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RESUMO 

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto biológico utilizado na promoção de melhor 

reparo tecidual, por meio dos fatores de crescimento presentes em sua composição. O objetivo 

do presente trabalho foi comparar a viabilidade da criopreservação das plaquetas de muares e 

equinos e a influência de dois anticoagulantes – citrato dextrose (ACD) e citrato de sódio (CS). 

Foram utilizados oito animais de cada espécie, com duas replicações cada. O PRP foi obtido em 

uma centrifugação única de 131g, durante oito minutos. As amostras foram congeladas em ni-

trogênio líquido após serem submetidas à curva de resfriamento controlado. Foi utilizado uma 

solução de DMSO a 3% em glicose como criopreservante. As análises foram feitas em aparelho 

hematológico e na câmara de Neubauer; a avaliação morfológica foi feita em microscopia óptica 

de contraste de fases. A concentração plaquetária do PRP em relação ao sangue total foi de 1,42 

vezes para equinos e 2,00 vezes para muares, em ACD; e 1,39 vezes para equinos e 2,69 vezes 

para muares utilizando-se o CS. O protocolo utilizado foi mais efetivo em concentrar as plaque-

tas de muares do que de equinos, embora a qualidade do PRP congelado tenha sido semelhante 

nas duas espécies. Constatou-se o aumento das células em estado ativado nas amostras criopre-

servadas, independente da espécie ou anticoagulante empregado. A contagem de plaquetas em 

ACD e CS, no sangue total, foi mais fidedigna do que a contagem no EDTA para a produção do 

PRP. Baseando-se na premissa de que a presença leucocitária é deletéria à qualidade do PRP, o 

anticoagulante CS mostrou-se mais eficiente na redução de leucócitos totais em relação ao 

ACD, em ambas as espécies. Por não haver diferenças significativas entre a qualidade do PRP 

criopreservado obtido entre os diferentes anticoagulantes empregados (principalmente em pa-

râmetros morfológicos plaquetários), sugere-se o CS como melhor anticoagulante na obtenção 

do PRP em equinos e muares. Aplicações clínicas são necessárias para validar os efeitos bioló-

gicos do PRP, fresco e criopreservado, especialmente em muares, que mostraram particularida-

des hematológicas em relação aos equinos. 

 

 

 

Palavras-chave: anticoagulantes, cavalos, congelamento, equídeos, terapia regenerativa. 
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ABSTRACT 

Platelet-Rich Plasma (PRP) is a biological product often used to promote tissue repair, due to 

its composition of growth factors. The aim of this study was to compare the viability of platelet 

cryopreservation on two species, horses and mules, and the influence of two different antico-

agulants – dextrose citrate (ACD) and sodium citrate (SC).  Eight animals of each species were 

used, with two replicas each. PRP was obtained after single centrifugation at 131 g in eight 

minutes. Samples were frozen in liquid nitrogen after exposure to a controlled cooling rate. A 

solution of glucose and 3% DMSO was used as a cryoprotectant. Blood analysis were per-

formed on hematologic analyzer, Neubauer chamber and morphology was evaluated through 

optical microscopy of phase inversion. Platelet concentration on PRP when compared to total 

blood samples were 1,42 times in horses and 2,00 in mules, using ACD; and 1,39 times in hors-

es and 2,69 times in mules using SC. The protocol was more efficient in concentrating mules’ 

platelets when compared to horses’, although both species cryopreservation had similar quality. 

There was a significant increase of cells in activated status after cryopreservation, despite the 

species or anticoagulant employed. Platelet count on ACD and SC, on total blood, was more 

truthful in ACD and SC when compared to EDTA, in order to establish PRP parameters. Based 

upon the negative effects of leukocytes on PRP, SC was more efficient in reducing total leuko-

cyte count when compared to ACD on both species. Due to the fact that there was no significant 

differences between cryopreserved PRP and the anticoagulants employed (especially regarding 

morphology parameters of platelets), it is suggested that SC was a better anticoagulant to ob-

tain PRP on both mules and horses. Clinical trials should be performed, especially in mules, 

due to its hematological distinctive features when compared to horses.  

 

 

 

Key-words: anticoagulants, equids, freezing, horses, regenerative therapy. 
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1. INTRODUÇÃO 

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto biológico, utilizado para a promoção de melhor 

reparo tecidual, por meio dos fatores de crescimento presentes em sua composição. Essa terapia 

possui diversas vantagens sobre os tratamentos convencionais, por proporcionar um tratamento 

personalizado, pouco invasivo e com aceleração da recuperação funcional, além de oferecer 

baixo risco devido a sua natureza autóloga (Anitua et al., 2012; Textor e Tablin, 2013).  

Considerado como promissora terapia regenerativa na medicina equina, o PRP vem sendo des-

crito como eficiente na redução da efusão e da dor com seu uso intra-articular em equinos 

(Abellanet e Prades, 2009), em tecidos moles do sistema locomotor (Textor, 2011; Duarte et al., 

2014) e em casos de laminite (Carmona et al., 2013). 

No entanto, a literatura é escassa no que concerne ao comportamento das plaquetas de asininos e 

muares, principalmente quando submetidas a estocagem em baixas temperaturas. A criopreser-

vação adequada das plaquetas diminuiria o custo da terapia, assim como o estresse e o risco 

decorrentes do transporte desses animais para a sua realização. 

O objetivo do presente trabalho é comparar a criopreservação das plaquetas de muares e equi-

nos, com a avaliação da viabilidade pré e pós congelamento e a influência de dois anticoagulan-

tes – citrato dextrose (ACD) e citrato de sódio (CS). 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Plaquetas: morfologia, funções e conceitos 

Plaquetas são fragmentos citoplasmáticos de megacariócitos, derivados de células-tronco hema-

topoiéticas pluripotentes (Lassen e Swardson, 1995; Stockham e Scott, 2011). Meyers et al. 

(1982) propuseram o conceito de as plaquetas serem consideradas como células secretórias, com 

armazenamento de uma rica variedade de substâncias em seus grânulos. Esse conceito está sen-

do retomado na literatura mais atual, uma vez que as plaquetas se demonstram cada vez mais 

presentes na fisiopatologia de doenças humanas relevantes como a hipertensão arterial e ateros-

clerose (Pande et al., 1993), e também na medicina veterinária, em especial na clínica médica 

equina, nos casos de endotoxemia, laminite e afecções do trato gastrointestinal (Paes Leme et 

al., 2006; Segura et al., 2006; Brunso et al., 2010; Piccione et al., 2010). Assim, plaquetas po-
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dem ser conceituadas como células complexas, multifuncionais e com capacidade imunomodu-

latória (McFarland et al., 2005). 

O processo de trombopoiese é complexo e dependente de diversos fatores transcripcionais e 

bioquímicos, assim como de alguns hormônios, destacando-se a trombopoetina. A medula óssea 

fornece as suas células endoteliais para realizar o suporte de proliferação e diferenciação das 

células hematopoiéticas, por meio do contato direto e liberação de citocinas. Um progenitor 

magacariocítico-eritróide gera os megacariócitos, que por sua vez nutrem as células endoteliais 

medulares via secreção de fatores de crescimento. Megacariócitos passam por endomitose, na 

qual anáfase, telófase e citocinese não são realizadas havendo, portanto, a divisão do DNA sem 

a divisão celular. A diferenciação terminal do megacariócito ocorre após a completa endomitose 

e a ocorrência da invaginação da membrana plasmática, que resulta, por sua vez, na formação 

do sistema de demarcação membranária, essencial para a formação e extensão das pró-

plaquetas. A migração transendotelial e formação de pró-plaquetas são dependentes da interação 

de megacariócitos com as células endoteliais medulares via moléculas de adesão, como a inte-

grina α4-β1. A síntese dos grânulos ocorre simultaneamente à formação do sistema de demarca-

ção membranária e consequente formação das pró-plaquetas. Estas são morfologicamente des-

critas como longas estruturas que se fragmentam ao serem submetidas às forças de cisalhamento 

nos capilares sinusóides da medula óssea e na própria circulação sanguínea. Esse processo con-

some todo o citoplasma do megacariócito e seu núcleo é direcionado para uma via apoptótica 

(Boudreaux, 2010).  

As plaquetas participam em vários processos da hemostasia, destacando-se a sua função na for-

mação dos tampões plaquetários (plugs). A adesão plaquetária ocorre em um primeiro momen-

to, entre as plaquetas e os componentes subendoteliais, após a injúria vascular, consistindo na 

fase primária da hemostasia.  A agregação plaquetária, por sua vez, ocorre após o início da 

adesão plaquetária, consistindo na concentração de mais plaquetas no local de injúria, graças às 

plaquetas já atuantes no local, formando-se dessa forma o plug plaquetário. A agregação tam-

bém conta com a participação de substâncias agonistas, como trombina, colágeno, difosfato de 

adenosina (ADP) e epinefrina. As plaquetas oferecem a superfície e os receptores para a forma-

ção dos complexos de fatores envolvidos na cascata de coagulação - fase da hemostasia secun-

dária - (Lassen e Swardson, 1995), além de uma matriz para a migração de células responsáveis 

pela formação tecidual, como fibroblastos (responsáveis pela formação do colágeno) e células 
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endoteliais (envolvidas na angiogênese). Dessa forma, há o remodelamento do coágulo para 

novo tecido cicatricial (Eppley et al., 2003). 

Pelagalli et al. (2003) compararam a adesão plaquetária em diferentes espécies. Observaram-se 

as plaquetas equinas com maior capacidade de adesão, seguidas das plaquetas de seres huma-

nos, de suínos, de bubalinos e de ovinos, respectivamente. Meyers et al. (1982) citam as plaque-

tas equinas como detentoras de grandes quantidades de ADP, promovendo uma maior ativação 

dos receptores de fibrinogênio, e consequente maior capacidade de adesão das plaquetas na 

espécie. 

Morfologicamente, as plaquetas são compostas por uma membrana fosfolipídica que contém 

glicoproteínas atuantes na interação entre células e fosfolipídeos necessários para a coagulação; 

um citoesqueleto que mantém a forma discóide e permite a alteração de forma pós ativação; um 

sistema tubular de retículo endoplasmático que armazena cálcio e atua na síntese de tromboxa-

no; α-grânulos que armazenam os fatores de crescimento (FC) atuantes na hemostasia e reparo 

tecidual e vascular; grânulos contendo cálcio, magnésio, serotonina, ADP e trifosfato de adeno-

sina (ATP), além de reservas de glicogênio e mitocôndrias, importantes no fornecimento ener-

gético celular (Stockham e Scott, 2011). Harris et al. (2012) também ressaltam que, além dos 

FC, as plaquetas contêm histamina, fibrinogênio, fibronectina, complemento c5a e fator de von 

Willebrand (FvW), categorizados como importantes mediadores químicos. Gader et al. (2008), 

ao compararem a ultraestrutura plaquetária entre camelos, seres humanos, bovinos e equinos, 

constataram serem as plaquetas equinas as que possuem menor tamanho e os α-grânulos mais 

organizados, com ausência do sistema de canalículos abertos (SCA) (conectado à superfície da 

membrana e presente nas plaquetas de seres humanos). De acordo com Brunso et al. (2010), em 

equinos, a secreção do conteúdo presente nos grânulos deveria ocorrer por uma rota alternativa, 

uma vez que o SCA é ausente na espécie. Nesse trabalho, foi possível confirmar que os grânulos 

se fundem uns com os outros, formando cadeias na superfície da membrana celular, com poste-

rior liberação do conteúdo para o ambiente externo à célula. Diferentemente das plaquetas de 

seres humanos, as plaquetas de equinos possuem proteínas de fusão na membrana dos grânulos 

intraplaquetários, havendo uma maior fosforilação da proteína SNAP-23. Os autores concluíram 

ser essa via de excreção predominante sobre os mecanismos contráteis de reorganização citoes-

quelética na espécie equina, corroborando com Segura et al. (2006). 

 



18 

2.2       Plasma Rico em Plaquetas 

2.2.1 Conceito e Classificação 

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto biológico utilizado nas medicinas veterinária e 

humana com o objetivo de promover uma melhor qualidade do reparo tecidual através dos FC 

presentes em sua composição (Textor e Tablin, 2013). Textor e Tablin (2012) ressaltam algu-

mas características atrativas da terapia com PRP: coleta minimamente invasiva, preparação rá-

pida e fácil, baixo custo e aparente eficácia clínica. Anitua et al. (2012) relatam ser essa terapia 

personalizada e menos invasiva que as convencionais, reduzindo a morbidade e acelerando a 

recuperação funcional.  

O PRP, para receber essa denominação, deve possuir uma concentração de plaquetas significati-

vamente maior quando comparado ao sangue total, não estando diretamente relacionado a obri-

gatoriedade de as plaquetas estarem em estado ativado (Textor, 2011). Marx (2004) pontua que 

uma concentração de 4 a 5 vezes maior de plaquetas deve ser encontrada no PRP em compara-

ção com o sangue total para receber essa denominação. No entanto, Baksh et al. (2013), ao rea-

lizar uma extensa revisão sobre o uso do PRP em tendões, observou que a concentração plaque-

tária descrita na literatura consultada variou de 1,5 a 10 vezes no PRP em relação à concentra-

ção original do sangue total. Fontenot et al. (2012) ressaltam que a contagem plaquetária no 

sangue total de equinos está entre uma das mais baixas dentre os mamíferos e que, valores ex-

trapolados da literatura de seres humanos, sugeridos como concentrações ideais no PRP, podem 

não se adequar à espécie equina. Esses autores ainda frisam que essa extrapolação da literatura 

humana também não leva em consideração a distinta fisiologia dos mecanismos de degranula-

ção e do conteúdo de FC por plaqueta da espécie equina. 

Anitua et al. (2012) ressaltam que a falta de um padrão relacionado ao PRP reflete seus efeitos 

controversos na literatura. Ehrenfest et al. (2008) propuseram uma classificação do PRP, uma 

vez que os autores pontuam que todos os produtos descritos e estudados na literatura são deno-

minados “PRP”, não havendo distinção entre os sistemas de obtenção e protocolos seguidos. 

Esses autores determinaram três fatores relevantes ao realizar a classificação proposta:  

1. Fator A: Refere-se às características práticas de cada técnica, relacionando-se com os 

kits de preparo e as centrífugas utilizadas. Dessa forma, tem-se os subfatores: A1 (rela-

cionado ao tamanho da centrífuga), A2 (relacionado à duração do procedimento), A3 



 

 
19 

(relacionado ao custo do sistema ou dispositivo empregado) e A4 (relacionado com a 

ergonomia do kit escolhido e a complexidade do procedimento). 

2. Fator B: Refere-se ao conteúdo do concentrado e, portanto, ao seu futuro potencial re-

generativo ou de reparo tecidual. Tem-se os subfatores B1 (relacionado ao volume total 

do concentrado obtido), B2 (relacionado à eficácia da coleta plaquetária), B3 (relacio-

nado a eficácia de coleta de leucócitos) e B4 (relacionado a preservação do estado inati-

vado de plaquetas e leucócitos durante todo o procedimento). 

3. Fator C: Refere-se a rede de fibrina do composto e é divido em C1 (relacionado à con-

centração de fibrinogênio da amostra) e C2 (relacionado ao processo de polimerização 

da fibrina utilizado). 

Pontuações são atribuídas a cada um dos fatores e subfatores supracitados e tem-se quatro vari-

edades de PRP, nomeadas PRP puro (P-PRP), PRP rico em leucócitos (P-PRP), Fibrina Rica em 

Plaquetas puro (P-PRF) e Fibrina Rica em Plaquetas e Leucócitos (L-PRF). 

Na mesma tentativa de obtenção de uma padronização relativa, DeLong et al. (2012) propuse-

ram o sistema PAW (Platelet-Activation-White cells) de classificação do PRP. Os autores desta-

cam a necessidade de uma padronização para permitir a comparação dos resultados na literatura. 

