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For standardization of manual technique to obtain autologous platelet-rich plasma
(PRP) in cattle with reduced cost (manual method) and good quality (ability to concentra-
te platelets, high level of growth factors and reduced contamination with leukocytes and
erythrocytes), that may be used as a modulating agent of the immune response of cows
chronically infected with various diseases, 450ml of whole blood from nine clinically and
hematologically healthy cattle were collected in CPDA-1 bags and processed within four
hours after collection. The blood was divided in aliquots to evaluate 8 protocols (P) of double
centrifugation which varied as the speed and time of centrifugation. Platelet, erythrocytes
and leukocytes counts in PRP were performed by manual method in a Neubauer chamber.
The highest concentration of platelets was obtained in P5 (400g and 800g both for 10 min),
followed by (p>0.05) P3 (120g e 473g ambos durante 10 min), P4 (300g e 640g durante 10
min cada), P6 (640g durante 10 min e 640g durante 5 min), P8 (640g durante 5 min e 120g
durante 10 min) and P7 (720g and 720g both for 5 min) and different (p <0.05) than the
protocols that had lower rates at P1 (120g to 240g, both for 5 minutes) and P2 (both 120g
and 473g for 5 min). As for erythrocytes, P8, P7, P6, P5, P4 showed lower concentrations
with higher values (p <0.05) observed in P3 and P2. Lesser values of leukocytes were found
in P5, P6, P7 and P8 with the biggest value (p <0.05) obtained in P2. All protocols (P1 to P8)
were efficient to concentrate platelets and the lowest value (3.65+0.79) was found in P1.
Regarding TGF-B1, the P1 and P8 protocols demonstrated the highest values. According to
results, P5 and P8 protocols showed the best results for production of PRP in bovine.
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RESUMO.- Para padroniza¢do de uma técnica manual para
a obtencdo de plasma rico em plaquetas (PRP) autdlogo
em bovinos com custo reduzido (método manual) e de
boa qualidade (capacidade de concentrar plaquetas, alta
concentragdo de fatores de crescimento e contaminagdo
reduzida com leucdcitos e eritrocitos), que podera ser uti-
lizado como um agente modulador da resposta imune de
vacas com diferentes enfermidades, 450 ml de sangue total
de nove vacas clinicamente saudaveis e com perfil hemato-
l6gico normal foi coletado em bolsas de sangue CPDA-1 e
processado dentro de quatro horas apds a coleta. O sangue
foi separado em aliquotas para avaliar 8 protocolos (P) de
centrifugacdo dupla que variaram quanto a velocidade e o
tempo de centrifugacdo. A contagem de plaquetas, eritrd-
citos e leucdcitos na suspensao obtida (PRP) foi realizada
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pelo método manual em camara de Neubauer: P5 (400g
e 800g ambos durante 10 min) foi o protocolo com maior
numero de plaquetas, seguido por P3 (120g e 473g ambos
durante 10 min), P4 (300g e 640g durante 10 min cada), P6
(640g durante 10 min e 640g durante 5 min), P8 (640g du-
rante 5 min e 120g durante 10 min) e P7 (720g e 720g du-
rante 5 min) e diferentes (p<0,05) dos menores valores en-
contrados em P1 (120g e 240g, ambos por 5 minutos) e P2
(120g e 473g ambos por 5 min). Em relagdo aos eritrécitos,
P8, P7, P6, P5 e P4 apresentaram menores concentragdes
e maiores valores (p<0,05) foram observados em P3 e P2.
Menores quantidades de leucdcitos foram observadas em
P5, P6, P8 e P7 com o maior valor obtido em P2 (p<0,05).
Todos os protocolos (P1 a P8) foram eficientes em concen-
trar plaquetas sendo o valor mais baixo (3,65+0,79) obser-
vado em P1. Em relacdo aos fatores de crescimento ao se
mensurar TGF- 1, os protocolos P1 e P8 evidenciaram valo-
res mais elevados. De acordo com os resultados obtidos os
protocolos P5 e P8 apresentaram os melhores resultados
para confecg¢do de PRP bovino.

TERMOS DE INDEXAGAO: PRP, concentrado de plaquetas, terapia
celular, fatores de crescimento, TGF-1, bovinos.

