para um valor de p superior ao considerado neste estudo
(p = 0.1) por diminuir a “seguranga” com que se rejeita a Ho, falhando desta forma em refutar

a Ho que enuncia uma contagem média de plaquetas igual entre os grupos.
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Grafico 2. Diagrama de extremos e quartis da contagem de plaquetas (PLT) no sangue nao
centrifugado (0 g) e nos PRP resultantes das trés diferentes forgas testadas na primeira
centrifugacgéo (100, 200 e 400g).
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Dados recolhidos a partir de uma populagdo de 9 gatos. * Diferenga significativa entre o grupo A (100g)

e C (400g) de acordo com o teste ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas, seguido das comparagdes

=

maultiplas de médias com o teste de Tukey (p <0.05). « outlier

Tabela 8. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padrdo da contagem de
plaquetas nos 3 PRP (A, B e C) resultantes da centrifugacdo de 3 amostras de sangue colhidas

a cada um dos 9 gatos, submetidas a forc¢as diferentes (100, 200 e 400g).

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DE PLAQUETAS

Grupo n Valor ml’?imo Valor mé3>(imo Média + gp
(PLTx10%puL) (PLTx10%pL) (PLTx10%pL)

A (100g) 9 280 850 503.33 + 192.484

B (200g) 9 90 1120 425.56 + 295.851

C (400g) 9 90 400 246.67 + 100.499
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3.1.3.2. Caracterizacao da contagem de leucocitos
No que diz respeito as distribui¢cdes das contagens de leucdcitos no sangue e nos grupos PRP2
resultantes das diferentes forgas de centrifugacdo, é possivel observar no grafico 3 que, a parte
dos valores atipicos, 0s grupos apresentam uma posicdo semelhante, contabilizando entre 0.29
a 21.40 x 10° GB/ uL (contagens minima e maxima de GB, respetivamente observados nos
grupos sangue, A e B e no grupo A - tabelas 7 e 9). E também possivel observar que as medianas
dos grupos B e C estdo muito proximas, o que também se verifica relativamente as medianas

do sangue e do grupo A nos quais se observam valores atipicos.

Gréfico 3. Diagrama de extremos e de quartis da contagem de leucdcitos (GB) no sangue ndo
centrifugado (0g) e nos PRP resultantes das trés diferentes forcas testadas na primeira
centrifugacdo (100, 200 e 400g).
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Dados recolhidos a partir de uma populacdo de 9 gatos. Ndo foram observadas diferencas significativas
entre os grupos de acordo com o teste ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas, seguido das

comparagdes multiplas de médias com o teste de Tukey (p>0.05). « Outliers « extremo
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Resultados semelhantes foram obtidos relativamente as contagens médias dos grupos, sendo
que, apesar das contagens médias dos grupos sangue e A serem superiores (xs=9.42x10° GB/
uL £ 4.648x10% GB/ pL e ¥a=9.77x10° GB/ pL + 5.556 x10° GB/ pL, respetivamente), nio
diferem em grande magnitude das contagens médias obtidas em B e C (x¥s=6.81x10° GB/ pL +
3.634x10° GB/ pL e x¥c=6.99x10° GB/ pL + 2.785x10% GB/ puL, respetivamente). Tal como a
apreciacdo do gréafico sugere, o resultado do teste ANOVA com medicdes repetidas a um fator
comprova ndo existir uma diferenca significativa entre as médias obtidas (p>0.05, tabela 25 do
Anexo V).

Tabela 9. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padrdo da contagem de
leucdcitos nos 3 PRP (A, B e C) resultantes da centrifugacao das 3 amostras de sangue colhidas
a cada um dos 9 gatos, submetidas a for¢as diferentes (100, 200 e 300g).

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DE LEUCOCITOS

Grupo n Valor minimo Valor méaximo Média + dp

(PLTx103/pL) (PLTx10%pL) (PLTx10%pL)
A (100g) 9 2.9 21.40 9.77 £ 5.556
B (200g) 9 2.9 12.70 6.81 +3.634
C (400g) 9 3.6 10.45 6.99 + 2.785

3.1.3.3. Caracterizacao da contagem de hemacias

O grafico 4 ilustra a distribuicdo das frequéncias de hemacias observadas antes e ap6s as 3
centrifugacdes do sangue (100, 200 e 400g). Neste é evidente a reducdo da contagem de
hemécias nos PRP obtidos ap6s centrifugacdo do sangue, que apresenta a distribuicdo de
contagens mais variada. Relativamente aos grupos PRP1 é possivel observar que A apresenta
uma distribuicdo de contagens de hemadcias superior aos grupos B e C, sendo que estes
apresentam distribuicdes e medianas semelhantes. O Unico outlier é observado em B, porém a
maior frequéncia de hemécias é observada em A.

O estudo estatistico da contagem média de hemacias (GV) no sangue e nos PRP resultantes da
primeira centrifugacdo (tabela 26 do ANEXO 1V), verificou que o sangue continha a maior
contagem média de hemécias (¥s= 7061.11x10° GV/uL + 1850.962x10° GV/uL) e que a sua
centrifugacdo conduziu a uma diminuicéo significativa e de elevada magnitude na contagem de
hemacias nos PRP, tal como evidenciada no grafico 4. A maior diminui¢do da contagem média
de hemacias relativamente ao sangue foi registada pelo grupo B, contabilizando 1264.44x10°
GV/uL + 799.111x10% GV/uL (p <0.01), seguindo-se pelo grupo C com 1460x10° GV/uL +
480.729 x10°® GV/uL (p < 0.01) e por fim, pelo grupo A com 1898.89x10° GV/uL *
896.402x10° GV/ puL (p< 0.01). Os resultados da comparagéo das contagens médias entre estes
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trés grupos PRP (tabela 10) revelam também ndo existir diferencas significativas entre as
contagens médias de hemécias nos PRP resultantes de centrifugacbes com diferentes
velocidades.

Graéfico 4. Diagrama de extremos e quartis da contagem de hemacias (GV) no sangue néo
centrifugado (0g) e nos PRP resultantes das trés diferentes forcas testadas na primeira
centrifugacgdo (100, 200 e 400g).
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Dados recolhidos a partir de uma populacéo de 9 gatos. *** Diferenca significativa entre o0 sangue e 0s

grupos de PRP (A, B e C) de acordo com o teste ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas, seguido

das comparagdes maltiplas de médias com o teste de Tukey (p<0.001). e outlier

Tabela 10. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padréo da contagem de
hemaécias nos 3 PRP (A, B e C) resultantes da centrifugacdo das 3 amostras de sangue colhidas
a cada um dos 9 gatos, submetidas a forc¢as diferentes (100, 200 e 400g).

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DE HEMACIAS

Grupo n Valor m|’3nim0 Valor mz§31xim0 Média ? dp
(GVx103/uL) (GVx10%/pL) (GVx10%/pL)
A (100g) 9 870 3080 1898.89 + 896.402
B (200g) 9 280 2990 1264.44 +799.111
C (400g) 9 940 2350 1460.00 + 480.729
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3.1.4. Caracterizacao das amostras PRP2
3.1.4.1. Caracterizacdo da contagem de plaguetas

Avaliando as contagens de plaquetas nos trés PRP2 obtidos pela centrifugacdo dos PRP1 a
diferentes forcas (A — 200g, B — 400g e C - 800g), obtiveram-se os resultados apresentados na
tabela 11. Da andlise desta tabela verifica-se que a maior contagem média de plaquetas foi
novamente obtida no grupo A, com 90.44x10° PLT +/- 128.883x10° PLT/uL, seguindo-se o
grupo C e o grupo B respetivamente com 78.89x10° PLT/uL + 78.014x10° PLT/uL e 63.33x
103 PLT/uL + 75.993x10° PLT/uL.

Tabela 11. Estatistica descritiva com minimo, maximo, meédia e desvio-padrdo da contagem de
plaguetas nos 3 PRP2 (A, B e C) resultantes da segunda centrifugacdo das 3 amostras PRP1 de cada um
dos 9 gatos, submetidas a forgas diferentes (200, 400 e 800g).

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DE PLAQUETAS

Grupo n Valor mi?imo Valor mésximo Média 4_; dp
(PLTx10%pL) (PLTx10°%/pL) (PLTx10%/pL)
A (200g) 9 0 350 90.44 +128.883
B (4009) 9 0 250 63.33 £ 75.993
C (8009) 9 0 220 78.89 +78.014

Analisando a distribuicdo das contagens de plaguetas consoante a aplicagdo (ou ndo) de
diferentes forcas de centrifugacdo (grafico 5) observa-se que, apesar de apresentarem
distribuices diferentes, as medianas dos grupos PRP2 apresentam posicdes semelhantes, sendo
gue A e B possuem as medianas mais proximas. Nestes grupos observam-se valores atipicos
que assumem o valor maximo de plaguetas contabilizadas nos grupos PRP2. Observa-se
também que a auséncia de plaquetas nas contagens é o valor minimo para todos os grupos de
forcas.

Relativamente ao grupo sangue, a interpretacéo do grafico evidencia a distribuicdo de contagens
de plaquetas superiores para a maioria das observa¢fes. Quando comparadas as contagens
médias nos grupos PRP2 com a contagem média de plaquetas no sangue pelos testes estatisticos
ANOVA e Tukey (tabela 27 do ANEXO 1V), verifica-se que as médias dos grupos PRP2 sao
significativamente inferiores, obtendo-se um valor de p<0.01. No entanto, os valores de p para
as comparacdes das meédias entre os grupos PRP2 sugerem ndo existir evidéncias suficientes
para rejeitar a Ho, sugerindo ndo existir diferenga entre as médias obtidas por diferentes forgas

de centrifugacéo.
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Grafico 5. Diagrama de extremos e quartis da contagem de plaquetas (PLT) no sangue nao
centrifugado (0g) e nos PRP resultantes das trés diferentes forgas testadas na segunda

centrifugacdo (200, 400 e 800g).
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Dados recolhidos a partir dos mesmos 9 gatos. *** Diferenca significativa entre o0 sangue e 0s grupos
de PRP (A, B e C) de acordo com o teste ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas, seguido das

comparacgdes multiplas de médias com o teste de Tukey (p <0.001). « outliers « extremo

3.1.4.2. Caracterizacdo da contagem de leucocitos

Analisando a distribuicdo das contagens de hemaécias por grupos PRP2 (A — 100g, B — 200g e
C- 400g) relativamente ao grupo sangue (ndo centrifugado) (gréafico 6), verifica-se que as suas
medianas (linha horizontal a negrito) e quartis apresentam uma posicao inferior, podendo
indicar uma reducdo significativa de células nas contagens. Os resultados da comparacao entre
a contagem média de leucdcitos no sangue (x5=9.42x10% GB/uL + 4.648x10° GB/uL) e nos
grupos PRP, comprova existir uma diferenca significativa entre as contagens de leucocitos antes
e apos a centrifugacdo do sangue (p <0.01) (tabela 28 do ANEXO 1V).

Comparando individualmente os grupos A e B, parece ndo existir diferenca significativa entre
si pois as suas medianas estdo proximas. Em B observa-se uma distribuicdo de contagens de

leucdcitos superior & observada em A, no entanto o grupo A apresenta o Unico outlier (4.55x103
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GB/uL) nos grupos PRP. No grupo C observa-se a maior dispersao de contagens de leucocitos,
mas quando é comparada a sua contagem média (¥c=0.367x10° GB/uL + 0.514x10° GB/uL)
com as dos restantes grupos PRP2 (ia= 0.78x10% GB/uL + 1.433x10° GB/uL; xg=0.31x 10°
GB/uL + 0.463x10% GB/uL) verifica-se ndo serem muito distintas, apresentando uma diferenca
ligeira relativamente a contagem media de B (tabela 12). Os resultados relativos & comparagdo
das médias de contagens de hemacias comprovam que a diferenca entre os grupos PRP2 néo é

significativa (p> 0.05, tabela 29 do ANEXO V).

Gréfico 6. Diagrama de extremos e quartis da contagem de leucdcitos (GB) no sangue ndo

centrifugado (0g) e nos PRP resultantes das trés diferentes forcas testadas na segunda

centrifugacéo (200, 400 e 800g).
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Dados recolhidos a partir de uma populagéo de 9 gatos. *** Diferenca significativa entre o sangue e 0s
grupos de PRP (A, B e C) de acordo com o teste ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas, seguido

das comparagdes multiplas de médias com o teste de Tukey (p<0.001).  outliers « extremo
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Tabela 12. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padrao da contagem de
leucocitos nos 3 PRP2 (A, B e C) resultantes da segunda centrifugacéo das 3 amostras PRP1 de
cada um dos 9 gatos, submetidas a forcas diferentes (200, 400 e 800g).

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DE LEUCOCITOS

Grupo n Valor minimo Valor méximo Média £ dp

(GBx10%/uL) (GBx10%/uL) (GBx10%/uL)
A (2009) 9 0 455 0.78 £1.433
B (400g) 9 0 1.4 0.31 +0.463
C (800g) 9 0 1.4 0.37 £0.514

3.1.4.3. Caracterizacao da contagem de hemacias

Com base na distribuicdo das contagens de hemacias representadas no grafico 7 é possivel
verificar que o grupo sangue apresenta contagens muito superiores as dos grupos PRP2,
sugerindo, tal como a grande diferenca entre a contagem média de heméacias no sangue
(x¥s=363.78x10° GV/uL + 1059.87x10° GB/uL) e nos grupos PRP2 (tabela 13), que a
diminuicdo da contagem de hemécias ap0s a centrifugacao seja significativa. Os resultados da
analise de variancia e do teste post- hoc evidenciam que esta diferenca € bastante significativa,
obtendo-se um valor de p <0.01 (tabela 29, ANEXO IV).

