Influéncia da centrifuga¢ao na agregacao plaquetaria
durante processamento do plasma rico em plaquetas
e sua relacao com a concentracao de TGF-beta final
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Resumo

0 Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é um produto autdlogo, hemoderivado, de facil aquisi¢ao e baixo custo,
apresentando em sua composicdo plaquetas, fatores de crescimento, proteinas plasmaticas, algumas
hemacias e leucdcitos; e tem se mostrado de ampla aplicabilidade no tratamento das afec¢des locomotoras
em equinos, com resultados satisfatorios em uso intra-articular, intralesional em tendinites e no tratamento
adjunto de laminite cronica. Objetivou-se avaliar o grau de ativacdo das plaquetas provocado pelas
centrifugacdes durante o processamento do PRP, bem como o impacto desta ativacdo na concentragio
plaquetéria obtida e sua correlagio com a concentragio de TGFp1 final. Foram utilizados 12 equinos, Arabes,
machos, de 3 a 5 anos, clinicamente sadios, sendo realizados dois protocolos de PRP, um com centrifugacao
Unica e outro com dupla centrifugacdo. No primeiro, foram coletados 10ml de sangue total de cada
animal por meio de punc¢do da veia jugular externa, com uso de agulha 21G e seringa de 10ml, sendo esse
volume imediatamente transferido para tubos falcon contendo citrato de sddio a 3,8% na proporg¢do 1:10,
homogeneizado e centrifugado a 141g/12 minutos, a T2 ambiente, e seu sobrenadante denominado PRPO.
Para o segundo, o sangue foi coletado com vacutainer em tubos com capacidade de 4,5ml contendo citrato
de sédio a 3,8%, totalizando 20ml de sangue total por animal. Ap6s homogeneizagdo, as amostras foram
transferidas para 3 tubos falcon, permanecendo em repouso a T2 ambiente por 25 minutos, centrifugadas a
300g/5 minutos, seguido de novo repouso de 25 minutos. O sobrenadante do tubo 1 foi denominado plasma
pobre em plaquetas 1 (PPP1). O sobrenadante dos tubos restantes foi transferido a dois novos tubos falcon,
procedendo a nova centrifugacdo de 700g/15 minutos, com 45 minutos de repouso a T2 ambiente. Em
seguida, o sobrenadante do tubo 2 em sua por¢do mais superior foi denominado PPP2, enquanto 70% do
sobrenadante do tubo 3 foi descartado e sua por¢do remanescente homogeneizada e classificada como PRP1.
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As amostras, previamente identificadas, foram submetidas a contagem plaquetaria manual em camara de
Neubauer e a avaliacdo da agregacdo plaquetaria em aparelho agregometro Chrono-Log Corporation, pelo
método turbidimétrico, com uso do agonista colageno tipo 1 na propor¢ao 2pl agonista:500ul amostra para
induzir a mesma. Apds avaliacdo, foram armazenadas a -802C, sendo o fator de crescimento posteriormente
quantificado por meio de kit ELISA Human TGFf1 Quantikine, validado para a espécie equina. As maiores
contagens plaquetdarias alcan¢adas foram no PRP1 (duas centrifugac¢des), concentrando em média 6,8%, e
as demais fracdes com média de 4,1x para o PPP1, 2,6x no PRPO e, por fim, o PPP2 com 0,33x. O PPP2 néo
foi submetido ao teste de agregacdo plaquetaria. A média apresentada pelos demais foi: 100% para o PRPO,
90% para o PPP1 e 66,8% para o PRP1. A quantificagdo do TGFB1 obtida foi: 5.537,3 pg/ul para PRPO,
5.539,4 pg/ul para PPP1, 2.942,4 pg/ul para PPP2 e 12.407,8 pg/ul para o PRP1. A concentragdo plaquetaria
alcancada no PPP1 e PRP1 é condizente com a necessaria para classificar o produto como PRP, ou seja, no
minimo 4x acima da basal. A quantidade de TGF1 apresentou aumento a medida em que as concentragdes
plaquetarias aumentaram, evidenciando correlagio positiva entre as mesmas. E possivel observar que no
minimo 30% do PRP1 ja havia sido ativado durante a centrifuga¢do, o que pode explicar a quantidade de
TGFB1 encontrada no PPP2, que possuiu a menor contagem plaquetaria, bem como a semelhanca de valores
de TGFB1 demonstrada nas amostras de PRP0O e PPP1. Conclui-se que a dupla centrifugacdo com o intuito
de obter maior concentragdo plaquetaria é vantajosa em relagdo a centrifuga¢do tinica, mesmo produzindo
maior agregacdo plaquetaria durante o processamento do PRP. Isto porque quanto maior a concentragao
plaquetaria atingida, maior a concentracio de TGFB1 disponivel.
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