INTRODUCAO

E bem conhecido o papel das plaquetas na hemostasia e co-
agulacdo, Contudo, além de atuar no processo de hemosta-
sia, cicatrizacdo e reepitelizacdo de feridas, as plaquetas li-
beram diversos fatores de crescimento (FC) que estimulam
a angiogénese, a proliferacdo de fibroblastos e citocinas
que apresentam propriedades antibacterianas, regenerati-
vas, pro e anti-inflamatérias atuando também no estimulo
dos mecanismos de defesa contra infeccoes (Marx 2004).
Estas propriedades conferem ao PRP um grande potencial
para acelerar a cicatrizagao de feridas e emitir sinais celu-
lares estimulando o sistema imune.

Na literatura, o PRP apresenta diversas defini¢des: con-
centrado de plaquetas (CP), plasma rico em fatores de cres-
cimento, plasma enriquecido em plaquetas ou gel de pla-
quetas (Whitman, Berry & Green 1997, Marx et al. 1998).
Mais precisamente, o PRP ou plasma enriquecido em pla-
quetas seria obtido a partir de uma centrifugacdo leve do
sangue total, este plasma quando novamente centrifugado,
desta vez em alta rotagao, originaria o CP (Brasil 2010) en-
quanto que o gel de plaquetas seria obtido apos a adigao de
trombina ou gluconato de cdlcio ao PRP ou CP resultando
na gelificacdo destes para facilitar a aplicacdo (Efeoglu et al.
2004). Para melhor entendimento, o termo PRP se refere
a um hemocomponente autélogo obtido a partir da centri-
fugacdo do sangue total contendo um elevado nimero de
plaquetas e fatores de crescimento em um pequeno volume
de plasma (Vendramin et al. 2006).

O PRP pode ser obtido por uma (Macedo 2004, Messora
etal. 2009) ou duas centrifugacoes (Vendramin et al. 2006,
Carmona etal. 2007, Barbosa et al. 2008, Lopez etal. 2012),
sendo o protocolo de dupla centrifugacao a técnica que ofe-
rece melhores resultados.

A centrifugacdo deve ser precisa para separar plaque-
tas de hemacias, mas objetivando-se obter um plasma com
altas concentragdes de plaquetas integras, pois a fragmen-
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tacdo com liberacdo dos fatores de crescimento reduz a efi-
cacia terapéutica do PRP (Marx 2004).

Algumas metodologias para obtencdo de PRP exigiam
o uso de grandes equipamentos de autotransfusio (Jame-
son 2007), com necessidade de grandes volumes de san-
gue e processamento sob supervisio de um profissional
experiente (Vendramin et al. 2006). Alguns equipamen-
tos automaticos menos sofisticados foram propostos, mas
com custo elevado (Rossi Junior & Souza Filho 2004). Com
a finalidade de reduzir os gastos, protocolos utilizando-se
centrifugas convencionais foram propostos (Efeoglu et al.
2004).

Atualmente existem trés métodos para obtencdo de
PRP: automatico, semiautomatico e manual. O método ma-
nual utilizando uma centrifuga convencional em ambiente
laboratorial ou a campo é o mais simples e com menor cus-
to, exigindo rigorosa assepsia (Weibrich et al. 2005), com
a possibilidade de se preparar um PRP de boa qualidade e
com menor custo (Vendramin et al. 2006), de maior aplica-
bilidade em medicina veterinaria.

