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The platelet-rich plasma (PRP) consists of a high concentration of platelets in a small vo-
lume of plasma, four times greater (average) than the serum concentration. The use of PRP is
justified by the high concentration of growth factors present in granules in the platelets, whi-
ch have several functions such as cell proliferation, chemotaxis, angiogenesis and differen-
ciation, which extend the power of tissue repair. There are several protocols to obtain PRP in
horses described in the literature, among which are highlighted the double centrifugation,
automated and filters. There are substantial differences in the PRP content depending on its
method of production, especially when it concerns the amount of leukocytes, platelets and
concentration of growth factors. Thus, the aim of this study was to compare the use of plate-
let concentrates obtained by double centrifugation protocol and obtained by the filter E-PET
(Equine Platelet Enhancement Therapy) taking into account the platelet and leukocyte final
concentration, the quantification of growth factors (TGFf3 and PDGF-BB) and the facility to
do those methods. Nine horses were used to obtain PRP by double centrifugation and throu-
gh the E-PET filter, with no statistical difference (p>0.05) between the methods relative to
the platelet and leukocyte concentration; however, there was statistical difference (p=0.002
and p=0.004 respectively) compared with the concentration of TGFf3 and PDGF-BB. It was
concluded that the E-PET filter proved to be a more effective method possible to use in the
field and to provide a higher concentration of growth factors (TGF and PDGF-BB).

INDEX TERMS: Double spin, E-PET filter, Equine Platelet Enhancement Therapy, platelet rich plasma,
horses, growth factors, regenerative therapy.

RESUMO.- O plasma rico em plaquetas (PRP) consiste em
uma alta concentracdo de plaquetas em um pequeno volu-
me de plasma, sendo, em média, quatro vezes maior que
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a concentracdo sérica. O uso de PRP é justificado pela alta
concentracdo de fatores de crescimento presentes em gra-
nulos no interior das plaquetas, que possuem diversas fun-
¢des como proliferacdo celular, quimiotaxia, angiogénese e
diferenciacdo celular, que ampliam o poder de reparagio
tecidual. Ha diversos protocolos para obtencdo do PRP em
equinos descritos na literatura, dentre os quais destacam-
-se os de dupla centrifugacao, os automatizados e os filtros.
Ha diferencas substanciais no contetdo do PRP dependen-
do do seu método de obtencao, principalmente no que se
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diz respeito a quantidade de leucdcitos, plaquetas e con-
centracdo de fatores de crescimento. Sendo assim, o obje-
tivo deste estudo foi comparar a utilizagdo do concentrado
de plaquetas obtido por protocolo de dupla centrifugacgao
e o obtido pelo filtro E-PET (Equine Platelet Enhancement
Therapy), levando-se em consideragdo a concentragdo pla-
quetdria e leucocitdria final, a quantificacdo de fatores de
crescimento (TGF e PDGF-BB) e a facilidade de realizacdo
entre tais métodos. Utilizou-se nove animais para a obten-
¢do de PRP por dupla centrifugacdo e através do filtro E-
-PET, ndo havendo diferenca estatistica (p>0,05) entre os
métodos de obten¢do em relacdo a concentragio plaque-
taria e leucocitaria, entretanto, houve diferenca estatistica
(p=0,002; p=0,004, respectivamente) em relacdo a concen-
tracdo de TGF[3 e PDGF-BB. Dessa forma, concluiu-se que
o filtro E-PET mostrou-se um método mais efetivo, sendo
possivel sua utilizacdo a campo, além de proporcionar
uma maior concentragdo de fatores de crescimento TGFf3
e PDGF-BB.

TERMOS DE INDEXACAO: Plasma rico em plaquetas, PRP, dupla
centrifugacdo, filtro E-PET, Equine Platelet Enchancement Thera-
py, equinos, fatores de crescimento, terapia regenerativa.