Quanto aos grupos PRP, o grupo A regista uma contagem média superior as contagens médias
de B e C (tabela 13), cujas contagens médias aproximadas sugerem ndo existir diferenca
significativa entre si. Pela observacdo do grafico € possivel verificar que os grupos B e C tém
uma mediana e um valor minimo idénticos, 0 que mais uma vez sugere que a distribuicdo das
suas contagens ndo seja significativamente diferente. No grupo A observa-se a maior
distribuicdo de contagens de hemécias e um extremo. A avaliacdo dos valores p referentes as
comparagOes de medias entre os grupos PRP2 mostram ndo existir evidéncias suficientes para
considerar as diferencas entre as contagens médias de hemaécias resultantes das diferentes forcas

de centrifugacéo, estatisticamente significativas (p>0.05; tabela 30 do ANEXO IV).
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Grafico 7. Diagrama de extremos e quartis da contagem de hemacias (GV) no sangue néo
centrifugado (0g) e nos PRP resultantes das trés diferentes forgas testadas na segunda
centrifugacgéo (200, 400 e 800g).
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Dados recolhidos a partir de uma populagéo de 9 gatos. *** Diferenca significativa entre o sangue e 0s
grupos de PRP (A, B e C) de acordo com o teste ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas, seguido

das comparagdes multiplas de médias com o teste de Tukey (p<0.001). « outliers « extremo

Tabela 13. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padréo da contagem de
hemaécias nos 3 PRP2 (A, B e C) resultantes da segunda centrifugacdo das 3 amostras PRP1 de

cada um dos 9 gatos, submetidas a forcas diferentes (200, 400 e 800g).

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DE HEMACIAS

Grupo n Valor mi?imo Valor mé3>(imo Média J_r3 dp
(PLTx103/puL) (PLTX10%/pL) (PLTX10%/pL)
A (200g) 9 0 3190 363.78 + 1059.888
B (400g) 9 0 40 12.22 +16.415
C (800g) 9 0 60 11.11 + 20.883
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3.1.5. Caracterizacao dos resultados dos PRP1 e PRP2
Comparando as contagens médias de plaquetas obtidas entre os PRP, verifica-se pelos
resultados do teste de Wilcoxon (tabela 30 do ANEXO V), que as contagens obtidas nos
protocolos testados na segunda centrifugacdo (200, 400 e 800g) sdo significativamente
inferiores as obtidas nos protocolos da primeira centrifugacdo (100, 200 e 400g), obtendo-se
um valor de p <0.001. Apesar das contagens da primeira centrifugacdo nédo serem
significativamente diferentes das contagens no sangue, observou-se uma redugéo significativa
entre a contagem média de Al (100g) e C1 (400q) (tabela 24 do ANEXO 1V), verificando-se
que a forca de centrifugacdo menor (100g) foi mais eficaz na concentracdo de plaquetas
relativamente a maior forca testada (400g) na primeira centrifugacdo, contabilizando em média
1,77 vezes mais plaquetas que no sangue. Adicionalmente, na forca Al observaram-se as
maiores contagens de plaquetas, sendo que dos nove gatos do estudo, 6 (66.7%)) contabilizaram
entre 1.35 a 2.7 mais plaquetas que no sangue (fator de concentracdo plaquetaria) (grafico 8).
Consequentemente, as forcas 100 e 200g do protocolo A foram escolhidas para serem aplicadas

respetivamente na primeira e na segunda centrifugagéo do “estudo tempo.

Graéfico 8. Contagens de plaquetas no PRP relativamente a contagem no sangue (fator de
concentracdo plaquetéria) de cada gato (F), distribuidas pelos protocolos testados, sendo que
Al, B2, C1 correspondem respetivamente as forcas 100, 200 e 400g da primeira centrifugacao
de 5 minutos e A2, B2 e C2 as forcgas 200, 400 e 800 da segunda centrifugacédo de 10 minutos.
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Relativamente a contagem de leucocitos e hemacias, observa-se uma tendéncia semelhante a
observada nas plaquetas: 5 dos 9 gatos (55,6%) registaram as maiores contagens no mesmo
protocolo, 4 animais para o Al, e um animal para o B1 (graficos 9 e 10). A excecdo de uma
contagem de plaquetas, todos os animais apresentaram contagens menores na segunda
centrifugacdo, igualando em muitos dos protocolos, o valor minimo de zero elementos
sanguineos. Quanto a valores atipicos, verificou-se também que o extremo observado nas
contagens de leucdcitos no sangue, foi registado no mesmo gato que apresenta outliers na
primeira centrifugacdo, um na contagem de leucocitos em Al e outro na contagem de plaquetas
de B1, o qual corresponde ao maior fator de concentracdo plaquetaria, contabilizando 4,5 vezes
mais plaquetas que no sangue (gréficos 8 e 9). Contudo, a andlise estatistica ndo encontrou
diferengas significativas entre o sangue e os PRP1 ou entre estes (tabelas 26, 29 e 31 do ANEXO
IV), observando-se apenas uma reducdo significativa nas contagens de leucocitos apds a
segunda centrifugacdo (p< 0.01; tabela 28 do ANEXO V). Ja as contagens de hemacias foram
significativamente inferiores as contagens ap6s cada centrifugacdo, obtendo um valor de p
<0.001 (tabelas 26, 29 e 30 do ANEXO 1V).

Grafico 9. Contagens de leucdcitos no sangue e PRPs em cada gato (F), distribuidas pelos
protocolos testados, sendo que Al, B2, C1 correspondem respetivamente as forcas 100, 200 e
400g da primeira centrifugacdo de 5 minutos e A2, B2 e C2 as forgas 200, 400 e 800 da segunda

centrifugacdo de 10 minutos.
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Graéfico 10. Contagens de hemacias no sangue e PRPs em cada gato (F), distribuidas pelos
protocolos testados, sendo que Al, B2, C1 correspondem respetivamente as forcas 100, 200 e

4009 da primeira centrifugacdo de 5 minutos e A2, B2 e C2 as forcas 200, 400 e 800 da segunda
centrifugacdo de 10 minutos.
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3.2.“Estudo tempo”

3.2.1. Caracterizacao dos pacientes
Do total dos 11 gatos clinicamente saudaveis que participaram no “estudo tempo”, a maioria
era de raca indeterminada (81.8%), sendo 1 de raca Persa e 1 Siamés. Em relacdo ao género, 8
animais eram machos e 3 fémeas. O peso medio foi 4.3kg £1.12kg e a idade média foi 2.8 anos

+ 3 anos, sendo a minima de 5 meses e a maxima de 11 anos.

3.3.2. Caracterizacdo das amostras de sangue (ndo centrifugado)
A contagem de plaquetas no “estudo tempo” variou entre 210x10° PLT/uL e 630x10° PLT/uL,
registando uma contagem média de 407.27x10° PLT/uL +/- 105.270x10® PLT/uL nas 11
amostras de sangue colhidas aos gatos em estudo. Relativamente a contagem média de hemacias
e de leucocitos, contabilizaram-se respetivamente 5952.36 x10% GV/uL + 1931.786x10° GV/uL
e 6.70x10% GB/uL * 4.585x10° GB/uL (tabela 14).
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Tabela 14. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padrao das contagens

de plaquetas, leucdcitos e hemécias nas amostras de sangue colhidas aos 11 gatos em estudo.

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DOS ELEMENTOS SANGUINEOS

Elementos sanguineos  Valor minimo (x10%/pL) Valor maximo (x10%/uL) Meédia + dp (x10%/uL)

Plaquetas 210 630 407.2727 £ 105.270
Leucocitos 2.1 18.2 6.70 £ 4.585
Hemaécias 1106 8830 5952.36 + 1931.786

3.1.6. Caracterizacao das amostras PRP1
3.1.6.1. Caracterizacao da contagem de plaquetas

No grafico 11 estdo representadas todas as contagens de plaquetas dos 11 animais envolvidos
no estudo, distribuidas consoante os diferentes tempos de centrifugacédo (0 — ndo centrifugado,
5 e 15 min.). Quanto a posicdo das caixas e medianas dos grupos PRP1 submetidos a
centrifugacdes de 5 minutos (A, B e C), verifica-se uma subida de A (com contagens inferiores
as do sangue) para C, o Gnico grupo que apresenta uma mediana superior a do sangue e portanto,
onde se observaram as maiores contagens plaquetarias. Relativamente ao grupo de amostras
centrifugadas durante 10 minutos (D), as contagens obtidas voltam a ser menores, sendo que
este grupo apresenta uma mediana aproximada a observada em B. Observam-se outliers em
todos os grupos, excetuando o grupo A, no qual se observa a menor contagem de plaguetas
(tabela 15). Também pela andlise das contagens médias de plaguetas nos grupos PRP1, se
verifica que de A para C se obtém gradualmente contagens médias de plaquetas superiores e
que em D diminuem (tabela 15).

Os resultados do teste ANOVA com medidas repetidas revelam existir uma diferenca, embora
pouco significativa, entre pelo menos duas contagens médias de plaquetas no sangue. Os
resultados do teste de Tukey revelam n&o existir evidéncias suficientes para considerar
significativas as diferencas entre as contagens médias de plaquetas no sangue e os PRP apds
uma centrifugacdo de 5 ou 10 minutos. No entanto, a analise estatistica revela existir uma
diferenca significativa entre as contagens médias de plaquetas do grupo A e C, respetivamente,
0s grupos PRP1 resultantes de uma centrifugacao de 5 minutos com menor e maiores contagens
médias plaquetarias (tabela 31 do ANEXO V).
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Graéfico 11. Diagrama de extremos e quartis da contagem de plaquetas (PLT) no sangue néao

centrifugado (S) e nos PRP resultantes da centrifugacdo do sangue a 100g e a diferentes tempos

(5e 10 min.).
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Dados recolhidos a partir de uma populacdo de 11 gatos. * Diferenga significativa entre A e C de acordo

com o teste ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas, seguido das comparacGes multiplas de médias

com o teste de Tukey (p<0.05). « outliers

Tabela 15. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padrdo da contagem de

plaquetas nos 4 PRP (A, B, C e D) resultantes da centrifugacdo das 4 amostras de sangue de

cada um dos 11 gatos, submetidas a tempos de centrifugacdo diferentes (5, 5, 5 e 10 min.,

respetivamente).

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DE PLAQUETAS

Grupo n Valor minimo Valor maximo Média + dp
(PLTX10%/pL) (PLTX10%/pL) (PLTX10%/pL)
A (5 min.) 11 90 600 328.18 + 154.261
B (5 min.) 11 220 870 418.18 + 185.570
C (5 min.) 11 290 960 532.73 £ 213.312
D (10 min.) 11 100 540 359.09 + 112.823




3.1.6.2. Caracterizacao da contagem de leucocitos
Em relacdo as contagens de leucécitos no sangue e nos PRP resultantes de uma centrifugacdo
a 100g durante 5 ou 10 min., a apreciacdo do grafico 12 sugere ndo existirem diferengas
significativas entre as contagens obtidas pelas centrifugacfes de diferentes duracdes e entre
estas e as contagens no sangue. Apesar de se verificarem dispersdes diferentes nas contagens,
as posicoes das caixas de bigodes e das suas medianas ndo sao muito diferentes., sendo que nas
amostras dos protocolos de 5 min. (A, B e C) se contabilizaram mais leucdécitos.
Comparando as distribuicdes das contagens de leucdcitos, verifica-se que as observacdes no
percentil 75% (limite superior da caixa) sdo semelhantes entre S, A, B e D. Deste conjunto, A
e B apresentam distribuicdes muito parecidas, concentrando as observagOes maiores e 0
maximo (excetuando outliers). A posicdo da mediana de B e D é muito aproximada, enquanto
a mediana de C se destaca por estar mais acima das restantes, contabilizando contagens de
leucocitos maiores.
Avaliando as contagens médias de leucdécitos (GB) consoante a aplicacdo de diferentes tempos
de centrifugacdo (5 ou 10 minutos) ou ndo (grupo sangue), obtiveram-se os resultados
apresentados nas tabelas 16 e 14. Nestas é possivel verificar-se que as contagens médias sdo
semelhantes entre estes grupos, variando entre 5.02x103GB/uL * 3.417x10° GB/uL e 6.70x10°
GB/uL * 4.585x10° GB/uL (respetivamente o valor minimo e maximo observados em D e em
sangue), ndo sendo significativamente diferentes entre si (p>0.05), como demonstrado pelo
teste de ANOVA com medidas repetidas a um fator (tabela 32 do ANEXO V).
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Grafico 12. Diagrama de extremos e quartis da contagem de leucdcitos (GB) no sangue nédo
centrifugado (S) e nos PRP resultantes da centrifugacdo do sangue a 100g e a diferentes tempos de

centrifugacéo (5 e 10 min.).
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Dados recolhidos a partir de uma populacéo de 11 gatos. Nao foram observadas diferencas significativas
entre os grupos de acordo com o teste ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas, seguido das

comparagdes multiplas de médias com o teste de Tukey (p>0.05). « outliers

Tabela 16. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padrdo da contagem de
leucdcitos nos 4 PRP (A, B, C e D) resultantes da centrifugacdo das 4 amostras de sangue de
cada um dos 11 gatos, submetidas a tempos de centrifugacdo diferentes (5, 5, 5 e 10 min.,

respetivamente).