Para tal, ressalta-se a importância da documentação de dados acurados em relação a concentra-

ção de plaquetas no composto, a presença ou ausência de ativadores e a concentração leucocitá-

ria (quando presente). Uma letra é atribuída a cada uma das características supracitadas, produ-

zindo uma sigla que permitiria a identificação e comparação de todos os PRP descritos na litera-

tura. 

2.2.2 Fatores de Crescimento 

Os fatores de crescimento representam uma das famílias moleculares mais importantes nos pro-

cessos de cicatrização, sendo vastamente estudados para a melhor compreensão de suas funções 

(Molloy et al., 2003). 

Bennet e Schultz (1993) relatam que os FC foram inicialmente descobertos devido à sua habili-

dade em estimular continuamente a mitose das células quiescentes. Tal fato os diferencia dos 

elementos essenciais, cofatores e nutrientes, todos necessários nos processos metabólicos, po-

rém incapazes de iniciar a divisão celular.  Anitua et al. (2012) definem os FC como polipeptí-

deos que atuam como ferramentas na comunicação intercelular, mediando diversas funções 
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celulares, das quais destacam-se: migração, proliferação, diferenciação, metabolismo e apopto-

se. Molloy et al. (2003) pontuam que os FC possuem, em sua maioria, efeitos dose-dependente 

e necessitam de receptores específicos para serem ativos, trabalhando em sinergia com outras 

moléculas sinalizadoras.  

Dos FC armazenados e secretados pelos α-grânulos das plaquetas, destacam-se os papéis do 

fator β de crescimento transformante (TGF-β1 e TGF-β2), FC derivado de plaquetas (PDGF-

AA, PDGF-BB, PDGF-AB), FC epidermal (EGF), FC endotélio vascular (VEGF) e proteínas 

biologicamente ativas como o FC tipo I semelhante à insulina (IGF-1) e FC do hepatócito 

(HGF). Os concentrados de plaquetas, portanto, são fontes de FC autólogos (Anitua et al., 2005; 

Anitua et al., 2012), que por sua vez são importantes na quimiotaxia de monócitos e macrófa-

gos, atração e proliferação de fibroblastos e na regulação da transcrição de proteínas de matriz 

extracelular como fibronectina, colágeno e glicosaminoglicanos (Argüelles et al., 2005; Theoret, 

2005). As principais funções dos diferentes FC encontram-se descritas abaixo e resumidas na 

Fig.  1. 

 PDGF: Consiste de duas cadeias polipeptídicas termoresistentes com dímeros AA, AB e 

BB. É primariamente um mitogênico de células de origem mesenquimal, como fi-

broblastos, osteoblastos e adipócitos, estimulando a formação de colágeno tipo I e pro-

movendo indiretamente a angiogênese via ativação de macrófagos. A exposição ao 

PDGF estimula o DNA e a síntese protéica em tecidos ósseos, atuando na sua formação 

e reabsorção. O PDGF atua como um quimioatrativo para células de musculatura lisa, 

fibroblastos, macrófagos e leucócitos. Seu efeito é dependente da presença de outros fa-

tores de crescimento. Aparentemente seu efeito mais significativo ocorre nos estágios 

primários do processo cicatricial, em que participa da indução de outros FC, como o 

IGF-1. Também atua na fase de remodelamento, estimulando proteínas relacionadas ou 

não à produção de colágeno, assim como a síntese de DNA, de forma dose-dependente 

(Bennet e Schultz, 1993; Molloy et al., 2003; Sánchez et al., 2003; Anitua et al., 2012);   

 TGF-β: Molécula regulatória que age de formas autócrina e parácrina, é um dos FC 

mais atuantes, uma vez que receptores para o mesmo são abundantes em todo o orga-

nismo. É o único FC capaz de inibir o crescimento de vários tipos celulares, principal-

mente as de origem ectodérmica, como queratinócitos e leucócitos. É um fraco mitogê-

nico no que concerne células de origem mesodérmica, como fibroblastos. Um meca-
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nismo fundamental antiproliferativo (catabólico) do TGF-β é sua habilidade em antago-

nizar os efeitos mitogênicos de outros FC, como o supracitado PDGF. Além disso, o 

TGF-β tem a capacidade de estimular a angiogênese e a produção de fibronectina, gli-

cosaminoglicanos e colágeno, atuando na fase de remodelamento (Bennet e Schultz, 

1993; Molloy et al., 2003; Sánchez et al., 2003; Anitua et al., 2012); 

 VEGF: Suas funções mais efetivas encontram-se nas fases de proliferação e remodela-

mento. Este FC é indutor de quimiotaxia e proliferação de células endoteliais, promo-

vendo a angiogênese e a hiperpermeabilidade de vasos sanguíneos. Atua, ainda, como 

fator mitogênico e pró-apoptótico, promovendo a quimiotaxia e diferenciação de células 

epiteliais, renais, gliais e dos fibroblastos. A expressão do gene que codifica o VEGF é 

regulada por respostas a estímulos biológicos e biomecânicos, os quais destacam-se hi-

póxia tecidual, a presença de outros FC e interleucinas e durante a osteogênese (Molloy 

et al., 2003; Anitua et al., 2012); 

  IGF-1: Este FC possui 47% de homologia com a insulina e estimula o crescimento car-

tilaginoso, a formação de matriz óssea e a replicação de pré-osteoblastos e osteoblastos. 

Nas células osteoblásticas é capaz de aumentar a atividade da fosfatase alcalina. É mais 

ativo nas fases inflamatória e proliferativa e, em sinergia com o PDGF, é capaz e au-

mentar a velocidade e a qualidade do reparo tecidual. Também atua como promotor da 

migração de células vasculares endoteliais para o local de injúria, resultando em aumen-

to da neovascularização (Bennet e Schultz, 1993; Molloy et al., 2003; Sánchez et al., 

2003; Anitua et al., 2012);   

 EGF: Possui efeito mitogênico e quimiotático sobre fibroblastos e células epiteliais. É 

um indutor de migração celular e estimula a formação de tecido de granulação. Estimula 

a fosforilação de proteínas regulatórias, ativando-as. Dessa forma, ocorrem alterações 

na fisiologia celular, como a liberação do cálcio intracelular do retículo endoplasmático, 

o aumento no transporte de glicose e aminoácidos e a transcrição de genes importantes 

para a mitose. Células como fibroblastos, pré-osteoblastos e pré-condrócitos expressam 

um grande número de receptores para EGF (Bennet e Schultz, 1993; Anitua et al., 

2012);   
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 HGF: Quimiotático e mitogênico de células epiteliais, de ampla ação em diversos ór-

gãos, causa hiperplasia de tecidos, além de promover angiogênese e neovascularização. 

O HGF atua sobre a morfogênese tubular de células epiteliais e endoteliais. Possui efei-

to aditivo com o VEGF na proliferação de células endoteliais e efeito sinérgico também 

com VEGF na migração celular. O próprio HGF induz a expressão do VEGF, de forma 

parácrina, amplificando o efeito angiogênico de ambos (Anitual et al., 2005). 

 

Fator de crescimento 

 

Abreviação Principais funções Referência Bibliográfica 

FC derivado de plaque-

tas 

(dímeros AA, AB e BB) 

PDGF-AA 

PDGF-BB 

PDGF-AB 

Mitogênico, estimula 

formação de colágeno 

tipo I, atua no metabo-

lismo ósseo e como 

quimioatrativo. 

Bennet e Schultz (1993); 

Molloy et al. (2003); 

Sánchez et al. (2003); 

Anitua et al. (2012). 

Fator β de crescimento 

transformante (1 e 2) 

TGF-β1 

TGF-β2 

Inibe o crescimento de 

vários tipos celulares e 

estimula a produção de 

glicosaminoglicanos e 

colágeno. 

Bennet e Schultz (1993); 

Molloy et al. (2003); 

Sánchez et al. (2003); 

Anitua et al. (2012). 

FC endotélio vascular VEGF Promove a angiogênese 

e hiperpermeabilidade 

de vasos sanguíneos, 

além da diferenciação 

celular. 

Molloy et al. (2003); Anitua 

et al. (2012). 

 

FC tipo 1 semelhante à 

insulina 

IGF-1 Estimula crescimento 

cartilaginoso e forma-

ção da matriz óssea, 

além de promover a 

migração celular. 

Bennet e Schultz (1993); 

Molloy et al. (2003); 

Sánchez et al. (2003); 

Anitua et al. (2012). 

FC epidermal EGF Mitogênico, indutor de 

migração celular, esti-

Bennet e Schultz (1993); 

Anitua et al. (2012). 
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mula a formação de 

tecido de granulação. 

FC do hepatócito HGF Quimiotático, mitogê-

nico e com efeito an-

giogênico, principal-

mente em conjunto com 

o VEGF. 

Anitual et al. (2005). 

Figura 1. Fatores de crescimento e suas principais funções 

 

Anitua et al. (2005) observaram diferenças entre as concentrações de FC entre diversos doado-

res (humanos) e que estas eram correlacionadas positivamente com a contagem plaquetária, 

corroborando com Molloy et al. (2003). O’Shaughnessey et al. (2014) constataram que citoci-

nas anti-inflamatórias e FC são mais facilmente concentradas no sangue de pacientes humanos 

acometidos com osteoartrite quando comparados com pacientes sem quaisquer doenças, dando o 

primeiro passo na comprovação de que a qualidade do PRP produzido pode ser também devido 

à presença de condições patológicas, considerada como fator intrínseco de qualidade. Giraldo et 

al. (2013) observaram o efeito do sexo, raça e idade no conteúdo celular e de FC em PRP obtido 

de equinos, fatores também considerados intrínsecos na determinação da qualidade do PRP.  

Bosh et al. (2011) avaliaram o efeito do PRP em lesões tendíneas na espécie equina e observa-

ram a presença de neovascularizações nas lesões após única aplicação da terapia. Os autores 

especulam que a maior vascularização contribui para o efeito prolongado do PRP no local da 

injúria e pontuam a maior necessidade de pesquisas relacionadas a essa particularidade. Anitua 

et al. (2006) afirmam ser o ideal a aplicação dos FC localmente, com o objetivo de seguir uma 

cinética específica para mimetizar ao máximo os requerimentos do tecido que sofreu a injúria. 

Isto levaria à sua atuação durante as diferentes fases cicatriciais in situ. Tsuzuki et al. (2014) 

relatam que a baixa meia-vida biológica dos FC criam a necessidade da aplicação do PRP o 

mais próximo possível de seu alvo de ação e em um ambiente que os proteja de degradações 

desnecessárias. No entanto, Lindemann et al. (2001) pontuam que o efeito do PRP pode ser 

mais prolongado do que se pensava anteriormente, uma vez que as plaquetas ativadas são res-

ponsáveis pela mediação da cascata inflamatória, via síntese de Interleucina-1β (IL-1β). Dessa 

forma, as plaquetas são capazes de influenciar a resposta inflamatória durante várias horas, uma 

vez que a síntese de IL-1β é originada da tradução direta do RNAm plaquetário e induzida pela 
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presença do fator de ativação plaquetário (PAF), ADP, colágeno e epinefrina, abundantes no 

local de injúria tecidual. Marx et al. (1998), ao estudarem a influência dos FC em enxertos ós-

seos, observaram que, mesmo após 6 meses do início da terapia, o enxerto demonstrou produção 

contínua de TGF-β, provavelmente sintetizado por fibroblastos e pré-osteoblastos, com atuação 

parácrina ou autócrina. Esses autores afirmam que a secreção contínua de TGF-β influencia 

osteoblastos a depositar matriz óssea e fibroblastos a depositar matriz colágena para suportar o 

crescimento capilar. Os autores especulam que apesar da vida plaquetária no local da injúria ser 

menor do que 5 dias, a extensão de seus efeitos se dá via dois mecanismos: o primeiro, com a 

ativação de células tronco e sua maturação em osteoblastos, que secretam seu próprio TGF-β; e 

o segundo, consiste na quimiotaxia de macrófagos que substituem as plaquetas como fonte pri-

mária de FC após o terceiro dia de aplicação da terapia. 

Marx (2004) ressalta que a ação do PRP como um estímulo ao mecanismo cicatricial mais rápi-

do, não sendo capaz de induzir tumores e possuindo segurança, uma vez que se trata de um pro-

duto autólogo.  

2.3 Processamento 

2.3.1 Processamento Geral 

Segundo Baksh et al. (2013), a literatura é inconsistente no que se refere ao processamento do 

PRP, principalmente no que concerne seu modo de preparo, à concentração de plaquetas do 

composto e à citologia. Broeckx et al. (2014) pontuam que as amostras de PRP, devido aos seus 

diferentes protocolos de obtenção, possuem diferentes potências, contribuindo para os diferentes 

resultados da terapia observados na literatura. Yokomura et al. (1999) relatam ser a coleta san-

guínea rápida – acima de 60ml/min –  propícia a causar ativação e agregação durante a coleta, 

resultando em taxas de recuperação plaquetárias menores e conceituado como um erro proces-

sual. 

DeLong et al. (2012), após extensa revisão, ilustraram a existência de dois métodos de obtenção 

do PRP: o primeiro, baseado na obtenção do plasma sanguíneo, tem seu foco na exclusão leuco-

citária, concentrando de 2 a 3 vezes o número de plaquetas em relação ao sangue total, obtido 

em baixas rotações por minuto (rpm) na centrifugação única; o segundo, denominado Buffy-

coat, teria um maior poder de concentração plaquetária (3 a 8 vezes) e também leucocitária, 

necessitando para tal da elevação do número de rpm e tempo total de centrifugação. Nagata et 
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al. (2010) ressaltam ser a dupla-centrifugação capaz de causar alterações morfológicas de pla-

quetas, além de ser um método mais susceptível a erros de processamento.  

Filardo et al. (2011) compararam dois protocolos de obtenção de PRP de sangue de seres huma-

nos. O primeiro com centrifugação única e o segundo com centrifugação dupla. De acordo com 

os autores, a centrifugação única não resultou em leucócitos nas amostras e concentrou de 1 a 3 

vezes a quantidade de plaquetas em relação ao sangue total. A centrifugação dupla, por sua vez, 

concentrou de 4 a 8 vezes as plaquetas e 1,4 vezes os leucócitos em relação ao sangue total. No 

ensaio clínico do mesmo trabalho, os resultados obtidos em pacientes com osteoartrite foram 

semelhantes nos dois grupos, porém, no grupo de dupla centrifugação (com maior concentração 

de leucócitos) ocorreram reações adversas não observadas no grupo de centrifugação única (sem 

leucócitos).  

Especula-se sobre a ação dos leucócitos nas aplicações intra-articulares. Alguns autores pontu-

am os efeitos deletérios das proteases e do oxigênio reativo liberados pelos leucócitos, estimu-

lando a liberação prematura dos FC (Nagata et al., 2010). Outros autores relatam os efeitos be-

néficos na prevenção de infecção, por serem os leucócitos fonte de citocinas e enzimas, atuando 

também na síntese de PDGF e VEGF e no estímulo a liberação de FC pelas plaquetas (Andrade 

et al., 2008; Castillo et al., 2011; Filardo et al., 2011; Fontenot et al., 2012). Fontenot et al. 