INTRODUCAO

As plaquetas derivam-se de células gigantes (megacarid-
citos) produzidas pela medula éssea e sdo caracterizadas
primordialmente por serem responsaveis pela hemostasia
(Gobbi & Vitale 2012). Quando ativadas, liberam fatores de
crescimento e proteinas que residem no seu interior em
granulos (granulos densos, lisossomos e alpha granulos).
Ha dezenas de fatores de crescimento, entre os quais des-
tacam-se o TGFp (transforming growth factor) e PDGF-BB
(platelet-derived growth factor). Tais fatores ligam-se aos
seus receptores transmembranicos na superficie de célu-
las locais ou circulantes, iniciando, assim, a expressao de
proteinas responsaveis por quimiotaxia (principalmente
o PDGF ao atrair quimicamente células tronco mesenqui-
mais e mondcitos), angiogénese, sintese de matriz extrace-
lular e proliferacdo (através da acdo do TGFf ao estimular
a mitose de fibroblastos e a produc¢ido de matriz extrace-
lular) (Mishra et al. 2009). Dessa forma, a liberacdo de
fatores de crescimento em uma regido lesada promove o
aumento da permeabilidade vascular, permitindo que cé-
lulas atraidas quimicamente pela inflamagdo (principal-
mente leucdcitos) e pelos fatores degranulados pelos al-
pha granulos (quimiotaxia) possam realizar transposi¢ao
através do endotélio rumo ao foco lesado. Além de glébu-
los brancos, diversas outras células, como células-tronco
mesenquimais adultas, osteoblastos, fibroblastos, células
endoteliais e epidermais expressam receptores de mem-
brana para os fatores de crescimento degranulados pelas
plaquetas (Marx 2004).

Os fatores de crescimento PDGF-BB e TGF- 8 estdo
envolvidos em todas as etapas do processo de reparagdo
tecidual (Barrientos et al. 2008) e sdo os mais citados na
literatura do plasma rico em plaquetas (Textor 2013).
Além disso, comumente o PRP é aplicado em conjunto com
células-tronco mesenquimais, e tais fatores de crescimen-
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to foram identificados como dois dos trés fatores cruciais
para a diferenciagdo das células-tronco mesenquimais (Ng
etal. 2008).

Segundo Arguelles et al. (2008), o PRP é definido como
plasma sanguineo com uma concentragdo plaquetaria, em
média, quatro vezes superior a concentragdo normal.

Ha diferencas substanciais no conteddo do plasma
rico em plaquetas produzido pelos diferentes métodos de
obtencdo, o que pode causar impacto no resultado clini-
co (Hessel et al. 2015). Uma das principais diferengas é a
concentracdo plaquetaria, uma vez que a concentragdo das
plaquetas esta diretamente relacionada ao efeito bioldgico
do produto, uma vez que uma quantidade baixa de plaque-
tas ndo favorecera um resultado esperado apos aplicagio. A
quantidade de leucécitos no PRP também é uma diferencga,
uma vez que os leucocitos possuem propriedades antimi-
crobianas, podendo ter um papel importante na aceleragdo
do processo de reparacao tecidual, porém também podem
levar ao aumento da inflamacdo local (Castillo et al. 2011).
Além disso, os leucdcitos estdo relacionados a maior libera-
cdo de VEGF (vascular endothelial growth factor), fator de
crescimento responsavel por promover angiogénese (Wer-
ther et al. 2002).

No mercado europeu, encontra-se um filtro de prepa-
racdo rapida de concentrado de plaquetas, chamado de
Equine Platelet Enhancement Therapy (E-PET). O E-PET
consiste na filtracdo do sangue através de um filtro sele-
tivo a plaquetas por meio de uma interagdo complexa por
tamanho e adsorc¢do. Dessa forma, as plaquetas sio retidas,
enquanto que as células vermelhas passam no filtro. O con-
centrado de plaquetas é em seguida recuperado por uma
retro-lavagem com a aplicacdo de uma solucgdo hipersatu-
rada que encaminha as plaquetas rumo ao local de reco-
lhimento. Segundo Castelijns et al. (2011), o E-PET fornece
sete vezes mais plaquetas e quatro vezes mais leucdcitos
em comparagio ao sangue total. E indicado para o trata-
mento de feridas, lesdes ligamentares e tendineas, além de
osteoartrites. O E-PET, diferentemente dos protocolos de
dupla centrifugacdo, ndo necessita de um laboratério, po-
dendo ser utilizado ao lado animal.

Nao existe uma padroniza¢do nos métodos de obtencao
do PRP, o que causa diferencas no conteido deste. Assim,
comparou-se um protocolo utilizado no Laboratério de Te-
rapia Celular da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zoo-
tecnia da Unesp-Botucatu e que vem obtendo bons resulta-
dos e repetibilidade e o filtro E-PET que é uma boa op¢do no
mercado. Esse trabalho contribui para um estudo de duas
técnicas consagradas, o que trara beneficios significativos
ao tratamento utilizando prp. Dessa forma, o objetivo desse
estudo foi comparar o PRP obtido por protocolo de dupla
centrifugacdo e pelo filtro E-PET em relagdo a concentra-
¢do plaquetaria e leucocitaria, quantificacdo de fatores de
crescimento TGF e PDGF-BB e facilidade para realizagao.