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DE LEUCOCITOS

Grupo n Valor minimo Valor maximo Média + dp

P (GBX10%/uL) (GBX10%/uL) (GBx10%/uL)
A (5 min.) 11 2.25 15.10 5.97 £4.141
B (5 min.) 11 1.55 15.75 6.40 £4.295
C (5 min.) 11 2.15 25.00 8.92 +£6.798
D (10 min.) 11 0.55 9.35 5.02 + 3.417




3.1.6.3. Caracterizacao da contagem de hemacias
O gréfico 13 apresenta a distribuicdo das contagens de hemécias no sangue e nos PRP1,
podendo-se observar maiores contagens no sangue, em oposi¢do aos PRP1 que registam
contagens bastante inferiores. Comparando a distribuicdo das contagens nos PRP1, verifica-se
que concentram frequéncias semelhantes para 50% das suas contagens (limites superior e

inferior da caixas aproximados). Neste grafico sdo observados dois outliers, um no sangue e
outroem D.

Grafico 13. Diagrama de extremos e quartis da contagem de hemacias (GV) no sangue nao

centrifugado (S) e nos PRP resultantes da centrifugagéo do sangue a 100g e a diferentes tempos

(5e 10 min.).
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Dados recolhidos a partir de uma populacéo de 11 gatos. *** Diferenca significativa entre o sangue e
0s grupos de PRP (A, B, C e D) de acordo com o teste ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas,

seguido das comparacdes multiplas de médias com o teste de Tukey (p<0.001). « outliers « extremos
Relativamente a contagem média de hemécias foi 5952.36x10° GV/uL + 1931.786 10° x10°

GV/uL no sangue (tabela 14) e nos PRP1 variou entre 1375.46x10° GV/uL * 584.711x10°
GV/uL e 1885.46x10° GV/uL * 1524.122x10% GV/uL (tabela 17).

73



Os testes estatisticos indicam que ocorreram diferencas significativas entre a contagem média
de hemacias no sangue e apds a centrifugacdo (PRP1) (p <0.001), mas ndo entre os diferentes
tempos de centrifugagdo (p>0.05), sugerindo que 5 ou 10 minutos de centrifugacdo resultam
numa reducdo de hemacias semelhante. Os resultados dos testes estatisticos ANOVA com

medidas repetidas a um fator e teste de Tukey sdo apresentados na tabela 33 do anexo V.

Tabela 17. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padrao da contagem de
hemécias nos 4 PRP (A, B, C e D) resultantes da centrifugacéo das 4 amostras de sangue de
cada um dos 11 gatos, submetidas a tempos de centrifugacdo diferentes (5, 5, 5 e 10 min.,
respetivamente).

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DE HEMACIAS

Grupo n Valor m|’3nim0 Valor miiximo Média g_r dp
(GBx10%/pL) (GBx10%/pL) (GBx10%/pL)

A (5 min.) 11 540 2090 1375.46 + 584.711

B (5 min.) 11 870 2980 1675.46 + 753.503

C (5 min.) 11 650 2450 1564.55 + 639.506

D (10 min.) 11 870 6000 1885.46 + 1524.122

3.1.7. Caracterizacdo das amostras PRP2
3.1.7.1. Caracterizacao da contagem de plagquetas
O gréfico 14 ilustra as distribuicGes das contagens de plaquetas no sangue e ap6s a segunda
centrifugagédo das amostras A, B, C e D, respetivamente durante 10, 15, 5 e 10 minutos, com
uma forca de 200g. Observa-se uma menor contagem de plaquetas nos PRP2 relativamente ao
sangue, sendo que neste sdo observadas contagens superiores para a maioria das amostras.
Ainda neste grafico pode observar-se que metade das contagens de plaquetas foram idénticas
para A e B, divergindo apenas nos valores minimos e maximos observados. Relativamente a
distribuicdo destas contagens, verifica-se que existe maior variacdo no numero de plaguetas
contadas em cada amostra de A e B, contra a distribuicdo das contagens em C e D, nas quais se
observam as menores contagens. Por fim, além das frequéncias de plaquetas atipicas observadas

no sangue, observam-se extremos em A e C e um outlier em D.
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Grafico 14. Diagrama de extremos e quartis da contagem de plaquetas (PLT) no sangue nao
centrifugado (S) e nos quatro PRP (A, B, C e D) resultantes da centrifugagédo do PRP1 a 200g

e a diferentes tempos (10, 15, 5 e 10 min., respetivamente).
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Dados recolhidos a partir de uma populacéo de 11 gatos. *** Diferenca significativa (p <0.001) entre o
sangue e 0s PRP2 B, C e D e ** diferenca significativa (p<0.01) entre o sangue e 0 PRP2 A, segundo 0
teste ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas, sequido das comparag6es maltiplas de médias com o

teste de Tukey. o outliers « extremos.

Da avaliacdo dos resultados dos testes estatisticos, verifica-se que a média de plaquetas
contadas no sangue é significativamente superior & dos PRP2, contabilizando 407.27x10°
PLT/uL + 105.270x10%® PLT/uL (p<0.001-0.01), em contraste com a menor média
contabilizada de 100.91x10° PLT/uL + 97.104x10° PLT/uL, observada em D. Relativamente
aos PRP2, verifica-se que ndo existe diferenca significativa entre as contagens obtidas apds a
centrifugagdo do PRP1 nos diferentes tempos testados (p>0.05).

As médias, desvio-padrdo, valores maximos e minimos para as contagens de hemacias obtidas
nos 3 PRP ap0s a segunda centrifugacdo durante tempos distintos (10, 15, 5 e 10) estdo
representados na tabela 18. Os resultados dos testes estatisticos ANOVA com medidas repetidas

a um fator e teste de Tukey sdo apresentados na tabela 34 do anexo V.
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Tabela 18. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padrao da contagem de
plaquetas nos 4 PRP (A, B, C e D) resultantes da centrifugacdo das 4 amostras de sangue de
cada um dos 11 gatos, submetidas a tempos de centrifugacao diferentes (10, 15, 5 e 10 min.,

respetivamente).

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DE PLAQUETAS

Grupo n Valor minimo  Valor maximo Média + dp

x10°/pL X10°/uLL X10°/uLL

P (GBx10%uL)  (GBx10%uL) (GBx10%/uL)
A (10 min.) 11 20.00 640 181.82 +193.071
B (15 min.) 11 30.00 420 164.55 + 133.144
C (5 min.) 11 0.57 530 144.60 £ 140.611
D (10 min.) 11 10.00 310 100.91 £97.104

3.1.7.2. Caracterizacao da contagem de leucocitos

No que diz respeito a contagem de leucacitos, verifica-se que a maior contagem média ocorreu
no sangue (¥s = 6.70x10% GB/uL + 4.585x10° PLT/uL — tabela 14), destacando-se uma grande
diferenca relativamente a contagem média nos PRP2 (tabela 19). Estes apresentam valores
muito semelhantes em A, B e C (Xa= 0.11x103 GB/uL * 0.171 x10° GB/uL, ¥s-= 0.14x10° GB/
uL + 0.225x10° GB/uL e xc = 0.10 x10° GB/uL * 0.144x10° GB/uL), sendo que em D (¥p =
0.04x10% GB/uL + 0.060 x10° GB/uL), apesar de menor, a contagem média obtida n&o diverge
muito das restantes.

Tabela 19. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padrdo da contagem de
leucdcitos nos 4 PRP (A, B, C e D) resultantes da centrifugacdo das 4 amostras de sangue de
cada um dos 11 gatos, submetidas a tempos de centrifugacao diferentes (10, 15, 5 e 10 min.,
respetivamente).

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DE LEUCOCITOS

Grupo n Valor m|'3nimo Valor me;lximo Meédia 31 dp

(GBx10%/uL) (GBx10%/uL) (GBx10%/pL)

A (10 min.) 11 0 0.60 0.11+0.171
B (15 min.) 11 0 0.75 0.14 £0.225
C (5 min.) 11 0 0.40 0.10 +0.144
D (10 min.) 11 0 0.15 0.04 +0.60

Os resultados do teste ANOVA com medidas repetidas e do teste de Tukey verificam que as
contagens de leucdcitos no sangue e nos grupos PRP2 sdo significativamente diferentes
(p<0.01), tal como sugere a apreciagdo do grafico 15 (posicdo elevada da caixa do sangue
relativamente as caixas dos PRP2). Uma analise mais cuidada do grafico 15 indicia que estes

grupos poderdo ndo apresentar diferencas significativas entre si, como se pode observar, por
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exemplo pelas medianas semelhantes entre A e D e entre B e C. Os resultados relativos a
comparacéo dos diferentes tempos confirmam ndo existir evidéncias suficientes para considerar
as suas contagens significativamente diferentes (p>0.05). Os resultados dos testes estatisticos
ANOVA com medidas repetidas a um fator e teste de Tukey sdo apresentados na tabela 35 do

anexo V.

Gréfico 15. Diagrama de extremos e quartis da contagem de leucdcitos (GB) no sangue nédo
centrifugado (S) e nos quatro PRP (A, B, C e D) resultantes da centrifugacdo do PRP1 a 200g

e a diferentes tempos (10, 15, 5 e 10 min., respetivamente.
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Dados recolhidos a partir de uma populacéo de 11 gatos. *** Diferenca significativa entre o sangue e

0s grupos de PRP (A, B, C e D) de acordo com o teste ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas,

seguido das comparac@es multiplas de médias com o teste de Tukey (p<0.001).

3.1.7.3. Caracterizacao da contagem de hemacias
No gréfico 16 estdo distribuidas as contagens de hemacias no sangue e apés realizacdo dos
protocolos com diferentes tempos de centrifugacdo. As contagens medias de hemacias no
sangue e nos PRP2 estdo respetivamente listadas nas tabelas 14 e 20; ¢é evidente a diferenca
entre a contagem média de hemacias no sangue e nos PRP2, tal como observavel no gréfico 16.

No mesmo grafico, é também possivel verificar que em muitas das contagens dos PRP2 néo se
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observaram hemacias e que o maximo contabilizado foi observado no protocolo de menor
duragéo (C — 5 min.), contabilizando 60x10° GV/pL.

Os resultados dos testes estatisticos confirmaram uma associacao bastante significativa entre as
contagens no sangue e nos PRP2, obtendo um valor de p<0,01 (tabela 37 do anexo V). Estes
resultados mostram também que nos quatro PRP2, nenhum dos grupos difere
significativamente entre si (p> 0.05). Os resultados dos testes estatisticos ANOVA com

medidas repetidas a um fator e teste de Tukey sdo apresentados na tabela 36 do anexo V.

Grafico 16. Diagrama de extremos e quartis da contagem de hemacias (GB) no sangue nao
centrifugado (S) e nos quatro PRP (A, B, C e D) resultantes da centrifugacdo do PRP1 a 200g

e a diferentes tempos (10, 15, 5 e 10 min., respetivamente).
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Dados recolhidos a partir de uma populacéo de 11 gatos. *** Diferenca significativa entre o sangue e
0s grupos de PRP (A, B, C e D) de acordo com o teste ANOVA uni-fatorial com medidas repetidas,

seguido das comparacdes multiplas de médias com o teste de Tukey (p<0.001). « valor maximo que

ndo é um outlier

78



Tabela 20. Estatistica descritiva com minimo, maximo, média e desvio-padrao da contagem de
hemécias nos 4 PRP (A, B, C e D) resultantes da centrifugacéo das 4 amostras de sangue de
cada um dos 11 gatos, submetidas a tempos de centrifugacao diferentes (10, 15, 5 e 10 min.,

respetivamente).

ANALISE DESCRITIVA DAS CONTAGENS DE HEMACIAS

Grupo n Valor minimo Valor maximo Média + dp
P (GBxX10%/uL) (GBx10%/uL) (GBx10%/uL)
A (10 min.) 11 0 20 5.45 +6.88
B (15 min.) 11 0 30 5.45 +10.35
C (5 min.) 11 0 60 9.09 +18.14
D (10 min.) 11 0 10 0.90 +3.02

3.1.8. Caracterizacao dos resultados de PRP1 e PRP2

Analisando os resultados estatisticos referentes as contagens medias de plaquetas, verifica-se
que os protocolos da segunda centrifugacdo obtiveram contagens significativamente inferiores
as do controlo sangue, independentemente da sua duracéo, (tabela 34 do ANEXO V) e as dos
protocolos da centrifugacdo Unica (tabela 37 do ANEXO V), os quais ndo diferem
significativamente entre si (tabela 31 do ANEXO V). N&o obstante, as maiores contagens de
plaquetas foram contabilizadas nos protocolos da centrifugacdo Unica: em 10 dos 11 (90.9%)
gatos foram observadas para os protocolos de 5 min., tendo 5 destes (45.5%) registado maiores
contagens para o protocolo C1, 3 (27.3%) no protocolo B1, 2 (18.2) no protocolo Al. Apenas
1 (9.1%) gato registou as maiores contagens no protocolo de 10 minutos (D1) (grafico 17). No
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre os protocolos de diferentes
duracdes, sugerindo obter-se resultados semelhantes em centrifugacdes de 5 ou 10 minutos. Os
protocolos que diferiram significativamente entre si foram o Al e o C1, respetivamente as
menores e maiores contagens na centrifugacéo de 5 min (tabela 31 do ANEXO V).

Relativamente aos protocolos que concentraram plaquetas, os maiores fatores de concentracao
plaquetaria variaram entre 1.44 e 2.74, respetivamente nos PRP dos protocolos B1 e C1, sendo
que as amostras sanguineas destes animais foram colhidas com o auxilio do sistema Butterfly.
Comparando as contagens no sangue, os menores fatores de concentracdo foram obtidos
respetivamente para nos protocolos C2 e B2 (0.01 e 0.38), em 2 animais cujas amostras foram
colhidas com auxilio de agulha e seringa. Ainda relativamente ao método de colheita das
amostras, verificou-se que era mais dificil usando a agulha e a seringa mas que, a excec¢éo de 1
gato, se obtiveram contagens de plaquetas no sangue superiores, observando-se as maiores
contagens (para os dois estudos) nos dois animais com menores fatores de concentragao

plaquetaria, ja mencionados. O reduzido nimero de animais usados por cada um dos métodos
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de colheita prejudica a obtencéo de resultados estatisticos mais fidedignos, tendo-se por isso
optado por ndo avaliar a significAncia destas observacdes. Desta forma, a analise estatistica foi
realizada para o total dos 11 gatos, independentemente do método de colheita (ver “limitagdes
do estudo”).