A contribuicdo de terapias celulares na recuperagdo
de tecidos, defesas locais e processos de quimiotaxia esta
sob interesse crescente e o PRP criou novas perspectivas
na terapéutica de diversas doencas. Apesar dos beneficios
amplamente estudados na medicina humana e o recente
crescimento do seu uso na medicina desportiva equina, até
o momento, os trabalhos sobre plaquetas em bovinos en-
volvem alteragdes na coagulacio (Searcy et al.1990), endo-
toxemia (Dohmen et al. 2000, Wittek et al. 2004) e celulari-
dade (Lopez et al. 2012), ndo havendo o interesse pelo uso
do PRP de forma terapéutica nesta espécie. Nesse contexto,
€ proposto por esse estudo padronizar um protocolo para
obtencdo de PRP bovino autélogo, de facil execucdo e de
boa qualidade, para posteriormente ser testado em afec-
¢Oes dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética sob o nimero
86/2012 (CEUA - reunido ordinaria em 5 de novembro de 2012).
Foram utilizadas nove vacas da ra¢a Red Angus da fazenda do La-
boratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Vete-
rinaria (LQEPV) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), com idades variando entre 3 e 8 anos (média 5,5), cli-
nicamente saudaveis considerando-se o histérico, a anamnese, o
exame fisico, a condi¢do corporal entre 3,0 e 3,5 (escala de 1,0 a
5,0) (Wildman et al. 1982, Edmonson et al. 1989), o hemograma
(analisador hematolégico por impedancia®), a contagem diferen-
cial dos leucécitos (Jain 1993), fibrinogénio e proteinas totais
(Coles 1987). Por pertencerem a uma mesma propriedade as con-
di¢gdes de manejo e alimentacdo eram similares.

Para padronizacdo do PRP, 450 ml de sangue de cada animal
foi colhido em uma bolsa CPDA-17 simples por pungio da veia
jugular com agulha 16G apés tricotomia e antissepsia. As nove
bolsas foram mantidas e transportadas até o Laboratério de Pes-
quisas Clinicas (LPC), UFRR], em uma caixa isotérmica contendo
gelo e processadas em até quatro horas. Em cada bolsa foram ava-
liados oito protocolos (P1 a P8) para a obten¢do de PRP, todos
de centrifugacdo dupla variando quanto a velocidade e tempo de
centrifugacdo como demonstrado no Quadro 1.

Para cada protocolo testado foram utilizados 30ml de sangue
acondicionados assepticamente em dois tubos Falcon estéreis de
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Quadro 1. Protocolos de dupla centrifugacao utilizados para
padronizaciao do PRP autdlogo bovino

Protocolo 12 Centrifugacdo 22 Centrifugacao Referéncias
Velocidade Tempo Velocidade Tempo
(min.) (min.)
P1 120g 5 240g 5  Carmona etal. 2007
p2 120g 5 473g 5 Maia et al. 2009
P3 120g 10 473g 10 Maia et al. 2009
modificado
P4 300g 10 640g 10 Vendramin et al.
2006
P5 400g 10 800g 10 Vendramin et al.
2009
P6 640g 10 640g 5 *
P7 720g 5 720g 5 Lopez et al. 2012
P8 640g 5 120g 10 *

Nota: Carmona et al. 2007 e Maia et al. 2009 confeccionaram PRP a partir
de plasma de equinos; Vendramin et al. 2006 e Vendramin et al. 2009
em plasma de humanos e Lopez et al. 2012 avaliaram um protocolo de
PRP em plasma de bovinos. * P6 e P8 foram criados aleatoriamente du-
rante o experimento.

15 ml que foram centrifugados® para separar o plasma da zona
de névoa (capa leucocitaria) e dos eritrocitos. O plasma sobre-
nadante de ambos os tubos foi arbitrariamente dividido em duas
fragoes, fracdo plasmatica superior (FPS) e fracdo plasmatica in-
ferior (FPI). A FPI considerada como sendo 50% do plasma mais
proximo a capa leucocitaria foi mantida e a FPS (50% da fracdo
plasmatica imediatamente superior a PFI) foi descartada. A FPI
foi transferida para um terceiro tubo Falcon com pipeta Pasteur e
novamente centrifugada, conforme velocidade e tempo estabele-
cido em cada protocolo. Apés a segunda centrifugacdo, o plasma
sobrenadante (75% considerado pobre em plaquetas - PPP) foi
descartado sendo conservado apenas 25% da fragdo inferior con-
siderado PRP (Fig.1).