MATERIAL E METODOS

Animais. Foram selecionados nove equinos mestigos crioulos,
com 8-12 anos de idade, média de peso de 340-460kg, machos
e fémeas. Sua higidez foi comprovada por meio de exames fisi-
cos e laboratoriais (hemograma completo) (Comité de Etica n®
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064/2013). Esses animais permaneceram em baias individuais,
com alimentagdo baseada em feno coast-cross, sal mineral e dgua
ad libitum.

Todos os animais foram utilizados como amostragem em am-
bos os métodos de obtencdo, a ordem dos animais e a veia jugular
de coleta foram escolhidas aleatoriamente. Foram coletados 55
mL para o filtro E-PET e 20 mL para a dupla centrifugacdo em
momentos diferentes com uma hora de intervalo.

Obtencdo do PRP através do filtro E-PET. Apds assepsia
da veia jugular, foram coletados, com a utilizagdo de agulhas
40x12mm, 55mL de sangue total em uma seringa de 60mL ja
incluso 5mL de solugdo anticoagulante e transferidos para bol-
sas proprias do “kit”, ambas fornecidas pelo fabricante do filtro
(PALL®). Nesta bolsa, injetou-se 9 mL de “solugido de captura”
(4gua de injecdo estéril) e fez-se a homogeneizagdo com o san-
gue com anticoagulante. A bolsa permaneceu acima do filtro. Sob
acdo da gravidade, as plaquetas chegaram ao filtro e foram retidas
seletivamente (sele¢do segundo o tamanho e absorc¢do, de forma
que a maioria das hemaécias passa pelo filtro). Ao fim de toda a
filtracdo (duragdo média de 14 minutos), 8 mL de uma solugdo
hipersaturada foi utilizada para recuperar as plaquetas do filtro,
formando-se, assim, o concentrado de plaquetas pronto para uso
terapéutico. O volume obtido foi de cerca de 8mL.

Obtenciao do PRP através do protocolo de dupla centrifu-
gacao (Yamada etal. 2016). Apds assepsia da veia jugular, foram
coletados 20mL de sangue total em tubos contendo o anticoagu-
lante citrato de sodio (1 parte de citrato para 9 de sangue) (BD
Vacutainer®) através do uso de agulhas proprias para coleta de
tubos a vacuo 32x8mm (BD Vacutainer®). O sangue foi transfe-
rido para tubos tipo Falcon e deixado em repouso por 30 minu-
tos. Apos o repouso, foi realizada a primeira centrifugagio (300g
por 5 minutos). Fez-se outro repouso de 40 minutos. Em seguida,
separou-se todo o plasma e realizou-se a segunda centrifugacdo
(700g por 17 minutos). Apés esta centrifugagdo, descartou-se os
75% superiores, sendo o restante (25% inferiores) o PRP, que foi
homogeneizado e transferido para um eppendorf.

Contagem plaquetaria e leucocitaria. As plaquetas foram
contadas utilizando a cAmara de Neubauer com a dilui¢do de 2mL
de Brecher para 20pL de sangue/PRP homogeneizado. O calculo
final foi feito multiplicando-se o nimero de células contadas por
2525, fator de corre¢do segundo Stockham & Scott (2008).

A contagem de leucdcitos foi feita utilizando-se a camara de
Neubauer com a dilui¢do de 400uL de Turk para 20uL de sangue/
PRP homogeneizado. O célculo final foi feito multiplicando-se o
numero de células contadas por 52,5 - fator de corre¢do segundo
Stockham & Scott (2008).

Quantificacdo dos fatores de crescimento. A quantificacdo
dos fatores de crescimento (TGFf3 e PDGF-BB) foi realizada através
de kits ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) - Quantikine
ELISA R&D Systems®, TGF e PDGF-BB humano. Os kits humanos
sdo amplamente utilizados na quantificacdo de fatores de cresci-
mento equinos por apresentarem resultados satisfatérios, como
nos trabalhos Hessel et al. 2015 e McCarrel & Fortier 2009. Logo
apds o processamento do plasma rico em plaquetas, uma fracdo
deste obtida por cada método foi separada para a quantificagio
de fatores de crescimento. A mensuragao foi realizada seguindo as
instrugdes do fabricante, sendo a metodologia do kit para TGF( e
PDGF-BB semelhantes. Pipetou-se as amostras nos po¢os previa-
mente imunizados com receptores para TGFf3/PDGF-BB e ocorreu
ligacdo destas. Apos a lavagem das substancias que ndo se liga-
ram, um anticorpo especifico para TGF3/PDGF-BB foi adicionado
nos po¢os e em sequéncia procedeu-se outra lavagem para retira-
da das substancias que ndo se ligaram ao anticorpo. Por fim, uma
solucdo de substrato foi adicionada e os pogos desenvolveram
coloragdo de acordo com a quantidade do fator de crescimento