Apesar de nenhum protocolo concentrar significativamente plaquetas relativamente ao sangue,
para efeitos da discusséo do trabalho destaca-se o protocolo C1 como o que contabilizou maior

contagem de plaquetas, obtendo um fator de concentracdo médio de 1,39.

Grafico 17. Contagens de plaquetas no PRP relativamente a contagem no sangue (fator de
concentracdo plaquetéria) de cada gato (F), distribuidas pelos protocolos testados, sendo que
Al, B2, C1 e D1 correspondem respetivamente aos tempos 5, 5, 5 e 10 min. da primeira
centrifugacdo a 100g e A2, B2, C2 e D2 aos tempos 10, 15, 5 e 10 min. da segunda centrifugacéo
a 200g.
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Relativamente as contagens de leucdcitos e heméacias, em 6 dos 11 gatos (54.6%), 0s protocolos
gue contabilizaram mais plaquetas foram também os que registaram as maiores contagens de
leucdcitos, mas ndo as de hemacias (graficos 18 e 19). A analise estatistica das contagens
médias destas células sanguineas revela que, enquanto ndo se verificam diferencas
significativas entre as contagens de leucocitos das duas centrifugacfes (p>0.05; tabela 37 do
ANEXO V), ocorrendo apenas uma reducdo significativa das contagens no sangue apoés a
segunda centrifugacdo (tabela 35 do ANEXO V), verifica-se uma reducgéo significativa das
contagens de hemacias ap0s cada centrifugacdo, independentemente da sua duragéo (p <0.01;

tabelas 33, 36 e 37 no ANEXO V).
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Gréfico 18. Contagens de leucdcitos no sangue e nos PRP de cada gato (F), distribuidas pelos
protocolos testados, sendo que Al, B2, C1 e D1 correspondem respetivamente aos tempos 5, 5,
5 e 10 min. da primeira centrifugacdo a 100g e A2, B2, C2 e D2 aos tempos 10, 15, 5 e 10 min.

da segunda centrifugacédo a 200g.
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Graéfico 19. Contagens de hemacias no sangue e nos PRP de cada gato (F), distribuidas pelos
protocolos testados, sendo que Al, B2, C1 e D1 correspondem respetivamente aos tempos 5, 5,
5 e 10 min. da primeira centrifugacdo a 100g e A2, B2, C2 e D2 aos tempos 10, 15, 5 e 10 min.

da segunda centrifugacédo a 200g.
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4. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste trabalho, os animais apresentaram uma contagem média de plaquetas no sangue de
291.11x10° PLT/uL + 83.732x10° PLT/uL e 407.27x10% PLT/uL +/- 105.270x10° PLT/uL
respetivamente no “estudo forg¢a” e no “estudo tempo”, o que, no caso do primeiro estudo, estd
um pouco abaixo do valor padrdo para a espécie animal alvo deste estudo (300x10° PLT/uL),
referido por Silva et al. (2012). Contudo, varios autores (Weiss & Tvedten, 2012; Rizzi,
Clinkenbeard, & Meinkoth, 2010) referem que as contagens de plaquetas em gatos sdo com
frequéncia imprecisas, obtendo-se muitas contagens baixas (<200x10° PLT/ul), das quais
poucas correspondem a uma reducdo verdadeira. Estas observacGes devem-se a combinagéo
das grandes dimensdes das plaquetas dos gatos e da sua propenséo para formar aglomerados
secundaria a ativacdo de plaquetas quer por uma venipunctura pobre ou dificil, por uma
exposicdo tardia ao anticoagulante ou por uma mistura inadequada do sangue e do
anticoagulante, ocasionalmente observados no desenvolvimento dos estudos. E de referir a
dificuldade com que a autora do presente trabalho frequentemente se deparou em colher as
amostras de sangue dos gatos que, ironicamente, estavam anestesiados ou sedados, pois 0 seu
pequeno porte e a resisténcia que estes oferecem a contencdo sugeriam uma venipuntura dificil
e a consequente ativacdo plaquetaria in vitro. Num gato, observou-se inclusivamente a
formacdo de um coagulo, por ndo se ter conseguido um fluxo continuo de sangue e a sua mistura
com o anticoagulante, tendo sido por isso excluido do estudo.

Na avaliacdo da eficiéncia dos protocolos em concentrar plaquetas verificou-se que nenhum
dos protocolos obteve um racio de concentracdo plaquetaria significativo. Apesar disto,
observou-se um aumento de 1.77 e 1.39 vezes mais plaquetas que no sangue, para a mesma
forca e tempo de centrifugagdo (100g x 5min.), respetivamente no “estudo forga” e no “estudo
tempo”. Estes resultados podem ser justificados pela grande dispersdao de contagens observada
nesses protocolos (diagramas de extremos e quartis nos “resultados”: graficos 2, 5, 11 e 14),
verificando-se, tal como no estudo de Araki et al. (2012), que a forga e, neste trabalho, o tempo
Otimo para a concentracdo maxima de plaquetas, variou entre individuos (graficos de barras: 8
e 17). De acordo com o autor, uma vez que a separacao das plaquetas dos restantes componentes
sanguineos se deve a gravidade especifica, esta variabilidade dever-se-a a gravidade especifica
do sangue de cada individuo, resultante das diferentes composi¢des e numero de plaguetas,
leucdcitos e hemacias no sangue (graficos de barras: 8-10 e 17 -19).

Atualmente ndo existe consenso relativamente ao intervalo 6timo de plagquetas no PRP para fins
terapéuticos. Varios estudos propdem diferentes racios de concentragdo plaquetaria nos PRP,
dificultando a determinacdo da concentracdo acima da qual se observam efeitos terapéuticos.
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Para Marx (2004), o PRP ideal deve conter entre 4 a 5 vezes mais plaquetas que 0s niveis
fisiologicos, pois este intervalo de concentracdo define o PRP com capacidades terapéuticas e
abaixo deste as concentragdes de plaquetas poderdo ser subo6timas. J& outros autores (de Mos et
al., 2008; Graziani et al., 2006) observaram que concentracbes menores de plaquetas (2,5
superiores ao niveis sanguineos) sdo suficientes para estimular a reparacao celular. No presente
estudo néo foi possivel obter essas concentra¢des usando uma centrifugadora, sendo que apenas
trés gatos obtiveram concentragdes semelhantes (nomeadamente 2,74, 2,9 e 4,15). Weibrich,
Kleis, Hafner e Hitzler (2002), citados por Pietrzak e Eppley (2005) sugerem no entanto que
diferentes individuos poderdo necessitar diferentes racios de concentracdo plaquetaria para
atingir efeitos comparéveis, o que dificulta a defini¢do do valor ideal.

Na literatura relativa ao estudo de protocolos para a preparacdo de PRP em diferentes espécies,
observou-se uma grande variacdo nos racios de concentracdo plaquetéria, registando
concentracgdes até 20 vezes as do sangue (Araki et al., 2012; Eppley, Woodell, & Higgins, 2004;
Vendramin et al., 2009). E de salientar o trabalho de Vendruscolo et al (2012a), no qual o autor
compara a eficdcia de diferentes protocolos em concentrar plaquetas em Equinos, e obtém
contagens significativamente superiores aos niveis fisiologicos, cujos racios de concentracdo
variam de 1.3 a 2.36; intervalo no qual os resultados obtidos no presente trabalho se encontram
incluidos. Os diferentes racios de concentracdo plaquetaria podem ser atribuidos ndo sé as
variacfes dos parametros hematolégicos que, tal como ja foi observado, ocorrem entre
individuos, e também diariamente para 0 mesmo individuo (Araki et al. 2012; Vendruscolo et
al., 2012a), bem como a influéncia dos parametros relacionados com a preparacdo do PRP, em
seguida discutidos (Arnoczky et al. 2011; Vendruscolo et al., 2012a).

Em relacdo ao nimero de centrifugacdes, os estudos encontrados verificaram concentracfes de
plaquetas superiores na segunda centrifugacdo (Araki et al., 2012; Nagata et al., 2010), obtendo
concentracdes até 7 vezes superiores as do PRP resultante da primeira centrifugacdo (Araki et
al., 2012). No presente estudo, verificou-se surpreendentemente que, em ambos 0s estudos, as
contagens médias de plaquetas nos PRP obtidos ap6s a segunda centrifugacdo foram
significativamente inferiores as obtidas no sangue e nos PRP centrifugados uma Unica vez.
Estes resultados podem ser justificados, em parte, por possiveis erros de processamento, aos
quais um protocolo com dupla centrifugacdo € mais suscetivel por ter mais etapas de
preparacdo. Nagata et al. (2010) observaram que apesar do protocolo de dupla centrifugacéo
concentrar mais plaquetas, provocava alteragdes morfologicas nas plaguetas, enquanto Araki et
al. (2012) verificaram uma pequena perda de plaquetas em cada etapa da preparacdo (com

excecao da primeira centrifugacéo), devido a agregacdo plaquetaria. A ativacdo e a agregacao
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plaquetaria, além de erros de processamento, poderdo justificar os resultados obtidos, uma vez
que levam a reducéo da contagem de plaquetas, além da libertacdo dos FC na solucao.

A excecdo das contagens médias de leucécitos do “estudo tempo”, também se observaram
contagens significativamente inferiores de leucécitos e de hemécias na segunda centrifugacéo,
que podem ser justificadas pela metodologia de preparacdo dos PRP deste trabalho: enquanto
0 PRP da primeira centrifugacdo foi obtido pela centrifugacdo e divisdo do sangue em 3
camadas (PPP, CF e camada de hemécias, do topo para o fim do tubo), das quais foi colhida a
totalidade do soro e da CF e, em menor ou maior quantidade, a camada de hemécias em contacto
com a CF; o PRP da segunda centrifugacdo resultou da centrifugacdo do PRP1, cujos leucocitos
e eritrocitos depositados no fundo do tubo néo sdo colhidos, contabilizando-se as células que
estejam em suspenséo no 1/3 inferior do plasma.

Seria expectavel que apos a centrifugacdo do sangue a concentracdo de plaquetas num menor
volume de soro fosse superior a dos niveis fisioldgicos. Porém, foi interessante verificar que,
embora ndo fossem significativamente superiores as do sangue, as maiores contagens médias
de plaquetas foram observadas nos PRP da primeira centrifugacdo. Esta observacao podera ser
justificada pelas caracteristicas morfologicas das plaquetas dos gatos, como o seu diametro e
MPV superiores aos de outras espécies, que permitem a sua concentracdo no PRP através de
uma Unica centrifugacdo, tal como proposto por Silva et al. (2012b).

O protocolo de uma centrifugagdo pode ser vantajoso uma vez que o PRP é facilmente obtido
através de uma centrifugacdo Unica e necessita de uma quantidade de sangue menor. Esta tltima
observacado é importante, porque o volume de sangue pode ser um fator limitante para a
producdo de PRP ndo sé em gatos, mas também noutras espécies com ragas pequenas ou mesmo
em animais muito jovens, como observado por Silva et al. (2012a). Marx (2001), no entanto,
afirma serem necessérias duas centrifugacdes para a preparacdo de um “verdadeiro PRP”. De
acordo com o autor, a presenca de hemacias na primeira centrifugacdo nao permite a melhor
separacdo das plaquetas, produzindo-se uma mistura de PRP e PPP com baixa concentragao
plaquetaria, o que é concordante com os resultados deste trabalho, uma vez que nenhum
protocolo obteve concentracdes de plaquetas significativas.

No “estudo forga” observou-se que o protocolo da primeira centrifugagdo com a forca mais
baixa (100g) obteve contagens de plaquetas significativamente maiores as obtidas no protocolo
com a maior forga (400g). Embora estas contagens ndo sejam significativas relativamente as
contagens do sangue, resultados concordantes foram observados no estudo de Vendruscolo et
al. (2012a), no qual protocolos de dupla centrifugagdo com forcas g que variam entre 90 a 1209

nas duas centrifugacdes, obtiveram contagens de plaquetas superiores aos que utilizaram forcas
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g mais altas. Ja Silva et al. (2012b) concentraram plaquetas de gatos aplicando uma “rotagao
branda” com uma forga g menor (85¢g), atribuindo os seus resultados as caracteristicas
morfolégicas das plaquetas destes animais.

Araki et al. (2012), Bausset et al. e Vendramin et al. (2009) contradizem os resultados obtidos
ao observarem o aumento das contagens de plaquetas com o aumento da forca g. Porém,
enquanto Vendramin et al. (2009) obtiveram a contagem méaxima de plaquetas com duas
centrifugacgdes de 400 e 800g, Bausset et al. (2012) observaram que uma forca de 400g néo
concentrou significativamente mais plaquetas que 250g (p>0.05) e Araki et al. (2012)
verificaram inclusivamente a diminuicdo das contagens a partir de 320g. Estas observacdes vdo
ao encontro dos resultados deste estudo e podem ser justificadas pela ativacdo precoce e
aglomeracdo de plaquetas no fundo do tubo. Vendruscolo et al. (2012a) refere ainda que
enquanto as forc¢as de centrifugacdo mais baixas preservam a integridade das plaquetas, forcas
altas estdo associadas a alteracdes da morfologia das plaquetas compativeis com a lesdo das
mesmas e logo diminuindo o seu nimero no PRP, corroborando com os resultados obtidos.
Relativamente ao estudo do efeito das forcas testadas na segunda centrifugacdo na concentracéo
de plaquetas, os resultados obtidos indicam ndo existir diferencas significativas entre as
contagens médias de plaquetas, confirmando que a aplicacdo de uma segunda forca de
centrifugacdo, independentemente da sua magnitude, leva a diminuicdo das contagens de
plaquetas.