De cada amostra de PRP obtida foram feitas as contagens de
plaquetas, eritrécitos e leucdcitos pelo método manual em cama-
ra de Neubauer (Jain 1993). As concentragdes de plaquetas, eri-
trocitos e leucdcitos foram determinadas pela porcentagem das
variaveis em relagdo ao sangue total. A concentragdo do fator de
crescimento TGF-f31 foi mensurada por kit comercial de ELISA
sanduiche® com absorbéncia de 450nm, utilizado na determinagéo
quantitativa de TGF-31 em cultura celular, plasma e soro de huma-
no, rato e bovino. Nas etapas de incubag¢do com agitacdo de placa e
leitura em nm foi utilizado um aparelho multiskan®. O coeficiente
de correlagdo da curva foi 0,9996 e os CV(%) intra e inter ensaio
foram 27,86 e 27,77, respectivamente. Os dados estdo apresenta-
dos como média * desvio padrao. Os resultados foram analisados
por andlise de variancia (ANOVA) e foi feita a comparagdo multipla
entre as médias das concentragdes encontradas pelo teste de Dun-
can com 95% de probabilidade (p<0,05). A correlacdo de Pearson
foi usada para testar a relagdo entre a contagem de plaquetas e
TGF-B1, plaquetas e leucdcitos e leucdcitos em relacdo ao TGF-f31.
As analises foram realizadas usando o programa Prism versio 6.0
para Windows (GraphPad Software, Califérnia, EUA).
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763 ml de solugdo CPDA-1 (2900mg de dextrose anidra; 2630mg de ci-
trato de s6dio, 300mg de acido citrico anidro, 27,5mg de adenina e 222mg
de fosfato de sddio monobasico), JP Industria Farmacéutica S.A., lote n®
0214 12.

8 Centrifuga clinica para rotina laboratorial, Centribio, Modelo: 80-2B-
-15ML.

9 Enzo Life Science, ADI-900-155.
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Fig.1. Esquema em preto e branco ao centro: os tubos 1 represen-

tam a primeira fragdo de plasma (FPS e FPI) obtida durante
a 12 centrifugacdo. O tubo 2 representa as fracoes de PRP e
PPP obtidas apds centrifugacdo das FPIs dos tubos 1. Figura
a esquerda: tubos com a primeira fracdo do plasma. Figura a
direita: PRP e PPP.

FPS = fracdo plasmatica superior; FPI = fracdo plasmatica inferior;
Lc = Capa leucocitaria; Hm = Eritrocitos; PPP = plasma pobre
em plaquetas; PRP = plasma rico em plaquetas (Adaptado de
Lopez etal. 2012).
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RESULTADOS

No Quadro 2 sdo apresentados os resumos dos dados de
algumas das variaveis (plaquetas, eritrdcitos e leucdcitos)
no sangue total e em cada protocolo avaliado. Na Figura
2 é possivel observar que em todos os protocolos de ob-
tencdo de PRP avaliados o nimero de plaquetas aumentou
(p<0,05) em relacdo ao sangue total. No Quadro 3 estdo dis-
criminados os resultados dessas variaveis (% em rela¢do
ao sangue total) de cada protocolo e no Quadro 4 as con-
centracoes de TGF(-1.

A média total nos oito protocolos foi de 3.049.527
+1.225.201 plaquetas/pL o que corresponde a 650,70
+295,48% mais plaquetas no PRP em relagido ao sangue
total. A maior concentragdo de plaquetas foi obtida no
P5, 890,53 +277,14% a mais que no sangue total, seguido
(p>0,05) por P3, P4, P6 e P8, estes 4 ultimos com valores
semelhantes a P7 (p>0,05) e diferentes (p<0,05) dos meno-
res valores encontrados em P1 e P2. Em relacdo aos eritro-
citos, P8, P7, P6, P5 e P4 apresentaram menores concentra-
¢des (p>0,05) sendo as maiores concentracdes observadas
em P3 e P2 (p<0,05). Os protocolos que apresentaram
menores quantidades de leucécitos foram P5, P6, P8 e P7
(p>0,05) e o maior valor (p<0,05) foi obtido em P2.

P1 e P8 foram os protocolos que se destacaram pela
maior concentracdo de TGF-B1, embora o P1 tenha apre-
sentado pouca quantidade de plaquetas e grande quanti-
dade de leucécitos e eritrocitos. O menor valor encontrado
(p<0,05) foi no P5, mesmo este tendo papel de destaque
na concentracdo de plaquetas. A média de TGF-f31 nos oito
protocolos foi de 2.227,39 +618,55pg/ml.