em questdo que se ligou no primeiro passo. A intensidade da cor
foi mensurada, quantificando-se, assim, o TGF3/PDGF-BB contido
em cada amostra de PRP.

Avaliacao estatistica. Com base nos dados obtidos, foram
calculados os valores de média e desvio padrao, expressados em
(média *+ desvio padrdo plaquetas/uL; leucécitos/pL; pg/mL)
através do programa GraphPad 5.0. Para avaliacdo estatistica da
concentracdo de plaquetas e leucdcitos foi utilizado o método
One-way ANOVA para avaliar a diferenca entre os grupos filtro,
centrifuga e concentracdo sérica. Para a avaliacdo estatistica da
concentracdo de TGF-f3 e PDGF-BB foi utilizado o método T-Stu-
dent, avaliando a diferenca entre o grupo “filtro” e “centrifuga”.

RESULTADOS

A concentracdo plaquetaria apresentou, sob utilizagdo do
filtro E-PET (Fig.1), média de 950.944+339.824 plaquetas/
pL e por dupla centrifugacdo 746.547+317.272 plaquetas/
pL (Fig.2), ndo apresentando diferenca estatistica entre os
métodos utilizados (p>0,05), porém ambos os métodos
apresentaram diferenca quando comparados ao grupo
controle (concentragdo sérica :177.089+30.650) (p<0,05).
O filtro E-PET apresentou média de enriquecimento de

Fig.1. Filtro E-PET durante o processo de filtracdo para obtencdo
do plasma rico em plaquetas.
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Fig.2. Comparativo entre a média e desvio padrao (plaquetas/pL)
da concentragdo plaquetaria no sangue total (controle), filtro
E-PET (filtro) e dupla centrifugacdo (centrifuga).

Fig.4. Comparativo entre a média e desvio padrdo (pg/mL) da
concentracdo do fator de crescimento TGFf no filtro E-PET
(filtro) e na dupla centrifugacédo (centrifuga).

536,98%, quando que a dupla centrifugacdo apresentou
421,56%.

Na avaliacdo da concentragdo leucocitaria, a média obtida
pelo filtro E-PET foi de 17.724+5.728 leucécitos/uL, enquan-
to por dupla centrifugacao foi de 16.999+5.626 leucécitos/pL
(Fig.3), ndo apresentando diferenca estatistica entre os gru-
pos (p>0,05), porém ambos os métodos apresentaram dife-
renc¢a quando comparados ao grupo controle (concentragdo
sérica: 9.851+5,010) (p<0,05). O filtro E-PET e a dupla centri-
fugacdo apresentaram valores proximos em relacdo a média
de enriquecimento (179,92% e 172,56%, respectivamente).

Na quantificagio de fatores de crescimento, a con-
centracdo média de TGFf obtida por filtro E-PET foi de
12.090+1.202pg/mL, enquanto quando utilizado o proces-
so de dupla centrifugagdo a média obtida foi de 8.696+2.341
pg/mL (Fig.4), apresentando diferenca estatistica entre
os métodos (p=0,002). Para a concentracdo de PDGF-BB,
pelo processo utilizando o filtro E-PET obteve-se média de
5.100+950pg/mL e pelo processo de dupla centrifugacio
3.074+1083 pg/mL (Fig.5), apresentando diferenca esta-
tistica entre os métodos utilizados (p=0,004). Os resulta-
dos estdo apresentados no Quadro 1.
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Fig.3. Comparativo entre a média e desvio padrao (leucécitos/ pL)
da concentragio leucocitaria no sangue total (controle), filtro
E-PET (filtro) e dupla centrifugacdo (centrifuga).

Fig.5. Comparativo entre a média e desvio padrdo (pg/mL) da
concentracdo do fator de crescimento PDGF-BB no filtro E-
-PET (filtro) e na dupla centrifugacio (centrifuga).