Relativamente a concentracdo de leucdcitos e hemacias, observou-se uma reducéo significativa
das contagens em todos os protocolos das duas centrifugacdes. A exce¢do observou-se nas
contagens de leucdcitos da primeira centrifugacdo em que, apesar de ndo revelarem contagens
médias diferentes entre si ou entre o sangue, a menor forca de centrifugagdo contabiliza mais
plaquetas que nos niveis fisioldgicos. E interessante reparar que foram as forcas mais baixas
(100 e 200g, respetivamente na primeira e segunda centrifugacdo) que contabilizaram mais
plaquetas, leucdcitos e heméacias. Embora ndo se tenha estudado a significancia desta relacéo,
estes resultados sugerem a colheita de PPP, de CF e das hemécias em contacto com o CF
concentra mais plaquetas. Andrade et al. (2008) verificou também que a inclusdo de hemacias
no PRP é uma medida importante para concentrar mais FC. Marx et al (1998), a semelhanca de
Reeder et al (1993) por si citados, justifica estes resultados pela diferenca de tamanho das
plaquetas recentemente sintetizadas que, por serem maiores, podem ocupar até 1mm acima da
camada de hemacias. Ja Bausset et al. (2012) interpreta 0 aumento da contagem de plaquetas e
leucocitos como uma potencial limitacdo da centrifugacdo do sangue com forcas menores que

ndo sdo tdo eficazes em separar os componentes celulares da CF. De fato, embora quer as
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contagens de leucdcitos, quer as hemacias, ndo sejam significativamente diferentes entre os
protocolos de centrifugacgéo, observou-se a diminuicdo das contagens nas forgas 200g e 400g,
obtendo-se valores muito aproximados na primeira centrifugacdo, e na segunda centrifugagéo
(400 e 800g). Estas observacoes refletem também os resultados de Vendruscolo et al. (2012a),
ja referidos para as plaquetas; com o aumento da forca as células tendem a aglomerar e a
depositar-se no fundo do tubo, formando pellets dificeis de quebrar e logo, diminuindo a sua
contagem no PRP.

O envolvimento dos leucdcitos nos efeitos secundarios do PRP nédo é ainda claro e a sua
inclusdo no PRP é controversa. Enquanto alguns autores consideram que os leucécitos séo
contaminantes do PRP, podendo até ser deletérios para o tecido em tratamento, outros
consideram que sdo importantes na reparacdo de tecidos e que o PRP beneficia a nivel
terapéutico com a sua inclusdo (Bausset et al., 2012; Silva et al., 2012a). E possivel que um
efeito negativo ou positivo ndo possa ser generalizado e que cada tipo de PRP (L-PRP e P-PRP)
possa mostrar diferentes efeitos bioldgicos quando usado clinicamente sendo, por isso,
importante determinar quais as situagdes clinicas que beneficiam da aplicacdo de um, em
detrimento da aplicacdo do outro (Arnoczky et al., 2011; Silva et al., 2012b). Ainda
relativamente ao PRP ideal, Eppley et al. (2004) referem que ndo deve conter hemacias, uma
vez que podem potencializar a resposta pro-inflamatoria no local da lesdo. Na bibliografia
consultada ndo foram encontradas outras referéncias quanto a inclusdo de hemécias no PRP,
pelo que se conclui que os autores consideram a sua presenca vestigial e/ou ndo produz efeitos
potencialmente deletérios.

A semelhanca do observado no “estudo forga”, no “estudo tempo” nio se observaram diferengas
significativas em relacdo as contagens no sangue na primeira centrifugacdo, engquanto na
segunda centrifugacdo verificou-se uma diminuicdo significativa da contagem de plaquetas,
confirmando os resultados ja discutidos. Quanto ao estudo da influéncia do tempo de
centrifugacdo na concentracdo de plaquetas, Silva et al. (2012b) indicaram que, devido as
caracteristicas morfoldgicas das plaquetas dos gatos, uma “rotagdo simples” de 6 minutos pode
concentrar plaquetas. No presente estudo observou-se ndo haver diferenca significativa entre
os diferentes tempos de centrifugacéo, sugerindo que a variac¢do da duracdo das centrifugacdes,
entre 5 a 10 minutos na primeira centrifugacdo, ou entre 5 a 15 minutos na segunda, nédo
influencia a producéo de PRP. Resultados concordantes sdo observados por Vendruscolo et al.
(2012a) e Vendramin et al. (2009), sugerindo assim que o tempo de centrifugacdo devera ser o
mais rapido possivel, pois uma vez que o PRP deve ser preparado o mais proximo possivel da

sua aplicacdo, a sua preparacdo deve ser 0 mais rapida possivel. As contagens de leucocitos
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apresentaram resultados idénticos aos das plaquetas, sendo que aos 10 minutos registam as
menores contagens nas duas centrifugacdes, embora néo significativas. Possivelmente estes
resultados resultam da deposicdo das plaquetas e dos leucdcitos no fundo do tubo com o
aumento do tempo de centrifugacdo. Ja& as contagens de hemécias sdo significativamente
inferiores as do sangue nas duas centrifugacdes, o que corresponde a eliminacédo de quase toda
a totalidade da camada de hemécias na primeira centrifugacéo e a sua deposic¢ao no fundo do
tubo na segunda centrifugacdo, tal como observado no “estudo forga”.

Dentro dos diversos tipos de anticoagulantes foi escolhido para este estudo 0 ACDA-A por
preservar a integridade da membrana das plaquetas e ser considerado o mais indicado na
preparacdo de PRP (Marx, 2001). A utilizacdo deste anticoagulante para colher o sangue
constitui outro fator que podera ter influenciado os resultados acima descritos, pois Araki et al.
(2012) recentemente indicou que o EDTA tem menos efeitos desencadeadores da coagulacédo e
agregacao plaquetaria que o ACD, concentrando melhor as plaquetas. Nao obstante, varios
trabalhos, incluindo o de Araki et al. (2012), obtiveram concentracdes de plaquetas
significativas  utilizando ACD-A como anticoagulante  (Silva, 2012a, Silva,
2012b,Vendruscolo, 2012a).

Embora ndo se tenha estudado a relacao entre o método de colheita, verificaram-se contagens
distintas entre a utilizacdo do sistema Butterfly e a utilizacdo da agulha e da seringa, sendo que
0s primeiros obtiveram maiores concentracGes de plaquetas no PRP e os segundos, apesar de
contabilizarem mais plaguetas no sangue, obtiveram os menores racios de concentracdo. Na
bibliografia é referida a importancia do material de manipulacdo e de acondicionamento do
PRP, bem como das centrifugadoras na producdo de PRP, indicando que se devem evitar
materiais de vidro, pois a contagem de plaquetas pode diminuir (Andrade et al., 2008;
Michelson, 2007, citado por DeLong et al., 2012). Apesar de ndo terem sido encontradas
consideracBes quanto ao material de colheita, o fato do método de colheita que colheu mais
plaquetas ter contabilizado as menores concentracdes sugere que 0 método usado ndo devera
ter interferido na preparacao dos PRP.

A reducdo do volume plasmaético varia entre os protocolos revistos, bem como 0s seus racios
de concentracdo plaquetaria, sendo que estudos que concentram plaquetas no 1/10 inferior do
plasma obtem maiores concentracGes de plaquetas, concentrando até 7.4 vezes mais plaquetas
que no sangue (Araki et al., 2012; Vendramin et al, 2012). Porém, no presente estudo
estabeleceu-se que o PRP corresponderia ao 1/3 inferior do plasma obtido ap6s a segunda
centrifugagdo, enquanto na primeira centrifugacdo n&o se realizou nenhuma reducdo

plasmatica. Esta escolha foi baseada no fato do modelo animal em estudo n&o permitir a colheita
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de um grande volume de sangue sem causar problemas sistémicos, quando seria sujeito a uma
intervencéo cirdrgica. Deste modo, da amostra de 4mL, 1 mL teria de ser suficiente para
produzir uma quantidade minima de PRP que permitisse a sua avaliagdo nas duas
centrifugacdes, apesar de reconhecida a influéncia desta escolha nos racios de concentracao
plaquetaria. Nao obstante, protocolos que reduziram 2/3 ou mesmo 1/2 do volume plasmatico
sucederam em obter concentracOes de plaquetas significativas (Silva et al., 2012a; Vendruscolo
et al. 2012a). E interessante observar que as maiores contagens plaquetarias foram obtidas na
primeira centrifugacéo, na qual ndo se concentraram plaquetas num menor volume plasmatico,
0 que podera justificar porque néo se atingiram valores significativos.

Uma adequada suspensédo das plaquetas no PRP e a apropriada prepara¢do da amostra para a
contagem parecem ser requeridas para uma contagem de plaquetas exata, pois a aglomeragéo
de plaquetas ou a distribuicdo heterogénea podem resultar em contagens imprecisas. DelL.ong
et al. (2012) citam o estudo de Woodell — May et al. (2005), no qual observaram que as
contagens de plaquetas foram significativamente menores (p<0.05) quando as amostras foram
analisadas imediatamente apds a preparacdo do PRP, do que quando as amostras eram
homogeneizadas num agitador de tubos. Referem ainda que a totalidade do PRP deve ser
homogeneizada num agitador de tubos durante pelo menos 5 minutos antes da contagem de
plaquetas e que as suas amostras também devem ser homogeneizadas, por forma a permitir uma
distribuicdo homogénea das plaquetas antes da contagem. Tal como a bibliografia sugere, tanto
0 PRP obtido ap6s a centrifugacdo como as suas amostras foram homogeneizadas quer apos a
sua diluicdo como antes da sua colocagdo na camara de contagem, como referido nos métodos.
Porém, ndo foi possivel usar uma misturadora mecanica; alternativamente as amostras foram
pipetadas sucessivamente, o0 que podera ter conduzido as baixas contagens de plaquetas, pois
de acordo com Nagata et al. (2010), pipetar excessivamente as amostras pode provocar a
ativacdo prematura das plaquetas. Adicionalmente, a duracdo da homogeneizacao das amostras
nunca atingiu 5 minutos de duragéo.

Também o método de contagem utilizado pode acrescentar incerteza a determinagdo do racio
de concentracdo, pois varios estudos confirmam diferencas entre a contagem manual e
automatica. Nos métodos manuais distinguem-se as contagens através da coloracdo de
esfregacos ou utilizando camaras de contagens e reagentes de coloracédo diferenciada, enquanto
0s métodos automaticos utilizam maquinas que realizam a contagem atravées de técnicas de
analise automatizadas. Neste trabalho foi escolhida a contagem manual e foi utilizada uma
camara de Neubauer modificada para quantificar as plaguetas, bem como os leucécitos e as

hemacias, pois além de simples execucdo, este método permite contabilizar as plaquetas
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individualmente, enquanto o método automatico pode considerar agregados de plaquetas como
uma Unica plaqueta, subestimando as contagens. No entanto, existe um coeficiente de variacdo
inerente a este método de contagem de 20-25%, mesmo quando realizado por técnicos
experientes (Eppley et al., 2006; Vendruscolo et al., 2012a; Voigt, 2000).

Estas observacdes para além de confirmarem a importancia da utilizacdo de métodos
consistentes e da interpretacdo critica dos resultados entre trabalhos cujos métodos de contagem
possam diferir, podem justificar, em parte, os resultados obtidos, quer nas contagens de
plaquetas no sangue como nos PRP. Por fim, atendendo aos resultados deste trabalho, é possivel
classificar o protocolo otimizado como P1-A, de acordo com o sistema de classificacdo de PAW
(tabela 3).

5. LIMITACOES DO ESTUDO

O desenho experimental podera ser considerado, em parte, uma limitacdo deste trabalho, no
sentido em que, pela escassez de estudos relativos a preparacdo de PRP em gatos, os protocolos
em estudo foram desenhados com base em trabalhos realizados noutras espécies animais.
Atendendo, as caracteristicas particulares das plaquetas do gato, os niveis das variaveis testadas
podem justificar os resultados, limitando as conclusdes nas forcas maiores e na segunda
centrifugacdo. Contudo, € importante referir que este estudo devera servir de estudo preliminar
para a execucdo no futuro de estudos adaptados a espécie felina. Ainda quanto ao desenho dos
protocolos, € de referir que, apesar dos estudos consultados concordarem no gue toca ao volume
de plasma a reduzir para concentrar plaquetas, ndo foi possivel excluir 9/10 do plasma e,
adicionalmente, o volume de plasma eliminado n&o foi idéntico entre a primeira e a segunda
centrifugacdo. Estas limitacdes poderdo ndo so ter influenciado os resultados obtidos como
acrescem duvida quanto a causa de ndo terem sido obtidas concentracdes significativas.
Quanto a contagem de plaquetas, é inerente a existéncia de uma grande variedade de
concentracdes associadas a variaces hematoldgicas individuais, e logo este trabalho
beneficiaria de um nimero de casos expressivamente maior, no sentido de evitar a existéncia
de uma variavel adicional e assim possibilitar a avaliagdo estatistica das varidveis inerentes a
centrifugacdo e obtencdo do PRP (forca, tempo e nimero de centrifugacdes). E importante
referir que devido ao n ser pequeno em cada estudo, os presentes resultados devem ser
interpretados como preliminares.