(2012) demonstraram estarem os leucócitos positivamente correlacionados com a expressão de 

citocinas catabólicas e negativamente com a expressão de matriz óssea, apesar de possuírem 

função imunomodulatória capaz de acelerar o reparo tecidual. Zimmermann et al. (2003) afir-

mam que os níveis de FC no PRP são influenciados pelas plaquetas em conjunto com os leucó-

citos, e que estes contribuem substancialmente para a concentração de FC no PRP. Os autores 

concluíram que a variação na concentração de TGF-β1 depende primariamente do número de 

plaquetas, tendo como covariável o número de monócitos e que a concentração de PDGF-BB 

depende, além da presença das plaquetas, da presença de leucócitos. A concentração de PDGF-

AB, nesse estudo, dependeu somente da fonte plaquetária. McCarrel et al. (2012), ao realizarem 

um estudo in vitro de tendinopatia equina, constataram que o PRP rico em leucócitos (L-PRP) 

possuía maior expressão de IL-1β e fator de necrose tumoral α (TNF-α), ressaltando a contribui-

ção dos leucócitos para a expressão de citocinas inflamatórias nos explantes tendíneos. Os auto-

res concluíram que a inflamação permanente promovida pela presença de leucócitos resulta em 

reparo inferior do tecido cicatricial. Por outro lado, Bendinelli et al. (2010), ao estudarem cultu-

ras de condrócitos desafiadas com TNF-α, observaram que o PRP rico em leucócitos foi capaz 
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de reduzir a ativação do fator nuclear de aumento da cadeia luminosa kappa de células B ativa-

das (NF-κB), um mediador primário do processo inflamatório. Castillo et al. (2011) ressaltam 

que apesar de o L-PRP possuir uma maior concentração de FC em comparação ao P-PRP, são 

os neutrófilos os responsáveis por impedir a cicatrização tecidual pelo aumento da inflamação 

local. Portanto, um L-PRP sem neutrófilos seria desejável.  

A preparação a campo do PRP equino e seu processamento pelo sistema de tubos geram dúvidas 

a respeito de sua inocuidade para aplicação nos tecidos e estruturas dos equinos, pelo clínico. A 

partir dessa premissa, Álvarez et al. (2010) realizaram um estudo focado na contaminação bac-

teriana no PRP. Neste estudo, bactérias foram isoladas da pele equina preparada para a coleta 

sanguínea de forma não-asséptica, garganta e mãos do técnico responsável pela coleta sanguínea 

e no ambiente onde o animal se encontrava durante a coleta. Concluiu-se nesse estudo que são 

seguros a coleta e processamento do PRP a campo, sem necessidade de câmara de fluxo laminar 

ou Bico de Bunsen, desde que técnicas assépticas de preparação e coleta sejam corretamente 

empregadas. 

 

2.3.2 Anticoagulantes 

Segundo Mody et al. (1999), o anticoagulante ideal deve evitar a ativação artefactual das pla-

quetas por tempo suficiente para o envio da amostra até o local de processamento. Além disso, 

deve manter a reserva funcional dessas células até o momento do teste, não interferindo com 

testes subsequentes e, ainda, permitindo a avaliação plaquetária in vivo (isto é, permitindo a 

detecção de fatores que evidenciam algumas características da célula no metabolismo, como por 

exemplo, glicoproteínas de membrana) e in vitro, tanto nas avaliações realizadas com o sangue 

total, quanto naquelas realizadas com compostos plaquetários isolados.   

Segundo Marx (2000), o uso do anticoagulante ácido etilenodiaminotetra-acético (EDTA), o 

mais comumente utilizado em exames hematológicos de rotina, não é recomendado, pois tem a 

capacidade de fragmentar as plaquetas e superestimar a concentração das mesmas na amostra 

estudada. Ahnadi et al. (2003), ao observarem as plaquetas via microscopia eletrônica de trans-

missão (TEM), constataram que plaquetas coletadas em EDTA aparentaram-se mais ativadas e 

contendo menos grânulos quando comparadas a amostras sanguíneas coletadas em citrato teofi-

lina dipiridamole adenosina (CTDA). 
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Em 1968, Gardner, F. já destacava os problemas na preservação das plaquetas humanas e ressal-

tava como um anticoagulante próprio para plaquetas era de extrema importância. A descoberta 

da solução anticoagulante citrato dextrose A (ACD-A) permitiu 80% de recuperação plaquetária 

para posterior transfusão, reduzindo também os clumps plaquetários. O mesmo autor também 

relata o controle da agregação plaquetária durante a centrifugação pelo anticoagulante Citrato de 

Sódio (CS) (Gardner, 1968). 

Giraldo et al. (2015) testaram o efeito da solução anticoagulante citrato dextrose A e B (ACD-A 

e ACD-B) e CS na contagem plaquetária e liberação de FC em PRP equino. Não houve diferen-

ça significativa entre os anticoagulantes na contagem total plaquetária, volume plaquetário mé-

dio (VPM) e amplitude de distribuição de plaquetas (PDW). No entanto, no ACD-B, houve uma 

tendência a uma influência negativa sobre a concentração de FC e contataram-se alguns benefí-

cios do ACD-A em relação aos demais anticoagulantes. Em relação ao CS, o ACD-A tem van-

tagem no processamento manual, uma vez que o volume de seu tubo é 44% maior. O ACD-A 

também foi superior na preservação de propriedades estruturais e fisiológicas das plaquetas duas 

ou mais horas após a realização da coleta, implicando na recomendação do uso desse anticoagu-

lante nas situações em que o processamento e transporte de amostras não sejam imediatos. Em 

estudo similar, porém utilizando PRP bovino, Carmona et al. (2014) compararam ACD-A e CS 

e obtiveram os seguintes resultados: concentração plaquetária do PRP em relação ao sangue 

total de 2,3 e 2,5, em CS e ACD-A, respectivamente. A contagem leucocitária foi significativa-

mente maior, principalmente de linfócitos, no PRP obtido com CS em relação ao ACD-A. 

 

2.3.3  Determinação da contagem plaquetária 

A determinação precisa do número de plaquetas presente no PRP é fundamental, uma vez que 

todas as mensurações referentes a sua qualidade partem dessa premissa. A citometria de fluxo, 

nesse aspecto, é superior aos aparelhos hematológicos de rotina. A citometria de fluxo é uma 

técnica que permite avaliar a função plaquetária in vivo e ex vivo, proporcionado uma avaliação 

ampla da função plaquetária via detecção de glicoproteínas de membrana plaquetária, quantifi-

cando plaquetas ativadas circulantes, interações plaqueta-plaqueta e plaqueta-leucócito (ambos 

agregados) e mensurando a atividade pró-coagulante celular (Segura et al., 2006). No entanto, o 

citômetro de fluxo é um aparelho caro, que requer amplo treinamento técnico, além de necessi-

tar de constante padronização (Fantini, 2014). Esses entraves afastam as clínicas e veterinários 
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de campo de usufruírem dessa técnica. A contagem em câmara de Neubauer desponta como 

uma opção para uma contagem plaquetária confiável e que pode ser facilmente replicada por 

profissionais a campo. A contagem em câmara de Neubauer foi utilizada por Vendruscolo et al. 

(2012) durante a avaliação de protocolos de obtenção de PRP e por Fantini et al. (2016) ao ana-

lisarem a qualidade da criopreservação do PRP de equinos. Essa técnica manual de contagem 

plaquetária permite a contabilização individual das plaquetas, contornando algumas prováveis 

limitações apresentadas na contagem plaquetária pelos aparelhos hematológicos de rotina. As 

principais delas são: os clumps plaquetários são contados como uma única plaqueta, subesti-

mando a contagem real; o PRP pode exceder o número máximo a ser contado pelo aparelho 

hematológico, requerendo, portanto, uma diluição da amostra de acordo com o limite linear do 

aparelho; o PRP é opticamente mais claro, podendo causar a aspiração incompleta pelo apare-

lho, que realizará uma contagem de pouca acurácia; os aparelhos de hematologia são calibrados 

para operar nos limites do sangue total, criando dúvidas nas contagens referentes a parâmetros 

existentes no PRP; um pacote veterinário (Veterinary Package) deve ser adquirido, uma vez que 

o aparelho deve ser capaz de discernir hemácias e plaquetas pelo tamanho, que são variáveis 

entre as espécies domésticas (Woodell-May et al., 2005).  

 

2.4 Criopreservação 

2.4.1 Armazenamento de plaquetas 

Na tentativa de ampliar o PRP como terapia regenerativa, a sua criopreservação com manuten-

ção da função plaquetária se torna de grande valia para o clínico. A criopreservação propicia a 

coleta mais segura de maiores volumes de plaquetas para aplicações clínicas na medicina huma-

na (Yokomuro et al., 1999). 

O maior tempo de prateleira dos compostos plaquetários criopreservados também cria uma faci-

lidade logística de processamento e economia, pois as plaquetas de seres humanos, atualmente, 

são conservadas em temperatura ambiente (22°C) por no máximo cinco dias (Lozano et al., 

1999; Hornsey et al., 2008; Shrivastava, 2009; Tynngård, 2009; Johnson et al., 2014). Mesmo 

nesse curto tempo de armazenamento (cinco dias), ocorre uma perda de 20% na recuperação 

plaquetária. Se o tempo for ampliado para sete dias, mais 17% será perdido, além do alto risco 

de contaminação (AuBuchon et al., 2004). Portanto, as plaquetas são as estruturas mais suscep-

tíveis a contaminação bacteriana devido à sua armazenagem em temperatura ambiente, o que 
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reduz o seu tempo de prateleira quando comparadas à compostos como células vermelhas - 

mantidos a 4°C por 42 dias - e plasma - mantido congelado por até um ano (Rinalducci e Zola, 

2015). O Food and Drug Administration dos Estados Unidos da América (FDA) propõe crité-

rios de recuperação e sobrevivência plaquetárias em bancos de sangue humano. O FDA propõe 

66,7% de recuperação plaquetária pós armazenamento e 58% de sobrevivência no receptor, 

quando comparados com seus controles autólogos a fresco. No entanto, o FDA não especifica se 

essas mesmas metas nas plaquetas armazenadas podem ser extrapoladas para as criopreservadas 

(Dumont et al., 2013).  

 

2.4.2 Lesão plaquetária de armazenamento (Platelet Storage Lesion) e aspectos técni-

cos relevantes para uma criopreservação de qualidade 

Segundo Shrivastava (2009), a lesão plaquetária de armazenamento (Platelet Storage Lesion - 

PSL) vem ganhando atenção de todos os clínicos, hematologistas e técnicos que trabalham no 

armazenamento de plaquetas. O mesmo autor define o PSL como a soma de alterações deleté-

rias levando ao dano progressivo da estrutura e função plaquetárias, a partir do momento em que 

o sangue é retirado do doador até ser transfundido ao receptor. 

Propriedades plaquetárias como estrutura, composição celular e habilidade de resposta a vários 

estímulos refletem a capacidade funcional plaquetária e são parâmetros a serem mantidos após 

armazenamento ou criopreservação (Shrivastava, 2009). No entanto, a perda da viabilidade da 

plaqueta é uma realidade, tanto no seu resfriamento (Beaujean, 2000) como no seu congelamen-

to (Handin e Valeri, 1972). A condução de um bom protocolo de criopreservação plaquetária 

deve ocorrer de forma a minimizar a injúria celular durante o processo de congelamento e des-

congelamento – denominada crioinjúria. A crioinjúria pode resultar em extensa desidratação 

celular – denominado efeito da solução – e também na formação de microcristais de gelo intra-

celular – classificado como dano mecânico (Pfisterer et al., 1969; Balint et al., 2002). 

Para o armazenamento plaquetário de sucesso, algumas variáveis devem ser levadas em consi-

deração e Shrivastava (2009) pontua as principais. A primeira delas é a temperatura.  A tempe-

ratura ideal para armazenamento dos compostos plaquetários oscila entre 22-24°C. A criopre-

servação é, portanto, por si só um desafio. A exposição da plaqueta ao frio causa mudanças 

morfológicas de discóide para esférico e o aparecimento de projeções na superfície devido a 

ativação da gelsolina (reação cálcio-dependente) e fosfoinositide, mediando a polimerização da 
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actina. Segundo Brunso et al. (2010), essa polimerização da actina nas células equinas é baixa, 

uma vez que a sua exocitose, como já mencionado anteriormente, ocorre por fusão na membra-

na celular ao invés de contração citoesquelética, como ocorre nas plaquetas de seres humanos. O 

complexo do receptor plaquetário FvW (GPIb) forma um cluster no resfriamento que se liga a 

receptores αмβ2 de integrina de macrófagos hepáticos, resultando em um rápido clearance da 

circulação sanguínea. A modificação da GPIb, teoricamente, permitiria o armazenamento de 

plaquetas resfriadas com maior sobrevivência na corrente de recipientes de transfusão dos com-

postos. Para prevenir a mudança no citoesqueleto plaquetário, testa-se na medicina humana a 

adição de citocalasina B, um inibidor de montagem do novo filamento de actina (Shrivastava, 

2009). Para equinos, devido a sua particularidade secretória já mencionada por Brunso et al. 

(2010), a adição dessa substância não demonstraria melhoras significativas na manutenção da 

qualidade plaquetária sob baixas temperaturas. Shrivastava (2009) pontua ainda que a adição de 

quelantes de cálcio (presente inclusive nos anticoagulantes utilizados nos tubos de coleta) seria 

útil na preservação da forma discóide, uma vez que a mudança morfológica é uma reação cál-

cio-dependente. A adição de trehalose e glicoproteínas anticoagulantes  reduzem a ativação 

plaquetária durante o armazenamento refrigerado. A segunda variável discutida por Shrivastava 

(2009) é referente à disponibilidade do combustível metabólico e capacidade respiratória pro-

porcionada ao composto. O material de armazenamento deve ser adequadamente permeável ao 

oxigênio, para se evitar a glicólise anaeróbica com acúmulo de ácido lático e consequente queda 

de pH. A perda de viabilidade morfológica ocorre em pH menor do que 6,0 ou maior do que 

7,5. No entanto, a morfologia já sofre alterações quando o pH atinge a marca de 6,8. Como o 

lactato e a produção de dióxido de carbono (CO2), influenciam na queda do pH, a capacidade 

tampão do meio deve ser eficiente (Tynngård, 2009). O acesso ao oxigênio pode ser dificultado 

pela concentração total plaquetária armazenada, o tipo de container utilizado – não só em rela-

ção ao material, mas também pela razão volume:superfície – e a agitação contínua. A agitação é 

a terceira variável a ser considerada no armazenamento plaquetário. A agitação gentil e contínua 

facilita a utilização do oxigênio pelas células, ajudando a reduzir a taxa de queda do pH. A agi-

tação brusca, no entanto, está associada com a liberação de lactato desidrogenase (LDH), com-

ponente citosólico plaquetário, sugerindo, portanto, algum grau de lise plaquetária (Shrivastava, 

2009). Van der Meer e Korte (2011) demonstraram o benefício da agitação, não somente na 

distribuição de oxigênio, mas também na prevenção de sedimentação plaquetária, que leva à 

ativação por contato.  
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A taxa de resfriamento controlado empregada no processo de criopreservação é de fundamental 

importância, uma vez que cristais de gelo intracelulares podem se formar quando taxas muito 

rápidas são empregadas, fato definitivo para a lesão mecânica da membrana plaquetária (Landi 

et al., 2004). No entanto, segundo Balint et al. (2002), a melhor taxa de resfriamento ainda é 

debatida entre 1°C/min e 2-3°C/min. Os mesmos autores supracitados propõem uma taxa inicial 

de 1°C/min com compensação do calor de fusão para 2°C/min. Essa correção na curva de resfri-

amento influenciou positivamente a qualidade de plaquetas descongeladas após submetidas a 

protocolo de criopreservação de seis etapas. Fantini et al. (2016) mantiveram uma taxa de res-

friamento lento de -0,07°C/min na criopreservação de PRP equino, obtendo uma diminuição do 

percentual de agregação funcional mensurada nas amostras via agregômetro de 40% ao se testar 

protocolos com diferentes concentrações de DMSO. 