Entre os protocolos que resultaram em maior concen-
tracdo de plaquetas apenas o P5 diferiu (p<0,05) dos de-
mais em relacdo aos niveis de TGF- 1. Houve correlacdo
negativa moderada entre plaquetas e TGF-1 (p=-0,48) e
entre plaquetas e leucdcitos (p=-0,69) e, correlacio positi-
va fraca entre leucécitos e TGF-f31 (p=0,26).

DISCUSSAO

Conforme Barbosa et al. (2008) que avaliaram o efeito do
PRP em falhas ésseas de cdes, a presenca de trombocito-
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Quadro 2. Resumo dos dados das variaveis (plaquetas, eritrdcitos e leucdcitos)
no sangue total e em cada protocolo avaliado

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Sangue total Plaquetas
x103/ul x103/pl
Médias 494,56  1750,00 1969,33 3422,22 3822,00 4129,78 3292,67 2768,00 3242,22
DP 124,38 286,01 872,07 1590,03 952,85 755,98 956,41 893,32 1099,72
Minimo 357 1360 1030 1764 2740 2986 2420 1626 1790
Maximo 751 2170 3780 7190 5686 5260 4940 4390 5510
Eritrécitos
x10°/pl /ul
Médias 6,02  1122,22 1484,44 1800,00 962,22 820,00 780,00 753,33 648,89
DP 1,22 939,23 360,80 975,45 444,23 496,99 283,02 454,86 302,67
Minimo 5,59 420 780 440 440 260 460 280 260
Maximo 9,03 3160 1860 3380 1780 1940 1400 1460 1180
Leucécitos
x103/ul x103/pl
Médias 8677,78 1406,11 1918,331261,67 1491,67 637,78 768,33 1027,22 731,67
DP 277524 266,74 212,53 562,56 528,73 178,45 29528 403,28 184,54
Minimo 4200 1020 1640 220 540 260 370 420 485
Maximo 13700 1810 2210 1890 2325 840 1115 1590 960
5000 Néo foram avaliadas centrifugacdes maiores que 2300g,
pois Adler & Kent (2002) haviam relatado que a velocida-
40004 T de de centrifugacdo excessiva pode danificar as plaquetas
T T T em humanos e resultar em um PRP de ma qualidade. Pos-
i - teriormente em cies, Ferraz et al. (2007) demonstraram
30004 T que alta velocidade na segunda centrifugacdo concentrava
_ maior quantidade de plaquetas, mas estas se encontravam
2000 L morfologicamente alteradas, interferindo na qualidade do
produto.
1000+ A média do total de plaquetas nos oito protocolos foi
superior as médias descritas por Carmona et al. (2007)
_-_ (250.000 plaquetas/pl) utilizando método manual, por
0~ T T T T T

Sangue P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 PS8
Total
Fig.2. Concentracdo de plaquetas nos diferentes protocolos para
obtencdo de PRP avaliados em relagdo ao sangue total.

penia é um fator limitante na qualidade do PRP sendo o
resultado final dependente da contagem inicial das plaque-
tas no sangue total, desta forma somente animais higidos
e com parametros hematoldgicos normais, especialmente
plaquetas foram utilizados nos testes.

A obtencdo do PRP pelo método manual, baseado na
velocidade e tempo de centrifugacdo exige a definicdo do
melhor protocolo a ser utilizado. Fatores como anticoagu-
lante, sistema de coleta, quantidade de sangue, treinamen-
to pessoal, bem como o método de contagem das plaquetas
(Efeoglu et al. 2004, Jameson 2007) interferem na escolha
do método. Como protocolos de apenas uma centrifugacao
resultam em baixa concentracdo total de plaquetas (Mace-
do 2004) neste estudo foram selecionados apenas protoco-
los de dupla centrifugacao.