Salienta-se ainda que atendendo ao nimero limitado de sistemas Butterfly disponibilizado para

a realizagdo deste trabalho, por razdes econémicas, ndo foi possivel utilizar o mesmo método

89



de colheita em todos os animais, tendo-se de recolher amostras com agulha e seringa em alguns
gatos do “estudo tempo”. Apesar de ndo se ter considerado que os diferentes métodos
conduziriam a resultados diferentes, Rizzi et al., (2010) refere que a colheita direta de sangue
através de um sistema para um tubo Vacutainer diminui a formacdo de aglomerados. Seria
portanto interessante verificar se o sistema Vacutainer é significativamente mais eficiente na
colheita de plaquetas integras relativamente a colheita com agulha e seringa, ndo sé para
interesse deste trabalho, mas também porque em ambiente hospitalar o mais comum é a agulha
e a seringa.

Outra limitacdo deste estudo foi ndo se terem realizados esfregacos do sangue colhido e dos
PRP que poderiam ter determinado a validade da metodologia usada. Como argumentado por
varios autores (Andrade et al., 2008; Nagata et al., 2010; Rizzi et al., 2010), a realiza¢do de
esfregacos possibilitaria uma melhor avaliacdo dos resultados, pois nestes € possivel confirmar
as contagens e observar parametros indicadores da atividade plaquetaria, tais como: alteracGes
da morfologia, do tamanho, da forma, das caracteristicas da coloracdo, do grau de ativacao e
formacdo de aglomerados, da distribuicdo dos granulos e aparecimento de vacuolos.
Alternativamente poder-se-ia comparar as contagens manuais com contagens automatizadas,
em combinacdo com a determinacéo dos valores de MPV e o PDW (volume plaquetario médio),
pois 0s seus valores aumentam com a ativacdo plaquetaria, verificando alteracbes compativeis
com a ativagdo e aglomeracao plaquetéria.

Por fim, para concentrar um elevado numero de plaguetas integras, o processo de centrifugacéao
deve ser asséptico e executado com precisao para separar e concentrar plaquetas sem que ocorra
lise ou aglomeracdo. Em relacéo a estes parametros importa realcar as limitacGes da execucéo
por um operador que, embora tenha treinado para o trabalho ndo é experiente, e as condi¢des

de assépsia de um laboratério de clinica, podem ter influenciado os resultados.

6. CoNnCLUSAO

Neste trabalho foi possivel confirmar que o contetido do produto final de PRP pode variar ndo
sO entre métodos mas dentro do mesmo método de preparagdo, sendo que o protocolo 6timo
para maxima concentracao plaquetaria variou entre individuos. Estas observacGes sugerem que
até diferentes condicOes fisicas podem influenciar os requisitos 6timos de centrifugacéo,
tornando o estudo de fatores associados ao paciente, como o htc ou a contagem de plaquetas no

sangue, essenciais para predizer caracteristicas do PRP final, como por exemplo, 0 nimero de
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plaquetas que possivelmente sera concentrado. Assim, o protocolo para a producdo de PRP
seria idealmente personalizado para cada individuo.

No entanto para estabelecer um protocolo simples para a preparacdo manual de PRP, e
atentando aos resultados deste trabalho, é possivel concluir que a segunda centrifugacéo usada
contabilizou significativamente menos plagquetas que no sangue, enquanto a primeira, apesar de
indicar algumas contagens superiores as fisiologicas, ndo mostrou diferencas significativas.
Consequentemente uma Unica centrifugacdo pode ser a metodologia mais eficaz para obter PRP
em gatos. Baseado nos resultados obtidos em relagédo a concentracéo plaquetaria nas condicdes
experimentais, a melhor forca de centrifugacédo seria uma inferior as testadas, pois 100g, apesar
de indicar contagens médias superiores ao sangue, ndo conseguiu obter um récio de
concentracdo significativo e o aumento da forca de centrifugacdo mostrou reduzi-lo
significativamente. Apesar da forca aplicada no estudo do tempo de centrifugacdo nao
concentrar plaquetas acima da contagem fisiologica, também ndo se verificaram contagens
significativamente diferentes com o aumento do tempo. Tendo em conta que o PRP deve ser
produzido o mais rapidamente possivel, 5 minutos parece ser o tempo de centrifugacdo mais
adequado.

A presenca de leucdcitos e hemacias nos PRP pode estar associada a metodologia e, embora
néo se tenha verificado esta relagéo, observa-se que alguns gatos do estudo concentram mais
plaquetas a medida que aumentavam as células sanguineas nas contagens. Seria portanto
interessante confirmar estas observacoes e aferir se se devem a colheita da CF até a camada
adjacente das hemaécias que contem plaquetas mais jovens, beneficiando a sua concentracao; ou
se, por outro lado, a presenca de hemacias ndo permite a melhor separacdo dos elementos,
contribuindo para que as concentra¢fes ndo tenham sido significativas, sendo preferivel uma
colheita de CF isenta de hemécias. Em semelhanca, se questiona se a colheita de uma maior
guantidade de CF influencia a concentracdo de plaquetas, tendo em conta que ainda nao existe
consenso quanto aos efeitos dos leucocitos na capacidade terapéutica do PRP.

E de salientar que a incerteza associada aos resultados é também atribuida a outras variaveis de
preparacdo e avaliacdo do PRP, mesmo que constantes na metodologia. Nomeadamente o
anticoagulante, o método de colheita, a reducéo de volume plasmatico, a preparacdo da amostra
e a sua avaliacdo (método de contagem). Adicionalmente, caracteristicas particulares das
plaquetas dos gatos poderéo justificar os resultados para a metodologia aplicada, sugerindo que
0s protocolos de preparacdo de PRP devem ser adequados ao modelo animal em estudo.

Em conclusdo, a elaboragdo do presente trabalho foi Gtil no sentido que permitiu rever a

literatura existente até a data sobre o tema e reunir um conjunto de informacdes bastante
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relevantes para a compreensao das inconsisténcias sobre a eficicia terapéutica do PRP.
Adicionalmente, este trabalho pratico devera servir como um estudo preliminar para a
caracterizacdo e estandardizacdo das propriedades bioldgicas do PRP em gatos, objetivando a
elaboracdo otimizada de um protocolo de preparacdo e a definicdo do seu valor clinico nesta

espécie animal.
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ANEXOS

ANEXO I: Casuistica descriminada referente aos casos observados nos servicos do HSVB.

Tabela 21. Casuistica descriminada referente ao servigo de consulta externa do HVSB.

Consulta N° de N° de casos
Espécie Diagnostico
especializada casos por area

Insuficiéncia da

triclspide
Canideos In_suf|C|enC|a da vélvula 1 3
. . mitral
Cardiologia
Persisténcia do ducto 1
arterial
Compor tamento Felideos Alt(_era_(;c")es~ de 1 1
animal socializagdo
Demodecose 2
Dermatite alérgica a 5
Canideos picada da pulga (DAPP)
Dermatite atopica 1
. ite extern 3
Dermatologia Otite externa 14
DAPP 2
Dertmatofitose 1
Felideos
Dermatite miliar 1
Otite externa 2
Babesiose 1
Canideos Parvovirose 1
Doencas infeciosas Tragueobronquite 1 4
infeciosa canina
Felideos Micoplasmose 1
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Consulta N° de casos

- Espécie iagnosti )
especializada P DIRGROGEIES por area
i . continuagéo continuacéao
(continuacéo) ( ¢ao) ( ¢do) (cont.)
Hiperadrenocorticismo 2
Endocrinologia Canideos 3
Hipoadrenocorticismo 1
Gastroenterite 5
(indiscricao alimentar)
. . Gastrite 3
Gastroenterologia Canideos 8
Enterite 2
Hemorragia Gl 1
Primovacinacgéo e 3
Canideos desparasitacao
- . Reforco vacinal 3
Medicina preventiva ¢ 12
Primovacinagao 1
Felideos
Reforco vacinal 5
Auséncia de cecotrofia 1
Leporideos Sobrgqrescnmento 1
dentario
Novos animais de
) . ) 5
companhia Ulcera da cornea 1
Noédulo subcutaneo 1
Roedores
Pododermatite 1
Cataratas 1
Canideos
Ulcera cornea 1
Oftalmologia 4
Conjuntivite 1
Felideos
Ulcera cornea 1
Adenocarcinoma nasal 1
Oncologia Canideos 2
Sarcoma pulmonar 1
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Consulta
especializada

(continuacéo

Ortopedia

Pneumologia

Reproducéo e
obstetricia

Toxicologia

Urologia e
Nefrologia

Consultas de
seguimento e
tratamentos
continuados

Total de casos

Espécie

(continuagéo)

Canideos

Felideos

Felideo

Canideos

Canideos

Canideos

Canideos

Felideos

Canideos

Diagndstico

(continuacao)

Subluxacéo da rétula
Fratura de Umero
Rinite alérgica
Asma felina

Pneumonia

Testiculo ectdpico

Intoxicacdo por Diazindo

Insuficiéncia renal
crénica (IRC)

Calculos Vesicais

Doenga do trato urinario
inferior felino (FLUTD)

Insuficiéncia renal aguda
(IRA)

Seguimento de carcinoma
pulmonar

Seguimento pés-cirargico

103

N° de casos

por area

(cont.)
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Tabela 22. Casuistica descriminada referente ao servigo de internamento do HVSB.

* Recobro pos-cirdrgico.

N°de | N°de casos
Area clinica Espécie Diagnostico
casos por area
Felideos Derrame pericardico

Cardiologia ) Insuficiéncia cardiaca 4
Canideos . 3
congestiva

N
N

Dermatologia Felideos DAPP
Babesiose
Canideos Parvovirose
Rickettsiose

FIV/FeLV

Doengas infeciosas 19

Micoplasmose
Felideos Panleucopénia

PIF

R, N O P U, N e

Toxoplasmose

Diabetes mellitus (curva de
glicémia)

w

Canideos Hipoadrenocorticismo 1

. . Pancreatite com cetoacidose
Endocrinologia e 1 9
diabética

Diabetes mellitus (curva de
Felideos ~ 9licémia)

Hiperglicémia 1
Insuficiéncia hepatica

Peritonite

N R e

Dilatag&o géstrica
Encarceracdo intestinal* 1
. ) Enterite
Gastroenterologia Canideos 41
Gastroenterite 6

Gastroenterite (indiscri¢do
alimentar)

Ingestdo de Corpo estranho 3
(CE) *
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Area clinica Espécie

(continuacao) (continuacao)

Canideos
Gastroenterologia
Felideos
Roedores
Canideos
Neurologia
Felideos

Diagnostico

(continuacao)

Megaeso6fago
Pancreatite

Shunt Portossistémico
Torgdo géstrica*

Ulcera de estdmago
perfurada*

Enterite

Enterocolite crénica
linfoplasmocitaria

Esteatose hepatica
Gastrite
Gastroenterite

Ingestdo de Corpo estranho
(CE)*

Megacolon*
Pancreatite
Peritonite*

Colite

Compressdo medular*
Epilepsia idiopéatica

Epilepsia secundaria a tumor
cerebral (glioma)

Sindrome vestibular central

Sindrome vestibular periférico

Tromboembolismo vascular
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N° de casos
por area

(cont.)

41

10



N° de casos
por area

Area clinica Espécie Diagnostico

ntinuaca ntinuaca ntinuaca
(continuacio) (continuacio) (continuacao) (cont)

Entropion*

Luxacéo do cristalino*
Oftalmologia Canideos
Glaucoma

N e e
IN

Uveite

Adenocarcinoma intestinal*
Hemangiossarcoma*
) Leiomiossarcoma*
Canideos
Neoplasia mamaria*

Protocolos quimioterapicos

N = N e T e e

Oncologia Sarcoma pulmonar* 16

[E=Y

Carcinoma das células
escamosas* 2

Felideos Carcinoma nasal* 1
Neoplasia da cavidade oral*
Neoplasia mamaria*
Fratura de fémur*
Fratura de radio e ulna*

Fratura do Umero*

N = = Y

Canideos Fratura patol6gica da
mandibula*

Luxacdo coxofemoral

_ Rutura de ligamento cruzado
Ortopedia cranial (RLCC) 1 16

Fratura fémur* 1
Fratura de Umero* 2

Felideos Fratura de
metacarpos/metatarsos*

Fratura de mandibula*

Leporideos  Fratura isquiatica* 1

106



Area clinica

(continuacéo)

Ortopedia

Pneumologia

Reproducéo e
obstetricia

Toxicologia

Traumatologia

Espécie

Diagnostico

(continuacao) (continuagio)

Roedores

Canideos

Felideos

Leporideos

Canideos

Felideos

Canideos

Felideos

Canideos

Felideos

Amputacdo de membro
posterior*

Colapso da traqueia

Edema do pulméo
cardiogénico

Pneumonia

Asma felina
Pneumotorax®
Quilotorax
Pneumonia

Distocia™

Ovariohisterectomia electiva*
Orquiectomia eletiva*

Pidmetra*

Ovariohisterectomia eletiva*
Orquiectomia eletiva*

Intoxicacgdo por contacto com
a larva processionaria

Intoxicacdo por consumo de
paracetamol

IRA por ingestdo de lirios

Otohematoma*
Politraumatizado*

Trauma
localizado/laceragfes*

Politraumatizado*

Trauma
localizado/lacera¢bes™
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N° de casos
por area

(cont.)

16

10

18

23



N° de casos
por area

Area clinica Espécie Diagndstico

(continuacio) (continuagéo) (continuagao) (cont.)