 

2.4.3 Crioprotetores 

Balint et al. (2002) demonstraram ser o crioprotetor primordial na preservação plaquetária em 

baixas temperaturas, atuando na diminuição do gradiente osmótico entre o espaço intra e extra-

celular. Johnson et al. (2011) citam já terem sido testados e descritos na literatura a eficácia de 

vários crioprotetores, ressaltando o dimetil sulfóxido (DMSO), trehalose, propileno glicol, etile-

no glicol, glicerol, glicerol-glicose, óxido nítrico e dextran-40. Os autores ainda pontuam ser o 

DMSO considerado o melhor crioprotetor plaquetário, corroborando com Lozano et al. (1999), 

ao afirmarem que o DMSO tem efeito inibitório na ativação plaquetária, sendo superior ao gli-

cerol e outros crioprotetores. Landi et al. (2004) afirmam que o DMSO é um crioprotetor que 

penetra rapidamente na membrana plaquetária, independentemente da concentração plaquetária 

a qual ele é exposto. Gao et al. (1999), no entanto, ponderam que a eficácia e toxicidade dos 

diferentes crioprotetores não são estudadas a fundo e com o delineamento necessário para se 

permitir uma comparação verídica entre eles.  

Alguns dos pioneiros em criopreservação utilizando DMSO foram Valeri et al. (1974). Os auto-

res, testando DMSO a 6% como crioprotetor, obtiveram recuperação in vitro de 75% e in vivo 

de 45% de plaquetas de seres humanos. Brodthagen et al. (1985) testaram glicerol, dextran e 

manitol como crioprotetores em plaquetas de seres humanos. O dextran não se mostrou um cri-

oprotetor plaquetário eficiente, mesmo em conjunto com o glicerol, que por sua vez, também 

não foi eficiente quando testado isoladamente; os piores resultados foram obtidos com o mani-
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tol, com prejuízo à saúde celular, principalmente no que se refere ao equilíbrio osmótico. Loza-

no et al. (1999) testaram uma concentração reduzida de DMSO (2%) em plaquetas de seres 

humanos em conjunto com Thrombosol, uma mistura de moléculas mensageiras secundárias 

que protegem as plaquetas de danos causados pelas baixas temperaturas. No entanto, a concen-

tração tradicional de 6% provou-se mais eficiente, uma vez que obteve as menores taxas de 

LDH, corroborando com Appleman et al. (2009), que realizaram os mesmos testes em plaquetas 

caninas e obtiveram resultados semelhantes. Cetin et al. (2001) compararam um grupo controle 

sem crioprotetor com grupos de diferentes concentrações de DMSO (0,5%, 1% e 3%). Os gru-

pos com DMSO sofreram menor queda na contagem plaquetária em relação ao controle, porém 

sem diferença estatística entre as diferentes concentrações empregadas. No entanto, houve forte 

correlação negativa entre o aumento da concentração de DMSO e resposta à agregação. Os au-

tores concluíram que o DMSO resultou em defeitos na agregação, porém já descritos e compro-

vados na literatura como reversíveis. Balint et al. (2002) testaram concentrações de DMSO a 

6% e a 10%. Os melhores resultados foram obtidos com a concentração a 6%, via avaliação 

ultraestrututal e funcional, que comprovaram menores alterações morfológicas e maior recupe-

ração após descongelamento (45%). Valeri et al. (2005) testaram um protocolo modificado de 

criopreservação, porém mantendo a concentração de 6% de DMSO. Os resultados consistiram 

em 94% de recuperação plaquetária após descongelamento, com recuperação in vivo de 30%. 

Hornsey et al. (2008) obtiveram 23% de perda plaquetária utilizando DMSO a 6%, além de 

evidências de ativação plaquetária e lise (mensurada via concentração de LDH) em plaquetas de 

seres humanos. No entanto, os autores demonstraram que as plaquetas ainda tinham capacidade 

de adesão e a formar agregados. Johnson et al. (2011), utilizando DMSO a 6% como crioprote-

tor em plaquetas de seres humanos, obtiveram 60 a 80% de recuperação plaquetária, com redu-

ção significativa da agregação – em resposta ao ADP e colágeno -  e viabilidade plaquetárias – 

mensuradas via expressão de CD62P, proteína de membrana dos α-grânulos - além de apoptose. 

Dumont et al. (2013) avaliaram a recuperação e sobrevivência de plaquetas de seres humanos 

criopreservadas em DMSO a 6% objetivando atender aos padrões impostos pelo FDA. A recu-

peração plaquetária obtida foi de 42%, não atingindo aos padrões impostos pelo FDA para pla-

quetas armazenadas (porém, não criopreservadas). No entanto, a taxa de sobrevivência nos re-

ceptores foi em média de sete dias, excedendo a meta do FDA (média de cinco dias).  Fantini et 

al. (2016) obtiveram 43% de ativação plaquetária após congelamento de PRP utilizando DMSO 

a 3% como crioprotetor, mantendo 35% do valor inicial de agregação plaquetária. Slichter et al. 

(2014) realizaram extensa revisão sobre estudos in vivo de plaquetas criopreservadas em 
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DMSO. Na maioria dos estudos avaliados obteve-se metade da recuperação plaquetária de com-

postos criopreservados em comparação ao fresco, com sobrevivência minimamente reduzida, 

além de função hemostática aparentemente efetiva, sem efeitos adversos no receptor.  

 

 

2.4.4 Plaquetas criopreservadas e o estudo proteômico 

Plaquetas criopreservadas possuem melhor efeito terapêutico coagulante - apesar da menor taxa 

de sobrevivência pós-transfusão - em comparação a plaquetas frescas. A explicação para isso foi 

buscada por vários autores. A hipótese mais plausível é a de que a função hemostática aumenta-

da de plaquetas criopreservadas in vivo se deva a um fenótipo pró-coagulante. Essa atividade 

pró-coagulante é mediada pela externalização da fosfatidilserina e formação de micropartículas 

que também expressam fosfatidilserina. Micropartículas são fragmentos celulares anucleados, 

sem DNA e contendo baixos níveis de RNAm. Elas são formadas durante o processo de crio-

preservação e possuem receptores de superfície específicos. Seu conteúdo depende do empaco-

tamento seletivo de moléculas, com inclusão ou exclusão de proteínas específicas durante a sua 

formação. Comprovou-se que as micropartículas possuem atividade pró-coagulante até 100 

vezes maior do que as plaquetas. As micropartículas aumentam a geração de fosfatidilserina e 

fator indutor de trombina, contribuindo para a formação mais rápida do coágulo. Ocorre uma 

disponibilidade local maior para fixação de proteínas coagulantes disponível, gerando trombina 

mais rapidamente. As micropartículas advindas das plaquetas criopreservadas são fenotipica-

mente distintas daquelas presentes antes do processo de criopreservação. O método proteômico, 

que avalia a classe das micropartículas e seu perfil protéico, pode ser um aliado na avaliação de 

parâmetros específicos apresentados pelas plaquetas criopreservadas (Johnson et al., 2014; 

Raynel et al., 2015). Mais estudos, no entanto, devem ser realizados para concluir se essa fun-

ção pró-coagulante altera a liberação ou a meia-vida de FC em compostos como o PRP e se há 

alguma diferença clínica entre tratamentos de plaquetas frescas e criopreservadas. 

 

2.5 Muares: características, origem e particularidades clínico-laboratoriais  

O muar é um equídeo híbrido, obtido do cruzamento entre animais Equus asinus e Equus ca-

ballus. O cruzamento mais utilizado é o jumento com a égua, isto é, machos da espécie Equus 
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asinus com fêmeas da espécie Equus caballus, tendo como produtos o burro e a mula. O cruza-

mento inverso, determinado pelo garanhão (Equus caballus) e a jumenta (Equus asinus) é me-

nos frequente, produzindo híbridos denominados bardoto ou bardota. O bardoto é considerado 

inferior ao muar, uma vez que muares possuem maior porte, beleza zootécnica e resistência 

física, o que lhes confere consequentemente maior valor econômico. Os híbridos machos são 

sempre inférteis, apesar de demonstrarem forte libido e serem capazes de realizar a cópula nor-

malmente. As fêmeas híbridas, no entanto, podem eventualmente ser férteis (Anderson, 1939; 

Jones e Johnsen, 1985; Camac, 1997; Araújo, 2010).  

Os muares apresentam características intermediárias entre o equino e o asinino, com predomi-

nância de características asininas, das quais destacam-se a morfologia dos cascos, predominan-

temente encastelados e pequenos; linha dorso-lombo convexa ou reta; alta capacidade de con-

versão alimentar e pouca variação na pelagem, sendo frequentes as particularidades de zebruras, 

faixa crucial e listras de burro. Os membros pélvicos dos muares são desprovidos de castanhas 

ou estas, quando presentes, são rudimentares, semelhantes aos de asininos. Araújo (2010) pon-

tua que o muar herda dos asininos a sua rusticidade, resistência a ecto e endoparasitas, adaptabi-

lidade a climas quentes, inteligência e prudência, recebendo do cavalo, a energia e o tempera-

mento. Torres e Jardim (1977) determinam que muares toleram o calor melhor do que os cava-

los, suportando melhor exercícios prolongados. No entanto, os mesmos autores citam que os 

cavalos superam os muares no que se refere a trabalhos em solo mole e fofo (devido ao maior 

tamanho do casco), são mais rápidos e também convivem melhor com outros animais, seja na 

cocheira ou durante o trabalho. O uso do muar em regiões de clima quente, montanhosas e de 

vegetação seca, revela a sua maior preferência em relação a outros animais utilizados para traba-

lho, destacando-se o cavalo, o jumento, o boi e o camelo. Muares são capazes de carregar 2/3 de 

seu próprio peso em longas distâncias, enquanto o cavalo suporta menos do que a metade de seu 

peso. O boi leva vantagem somente em trabalhos pesados e lentos. Como animal de tiro, o muar 

possui mais força quando comparado ao cavalo, levando-se em conta as proporções de peso 

corporal. Em serviços de sela que em sua trajetória possuam caminhos íngremes e pedregosos o 

muar possui a preferência nacional. Entre os fatores determinantes para a popularidade do muar 

no Brasil estão a topografia acidentada em certas regiões, o clima quente na maioria do territó-

rio, a ausência de uma raça nacional de tiro, a presença de regiões em que a agricultura é apenas 

parcialmente mecanizada e o alto preço de tratores e máquinas agrícolas (Torres e Jardim, 1977; 

Araújo, 2010). 



 

 
35 

Estima-se que a origem dos muares seja concomitante ao encontro das espécies de asininos e 

equinos, uma vez que há facilidade de acasalamento devido principalmente à libido e alta fe-

cundidade do jumento, além da passividade da égua para recebê-lo. Na Mesopotâmia, registros 

de bardotos são datados de 2800 a.C. Com as invasões dos hicsos (de origem asiática) ao Egito 

(1640 a.C.) tem-se os primeiros relatos referentes a muares. No século VI a.C. os gregos impor-

taram do Oriente a indústria de muares, utilizando-os nos trabalhos agrícolas e preservando os 

equinos para momentos de guerra. Romanos importaram da Grécia jumentos de melhor quali-

dade para acasalarem com suas éguas, gerando muares para os serviços agrícola, de tração e de 

transporte de carga (Araújo, 2010).  

No Brasil, estima-se que os muares possam ser advindos das Ilhas Canárias e Madeira, ou pre-

cedentes de animais produzidos em países vizinhos na América Latina durante o ciclo da prata, 

tendo sua introdução no país no século XVI. Com a ascensão da mineração e o surgimento do 

tropeirismo, a produção de muares se fez necessária para suprir as demandas de abastecimento 

de minas, novos núcleos populacionais, do intercâmbio entre o litoral e o interior, o escoamento 

das produções de minério e agrícola, além do transporte das mercadorias importadas pelos por-

tos. A necessidade se tornou tamanha que houve necessidade de importação de muares das pro-

víncias cisplatinas de Argentina e Uruguai (Araújo, 2010). 

Devido à grande demanda interna de muares, algumas propriedades principalmente de Minas 

Gerais iniciaram a sua produção focada nesse equídeo. No início do século XIX, a criação de 

muares já havia se expandido da região centro-sul para a centro oeste. Em 1810, na região onde 

hoje se encontra Casagrande, em Minas Gerais, deu-se início a criação de jumentos especializa-

dos para a produção de muares de sela, denominados Jumento Pêga. Em 1939 foi criada a Asso-

ciação Brasileira dos Criadores de Jumentos da Raça Brasileira, visando a união das raças naci-

onais de asininos, destinados à produção de muares capacitados para os serviços de lavoura, 

tração animal e sela. Em 1947, criou-se a Associação Brasileira dos Criadores de Jumentos da 

Raça Pêga, sediada em Belo Horizonte, Minas Gerais. Os muares advindos da raça Pêga obede-

cem ao padrão racial aprovado pelo Ministério da Agricultura em 1949 e são classificados de 

acordo com o regulamento de controle de genealogia de muares, aprovado pelo Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento em 11 de outubro de 2005. Os muares obtidos de cruza-

mentos com Jumento Pêga são em sua maioria marchadores, aumentando ainda mais o seu valor 

nas atividades de sela (Araújo, 2010).  
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Apesar de muares originados de Jumento Pêga serem a grande maioria dos híbridos no Brasil, 

ainda se preserva no país muares originados de Jumentos Nordestinos, animais de menor porte e 

características zootécnicas inferiores. Na região nordeste do país, os asininos mantêm sua maior 

importância em relação aos muares nas atividades de carga, tração e sela (Araújo, 2010).  

Clinicamente, segundo Crane (1997), é seguro tratar muares e asininos como equinos. No entan-

to, o autor pontua que há diferenças na fisiologia, comportamento e manejo que podem influen-

ciar no diagnóstico das enfermidades. Muitos muares, por exemplo, não estão acostumados à 

manipulação diária e podem requerer maior contenção durante o exame clínico. O médico vete-

rinário também deve estar atento ao fato de estes animais não demonstrarem dor e desconforto 

de maneira tão óbvia quanto os equinos e pequenas alterações no comportamento e alimentação 

podem ser de relevante importância no estado clínico do animal. Pritchard et al. (2005), ao rea-

lizarem um levantamento focado no bem-estar de animais de tração, utilizaram parâmetros clí-

nicos e comportamentais, comparando-os entre equinos, muares e asininos. Muares apresenta-

ram escore corporal mais elevados quando comparados à equinos e demonstraram-se mais sere-

nos em relação a aproximação de um observador quando comparados à asininos, além de apre-

sentarem menos quantidade de ectoparasitos, corroborando com Burn et al. (2010) que realiza-

ram estudo similar, porém compreendendo um maior intervalo de tempo e um maior número de 

animais. 

Na literatura existem poucas informações referentes às particularidades dos muares no que con-

cerne padrões hematológicos e suas diferenças para com os equinos. Um estudo realizado por 

Gul et al. (2007) com equídeos paquistaneses saudáveis demonstrou que valores de hematócrito 

e hemoglobina sérica são maiores em equinos, seguidos por muares e, por fim, asininos. Na 

contagem total de leucócitos, asininos lideram em maior quantidade, seguidos por muares e 

equinos, respectivamente. A dosagem de fibrinogênio sérico foi menor nos muares e maior nos 

asininos, estando os equinos com valores intermediários entre as duas espécies. Demais valores 

hematológicos e bioquímicos não apresentaram diferença significativa entre as três espécies. 

Ribeiro et al. (2004), avaliando constituintes séricos de equinos e muares submetidos à prova de 

resistência no estado do Mato Grosso/Brasil, não observaram diferenças na bioquímica sérica 

entre as espécies, corroborando com Gupta et al. (1994). Henze et al. (2011) detectaram dife-

renças genéticas nas características protéicas de asininos, muares e equinos, demonstrando a 

maior similaridade do padrão do muar ao padrão asinino. Os autores relatam que essas diferen-

ças observadas explicam, em parte, a diferença no metabolismo existente entre as espécies su-
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pracitadas, principalmente no que se refere ao estresse oxidativo e ao sistema de defesa extrace-

lular. Fazio et al. (2013) demonstraram que endocrinologicamente, muares desenvolvem maior 

estresse durante o transporte quando comparados a equinos, uma vez que seus níveis de hormô-

nio adrenocorticotrópico (ACTH) e cortisol são maiores. 

Em relação aos parâmetros plaquetários de muares, importantes para a confecção e avaliação da 

qualidade do plasma rico em plaquetas (PRP), poucas informações são encontradas na literatura. 