Diversos protocolos de dupla centrifugacdo em centri-
fugas convencionais para diversas espécies tém sido pro-
postos, desta forma a escolha dos protocolos se baseou
nos volumes de hemacias de equinos e bovinos (37-59 fl e
36-50 fl, respectivamente) e volume de plaquetas de equi-
nos, bovinos e humanos (5,6-8,3 fl, 4,6-8,5 fl e 7,0-10,0 fl,
respectivamente) (Ciriades 2008, Weiss & Wardrop 2010).
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Carter et al. (2003) (490.000 plaquetas/ul) utilizando o
método automatico e por Sutter et al. (2004) (855.000 pla-
quetas/pl) utilizando o método semiautomatico em equi-
nos. O valor encontrado neste estudo permite a classifica-
¢do dos oito protocolos testados como de boa qualidade.
De acordo com Marx et al. (1998) o que caracteriza a “boa
qualidade” em humanos é uma concentragdo superior a
1.000.000 plaquetas/pl ou segundo Whitlow et al. (2008),
valores de trés a cinco vezes superiores a quantidade de
plaquetas presente no sangue total.

A média de plaquetas no P1 e no P2 foi semelhante ao
observado por Carmona et al. (2007) e Maia et al. (2009)
respectivamente, quando estes trabalharam com equinos,
mas quando se compara as médias obtidas em humanos
no P4 com resultados de Vendramin (2006) e no P5 com
os dados obtidos por Vendramin et al. (2009) associados
ao P7 com a avaliacdo de Lopez et al. (2012) em bovinos,
observa-se que as médias obtidas em nosso estudo foram
superiores as descritas por estes autores utilizando mesmo
protocolo de centrifugacio, porém com diferentes volumes
de sangue.

Sabendo-se que o tamanho e o peso das plaquetas e leu-
cocitos determinam o protocolo mais efetivo para concen-
trar plaquetas em cada espécie (Lopez et al. 2012) e que o
processo de centrifugacdo e separacdo do plasma deve ser
executado com muita precisdo para separar as plaquetas
dos eritrécitos e leucocitos que sdo considerados contami-
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Quadro 3. Resumo dos dados das concentragoes de plaquetas, eritrocitos e
leucécitos de cada protocolo avaliado (% de cada tipo celular em relagdo ao
sangue total)

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Plaquetas*

Médias  365,24¢ 406,09 711,14* 813,01* 890,53* 708,65® 608,71> 702,23*

DP 79,50 160,62 262,53 26841 277,14 309,61 271,36 298,80

Minimo 283,62 213,69 234,89 446,07 397,60 37695 255,45 314,25

Maximo 546,22 687,38 1119,94 1328,50 1210,08 1383,75 971,24 1219,03
Eritrécitos*

Médias 0,0176> 0,0246® 0,0291* 0,0164* 0,0130¢ 0,0129¢ 0,0127¢ 0,0110°

DP 0,0116 0,0057 0,0146 0,0088 0,0061 0,0040 0,0079 0,0057

Minimo  0,0056 0,0149 0,0078 0,0065 0,0050 0,0085 0,0035 0,0044

Maximo  0,0397 0,0352  0,0505 0,0360 0,0257 0,0194 0,0275 0,0191
Leucocitos*

Médias 17,93 24,402 13,80  17,42° 7,67¢ 8,954 11,90« 9,26«

DP 6,65 9,78 3,93 4,89 2,68 2,53 3,28 3,79

Minimo 7,45 16,13 5,24 10,63 591 4,64 8,00 5,10

Maximo 29,52 48,57 17,03 26,55 14,48 11,75 16,74 16,55

* % em relagdo ao sangue total. Para cada tipo celular avaliado, as médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Quadro 4. Concentracao de TGF-1 (pg/ml) nos protocolos (P1 a P8)
utilizados para obtencio de PRP autélogo bovino

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
TGF-B1 (pg/ml)

Médias  2432,95° 2174,27® 2157,30% 2324,43% 1744,21° 2288,32% 2261,28% 2422,67*
DP 555,67 783,87 507,05 629,35 766,13 582,82 518,66 509,97
Minimo 1100,08 434,46 1308,00 1061,54 27,00 1250,54 1218,92 1332,08
Maximo 2811,54 2814,00 2891,62 2885,38 2446,08 2773,15 2937,62 2912,46

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

nantes das amostras de PRP (Marx 2004). O fato de P2 e P3
apresentarem mais eritrécitos e P2 o maior indice de leu-
cocitos, pode estar relacionado a menor forca (g) associada
ao tempo de centrifugacdo destes protocolos em relacdo
aos outros.