. S Trauma
Traumatologia Psitacideos . — 1 23
localizado/laceracbes

Agudizacéo de IRC
Calculos uretrais*
, T
Canideos Calculos vesicais
ITU

ITU multirresistente

[ e T N

IRC
Bidpsia renal*
Urologia e nefrologia Célculos uretrais* 238

Calculos vesicais*

w NN

FLUTD

Felideos Infe¢édo do trato urinario
(ITV)

IRA 4
ITU 1

Seguimento de IRC
(fluidoterapia)

Outras Canideos  Didlise peritoneal * 1 1

Total de casos 204
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Tabela 23. Casuistica descriminada referente ao servico de cirurgia do HVSB.

4 . . L . L, N° de N° de casos
Area de cirurgia Espécie Procedimento cirurgico .
casos por area

Cistotomia

Enterotomia
Enucleacdo Unilateral
Esplenectomia
Exérese de neoformactes
Exérese de nédulos cutaneos
Flap conjuntival

Canideos Gastrotomia
Mastectomia Unilateral
Orquiectomia eletiva
Ovariohisterectomia electiva

Resolugdo de entrépion

Cirurgia de Resolugdo de hérnia perianal

tecidos moles 50

Resolucéo de prolapso da glandula
de Harder

PR R PO W R, R, R, WN DN R RN

Uretrostomia

Cistotomia
Enterotomia
Exérese de neoformacles
) Flap conjuntival
Felideos
Mastectomia Unilateral
Orquiectomia eletiva

Ovariohisterectomia electiva

N O o0 Wk NN e

Uretrostomia

(BN

Nefrectomia unilateral
Leporideos
Ovariohisterectomia 1
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Area de

. . Espécie
cirurgia

(continuacéo)

Canideos
Cirurgia
ortopédica
Felideos
Canideos
Odontologia e
cirurgia maxilo- Felideos
facial
Leporideos
Roedores
Canideos
Pequenas
intervengdes
cirargicas
Felideos

Total de casos

(contiuacéo)

Procedimento cirdargico

(continuacao)

Hemilaminectomia
Remocéo de placas fixadoras
Resolucdo de fratura de fémur

Resolucdo de RLCC (TTA - avango
da tuberosidade tibial)

Resolucdo de rutura do ligamento
cruzado cranial (TPLO - Osteotomia
de Nivelamento da Meseta Tibial)

Sinfisiodese pubica

Sutura de laceracbes

Avaliagéo de fratura de cranio
Resolucdo de fratura radio-ulnar
Destartarizacdo

ExtracOes dentarias
Destartarizacdo

Extracdes dentérias

Remocéo de neoformacdes
Corte de incisivos

Corte de incisivos

Bidpsia ecoguiada (prostata)
Colonoscopia

Endoscopia

Limpeza cirurgica de feridas
Otohematoma

Rinoscopia

Sutura de laceracbes
Colocacao de sonda esofagica

Colocacéo de sonda gastrica através
de endoscopia
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w = N O, NN

N

N° de casos
por area

(cont.)

13

20

19
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ANEXO I1: Protocolo do “estudo forga”.

(Dados do animal) ID: Data:

1. Retirar sangue venoso por puncgao asséptica da veia jugular, até perfazer os 4,5 ml do tubo de colheita. Homogeneizar;
2. Fazer hematdcrito;
3. Colocar os reagentes nos tubos previamente identificados
i.  GV:2000 pl de soro fisiolégico
ii. GB:400 pl de Turk
iii. PLT: 2000 pl de oxalato de aménio 1%

EPPENDORF A
Pipetar 1mL para o eppendorf A,
12 CENTRIFUGACAQ Forga 100 (g) x Tempo 5 (min)
Passagemde __ pl de soro + CF para eppendorf;
Anélise:
a.  Adicionar soro aos tubos com reagentes
i.  GV: 20 pl sangue + 4000 pl de soro fisioldgico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Tirk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400x.
C.  PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar.

8. 22 CENTRIFUGACAO Forga 200 (g) x Tempo 10 (min)
9. Dispensar 1/3de PPP: ___ ul;
10. Anélise de PRP:
a.  Adicionar PRP aos tubos com reagentes
i.  GV: 20 pl sangue + 4000 pl de soro fisioldgico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Tirk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400x.
C.  PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar.

No o~

EPPENDORF B
11. Pipetar ImL para o eppendorf B;

12. 12 CENTRIFUGACAQ Forga 200 (g) x Tempo 5 (min)
13. Passagem de ul de soro + CF para eppendorf;
14. Analise:

a.  Adicionar soro aos tubos com reagentes
i.  GV: 20 pl sangue + 4000 pl de soro fisiolégico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Tirk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cadmara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400X.
C.  PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar.

15. 22 CENTRIFUGACAQ Forca 400 (g) x Tempo 10 (min)
16. Dispensar 1/3de PPP: ___ ul;
17.  Anélise de PRP:
a.  Adicionar PRP aos tubos com reagentes
i.  GV: 20 pl sangue + 4000 pl de soro fisioldgico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Tirk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. GB: Observar 100x ou 400Xx.
C.  PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar
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EPPENDORF C
18. Pipetar ImL para o eppendorf C;

19. 12 CENTRIFUGACAOQ Forga 400 (g) x Tempo 5 (min)
20. Passagem de ul de soro + CF para eppendorf;
21.  Andlise:

a.  Adicionar soro aos tubos com reagentes
i.  GV: 20 pl sangue + 4000 pl de soro fisioldgico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Turk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400x.
C.  PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar.

22. 22 CENTRIFUGACAOQ Forca 800 (g) x Tempo 10 (min)
23. Dispensar 1/3de PPP: ___ ul;
24. Anélise de PRP:
a.  Adicionar PRP aos tubos com reagentes
i.  GV: 20 pl sangue + 4000 pl de soro fisiolégico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Tirk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400x.
C.  PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar.

EPPENDORF S - sem centrifugacao
25. Pipetar ImL para o eppendorf S;
26. Analise de sangue:
a.  Adicionar sangue aos tubos com reagentes
i.  GV:10 pl sangue + 2000 pl de soro fisioldgico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Tirk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 2000 pl de oxalato de amdnio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
GV e GB: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400x
c.  PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar.
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ANEXO I11: Protocolo do “estudo tempo”.

(Dados do animal) ID: Data:

1. Retirar sangue venoso por puncgao asséptica da veia jugular, até perfazer os 4,5 ml do tubo de colheita. Homogeneizar;
2. Fazer hematocrito;
3. Colocar os reagentes nos tubos previamente identificados
i. GV:2000 pl de soro fisioldgico
ii. GB:400 pl de Tirk
iii. PLT: 2000 ul de oxalato de aménio 1%

EPPENDORF A
Pipetar 1mL para o eppendorf A;
12 CENTRIFUGACAO Forca 100 (g) x Tempo 5 (min)
Passagemde __ pl de soro + CF para eppendorf;
Andlise:
a.  Adicionar soro aos tubos com reagentes
i. GV: 20 pl sangue + 4000 pl de soro fisioldgico. Agitar suavemente 2min.
ii.  GB: 20 pl sangue + 400 pl de Turk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400x.
C. PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar.

8. 22 CENTRIFUGACAOQ Forga 200 (g) x Tempo 10 (min)
9. Dispensar 1/3de PPP: ___ ul;
10. Analise de PRP:
a.  Adicionar PRP aos tubos com reagentes
i. GV: 20 pl sangue + 4000 pl de soro fisiolégico. Agitar suavemente 2min.
ii.  GB: 20 pl sangue + 400 pl de Turk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400x.
C.  PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar.

No oM

EPPENDORF B
11. Pipetar 1mL para o eppendorf B;

12. 12 CENTRIFUGACAO Forca 100 (g) x Tempo 5 (min)
13. Passagem de ul de soro + CF para eppendorf;
14.  Analise:

a.  Adicionar soro aos tubos com reagentes
i. GV:20 pl sangue + 4000 pl de soro fisiologico. Agitar suavemente 2min.
ii.  GB: 20 ul sangue + 400 pl de Tirk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400Xx.
C.  PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar.

15. 22 CENTRIFUGACAO Forca 200 (g) x Tempo 15 (min)
16. Dispensar 1/3dePPP:__ ul;
17.  Anélise de PRP:
a.  Adicionar PRP aos tubos com reagentes
i. GV: 20 pl sangue + 4000 pl de soro fisiolégico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Turk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. GB: Observar 100x ou 400X.
C.  PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em cdmara htimida. Observar
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EPPENDORF C
27. Pipetar 1mL para o eppendorf C;

28. 12 CENTRIFUGACAO Forca 100 (g) x Tempo 5 (min)
29. Passagem de ul de soro + CF para eppendorf;
30. Andlise:

a.  Adicionar soro aos tubos com reagentes
i.  GV: 20 pl sangue + 4000 pl de soro fisioldgico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Tirk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de amdnio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400x.
C.  PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara hiimida. Observar.

31. 22 CENTRIFUGACAO Forca 200 (g) x Tempo 5 (min)
32. Dispensar 1/3 de PPP: ul;
33. Andlise de PRP:
a.  Adicionar PRP aos tubos com reagentes
i.  GV: 20 pl sangue + 4000 pl de soro fisioldgico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Tirk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de amdnio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400x.
C. PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar.

EPPENDORF D
34. Pipetar 1mL para o eppendorf D;

35. 12 CENTRIFUGACAO Forga 100 (g) x Tempo 10 (min)
36. Passagem de ul de soro + CF para eppendorf;
37. Andlise:

a.  Adicionar soro aos tubos com reagentes
i.  GV:20 pl sangue + 4000 pl de soro fisioldgico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Turk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400x.
C.  PLT: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar.

38. 22 CENTRIFUGACAO Forga 200 (g) x Tempo 10 (min)
39. Dispensar 1/3 de PPP: ul;
40. Anédlise de PRP:
a.  Adicionar PRP aos tubos com reagentes
i.  GV: 20 pl sangue + 4000 pl de soro fisiolégico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Tirk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 1,9 ml de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b. GV e GB: Homogeneizar. Colocar em cdmara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400x.
PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar

EPPENDORF S - sem centrifugacao
41. Pipetar ImL para o eppendorf S;
42. Andlise de sangue:
a)  Adicionar sangue aos tubos com reagentes

i GV: 10 ul sangue + 2000 pl de soro fisiolégico. Agitar suavemente 2min.
ii. GB: 20 pl sangue + 400 pl de Turk. Agitar suavemente 2min.
iii. PLT: 10 pl de sangue + 2000 pl de oxalato de aménio 1%. Homogeneizar. Aguardar 10 min.
b) GV e GB: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer. Repousar 1-2min. Observar 100x ou 400x

¢) PLT: Homogeneizar. Colocar em camara de Neubauer, aguardar 10-15 min em camara himida. Observar.
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ANEXO IV: Resultados da analise estatistica do “estudo for¢a”: comparagio das contagens

médias de plaquetas, hemécias e leucdcitos no sangue e nos trés PRP obtidos ap6s cada

centrifugacdo e entre os PRP da primeira e da segunda centrifugacéo.

Tabela 24. ANOVA de medicbes repetidas a um fator e teste post-hoc de Tukey para a
comparacao multipla das contagens médias de plaquetas no sangue e nos trés PRP (A, B e C)
obtidos ap0s centrifugacdo das amostras a diferentes forcas (100, 200 e 400g).

ANOVA DE MEDICOES REPETIDAS A UM FATOR

- Graus de Soma de Quadrados
Fonte de variagao (ID) liberdade gquadrados médios F Pr(>F)
L - Residual (dentro dos
Individuos/Sujeitos grupos) 8 272450 34056
0.0299

Individuos/Sujeitos: Fat(?r (entre os grupos) 3 380289 126763 3.533
Forca Residual (dentro dos 24 861061 35878

grupos)

COMPARAQ@ES MULTIPLAS DAS MEDIAS: TESTE DE TUKEY
Fonte de variagédo lee_ren(;a entre as Erro padrao Valor de z Pr (>|z|)

médias

A-0 212.22 88.72 2.392 0.0782
B-0 134.44 88.72 1515 0.4282
Cc-0 -44.44 88.72 -0.501 0.9589
B-A -77.78 88.72 -0.877 0.8170
C-A -256.67 88.72 -2.893 0.0198
C-B -178.89 88.72 -2.016 0.1818

Tabela 25. ANOVA de medicdes repetidas a um fator para a comparacao das contagens médias
de leucdcitos no sangue e nos trés PRP (A, B e C) obtidos ap6s centrifugacdo das amostras a
diferentes forcas (100, 200 e 400g).

ANOVA DE MEDICOES REPETIDAS A UM FATOR

- Graus de Soma de Quadrados

Fonte de variagdo liberdade quadrados médios F Pr(>F)
Individuos/Sujeitos | Residual (Dentro dos 8 367.8 45.97

grupos)

0.0918

Individuos/Sujeitos: Fatc_w (Entre os grupos) 3 66.16 22.053 241
Forca Residual (Dentro dos 24 219,66 9.152

grupos) )
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Tabela 26. ANOVA de medicbes repetidas a um fator e teste post-hoc de Tukey para a
comparagao multipla das contagens médias de hemacias no sangue e nos trés PRP (A, B e C)
obtidos ap6s centrifugacdo das amostras a diferentes forcas (100, 200 e 400g).

ANOVA DE MEDICOES REPETIDAS A UM FATOR

N Graus de Soma de Quadrados
Fonte de variagdo liberdade  quadrados médios F Pr(>F)
Individuos/Sujeitos | Residual (Dentro dos 8 23817456 2977182
grupos)
1.36e-13
Individuos/Sujeitos: Fat(_)r (Entre os grupos) 3 207575356 69191785 97.82
Forca Residual (Dentro dos 24 16976744 707364
grupos)
COMPARACOES MULTIPLAS DAS MEDIAS: TESTE DE TUKEY
Fonte de variagédo leerenga_entre as Erro padréo Valor de z Pr (> |z)
médias
A-0 -5162.2 396.5 -13.020 <le-04
B-0 -5796.7 396.5 -14.621 <le-04
c-0 -5601.1 396.5 -14.127 <le-04
B-A -634.4 396.5 -1.600 0.378
C-A -438.9 396.5 -1.107 0.685

Tabela 27. ANOVA de medicdes repetidas um fator e teste post-hoc de Tukey para a
comparacao multipla das contagens médias de plaquetas no sangue e nos trés PRP (A, B e C)
resultantes da segunda centrifugacéo das amostras a diferentes forgas (200, 400 e 800g).