Quadro 1. Concentraciao plaquetaria, leucocitaria e dos
fatores de crescimento PDGF-BB e TGF-f3 séricos e no PRP
obtivo por dupla centrifugacao e filtro E-PET

Sérico  Dupla Centrifuga¢do E-PET
Plaquetas
n 9 9 9
Média (plaquetas/uL) 177.089 746.547 950.944
Desvio padrdo (plaquetas/uL) 30,650 317.272 339.824
Média de enriquecimento (%) - 421,56 536,98
Leucécitos
N 9 9 9
Média (leucécito/pL) 9.851 16.999 17.724
Desvio padrao (leucécito/ul) 5,010 5.626 5.728
Média de enriquecimento (%) - 172,56 179,92
PDGF-BB
-9 9
Média (pg/mL) 3.074 5.1
Desvio padrio (pg/mL) 1083 950
Média de enriquecimento (%) - - -
TGF-B
n - 9 9
Média (pg/mL) - 8.696 12.09
Desvio padrao (pg/mL) 2.341 1.202

Média de enriquecimento (%) - - -
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DISCUSSAO
A obtencdo do PRP em relagdo a concentragao plaquetaria
em ambos os métodos utilizados mostrou-se eficaz pela
definicdo de plasma rico em plaquetas de Arguelles et al.
(2008), uma vez que se obteve 5,2 vezes mais plaquetas do
que a concentracgdo sérica no filtro E-PET e 4,1 vezes mais
na dupla centrifugacao.

A concentragdo leucocitaria obtida nesse estudo no
método de dupla centrifugacdo demonstrou ser superior a
obtida por Vendruscolo et al. (2012) (2.460 +- 763 leuco-
citos/uL de sangue), em que se utilizou um protocolo pro-
posto por Carmona et al. (2007) (primeira centrifugacio:
120g por 10 minutos e segunda centrifugacao: 240g por 10
minutos). Comumente é descrito na literatura o efeito posi-
tivo dos leucdcitos na inflamagao, imunidade e sinalizagao
celular (Boswell etal. 2012), assim como na liberacgdo de fa-
tores de crescimento, principalmente relacionado ao VEGF
(Werther et al. 2002). Entretanto, aos leucocitos também
sdo atribuidos efeitos indesejaveis, ja que ao atuar como si-
nalizadores de células pré-inflamatérias podem provocar
catabolismo tecidual. Considerando a relagdo antagénica
entre plaquetas e leucécitos, o PRP obtido nesse presente
estudo através dos dois métodos esta de acordo com o PRP
ideal descrito por Wasterlain et al. (2012), que indica que
este deve conter uma proporc¢ado elevada de plaquetas em
relagdo aos leucécitos, de forma a promover uma acao mais
anabdlica do que catabélica.

O filtro E-PET obteve maior concentracdo dos fatores
de crescimento TGF-3 e PDGF-BB do que a dupla centrifu-
gacdo, mesmo ndo demonstrando diferenca estatistica em
relagcdo a concentracdo plaquetaria obtida pelos dois mé-
todos. Dessa forma, pode-se inferir que, como se trata de
um circuito fechado (Castelijns et al. 2011), as plaquetas
no filtro nao sofrem tantas alteragdes como no protoco-
lo de dupla centrifugacdo. As plaquetas sdo ativadas por
uma série de influéncias fisicas e quimicas (Textor 2012)
e, assim, possivelmente ha ativacdo e consequente desgra-
nulacdo dos fatores de crescimento por estimulos durante
a manipulacdo no processo de dupla centrifugacdo, o que
levaria ao resultado de uma menor concentragdo de fatores
de crescimento no PRP final obtido por dupla centrifugagio
quando comparado ao aquele obtido pelo filtro E-PET.

Em relacdo ao tempo, o processo de obtencdo de PRP
através do filtro E-PET apresentou-se mais rapido, sen-
do que a filtracdo em si teve duracao média de14 minu-
tos, como também ocorreu no trabalho de Castelijns et al.
(2011). Enquanto que o processo de dupla centrifugacdo
durou, em média, 2 horas. Esse fato é relevante quando se
diz respeito a aplicacdo do PRP a campo, uma vez que o fil-
tro nesse quesito se mostra mais eficaz.

Entretanto, o filtro E-PET apresenta um valor elevado
(média de USD 250,00/filtro), indisponivel para compra no
Brasil até o momento e de uso descartavel. Ja a dupla cen-
trifugacdo necessita de uma centrifuga, porém, uma vez que
ja se possua esta, o custo do PRP obtido por esse método é
minimo. Além disso, é possivel processar varias amostras ao
mesmo tempo (dependendo da capacidade da centrifuga) e
passivel de reutilizacdo para outros processamentos.