A presenca de leucdcitos no PRP é controversa. Alguns
autores alegam que a presenca de células brancas confere
resisténcia natural aos processos infecciosos e/ou alérgi-
cos, melhorando as expectativas dos tratamentos com esse
recurso em humanos (Ruggeri 1997, Marx & Garg 1999).
Carmona et al. (2007) em equinos recomenda minimizar
o numero de leucécitos no PRP quando se deseja utiliza-lo
em articulagdes e, McCarrel & Fortier (2009) sugerem uma
relacdo entre leucécitos no PRP com o aumento do catabo-
lismo e diminui¢cdo da sintese de matriz extracelular nos
tecidos humanos, o que pode interferir na agao regenera-
tiva de tecidos e ndo no PRP como modulador de resposta
imune ja que parece haver uma correlagdo positiva entre
leucdcitos e o fator de necrose tumoral e a IL-1 (Mccarrel
& Fortier 2009).

Amédiade TGF-f31 dos protocolos testados foi inferior ao
descrito por Carter et al. (2003) (7.480pg/ml), Sutter et al.
(2004) (23.600pg/ml) e Carmona et al. (2007) (12.515pg/
ml) ao pesquisarem o fator de crescimento em equinos. O
P1 apresentando grande concentracdo de TGF-f1 e leucdci-
tos e pouca quantidade de plaquetas evidenciou como pro-
posto por Weibrich et al. (2003) para humanos, que além
das plaquetas diversas células (leucocitos por exemplo),
tem a capacidade de liberar fatores de crescimento.

O aumento da velocidade na segunda centrifugacao
como feito por Aghallo et al. (2002), Scarso Filho (2002) e
Ferraz et al. (2007) em coelhos, humanos e cies, respectiva-
mente, baseou-se no fato de que uma segunda rotagao, de
maior intensidade, permitiria separar melhor a fragao do
plasma pobre em plaquetas, que corresponde a parte supe-
rior, da parte inferior, que representa o PRP (Barroso et al.
2007). Os protocolos P6 e P8, criados com segunda centrifu-
gacdao menor em tempo (P6) e em tempo e intensidade (P8)
do que a primeira, nesse método manual, apresentaram boa
capacidade de concentragdo de plaquetas associada a altos
valores de TGF-B1. Os resultados de P8 evidenciaram que,
independente do protocolo, a meta é aumentar a contagem
plaquetaria em uma concentragdo bem acima da encontra-
da no sangue total, preservando a estrutura e a funcdo das
plaquetas, como indicado por Lépez et al. (2012), onde afir-
mam que se as plaquetas se romperem ou se ativarem an-
tecipadamente liberando os fatores de crescimento, a acao
terapéutica do PRP sera prejudicada e isto ocorre em velo-
cidades (forca g) altas (Ferraz et al. 2007).

Vendruscolo et al. (2012) em equinos nao observaram
diferenca entre protocolos que mais concentraram pla-
quetas em relagdo aos niveis de TGF- 1 o que ndo ocorreu
em nosso estudo, ficando o P5 com grandes quantidades
de plaquetas e reduzida concentracdo de TGFB-1 quando
comparado aos protocolos que mais concentraram pla-
quetas. A correlacdo negativa moderada entre plaquetas
e TGF-B1 e entre plaquetas e leucécitos e uma correlagdo
positiva entre leucécitos e TGF-f1 sdo resultados diferen-
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tes dos encontrados por Lopez et al. (2012) que eviden-
ciaram correlacdes positivas entre leucdcitos e plaquetas,
mas corroboram com Weibrich et al. (2003) quando estes
evidenciaram que diversas células sdo capazes de produzir
fatores de crescimentos.

CONCLUSAO

Os protocolos de centrifugacdo 400g e 800g ambas durante
10 min (P5) e 640g durante 5 min e 120g durante 10 min
(P8) apresentaram bons resultados e podem ser utilizados
em bovinos por apresentarem altas concentragdes de pla-
quetas e elevados valores de TGF-f31.
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