ANOVA DE MEDICOES REPETIDAS A UM FATOR

- Grausde  Soma de Quadrados

Fonte de variagdo liberdade  quadrados médios F Pr(>F)
Individuos/Sujeitos | Residual (Dentro dos 8 103695 12962

grupos)

1.94e-05

Individuos/Sujeitos: Fat?r (Entre os grupos) 3 311172 103724 13.82
Forca Residual (Dentro dos 24 180169 7507

grupos)

COMPARAGCOES MULTIPLAS DAS MEDIAS: TESTE DE TUKEY

Diferenca entre as

Fonte de variagéo medias Erro padréo Valor de z Pr (> |z))
A-0 -200.67 40.84 -4.913 <1e-05
B-0 -227.78 40.84 -5.577 <1e-05
C-0 -212.22 40.84 -5.196 <le-05
B-A 2711 40.84 -0.664 0.911
C-A -11.56 40.84 -0.283 0.992
C-B 15.56 40.84 0.381 0.981
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Tabela 28. ANOVA de medicdes repetidas um fator e teste post-hoc de Tukey para a
comparacdo multipla das contagens médias de leucdcitos no sangue e nos trés PRP (A, B e C)
resultantes da segunda centrifugacdo das amostras a diferentes forgas (200, 400 e 800g).

ANOVA DE MEDICOES REPETIDAS A UM FATOR

N Graus de Soma de Quadrados
Fonte de variagdo liberdade  quadrados médios F Pr(>F)
L - Residual (Dentro dos
Individuos/Sujeitos grupos) 8 45.96 5.745
3.34e-08
Individuos/Sujeitos: Fat(-)r (Entre os grupos) 3 540.3 180.11 29.38
Forca Residual (Dentro dos 24 1472 6.13
grupos) ) '
COMPARAGOES MULTIPLAS DAS MEDIAS: TESTE DE TUKEY
Fonte de variagédo leeremnggi:tre as Erro padréo Valor de z Pr (> |z)
A-0 -8.63889 1.15803 -7.460 <le-06
B-0 -9.11667 1.15803 -7.873 <1e-06
Cc-0 -9.05556 1.15803 -7.820 <1e-06
B-A -0.47778 1.15803 -0.413 0.976
C-A -0.41667 1.15803 -0.360 0.984
C-B 0.06111 1.15803 0.053 1.000

Tabela 29. ANOVA de medicdes repetidas um fator e teste post-hoc de Tukey para a
comparacdo multipla das contagens médias de hemacias no sangue e nos trés PRP (A, B e C)

resultantes da segunda centrifugacéo das amostras a diferentes for¢as (200, 400 e 800g).

ANOVA DE MEDICOES REPETIDAS A UM FATOR

- Grausde  Soma de Quadrados

Fonte de variagao liberdade  quadrados médios F Pr(>F)
Individuos/Sujeitos | Residual (Dentro dos 8 15159247 1894906

grupos)

1.11e-14

Individuos/Sujeitos: Fatc_>r (Entre os grupos) 3 325106043 108368681 122.4
Forca Residual (Dentro dos 24 21241594 885066

grupos)

COMPARAGCOES MULTIPLAS DAS MEDIAS: TESTE DE TUKEY

Diferenca entre as

Fonte de variacgéo médias Erro padrao Valor de z Pr(>|z|)
A-0 -6697.333 443.488 -15.102 <le-05
B-0 -7048.889 443.488 -15.894 <le-05
Cc-0 -7050.000 443.488 -15.897 <le-05
B-A -351.556 443.488 -0.793 0.858
C-A -352.667 443.488 -0.795 0.857
C-B -1.111 443.488 -0.003 1.000
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Tabela 30. Teste de Wilcoxon para a comparacdo das médias das contagens de plaquetas,
hemécias e leucdcitos nos protocolos forca da primeira (PRP1: 100, 200 e 400g) e da segunda
centrifugacdo (PRP2: 200, 400 e 8009).

TESTE DE WILCOXON (WILCOXON SIGNED RANK TEST)

Elemento celular Estatistica de teste Valor de p
Plaguetas [ 1368 6.41e-10
Leucécitos 1115 0.001356
Hemécias 13875 2.67e-08
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ANEXO V: Resultados da analise estatistica do “estudo tempo”: comparacéo das contagens

médias de plaquetas, hemacias e leucdcitos no sangue e nos quatro PRP obtidos apo6s cada

centrifugacdo e entre os PRP da primeira e da segunda centrifugacéo

Tabela 31. ANOVA de medigOes repetidas um fator e teste post-hoc de Tukey para a

comparacao multipla das contagens médias de plaquetas no sangue e nos quatro PRP (A, B, C

e D) obtidos apos centrifugacdo das amostras a diferentes tempos (respetivamente, 5,5, 5 e 10

min.).
ANOVA DE MEDICOES REPETIDAS A UM FATOR
N Graus de Soma de Quadrados

Fonte de variagdo (ID) liberdade guadrados  médios F Pr(>F)
Individuos/Sujeitos | Residual (dentro dos 10 277295 27729

grupos)

0.0446

Individuos/Sujeitos: Fatc.Jr (entre os grupos) 4 268600 67150 2.691
Forca Residual (dentro dos 40 998160 24954

grupos)

COMPARAGOES MULTIPLAS DAS MEDIAS: TESTE DE TUKEY

Diferenga entre as

Fonte de variagédo médias Erro padrao Valor de z Pr(>|z|)
A-0 -79.09 67.36 -1.174 0.7662
B-0 10.91 67.36 0.162 0.9998
C-0 125.45 67.36 1.863 0.3378
D-0 -48.18 67.36 -0.715 0.9531
B-A 90.00 67.36 1.336 0.6686
C-A 204.55 67.36 3.037 0.0202
D-A 30.91 67.36 0.459 0.9909
C-B 114,55 67.36 1.701 0.4335
D-B -59.09 67.36 -0.877 0.9053
D-C -173.64 67.36 -2.578 0.0744

Tabela 32. ANOVA de medices repetidas um fator para a comparacao das contagens médias

de leucdcitos no sangue e nos quatro PRP (A, B, C e D) obtidos ap0s centrifugacdo das amostras

a diferentes tempos (respetivamente, 5, 5, 5 e 10 min.).

ANOVA DE MEDICOES REPETIDAS A UM FATOR

— Graus de Soma de uadrados

Fonte de variagdo (ID) liberdade guadrados Smdios F Pr(>F)
Individuos/Sujeitos | Residual (dentro dos 10 669 66.9

grupos)

0.126

Individuos/Sujeitos: Fat(-)r (entre os grupos) 4 915 22.86 1.921
Forca Residual (dentro dos 40 476.0 11.90

grupos) '
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Tabela 33. ANOVA de medicdes repetidas um fator e teste post-hoc de Tukey para a
comparacao maltipla das contagens médias de hemécias no sangue e nos quatro PRP (A, B, C
e D) obtidos ap6s centrifugacdo das amostras a diferentes tempos (respetivamente, 5, 5, 5 e 10

min.).
ANOVA DE MEDICOES REPETIDAS A UM FATOR
N Graus de Soma de Quadrados

Fonte de variagdo (ID) liberdade guadrados  médios F Pr(>F)
Individuos/Sujeitos | ReSidual (dentro dos 10 12258316 1225832

grupos)

6.58e-11

Individuos/Sujeitos: Fat(_Jr (entre os grupos) 4 166271567 41567892 27.05
Forca Residual (dentro dos 40 61475350 1536884

grupos)

COMPARACOES MULTIPLAS DAS MEDIAS: TESTE DE TUKEY

Diferenga entre as

Fonte de variacgéo médias Erro padrao Valor de z Pr (> |z|)
A-0 -4576.9 517.8 -8.839 <le-04
B-0 -4276.9 517.8 -8.260 <le-04
Cc-0 -4387.8 517.8 -8.474 <1e-04
D-0 -4066.9 517.8 -7.854 <1e-04
B-A 300.0 517.8 0.579 0.978
C-A 189.1 517.8 0.365 0.996
D-A 510.0 517.8 0.985 0.862
C-B -110.9 517.8 -0.214 1.000
D-B 210.0 517.8 0.406 0.994
D-C 320.9 517.8 0.620 0.972

Tabela 34. ANOVA de medicdes repetidas um fator e teste post-hoc de Tukey para a
comparacdo multipla das contagens médias de plaquetas no sangue e nos quatro PRP (A, B, C
e D) obtidos apds a segunda centrifugacdo das amostras a diferentes tempos (respetivamente,
10, 15, 5 e 20 min.).

ANOVA DE MEDICOES REPETIDAS A UM FATOR

- Graus de Soma de uadrados

Fonte de variagdo (ID) liberdade guadrados %édios F Pr(>F)
Individuos/Sujeitos | ReSidual (dentro dos 10 199086 199092

grupos)

5.22e-05

Individuos/Sujeitos: Fat(.)r (entre os grupos) 4 631817 157954 8.382
Forca Residual (dentro dos 40 753768 18844

grupos)
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COMPARACOES MULTIPLAS DAS MEDIAS: TESTE DE TUKEY

Diferenga entre as

Fonte de variagéo médias Erro padrao Valor de z Pr (> |z|)
A-0 -225.45 58.53 -3.852 0.001039
B-0 -242.73 58.53 -4.147 0.000322
Cc-0 -262.68 58.53 -4.488 < 1e-04

D-0 -306.36 58.53 -5.234 < 1e-04

B-A -17.27 58.53 -0.295 0.998350
C-A -37.22 58.53 -0.636 0.969243
D-A -80.91 58.53 -1.382 0.639083
C-B -19.95 58.53 -0.341 0.997104
D-B -63.64 58.53 -1.087 0.813276
b-C -43.69 58.53 -0.746 0.945502

Tabela 35. ANOVA de medicdes repetidas um fator e teste post-hoc de Tukey para a
comparacao multipla das contagens médias de leucdcitos no sangue e nos quatro PRP (A, B, C

e D) obtidos apds a segunda centrifugacdo das amostras a diferentes tempos (respetivamente,

10, 15, 5 e 20 min.).

ANOVA DE MEDICOES REPETIDAS A UM FATOR

_— Graus de Soma de uadrados
Fonte de variagdo (1D) liberdade guadrados Swédios F Pr(>F)
Individuos/Sujeitos | ReSidual (dentro dos 10 4175 4.175
grupos)
7.75e-10
Individuos/Sujeitos: Fat?r (entre os grupos) 4 384.2 96.05 22.67
Forca Residual (dentro dos 40 169.5 4.24

grupos)

COMPARAGCOES MULTIPLAS DAS MEDIAS: TESTE DE TUKEY

Diferenga entre as

Fonte de variagéo médias Erro padréo Valor de z Pr (> |z|)
A-0 -6.595455 0.876394 -7.526 <1e-07
B-0 -6.563636 0.876394 -7.489 <le-07
c-0 -6.600000 0.876394 -7.531 <le-07
D-0 -6.668182 0.876394 -7.609 <le-07
B-A 0.031818 0.876394 0.036 1
C-A -0.004545 0.876394 -0.005 1
D-A -0.072727 0.876394 -0.083 1
C-B -0.036364 0.876394 -0.041 1
D-B -0.104545 0.876394 -0.119 1
D-C -0.068182 0.876394 -0.078 1
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Tabela 36. ANOVA de medicGes repetidas um fator e teste post-hoc de Tukey para a
comparacao maltipla das contagens médias de hemacias no sangue e nos quatro PRP (A, B, C
e D) obtidos apos a segunda centrifugacdo das amostras a diferentes tempos (respetivamente,

10, 15, 5 e 20 min.).
ANOVA DE MEDIGOES REPETIDAS A UM FATOR

Fonte devariag®o (10) [0 cuanrados  méaios P PrEP)
Individuos/Sujeitos Efiﬂ,%i?' (dentro dos 10 7422668 742267
Individuos/Sujeitos: Fator (entre os grupos) 4 311242563 77810641  104.1 <2e-16
Forca Residual (dentro dos 40 29900234 747506

grupos)
Fonte de variacéo rlir)]iéfg:‘::ga entre as Erro padréo Valor de z Pr(>|z|)
A-0 -5946.909 368.401 -16.142 <le-10
B-0 -5946.909 368.401 -16.142 <le-10
c-0 -5943.273 368.401 -16.133 <le-10
D-0 -5951.455 368.401 -16.155 <le-10
B-A 0.000 368.401 0.000 1
C-A 3.636 368.401 0.010 1
D-A -4.545 368.401 -0.012 1
C-B 3.636 368.401 0.010 1
D-B -4.545 368.401 -0.012 1
D-C -8.182 368.401 -0.022 1

Tabela 37. Teste de Wilcoxon para a comparacdo das médias das contagens de plaquetas,
hemaécias e leucdcitos nos protocolos tempo da primeira (PRP1: 5, 5, 5 e 10min.) e da segunda
centrifugacdo (PRP2: 10,15, 5 e 10min).

TESTE DE WILCOXON (WILCOXON SIGNED RANK TEST)

Elemento celular Estatistica de teste Valor de p

Plaquetas 3915 3.915e-16
Leucocitos 2387 0.07416
Hemacias 3420 9.679%-10
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