Na grande maioria das vezes há uma extensão do que se aplica no equino para os asininos e 

muares, o que pode não ser compatível com a real situação de cada um, principalmente no que 

se refere aos parâmetros clínico-laboratoriais (De Aluja et al., 2001).  

Girardi (2012) estabeleceu parâmetros hematológicos para a raça asinina de Jumento Pêga, de-

monstrando o maior número de plaquetas na idade adulta quando comparados a animais jovens, 

sem comparar, no entanto, as diferentes espécies equídeas. Ramirez et al. (1999), estudando a 

trombocitopenia imunomediada neonatal em potros muares, obteve valores de contagem plaque-

tária de potros entre 281.000-353.000/µL no momento do nascimento e de 170.000-364.000/µL 

24 horas após o nascimento. Dias (2014) propôs parâmetros hematológicos para muares no su-

deste brasileiro e em diferentes faixas etárias e raças, obtendo uma média de 288,05 ± 136,80 x 

103/mm3. 

Em relação ao plasma rico em plaquetas (PRP), não foram encontradas informações referentes 

às particularidades de muares na literatura. Fantini (2014) padronizou o uso da técnica de con-

fecção de PRP em jumentos da raça Catalana, utilizando ACD como anticoagulante e 10 minu-

tos de centrifugação única a 133 gauss (g), permitindo a concentração de plaquetas em 2,06 

vezes e reduzindo os leucócitos em 15 vezes, quando comparados ao sangue total.  

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

O projeto foi aprovado pela Comissão Ética do Uso de Animais (CEUA/UFMG) sob protocolo 

de número 351/2014 (Anexo 1). 

3.1 Animais 

Os critérios de inclusão no estudo contemplaram animais com ausência de hipertermia ou afec-

ção terminal, além de não estarem recebendo anti-inflamatórios ou antibióticos, após a realiza-

ção de exame clínico completo.  
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Os equídeos utilizados eram de propriedade da Escola de Veterinária da UFMG. Os equinos 

estavam alocados no Hospital Veterinário da UFMG, e os muares na Fazenda Experimental 

Hélio Barbosa, em Igarapé, Minas Gerais. Os muares foram transportados para a Escola de Ve-

terinária duas semanas antes do início do experimento. Os equídeos eram mantidos em piquetes, 

recebendo alimentação de capim picado (Pennisetum purpureum), feno, sal mineral e água ad 

libitum. Dos oito equinos participantes, três eram machos e cinco eram fêmeas, com idades en-

tre três e 23 anos. Dos oito muares participantes, cinco eram machos e três fêmeas, com idades 

entre três e 24 anos. Foram utilizadas duas repetições para cada animal. 

3.2 Coleta e processamento 

A coleta de sangue foi realizada por venopunção da jugular externa, utilizando-se agulha e tubos 

a vácuo (Becton Dickinson®). Em cada coleta, um total de nove tubos por animal era obtido, 

sendo um com anticoagulante EDTA, três com ACD e cinco com CS. As amostras foram ho-

mogeneizadas por inversão lenta dos tubos. Uma alíquota de sangue total em ACD e CS foi 

separada para análise conjunta com o sangue total obtido em EDTA.  

O sangue coletado em ACD e CS foi imediatamente centrifugado após a coleta em centrífuga 

refrigerada (Cientec CT-6000R®), utilizando-se 131g, com 30 segundos de aceleração, 8 minu-

tos de processamento e 120 segundos de frenagem, conforme descrito por Fantini (2014). O 

PRP foi aspirado a 4 mm acima da capa leucocitária, com auxílio de cateter 14 G sem mandril e 

seringa de 3,0 ml. Dos tubos de ACD, com volume total de 8,5 ml, aspirou-se 1,0 ml de PRP. 

Dos tubos de CS, com volume total de 4,5 ml, aspirou-se 0,6 ml de PRP. Realizou-se um pool 

do total de 3,0 ml de PRP obtido de cada anticoagulante e alicotado em flaconetes esterilizados, 

para as posteriores análises a fresco e criopreservado. 

3.3 Avaliação das amostras de PRP 

As amostras obtidas foram avaliadas em relação aos seus aspectos de composição celular e mor-

fologia. 

A contagem de plaquetas, hemácias e leucócitos foi realizada com auxílio de contador hemato-

lógico automático com software veterinário calibrado para a espécie equina (pocH-100Iv-Diff®), 

tanto no sangue total quanto nas amostras já processadas em PRP. As plaquetas também foram 

contadas em câmara de Neubauer de acordo com o preconizado pelo fabricante. As amostras 

foram diluídas na proporção 1:200 no líquido de Rees-Eckert (Laborclin®) e homogeneizadas 

por 20 minutos. Após o preenchimento da câmara de Neubauer com auxílio de tubo capilar para 
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microhematócrito, a mesma foi mantida em repouso em Placa de Petri com algodão umedecido 

durante 30 a 40 minutos. A contagem foi realizada a seguir, nos 50 campos centrais da câmara, 

e o valor obtido multiplicado por 1000. 

A análise de morfologia ocorreu em microscópio óptico de contraste de fases (Olympus CBA®). 

Na superfície de uma lâmina foram colocados 10µL da amostra, 10 µL de formolsalina e 10 µL 

do corante Ress-Eckert. Após homogeneização dos volumes previamente citados, cobriu-se a 

lâmina com lamínula, vedando-se as quatro laterais com esmalte. A lamínula foi dividida em 16 

quadrantes iguais, e a leitura realizada nos quatro quadrantes diagonais, no sentido do canto 

superior esquerdo para o canto inferior direito. A análise morfológica foi realizada no aumento 

de 1000X, em imersão com óleo, e as plaquetas foram classificadas em estado inativado, incerto 

ou ativado, de acordo com adaptação da classificação proposta por Wurzinger e Schmid-

Schönbein (1990) em microscopia eletrônica. As plaquetas foram classificadas em estado inati-

vado como aquelas em estado morfológico normal, apresentando-se levemente alongadas; esta-

do incerto como aquelas se apresentando morfologicamente arredondadas; e plaquetas ativadas 

como aquelas nitidamente emitindo pseudópodes em sua morfologia. O total de células contadas 

(média de 190 células por lâmina) e sua classificação foram convertidas em porcentagem. 

 

Figura 2. Análise morfológica plaquetária em formolsalina avaliada por microscopia óptica de inversão de fase. As 

setas numeradas indicam as diferentes classificações: 1: estado inativado; 2: estado incerto de ativação; 3: estado 

ativado (emissão de pseudópodes). 
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3.4 Criopreservação 

As amostras de PRP foram acondicionadas em flaconetes estéreis com capacidade de 0,5 ml. 

Uma solução criopreservante de glicose a 5% e DMSO foi confeccionada, utilizando-se 70 ml 

de glicose e 30 ml de DMSO. Foram adicionados em 45µL de amostra de PRP, 5 µL da solução 

criopreservante previamente descrita, chegando-se a uma concentração final de 3% de DMSO. 

Uma amostra controle de cada amostra, sem qualquer criopreservante, também foi submetida 

aos procedimentos descritos a seguir. Os flaconetes foram identificados e colocados em contai-

ner de refrigeração desenvolvido para transporte de sêmen equino (Palhares, 1997) durante seis 

horas, respeitando-se uma curva de refrigeração de -0,04°C/min (Fig. 1). Em seguida, as amos-

tras foram retiradas do container e congeladas via exposição em vapor de nitrogênio durante 20 

minutos, 4 cm acima da linha delineada pelo nitrogênio líquido. Foi realizada em seguida a 

imersão das amostras em nitrogênio líquido e armazenamento a -196°C, durante um período de 

10 dias. As amostras foram descongeladas por imersão em água a 37°C, durante 90 segundos.  

 

Figura 3. Container utilizado para o resfriamento lento, pré-congelamento do PRP. A) Visão interior do container, 

com amostras prontas para refrigeração. B) Visão exterior do container utilizado no presente experimento 

 

As amostras criopreservadas e seus respectivos controles, após o descongelamento, foram anali-

sadas em aparelho hematológico para contagem leucocitária e plaquetária, na câmara de Neu-

bauer para contagem plaquetária e avaliadas morfologicamente, conforme metodologia previa-

mente descrita para as amostras frescas.  

A B 
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3.5 Análise estatística  

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, compreendendo um esquema fatorial 2 

x 2 (duas espécies – equinos e muares – e dois anticoagulantes – ACD e CS) e avaliado em três 

tempos distintos (sangue total, PRP fresco e PRP criopreservado). A avaliação do anticoagulan-

te, no sangue total, foi realizada em um esquema fatorial 3x2 [três anticoagulantes (ACD, CS e 

EDTA) e duas espécies (equinos e muares)]. 

Os dados foram tabulados no programa Excel® e analisados pelo programa estatístico SAS 

(2002). As variáveis contínuas foram testadas para a normalidade de distribuição, pelo teste de 

Shapiro-Wilk (SW). As variáveis apresentaram distribuição não paramétrica (SW < 0,05) mes-

mo após a transformação pelo Arcoseno √x ou Log (x+1). As médias foram comparadas pelo 

teste de Kruskall-Wallis (três ou mais comparações) ou pelo teste de Wilcoxon (duas compara-

ções). 

A significância estatística para todas as análises foi de 95% (P<0,05). 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Dois animais, um equino e um muar, foram retirados da análise de dados de sangue total, PRP e 

criopreservação por apresentarem valores hematológicos extremamente discrepantes em relação 

aos outros equídeos. Os dados brutos desses animais encontram-se no Anexo 2. 

 

4.1 Avaliação do sangue total: comparação dos anticoagulantes entre as espécies 

Os resultados encontram-se descritos nas Tabs. 1 e 2. Os resultados estão dentro dos valores de 

referência para a espécie equina descritos por Grondin e Dewitt (2010). Parâmetros hematológi-

cos utilizados para muares foram os preconizados por Dias (2014). 
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Tabela 1. Valores médios ± erro padrão das variáveis hematológicas de série vermelha em amostras de sangue total (EDTA, ACD e CS) em equinos e 

muares 
Variável EDTA ACD CITRATO PARÂMETROS 

EQUINO MUAR EQUINO MUAR EQUINO MUAR EQUINO† MUAR‡ 

RBC (cell x 106/µL) 7,07 ± 0,39 ab 7,92 ± 0,41 a 5,96 ± 0,31 c 6,43 ± 0,38 bc 6,68 ± 0,41 b 6,96 ± 0,36 b 6,4-10,0 7,16±0,966 

HGB (g/dL) 10,91 ± 0,48 b 13,01 ± 0,41 a 9,09 ± 0,38 c 10,6 ± 0,39 b 10,1 ±0,54 bc 11,36 ± 0,39 b 11,0-17,0 13,56±1,622 

HCT (%) 31,54 ± 1,42 bc 38,41 ± 1,26 a 26,21 ± 1,15 d 31,35 ± 1,28 bc 29,34 ± 1,54 cd 33,6 ± 1,13 b 32,0-47,0 9,93±2,17 

MCV (fL) 45,21 ± 1,16 b 49,64 ± 1,7 a 44,48 ± 1,09 b 49,66 ± 1,61 a 44,51 ± 1,14 b 49,26 ± 1,69 a 37,0-59,0  

MCH (pg) 15,68 ± 0,43 a 16,81 ± 0,67 a 15,45 ± 0,43 a 16,86 ± 0,65 a 15,34 ± 0,43 a 16,69 ± 0,61 a 15,0-17,0  

MCHC (g/dL) 34,64 ± 0,15 a 33,92 ± 0,22 bc 34,72 ± 0,21 a 33,87 ± 0,27 bc 34,43 ± 0,18 ab 33,81 ± 0,19 c 30,0-36,0  

RDWSD (fL) 35,35 ± 0,55 b 39,21 ± 0,85 a 34,21 ± 0,51 b 38,18 ± 0,6 a 34,91 ± 0,5 b 38,72 ± 0,78 a   

RDWCV (%) 19,99 ± 0,36 a 20,23 ± 0,49 a 19,59 ± 0,3 a 19,59 ± 0,57 a 20,16 ± 0,33 a 20,09 ± 0,51 a 21,0-25,0  

Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (P<0,05). EDTA, ácido etilenodiamino tetra-acético, ACD, citrato ácido dextrose, CITRATO, citrato de 

sódio, RBC, contagem de eritrócitos, HGB, concentração de hemoglobina, HCT, hematócrito, MCV, volume corpuscular médio, MCH, hemoglobina corpuscular mé-

dia, MCHC, concentração de hemoglobina corpuscular média, RDWSD, largura da curva de distribuição de eritrócitos (desvio padrão), RDWCV, largura da curva de 

distribuição de eritrócitos (coeficiente de variação).†Parâmetros hematológicos de equinos por  Grondin e Dewitt (2010); ‡Parâmetros hematológicos de muares por 

Dias (2014). 
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Tabela 2. Valores médios ± erro padrão das variáveis hematológicas de séries branca e plaquetária em amostras de sangue total (EDTA, ACD e CS) 

em equinos e muares 

                                   

Variável                    EDTA                      ACD                    CITRATO                               PARÂMETROS                                    

   EQUINO MUAR  EQUINO  MUAR  EQUINO MUAR                  EQUINO †       MUAR‡                                    

LEU (cell x 103/µL) 10,11 ± 0,48 b 12,55 ± 0,84 a 8,44 ± 0,43 c 10,13 ± 0,73 b 8,38 ± 0,55 c 10,44 ± 0,65 b         5,20-13,9          9,93±2,17                                    

LINFpc (%) 30,3 ± 3,67 a 33,06 ± 2,37 a 29,2 ±3,77 a 33,75 ± 3,5 a 31,52 ± 3,82 a 34,19 ± 2,36 a                                 43,15±9,64                                    

OUTROSpc (%) 69,7 ± 3,67 a 66,94 ± 2,37a 70,8 ± 3,77 a 66,32 ± 3,52 a 68,48 ± 3,82 a 65,81 ± 2,36 a                                    

LINFtot (cell 

 x 103/µL) 

3,03 ± 0,38 bc 4,11 ± 0,33 a 2,4 ± 0,31 c 3,28 ± 0,26 bc 2,6 ± 0,36 c 3,52 ± 0,27 ab          1,5-7,7              4,29±1,38                                    

OUTROStot (cell 

 x 103/µL) 

7,09 ± 0,58 b 8,44 ± 0,65 a 6,04 ± 0,54 c 6,85 ± 0,64 bc 5,78 ± 0,59 c 6,91 ± 0,52 bc                                    

PLT (cell x 103/µL) 175,79 ± 10,72 b 250,67 ± 30,82 a 133,56 ± 12,28 c 178,62 ± 15,75 b 137,33 ± 14,91 c 131,11 ± 10,27c   120,0-256,0   288,05±136,80                                    

PDW (fL) 8,26 ± 0,19 a 7,65 ± 0,37  b 6,84 ± 0,16 c 6,62 ± 0,17 c 7,28 ± 0,3 bc 7,18 ± 0,36 bc                                    

VPM (fL) 7,54 ± 0,15 a 7,2 ± 0,21 b  6,82 ± 0,12 bc 6,6 ± 0,13 c 6,84 ± 0,19 bc 6,84 ± 0,23 bc                                    

PLCR (%) 3,6 ± 0,93 a 4,96 ± 1,85 a 1,96 ± 0,53 a 2,06 ± 0,6 a 2,08 ± 0,8 a 3,7 ± 1,75 a                                    

Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (P<0,05). EDTA, ácido etilenodiamino tetra-acético, ACD, citrato ácido dextrose, CITRATO, citrato 

de sódio, LEU, contagem de leucócitos, LINFpc, porcentagem de linfócitos do total de leucócitos, OUTROSpc, porcentagem de neutrófilos, monócitos e basófilos do 

total de leucócitos, LINFtot, linfócitos absolutos, OUTROStot, neutrófilos, monócitos e basófilos absolutos,  PLT, contagem de plaquetas, PDW, largura da curva de 

distribuição de plaquetas, VPM, volume plaquetário médio, PLCR, índice de macrotrombócitos. †Parâmetros hematológicos de equinos por Grondin e Dewitt (2010); 

‡Parâmetros hematológicos de muares por Dias (2014). 
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Em relação aos valores hematológicos obtidos em EDTA, a contagem total de leucócitos (LEU) 

mostrou-se superior (P<0,05) em relação ao ACD e CS, tanto para equinos quanto para muares. 