Quanto a padronizagio das técnicas, o filtro E-PET apre-

sentou menor variagdo entre os animais, principalmente
em relagcdo a concentragdo plaquetaria e fatores de cres-
cimento. Isso provavelmente se deve ao fato do filtro ser
um sistema fechado, nao sofrendo alteragdes por varidveis
fisicas e quimicas que poderiam ativar as plaquetas (Textor
2012). Em contrapartida, o sucesso da dupla centrifugacio
é variavel de acordo com o operador, como explicitado no
trabalho de Ehrenfest et al. (2008).

O volume de PRP obtido por filtro E-PET é tinico (em
torno de 8 mL), ja que é indicado pelo fabricante a coleta de
55 mL de sangue (Castelijns et al. 2011), diferentemente do
que ocorre no protocolo de dupla centrifugacdo, uma vez
que o volume final obtido nesse método depende da quan-
tidade de sangue total coletado.

Ja em relagdo ao ambiente, o filtro E-PET nao necessi-
ta de um ambiente especifico para o seu uso, podendo ser
utilizado ao lado do animal, otimizando, assim, o tempo
de processamento (Castelijns et al. 2011). O protocolo de
dupla centrifugacdo, por sua vez, necessita de ambiente
laboratorial e uma centrifuga, o que dificulta sua utiliza-
¢do a campo. Além disso, o filtro E-PET praticamente nio
apresenta risco de contaminagdo, uma vez que se trata de
um sistema fechado (Castelijns et al. 2011). Ja o protocolo
de dupla centrifugacdo possui maior risco, pois ha grande
manipulacdo do material. Dessa forma, é necessario a utili-
zacdo deste ultimo método em ambiente laboratorial e, se
o PPR for ser aplicado in vivo, o ideal é o processamento
deste em camara de fluxo laminar.

Os valores médios do TGFf no PRP no presente estu-
do (dupla centrifugacdo: 8.129 pg/mL; filtro: 12.121pg/
mL) colaboram com os resultados obtidos por Textor et
al. (2011) (1.153-22.677pg/mL) em seis equinos sadios. O
mesmo nao ocorre com o PDGF-BB, cujos valores médios
foram superiores (dupla centrifugac¢io: 2.886pg/mL; filtro:
4.962pg/mL) aos obtidos por Giraldo et al. (2013) (1.208
+- 624,3pg/mL). O uso de kits ELISA humanos para a quan-
tificacdo de fatores de crescimento é valido para amostras
equinas (McCarrel & Fortier 2009).

O PRP obtido por filtro E-PET apresentou maior con-
centracdo de TGFf3 e PDGF-BB do que aquele obtido pela
dupla centrifugacao. Além disso, foi possivel observar que
ocorreu uma correlagio positiva entre os PRPs dos animais
que obtiveram a maior concentragdo plaquetaria e a maior
concentracdo de fatores de crescimento no filtro E-PET, o
que colabora com o resultado de Souza et al. (2014). Tal
correlacdo ndo ocorreu na dupla centrifugacao.

Dessa forma, o estudo mostrou-se eficaz em comparar
dois métodos de obtenc¢do, uma vez que foi utilizado um
n=9 animais, apresentando diferenca estatistica em relacdo
a quantificacdo de fatores de crescimento TGF3 e PDGF-BB
e utilizando-se um protocolo de dupla centrifugacao conso-
lidado no servigo do Laboratério de Terapia Celular (FMVZ-
-Unesp, Botucatu).

CONCLUSOES
Os dois métodos testados mostraram-se eficazes na
obtencao de PRP (Plasma rico em plaquetas), uma vez que
obtiveram alta concentracdo plaquetdaria, assim como uma
alta concentragio leucocitaria.
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Porém, a alta concentracdo leucocitaria altera a acdo
do PRP, uma vez que os leucocitos, apesar de possuirem
uma ac¢do antimicrobiana, também acabam por causar uma
maior inflamagdo, podendo apresentar efeito prejudicial
local-dependente.

Em relacdo aos fatores de crescimento TGF-f3 e PDGF-
-BB, foi possivel concluir que o filtro E-PET se mostrou
mais eficiente, uma vez que obteve maior média de enri-
quecimento e amostras mais padronizadas (menor desvio
padrido).

O filtro ainda apresenta a vantagem de poder ser uti-
lizado ao lado do animal no ambiente a campo e de forma
rapida.
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