O mesmo comportamento foi observado para a contagem de eritrócitos (RBC), concentração de 

hemoglobina (HGB) e hematócrito (HCT). Todos os parâmetros supracitados obtiveram maio-

res valores médios quando avaliados no anticoagulante EDTA em relação ao ACD e CS 

(P<0.05), para muares, corroborando com Zmigrodzka et al. (2012), que também obtiveram 

valores maiores para esses parâmetros em cães com sangue coletado em EDTA em relação ao 

CS. Nos equinos observou-se uma semelhança (P>0,05) para os valores de RBC e HGB, entre o 

EDTA e CS, com superioridade do EDTA apenas sobre os valores obtidos para o ACD.  

O efeito de diluição dos anticoagulantes ACD e CS é um fator a ser considerado nas amostras 

coletadas: o primeiro possui 1,5 ml de anticoagulante em um volume de 8,5 ml de capacidade 

do tubo coletor; o segundo, possui 0,5 ml de anticoagulante em 4,5 ml. O EDTA reveste o tubo 

de coleta, e não teria um volume capaz de causar uma diluição da amostra. Ao se realizar a mul-

tiplicação dos valores das médias pelos fatores de correção pertinentes a cada anticoagulante 

(1,18 para amostras coletadas em ACD e 1,11 para amostras em CS), observou-se a manutenção 

da contagem superior de LEU no EDTA. Este mesmo comportamento foi observado ao se ava-

liar a contagem plaquetária total, que se manteve superior no EDTA, assim como a maior largu-

ra de distribuição da curva plaquetária (PDW). No entanto, parâmetros como RBC, HGB e HCT 

tornam-se similares entre ACD e CS em relação ao EDTA após a correção do efeito da diluição. 

Apesar de haver essa diluição das amostras pelos anticoagulantes ACD e CS, especula-se tam-

bém sobre outros fatores que possam estar interferindo nas diferenças observadas (Morales et 

al., 2007). Vale ressaltar, que os aparelhos hematológicos automáticos são calibrados para leitu-

ra de sangue total em EDTA. Destaca-se também, a função do EDTA como quelante de cálcio. 

Essa função quelante do EDTA foi comparada à do CS por Bournazos et al. (2008), ao estuda-

rem agregados plaqueta-leucócito. Segundo os autores, esses agregados são compostos relati-

vamente estáveis que, em seres humanos, possuem seus valores elevados nos casos de infarto do 

miocárdio e doenças coronárias, sendo um marcador da ativação plaquetária in vivo durante 

esses eventos. A formação do agregado é mediada predominantemente pelo cálcio e anticoagu-

lantes quelantes de cálcio, em teoria, apresentariam menores valores desses agregados. Esses 

íons cálcio residuais, portanto, poderiam consequentemente influenciar na adesão plaquetária 

com monócitos e na contagem total de leucócitos. Bournazos et al. (2008) avaliaram essas inte-

rações via citometria de fluxo e concluíram, que a presença do CS contribui para subestimar os 
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agregados plaqueta-monócitos, uma vez que o mesmo indisponibiliza o cálcio para essa finali-

dade. O CS possui uma capacidade limitada de depleção de cálcio em relação ao EDTA, o que 

explicaria a maior contagem total leucocitária observada em sangue coletado com o mesmo.  

Quimicamente, o EDTA também possui uma função quelante em relação a metais, como o fer-

ro, tanto em sua ionização férrica quanto na ferrosa (Hasegawa et al., 2011). Pressupõe-se que 

essa função traria maior estabilização a série vermelha, o que explicaria os maiores valores de 

HCT e RBC obtidos em EDTA em relação ao ACD, em equinos e muares e ao CS em muares. 

Como foi observada uma diminuição proporcional nos valores de HCT, RBC e HGB, nos dife-

rentes anticoagulantes testados, os índices hematimétricos, MCV, HCM e CHCM, calculados a 

partir dos valores de HTC, RBC e HGB, não diferiram (P>0,05) dentro de cada espécie na com-

paração dos anticoagulantes.  

Em relação às espécies avaliadas, os muares apresentaram contagem total de leucócitos mais 

elevadas (P<0,05) quando comparado aos equinos, independentemente do anticoagulante em-

pregado. Os únicos parâmetros hematológicos de muares encontrados na literatura estão descri-

tos no trabalho de Dias (2014). Gul et al. (2007) realizaram um estudo com equídeos paquista-

neses hígidos e constataram uma maior contagem total de leucócitos em asininos, seguidos por 

muares e equinos, respectivamente. No entanto, outras ponderações podem ser feitas sobre os 

valores obtidos. No presente experimento, os muares eram advindos de um manejo extensivo, a 

maioria sem doma e sem aceitar cabresto, o que levou a necessidade de uma contenção mais 

incisiva, criando consequentemente um maior estresse durante a coleta de amostras nesses ani-

mais. O próprio transporte dos animais ao tronco para coleta, também levou os animais a de-

sempenharem um exercício físico, o que pode ter contribuído para a contagem leucocitária mais 

elevada observada nos mesmos. Em seres humanos, Nieman e Nehsen-Cannarella (1994) relata-

ram que exercícios físicos, mesmo que em curta duração, são capazes de causar uma perturba-

ção na circulação do total de leucócitos e suas subpopulações, podendo influenciar em coletas 

sanguíneas realizadas posteriormente a esses eventos. Além dessas considerações, a liberação de 

noradrenalina devido ao estresse e/ou exercício físico, é determinante na magnitude da resposta 

simpática, que afeta diretamente a concentração leucocitária no sangue total (Davies et al., 

1974). Da mesma forma, Nabity e Ramaiah (2010) afirmam que agentes adrenérgicos tem a 

capacidade de induzir a mobilização leucocitária do compartimento vascular marginal para o 

circulante, resultando no evento denominado leucocitose fisiológica. Exemplos do estresse afe-

tando diretamente o leucograma são descritos na medicina veterinária, no transporte de bovinos 
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(Paes et al., 2012) e em cães submetidos a processos estéticos (De Oliveira et al., 2013). Puster-

la et al. (2006) determinam que, em equinos, estados fisiológicos (idade, raça, variações circadi-

anas, exercício físico) e patológicas (estresse) interferem na contagem total e diferencial de leu-

cócitos. 

A contagem de plaquetas foi superior no EDTA, além de apresentarem maior PDW e maior 

volume plaquetário médio (VPM) neste anticoagulante. Esses valores superiores, no entanto, 

não são positivos. Visando a maior integridade plaquetária possível para a obtenção de um PRP 

de qualidade ou mesmo para análises hematológicas fidedignas, o EDTA se mostra prejudicial à 

manutenção da saúde plaquetária. Marx (2000) pontua que o EDTA tem a capacidade de frag-

mentação plaquetária, o que justificaria a maior contagem total observada quando comparada 

aos valores obtidos em ACD e CS. A contagem superestimada proporcionada pelo EDTA tam-

bém pode interferir no cálculo de concentração plaquetária do PRP, subestimando a concentra-

ção atingida após a centrifugação e obtenção do composto. 

Os valores de PDW e VPM maiores também refletem a maior heterogeneidade morfológica 

plaquetária, podendo-se inferir um maior grau de ativação no EDTA em relação aos demais 

anticoagulantes por esses parâmetros. Ahnadi et al. (2003) observaram a ultraestrutura plaquetá-

ria via microscopia eletrônica de transmissão e concluíram que plaquetas coletadas em EDTA 

apresentaram-se mais ativadas e com um conteúdo menor de grânulos intracelulares quando 

comparadas a amostras de sangue coletadas em citrato teofilina dipiridamole adenosina 

(CTDA). 

Os tubos com os diferentes anticoagulantes possuem capacidades distintas: tubos em EDTA 

possuem 4,0 ml de capacidade; em CS, 4,5 ml; em ACD, 8,5 ml. Baseados nessas diferenças, 

Andreason et al. (2014) estudaram a interferência do tamanho do tubo de CS em relação a fun-

ção e contagem plaquetárias em seres humanos, utilizando-se a técnica de impedância. Os auto-

res observaram agregação plaquetária significativamente menor ao se utilizar tubos de menor 

volume. A contagem plaquetária manteve-se estável até 120 minutos pós-coleta em tubos de 

maior volume, e decaiu após 60 minutos pós-coleta em tubos de menor volume. No presente 

estudo, o anticoagulante CS não apresentou diferença entre as espécies em relação a contagem 

plaquetária, além de RBC e MCHC. Além disso, todas as contagens foram realizadas com inter-

valo inferior a uma hora, o que teoricamente não interferiria na contagem plaquetária ou justifi-

caria as diferenças encontradas entre os anticoagulantes. 



 

 
47 

Apesar de o EDTA ser considerado o anticoagulante padrão para o hemograma, por manter 

condições ótimas para a contagem celular e diferencial de leucócitos, ele não preserva a ultraes-

trutura e capacidade funcional das plaquetas. Na presença do EDTA, o VPM aumenta em um 

padrão tempo-dependente. A exposição da plaqueta ao EDTA por períodos prolongados resulta 

em distorção de sua morfologia, incluindo dilatação do sistema canalicular, progressiva tendên-

cia a mudança de forma e aglutinação plaquetária. Todas estas transformações externas são 

compatíveis com ativação plaquetária. 

Não houve diferença (P>0,05) entre os anticoagulantes em relação ao índice de macrotrombóci-

tos (PLCR). Baumgarten et al. (2011), ao avaliarem sangue total ovino armazenado em tempe-

ratura ambiente e também refrigerado, observaram que os fatores que mais interferem para a 

agregação plaquetária são o tempo e a temperatura nos quais as plaquetas foram avaliadas pós-

coleta (sendo submetida ou não à refrigeração), corroborando com Piccione et al. (2010) que 

observaram os mesmos pontos em sangue equino. Van der Meer e Korte (2011) também pontu-

am a importância da homogeneização da amostra para evitar a sedimentação plaquetária, que 

leva a ativação por contato, e também para evitar uma hipóxia local, com consequente queda do 

pH, causando alterações mitocondriais e apoptose celular. No presente estudo, as avaliações de 

sangue total nos três anticoagulantes estudados foram realizadas após homogeneização lenta por 

inversão dos tubos imediatamente após a sua coleta e prévia ao processamento, sendo sua análi-

se imediata e no mesmo momento para as amostras, não havendo diferenças temporais na análi-

se que pudessem causar diferenças entre os anticoagulantes. Observa-se, no entanto, um maior 

valor numérico para macrotrombócitos em muares (sem significância estatística, no entanto) 

quando comparada aos equinos, possivelmente ocasionado pela maior contagem plaquetária 

(P<0,05) da espécie híbrida nos anticoagulantes EDTA e ACD.  

 

4.2 Efeito do anticoagulante na obtenção do PRP em equinos e muares 

Os resultados obtidos da centrifugação do sangue total em ACD e CS e consequente obtenção 

de seu respetivo PRP estão descritos na Tab. 3. As variáveis HBG, HTC, MCV, MHC, 

RDWCV e RDWSD foram removidas da tabela por não produzirem resultados no PRP. Como 

os parâmetros supracitados são diretamente relacionados com os eritrócitos e o PRP foi aspirado 

acima desta camada, não era esperado qualquer interferência desses parâmetros no composto 

obtido. No entanto, a contagem de eritrócitos (RBC) foi mantida. Observou-se diferença na 
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contagem de eritrócitos (P<0,05) entre o PRP, obtido com o mesmo anticoagulante entre as 

diferentes espécies, porém, considerando-se dentro da mesma espécie, o anticoagulante utiliza-

do não influenciou o número de eritrócitos (P>0,05). A concentração de eritrócitos no PRP pode 

afetar a sua qualidade. Os protocolos de obtenção de PRP (centrifugação) reduzem ou eliminam 

a presença de eritrócitos no composto. Na maioria das vezes há uma pequena quantidade de 

eritrócitos remanescentes no PRP. In vivo, os eritrócitos liberam substâncias de ação vasodilata-

dora, como ATP e óxido nítrico, este capaz de mediar a intensidade de ação do IGF-1 em carti-

lagens. Outro componente dos eritrócitos é hemoglobina, uma metaloproteinase que sob condi-

ções de estresse oxidativo, libera o grupo heme que possui ação citotóxica. O ferro, outro cons-

tituinte eritrocitário, é catalisador de radicais livres, apesar de contribuir para a destruição de 

patógenos. Os radicais livres, no entanto, podem induzir a apoptose em reação à sinalização pró-

inflamatória. Devido a essas capacidades destrutivas, é interessante que o PRP tenha em sua 

composição uma quantidade de eritrócitos limitada (Boswell et al., 2012). 

A concentração plaquetária obtida no PRP de muares foi maior em comparação com a espécie 

equina (P<0,05). Esse parâmetro reflete a maior concentração observada no PRP em relação ao 

sangue total (1,42 vezes para equinos versus 2,00 vezes para muares, em ACD; e 1,39 vezes 

para equinos versus 2,69 vezes para muares, em CS), além de uma concentração maior de pla-

quetas no sangue total dos muares em relação aos equinos (P<0,05). Fantini (2014) observou 

uma concentração plaquetária de 2,06 vezes em PRP de asininos utilizando como anticoagulante 

o ACD e um tempo de centrifugação de 10 minutos a 133 g. O aumento do tempo de centrifu-

gação, para 15 minutos, promoveu maior concentração plaquetária, porém com evidências de 

maior ativação, corroborando com Andrade et al. (2008) que observaram a relação entre o maior 

tempo e rotações na centrifugação com a queda na qualidade dos parâmetros morfológicos pla-

quetários. Tempo e número de rotações na centrifugação interferem, portanto, na qualidade 

direta do PRP obtido, uma vez que esta é dependente da concentração plaquetária e manutenção 

das plaquetas em estado inativado (Fantini, 2014). No presente estudo, ilustrou-se a diferença de 

concentração plaquetária no PRP entre as espécies equina e muar, utilizando-se para ambas o 

mesmo protocolo. Pode-se inferir que espécies diferentes requerem protocolos específicos, vi-

sando a otimização da qualidade do PRP obtido. Os resultados obtidos por Fantini (2014) em 

asininos, com protocolo de centrifugação similar ao do presente estudo, ilustram a maior simila-

ridade entre asininos e muares em comparação a muares e equinos. Aspectos hematológicos da 

espécie híbrida, aparentemente, são mais semelhantes aos de Equus asinus.  
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Tabela 3. Valores médios ± erro padrão de parâmetros hematológicos de sangue total (EDTA, ACD e CS) e PRP e morfológicos de PRP, obtido em dois anticoagulantes (ACD e CS) e em duas 

espécies (equinos e muares) 

Variável EDTA ACD CITRATO 

EQUINO MUAR EQUINO MUAR EQUINO MUAR 

TOTAL TOTAL TOTAL PRP TOTAL PRP TOTAL PRP TOTAL PRP 

RBC (cell x 106/µL) 7,07 ± 0,39 7,92 ± 0,41 5,96 ± 0,31 b 0,03 ± 0,00 d 6,43 ± 0,38 ab 0,05 ± 0,01 c 6,68 ± 0,41 b 0,03 ± 0,00 d 6,96 ± 0,36 b 0,05 ± 0,01 c 

LEU (cell x 103/µL) 10,11 ± 0,48  12,55 ± 0,84  8,44 ± 0,43 b 1,31 ± 0,30 c 10,13 ± 0,73 a 1,80 ± 0,56 c 8,38 ± 0,55 b 0,24 ± 0,05 d 10,44 ± 0,65 a 0,66 ± 0,18 d 

LINFpc (%) 30,3 ± 3,67  33,06 ± 2,37  29,20 ± 3,77 b 85,62 ± 3,63 a 33,75 ± 3,50 b 84,11 ± 4,73 a 31,52 ± 3,82 b 91,58 ± 4,04 a 34,19 ± 2,36 b 84,33 ± 5,69 a 

OUTROSpc (%) 69,7 ± 3,67  66,94 ± 2,37 70,80 ± 3,77 a 14,38 ± 3,63 b 66,32 ± 3,52 a 15,89 ± 4,73 b 68,48 ± 3,82 a 8,42 ± 4,04 b 65,61 ± 2,36 a 15,17 ± 5,69 b 

LINFPtot (cell x 

103/µL) 

3,03 ± 0,38 4,11 ± 0,33  2,40 ± 0,31 b 1,14 ± 0,27 c 3,28 ± 0,26 ab 1,27 ± 0,31 c 2,60 ± 0,36 b 0,38 ± 0,07 d 3,52 ± 0,27 a 1,13 ± 0,15 c 

OUTROStot (cell x 

103/µL) 

7,09 ± 0,58  8,44 ± 0,65  6,04 ± 0,54 a 0,16 ± 0,07 b 6,85 ± 0,64 a 0,53 ± 0,26 b 5,78 ± 0,59 a 0,02 ± 0,02 c 6,91 ± 0,52 a 0,23 ± 0,08 b 

PLT (cell x 103/µL) 175,79 ± 10,72  250,67 ± 30,82  133,36 ± 12,28 
c 

189,21 ± 11,59 
b 

178,62 ± 15,75 
b 

357,71 ± 29,84 
a 

137,33 ± 14,91 
c 

191,29 ± 11,62 
b 

133,11 ± 10,27 
c 

357,86 ± 35,75 
a 

PDW (fL) 8,26 ± 0,19  7,65 ± 0,37   6,84 ± 0,16 ab 6,56 ± 0,16 bc 6,62 ± 0,17 ab 6,04 ± 0,13 d 7,28 ± 0,30 a 6,79 ± 0,13 ab 7,18 ± 0,36 ab 6,29 ± 0,12 cd 

VPM (fL) 7,54 ± 0,15  7,2 ± 0,21  6,82 ± 0,12 cd 6,90 ± 0,29 bc 6,60 ± 0,13 d 6,79 ± 0,11 cd 6,84 ± 0,19 cd 7,51 ± 0,10 a 6,84 ± 0,23 cd 7,06 ± 0,08 b 

PLCR (%) 3,6 ± 0,93  4,96 ± 1,85  1,96 ± 0,53 d 3,17 ± 0,43 c 2,06 ± 0,60 d 2,09 ± 0,38 d 2,08 ± 0,80 d 4,74 ± 0,42 a 3,7 ± 1,75 b 3,21 ± 0,31 c 

Neubauer (cell x 

103/µL) 

   224,57 ± 18,25 
b 

 361,50 ± 36,16 
a 

 236,07 ± 23,39 
b 

 355,71 ± 29,88 
a 

Morf Inativada (%)    43,10 ± 3,43 a  45,10 ± 4,06 a  43,67 ± 4,51 a  45,30 ± 3,59 a 

Morf Incerta (%)    26,80 ± 2,24 a  28,30 ± 4,09 a  27,11 ± 2,28 a  26,70 ± 2,00 a 

Morf Ativada (%)    30,10 ± 2,58 a  26,60 ± 1,83 a  29,22 ± 3,92 a  28,00 ± 3,73 a 

Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (P<0,05). RBC, contagem de eritrócitos, LEU, contagem de leucócitos, LINFpc, porcentagem de linfócitos do total de leucócitos, OUTROSpc, porcenta-

gem de neutrófilos, monócitos e basófilos do total de leucócitos, LINFPtot, linfócitos absolutos, OUTROStot, neutrófilos, monócitos e basófilos absolutos, PLT, contagem de plaquetas, PDW, largura da curva de distri-

buição de plaquetas, VPM, volume plaquetário médio, PLCR, índice de macrotrombócitos, Neubauer, contagem plaquetária manual realizada em câmara de Neubauer, Morf Inativada plaquetas em estado morfológico 

inativado, avaliadas em microscopia óptica com inversão de fases e fixação com formolsalina, Morf Incerta, plaquetas em estado morfológico incerto, avaliadas em microscopia óptica com inversão de fases e fixação 

com formolsalina, Morf Ativada, plaquetas em estado morfológico ativado, avaliadas em microscopia óptica com inversão de fase e fixação com formolsalina. 
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O anticoagulante, no entanto, não apresentou efeito significativo na contagem plaquetária do 

PRP, tanto em equinos quanto em muares, corroborando com Giraldo et al. (2015), que testaram 

o efeito das soluções anticoagulantes ACD-A, ACD-B e CS na contagem plaquetária e liberação 

de FC em PRP equino. No presente trabalho, no entanto, houve efeito (P<0,05) dos anticoagu-

lantes nos parâmetros PDW e VPM, não observado em Giraldo et al. (2015). Maiores PDW e 

VPM foram observados em CS quando comparados com o ACD, o que revela uma maior capa-

cidade do ACD em preservar a integridade plaquetária quando comparado ao CS. 

A determinação precisa do número de plaquetas presente no PRP é fundamental, uma vez que 

todas as mensurações referentes a sua qualidade partem dessa premissa. A contagem plaquetária 

no PRP foi realizada tanto em contador celular automático, quanto em câmara de Neubauer 

(Tab. 4). 

 

Tabela 4. Valores médios ± erro padrão de contagens plaquetárias realizadas em aparelho hematológico pocH-

100Iv-Diff® e contagem manual em câmara de Neubauer, de PRP obtido nos anticoagulantes ACD e CS, para 

as espécies equina e muar. 

 ACD CS 

 EQUINO MUAR EQUINO MUAR 

Automático (cell x 103/µL) 189,21 ± 11,59Ab 357,71 ± 29,84Aa 191,29 ± 11,62Ab 357,86 ± 35,75Aa 

Neubauer (cell x 103/µL) 224,57 ± 18,25Ab 361,50 ± 36,16Aa 236,07 ± 23,39Ab 355,71 ±29,88 Aa 

Médias seguidas por letras diferentes, minúsculas na linha e maiúsculas na coluna, diferem (P<0,05).  

 

Algumas limitações dos aparelhos hematológicos de rotina são descritas, a saber: primeiramen-

te, um pacote veterinário (Veterinary Package) deve ser adquirido, uma vez que o aparelho deve 

ser capaz de discernir hemácias e plaquetas pelo tamanho, que são variáveis entre as espécies 

domésticas; os clumps plaquetários são contados como uma única plaqueta, subestimando a 

contagem real; o PRP é opticamente mais claro, podendo causar a aspiração incompleta pelo 

aparelho, que realizará uma contagem de pouca acurácia; o PRP pode exceder o número máxi-

mo a ser contado pelo aparelho hematológico, requerendo, portanto, uma diluição da amostra de 

acordo com o limite linear do aparelho; aparelhos de hematologia são calibrados para operar nos 

limites do sangue total, criando dúvidas nas contagens referentes a parâmetros existentes no 

PRP (Woodell-May et al., 2005). No presente estudo, essas limitações foram levadas em consi-

deração e controladas: a presença de clumps plaquetários foi minimizada com o processamento 
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imediato das amostras pós-coleta e homogeneização adequada; os valores plaquetários obtidos 

encontraram-se dentro da linearidade limite do aparelho conforme preconizada pelo fabricante, 

não sendo necessário a realização de diluições; o aparelho utilizado controla sua aspiração por 

volume (15µL para cada amostra) e não leva em consideração a coloração e opacidade da amos-

tra, não havendo erros de aspiração devido a menor opacidade do PRP em relação ao sangue 

total; o aparelho possui software veterinário para a espécie equina, calibrado para o tamanho 

celular ímpar da espécie; o aparelho foi validado para a contagem plaquetária realizando-se 

conjuntamente a contagem em câmara de Neubauer conforme empregado Vendruscolo et al. 

(2012) e Fantini et al. (2016). De acordo com os dados ilustrados na Tab. 4, não houve diferen-

ça (P>0,05) entre as contagens plaquetárias do PRP realizadas no aparelho hematológico e ma-

nual, via câmara de Neubauer. 

A redução leucocitária foi observada em todas as espécies e anticoagulantes empregados, sendo 

de 6,44 vezes na espécie equina no anticoagulante ACD; 5,62 vezes em muares em ACD; 34,9 

vezes em equinos em CS e 15,8 vezes em muares em CS. O protocolo utilizado consistiu em 

uma centrifugação única, reconhecida por ser de maior simplicidade técnica, menos susceptível 

a erros de processamento, e capaz de não concentrar grande quantidade de leucócitos, quando 

comparada a protocolos de centrifugação dupla (Nagata et al., 2010; Filardo et al., 2011). Espe-

cula-se, no entanto, sobre o papel desempenhado pelos leucócitos no PRP. Nagata et al. (2010) 

destacam os efeitos deletérios dos mesmos, uma vez que há a liberação de proteases e oxigênio 

reativo, promovendo a liberação prematura dos FC. Filardo et al. (2011) relatam reações adver-

sas inflamatórias em pacientes humanos com osteoartrite submetidos a injeções intra-articulares 

de PRP contendo leucócitos em sua composição. McCarrel et al. (2012) ressaltam o efeito nega-

tivo dos leucócitos em explantes tendíneos, uma vez que os mesmos contribuíram para a expres-

são de citocinas inflamatórias, como IL-1β e fator de necrose tumoral α (TNF-α), promovendo 

maior atraso na cicatrização. Apesar de leucócitos serem positivamente correlacionados com a 

expressão de citocinas catabólicas e negativamente com a expressão de matriz óssea, eles pos-

suem função imunomodulatória capaz de acelerar o reparo tecidual (Bendinelli et al.,2010; Fon-

tenot et al., 2012). Outros autores também relatam efeitos positivos da presença de leucócitos 

nos compostos de PRP. Um desses efeitos seria o preventivo à infecções, justificado pelo fato 

de leucócitos serem fontes de citocinas e enzimas. A síntese de PDGF e VEGF por essas células 

também é benéfico, além de contribuir para estimular a liberação de FC pelas plaquetas (Andra-

de et al., 2008; Castillo et al., 2011; Filardo et al., 2011; Fontenot et al., 2012). Zimmermann et 
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al. (2003) afirmam que leucócitos contribuem substancialmente para a concentração de FC no 

PRP. 

A análise morfológica das plaquetas no PRP está apresentada na Tab. 5. Não foram observadas 

diferenças (P>0,05) na ativação celular de plaquetas no PRP fresco, independentemente da es-

pécie ou anticoagulante empregado. Entretanto, o percentual de células inativadas foi superior 

(p<0,05), quando comparada com a soma das plaquetas com ativação incerta e inativada, tanto 

em equinos quanto em muares, independentemente do anticoagulante utilizado. É desejável que 

o PRP contenha plaquetas com a sua estrutura da forma mais preservada possível, garantindo-se 

a integridade dos grânulos α e a consequente viabilidade dos FC presentes em seu interior (Tex-

tor e Tablin, 2012).  

 

Tabela 5. Valores médios ± erro padrão de parâmetros morfológicos avaliados em microscopia óptica de in-

versão de fases e fixação com formolsalina do conteúdo plaquetário de PRP fresco obtido em dois anticoagu-

lantes (ACD e CS) e em duas espécies (equina e muar).  

 ACD CS 

 EQUINO MUAR EQUINO MUAR 

Incerta + Inativada (%) 69,00 ± 2,58 Aa 73,40 ± 1,83 Aa 70,78 ± 3,91 Aa 72,00 ± 3,73 Aa 

Ativada (%) 30,1 ± 2,58 Ba 26,60 ± 1,83 Ba 29,22 ± 3,92 Ba 28,00 ± 3,73Ba 

Médias seguidas por letras diferentes, maiúscula na linha e minúscula na coluna, diferem (P<0,05). 

 

O protocolo de centrifugação única utilizado no presente trabalho também pode ser correlacio-

nado com a morfologia observada. A baixa rotação empregada contribuiu para a manutenção da 

viabilidade morfológica plaquetária, uma vez que a força de centrifugação está diretamente 

correlacionada com a ativação plaquetária (Andrade et al., 2008). Além disso, o controle sobre 

as velocidades de aceleração e frenagem empregadas na centrifugação, é fator relevante na in-

dução da ativação plaquetária, como relatado por DeLong et al. (2012). 

 

4.3 Criopreservação do PRP em equinos e muares 

Segundo Tablin et al. (2008), o desenvolvimento e viabilidade de um produto rico em plaquetas 

congelado seria de grande valia para veterinários de campo. Usado como adjuvante em trata-

mentos clínicos alcançar-se-ia, dessa forma, a ampliação do uso do PRP como terapia regenera-
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tiva. Os resultados obtidos dos parâmetros hematológicos após a criopreservação do PRP de 

equinos e muares estão descritos na Tab. 6. 

A contagem leucocitária total foi superior (P<0,05) no PRP congelado, independentemente do 

anticoagulante ou da espécie.  O PRP congelado dos muares apresentou maior contagem leuco-

citária, quando comparado ao do equino (P<0,05), nos dois anticoagulantes utilizados. O au-

mento da contagem leucocitária total no PRP congelado em relação ao fresco se deu em conjun-

to com o aumento da porcentagem e contagem absoluta de linfócitos observada. Hem (1976) ao 

congelar linfócitos de ratos utilizando DMSO observou maior sensibilidade de linfócitos B em 

relação aos T ao processo de criopreservação, baseando-se no aumento de linfócitos T após o 

congelamento. A justificativa estaria no controle da curva de resfriamento, que predisporia al-

guns tipos celulares a maiores danos. O autor também pressupôs o papel do DMSO como su-

pressor de alguns tipos celulares. Jaksztat et al. (2004) constataram haver efeito do congelamen-

to de secreções pulmonares sobre os leucócitos. Segundo os autores, a fragilidade de algumas 

células congeladas é maior do que em outras, sendo os linfócitos capazes de manterem-se mor-

fologicamente mais intactos do que outros leucócitos. Balint et al. (2006) comprovou a depen-

dência da qualidade celular obtida após congelamento com a curva controlada de refrigeração, 

demonstrando a melhora na recuperação de plaquetas e linfócitos de seres humanos com a utili-

zação da mesma. Os autores fazem também uma consideração em relação a concentração de 

DMSO empregada: leucócitos requerem maiores concentrações do crioprotetor em relação as 

plaquetas, efeito este denominado pelos autores como “requerimento criobiológico”. Farrugia et 

al. (1996), ao observarem o efeito do congelamento em células vermelhas e leucócitos de seres 

humanos, contataram um menor conteúdo de células leucocitárias granulocíticas no congela-

mento. Os autores pontuam que substâncias criopreservantes (como glicerol e DMSO) podem 

alterar a membrana celular leucocitária, além de promover mudanças no núcleo e o extravaza-

mento de conteúdo nuclear para fora da célula, causando a formação de clumps leucocitários. 

No presente trabalho, o PRP fresco utilizado para comparação de parâmetros hematológicos 

também recebeu a solução crioprotetora, havendo a possibilidade de formação de clumps não 

lidos pelo aparelho hematológico durante essa fase. 

 

A contagem plaquetária após a criopreservação é um dos principais pilares na avaliação da qua-

lidade do PRP criopreservado obtido. A contagem plaquetária encontra-se descrita na Tab. 7. 

Não foram observadas diferenças (P>0,05) na contagem plaquetária automática ao se comparar 
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o PRP fresco e o congelado dentro de cada espécie, para cada anticoagulante. Tal fato comprova 

uma boa preservação da quantidade plaquetária durante o procedimento de criopreservação, 

sendo o primeiro passo para a viabilização do uso do potencial terapêutico do PRP após o seu 

descongelamento. Observou-se diferença (P<0,05) entre as espécies, não havendo efeito do 

anticoagulante empregado. A contagem plaquetária total superior dos muares foi também obser-

vada no PRP fresco sem adição de solução criopreservante e no sangue total, independentemen-

te do anticoagulante empregado (Tab. 3), exceto em sangue total coletado em CS, no qual não 

houve diferença entre as espécies (P>0,05). 
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Tabela 6. Valores médios ± erro padrão de parâmetros hematológicos de PRP fresco e congelado (ambos com crioprotetor DMSO e glicose 5%) obtidos de equinos e mua-

res, de acordo com o anticoagulante (ACD e CS). 

 ACD CS 

 EQUINO MUAR EQUINO MUAR 

VARIÁVEIS FRESCO 

(DMSO+GLI) 

CONGELADO 

(DMSO+GLI) 

FRESCO 

(DMSO+GLI) 

CONGELADO 

(DMSO+GLI) 

FRESCO 

(DMSO+GLI) 

CONGELADO 

(DMSO+GLI) 

FRESCO 

(DMSO+GLI) 

CONGELADO 

(DMSO+GLI) 

LEU (cell x 

103/µL) 

1,19 ± 0,28 b 1,90 ± 0,34 a 1,14 ± 0,24 b 3,61 ± 1,25 a 0,21 ± 0,04 c 0,55 ± 0,12 c 0,57 ± 0,15 c 1,56 ± 0,34 ab 

RBC (cell x 

106/µL) 

0,03 ± 0,00 d 0,06 ± 0,01 c 0,05 ± 0,00 c 0,13 ± 0,02 b 0,03 ± 0,00 d 0,15 ± 0,07 a 0,04 ± 0,01 cd 0,12 ± 0,01 b 

LINFpc (%) 84,31 ± 3,83 c 96,18  ± 1,05 a 85,73 ± 4,69 c 93,16 ± 3,40 ab 94,23 ± 1,29 ab 96,27 ± 1,07 a 84,36 ± 4,58 c 87,54 ± 4,17 bc 

OUTROSpc (%) 15,69 ± 3,83 a 3,82 ± 1,05 b 14,63 ± 4,69 a 6,84 ± 3,40 b 5,08 ± 1,29 b 3,73 ± 1,07 b 15,64 ± 4,58 a 12,46 ± 4,17 a 

LINFPtot (cell x 

103/µL) 

1,08 ± 0,27 b 1,85 ± 0,33 a 0,95 ± 0,14 b 3,37 ± 1,12 a 0,40 ± 0,06 c 0,73 ± 0,14 bc 0,83 ± 0,13 b 1,50 ± 0,33 ab 

OUTROStot (cell 

x 103/µL) 

0,18 ± 0,08 a 0,05 ± 0,03 b 0,27 ± 0,13 a 0,52 ± 0,44 a 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,19 ± 0,06 a 0,23 ± 0,10 a 

PDW (fL) 6,81 ± 0,19 b 8,88 ± 0,44 a 6,31 ± 0,17 c 8,88 ± 0,60 a 7,09 ± 0,19 b 9,76 ± 0,49 a 6,24 ± 0,12 c 8,92 ± 0,42 a 

VPM (fL) 7,34 ± 0,13 b 8,61 ± 0,23 a 6,97 ± 0,11 c 8,60 ± 0,31 a 7,61 ± 0,12 b 9,06 ± 0,49a 6,96 ± 0,10 c 8,66 ± 0,19 a 

PLCR (%) 4,41 ± 0,62 d 13,16 ± 1,79 b 2,78 ± 0,34e 12,92 ± 2,46 b 6,22 ± 0,69 c 17,67 ± 1,85 a 2,88 ± 0,40 e 14,09 ± 1,48 ab 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem (P<0,05). WBC, contagem de leucócitos, RBC, contagem de eritrócitos, LINFpc, porcentagem de linfócitos 

do total de leucócitos, OUTROSpc, porcentagem de neutrófilos, monócitos e basófilos do total de leucócitos, LINFtot, linfócitos absolutos, OUTROStot, neutrófilos, 

monócitos e basófilos absolutos, PDW, largura da curva de distribuição de plaquetas, VPM, volume plaquetário médio, PLCR, índice de macrotrombócitos. 
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Tabela 7. Contagem plaquetária em aparelho hematológico e câmara de Neubauer de PRP fresco e congelado (ambos com crioprotetor DMSO e glicose 5%) obtidos de equinos e 

muares, de acordo com o  anticoagulantes (ACD e CS). 

 ACD CS 

 EQUINO MUAR EQUINO MUAR 

VARIÁVEIS FRESCO 

(DMSO+GLI) 

CONGELADO 

(DMSO+GLI) 

FRESCO 

(DMSO+GLI) 

CONGELADO 

(DMSO+GLI) 

FRESCO 

(DMSO+GLI) 

CONGELADO 

(DMSO+GLI) 

FRESCO 

(DMSO+GLI) 

CONGELADO 

(DMSO+GLI) 

PLT AUTOM 163,07 ± 10,91 b 188,62 ± 18,86 Bb 307,58 ± 31,39a 342,46 ± 50,56 Aa 176,50 ± 15,23 b 156,39 ± 22,00 Bb 319,64 ± 32,82 a 335,14 ± 34,58 Aa 

PLT NEU-

BAUER 

 273,00 ± 18,52 Aa  303,69 ± 41,96 Aa  229,64 ± 26,94 Aa  276,64 ± 35,67 Aa 

Médias seguidas por letras diferentes, minúsculas na linha e maiúscula na coluna diferem (P<0,05). 
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A manutenção da contagem plaquetária, no entanto, não deve ser analisada como padrão único 

para determinação da qualidade do PRP. A morfologia celular também deve ser avaliada (Tab. 

8). Shrivastava (2009) relata que ao ser exposta a baixas temperaturas, a plaqueta sofre mudan-

ças morfológicas de discóide para esférica e há o aparecimento de projeções na superfície 

(pseudópodes). Nota-se, já nas análises dos parâmetros hematológicos, a diferença (P<0,05) 

entre os índices VPM e PDW entre as amostras frescas e criopreservadas, independentemente da 

espécie e anticoagulante empregado. O aumento do volume celular plaquetário e da sua curva 

de distribuição plaquetária nas amostras criopreservadas podem ser interpretados como indica-

dores de alterações morfológicas, demonstrando uma maior heterogeneidade da população pla-

quetária estudada. Tanto o PDW quanto o VPM apresentaram valores superiores (P<0,05) no 

PRP congelado quando comparados com o PRP fresco, para o mesmo anticoagulante, apesar da 

semelhança entre as espécies (P>0,05). Da mesma forma, observa-se o aumento de macrotrom-

bócitos (PLCR) nas amostras de PRP congelado em relação a sua matriz a fresco (P<0,05). Co-

mo as amostras foram mantidas congeladas durante 10 dias sem manipulação, especula-se que a 

formação de macrotrombócitos ocorreu estimulada pela sedimentação celular. Van der Meer e 

Korte (2011) comprovaram que a agitação suave de compostos plaquetários armazenados auxi-

lia não só na distribuição de oxigênio, mas também na prevenção da ocorrência de sedimentação 

plaquetária, fator importante a ser considerado também na ativação dessas células estimulada 

pelo contato. No presente estudo, não se sabe, no entanto, quanto essa sedimentação contribuiu 

para as alterações morfológicas plaquetárias observadas.  

A correlação de Spearman, dentro de cada grupo do PRP criopreservado, entre o PDW e VPM 

foi positiva e forte, com o coeficiente de determinação (r) variando de 0,96 a 0,99 e P<0,001. A 

relação direta do PDW com o VPM, é descrita em seres humanos saudáveis (Buttarello e Pleba-

ni, 2008). Esta relação se mantém nos pacientes com trombocitopenia por destruição periférica, 

em que ambos os parâmetros se encontram elevados, enquanto nas trombocitopenias por defici-

ência de produção, o PDW aumenta e o VPM diminui. A dispersão do volume plaquetário 

(PDW) depende do processo de produção plaquetária pela fragmentação do citoplasma do me-

gacariócito (Buttarello e Plebani, 2008).  

Entretanto, na avaliação do VPM, uma correlação inversamente proporcional à contagem pla-

quetária foi encontrada, como já descrito por outros autores (Bain, 1985). Existe uma hipótese 

teórica que a produção plaquetária seja regulada para manter uma “massa plaquetária” (produto 

da contagem plaquetária e o VPM) circulante constante (Thompson e Jakubowski, 1988). No 
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presente estudo, esse achado pode ser explicado pela metodologia de análise, uma vez que o 

VPM se relaciona a massa plaquetária. O aumento de MVP nas condições em que ocorre au-

mento do turnover plaquetário provavelmente é mediado pela ação de citocinas (IL-6 e 11 e 

trombopoetina), que atuam na ploidia do megacariócito levando à produção de plaquetas maio-

res (Buttarello e Plebani, 2008).  

Constatou-se o aumento das células em estado ativado, independente da espécie ou anticoagu-

lante empregado, em relação ao seu comparativo fresco. A viabilidade plaquetária está relacio-

nada com a sua composição celular, estrutura e capacidade funcional. No entanto, o desafio em 

se criopreservar plaquetas recai exatamente sobre a dificuldade de preservação desses mesmos 

parâmetros. (Shrivastava, 2009). Mesmo havendo a correta condução do protocolo de criopre-

servação, a crioinjúria é uma realidade (Balint, et al., 2002).  

Na tentativa de se minimizar o processo de crioinjúria, a taxa de resfriamento controlado em-

pregada no processo de criopreservação é de fundamental importância. Caso taxas muito velo-

zes sejam empregadas, haverá a propensão de formação de cristais de gelo intracelulares, causa-

dores de lesões mecânicas de membrana (Landi et al., 2004; Balint et al., 2006). No presente 

estudo, a taxa de resfriamento empregada foi lenta, de -0,04°C/min, similar a empregada por 

Fantini et al. (2016), que mantiveram uma taxa de resfriamento de -0,07°C/min na criopreserva-

ção de PRP equino. 
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Tabela 8. Valores médios ± erro padrão de parâmetros morfológicos avaliados em microscopia óptica de inversão de fases e fixação com formolsalina do conteúdo pla-

quetário de PRP fresco e criopreservado obtido em dois anticoagulantes (ACD e CS) e em duas espécies (equina e muar). 

MORFOLOGIA 

PLAQUETÁRIA 

ACD CS 

EQUINO MUAR EQUINO MUAR 

FRESCO CONGELADO 

(DMSO+GLI) 

FRESCO CONGELADO 

(DMSO+GLI) 

FRESCO CONGELADO 

(DMSO+GLI) 

FRESCO CONGELADO 

(DMSO+GLI) 

INATIVADA + 

INCERTA (%) 

69,90 ± 2,58 Aa 32,00 ±  1,90 Bb 73,40 ± 1,83 Aa 29,25 ± 2,82 Bb 70,78 ± 3,92 Aa 28,79 ± 2,11 Bb 72,00 ± 3,73 Aa 30,50 ± 2,50 Bb 

ATIVADA (%) 30,10 ± 2,58 Bb 68,00 ± 1,90 Aa 26,60 ± 1,83 Bb 70,75 ± 2,82 Aa 29,22 ± 3,92 Bb 71,21 ± 2,11 Aa 28,00 ± 3,73 Bb 69,50 ± 2,50Aa 

Médias seguidas por letras diferentes, minúsculas na linha e maiúscula na coluna, diferem (P<0,05).  
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Além da taxa de resfriamento, a adição do crioprotetor é indispensável para a manutenção da 

saúde celular, pois o mesmo atua diretamente na diminuição do gradiente osmótico entre o es-

paço extra e intracelular (Balint et al., 2002). Na literatura, o DMSO desponta como a melhor 

opção de crioprotetor, devido a sua penetração rápida na membrana, possuindo efeito inibitório 

superior a outros crioprotetores na ativação plaquetária (Lozano et al., 1999; Landi et al., 2004; 

Johnson et al., 2011). Vários autores citam a predominância das concentrações de DMSO em 3 

e 6% (Valeri et al.; 1974; Brodthagen et al., 1985; Lozano et al., 1999;  Cetin et al., 2001; 

Balint et al., 2002; Valeri et al., 2005; Hornsey et al., 2008; Appleman et al., 2009; Johnson et 

al., 2011; Dumont et al., 2013). No presente estudo, utilizou-se como crioprotetor uma solução 

de DMSO a 3% diluído em glicose. Optou-se pela adição de glicose ao meio, uma vez que a 

disponibilidade do combustível metabólico é crucial para a viabilidade de células criopreserva-

das (Shrivastava, 2009). Deve-se evitar que as plaquetas entrem em processo de glicólise anae-

róbica, que conduz ao acúmulo de ácido lático e consequente queda de pH. A perda de viabili-

dade morfológica ocorre em pH menor do que 6,0 ou maior do que 7,5. O meio deve, portanto, 

possuir capacidade tampão eficaz o suficiente para controlar o pH dentro de faixas aceitáveis 

pela plaqueta (Shrivastava, 2009; Tynngård, 2009). A glicose, nesse aspecto, possui efeitos 

benéficos diretos para a criopreservação plaquetária, pois fornece o combustível celular e atrasa 

ou impede o início da glicólise anaeróbia. No entanto, ela pode também prejudicar o equilíbrio 

osmótico do ambiente ao qual está sendo adicionada. Foi realizado uma avaliação em osmôme-

tro de PRP sem criopreservante, PRP com DMSO a 3% e PRP com DMSO 3% diluído em gli-

cose 5% (dados não mostrados). O PRP puro obteve osmolaridade menor quando comparado às 

amostras com DMSO e DMSO com glicose. No entanto, entre as amostras com criopreservante, 

a diferença de osmolaridade entre as amostras com e sem adição de glicose foi pequena, porém 

sendo maior nas amostras com adição de glicose. No presente estudo, a ativação plaquetária 

converteu-se de uma média aproximada de 30% nas amostras frescas para 70% nas amostras 

congeladas, semelhante entre espécies e anticoagulantes (P>0,05). Esses resultados são inferio-

res aos obtidos por Fantini et al. (2016), que obtiveram 43% de ativação plaquetária e manuten-

ção de 35% do valor inicial de agregação após congelamento de PRP equino utilizando DMSO 

a 3%. Pressupõe-se que a adição da glicose possa ser responsável por essa diferença, uma vez 

que a metodologia entre os dois trabalhos foi similar.  

É importante ressaltar a variabilidade individual presente em fatores que influenciam diretamen-

te na qualidade do PRP, tanto em sua fração fresca quanto na criopreservada. Essa variabilidade 
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é comprovada pelo alto CV de parâmetros (dados não demonstrados) como WBC, RBC, VPM, 

PDW e PLCR em amostras submetidas ao mesmo protocolo. A premissa de que o PRP é uma 

terapia personalizada é verídica, uma vez que cada paciente possui parâmetros próprios em san-

gue total que irão ser refletidos naqueles obtidos no PRP. A qualidade da criopreservação será 

também uma consequência da qualidade manifestada no PRP fresco. Respostas variadas à tera-

pia com PRP relatadas na literatura são devidas não somente aos diferentes protocolos e méto-

dos de obtenção do composto, mas também às particularidades na composição celular inerente a 

cada indivíduo. Fatores como idade, gênero, raça e espécie merecem maiores estudos, na tenta-

tiva de elucidar essas variabilidades na qualidade do PRP. Ressalta-se que dois animais (um 

equino e um muar) foram retirados da análise de dados, por apresentarem resultados extrema-

mente discrepantes em relação aos outros animais. 

 

5. CONCLUSÕES 

Nas condições do presente experimento na avaliação dos diferentes anticoagulantes para a con-

fecção de PRP e criopreservação do composto em equinos e muares, pode-se obter as seguintes 

conclusões: 

 A contagem de plaquetas com utilização dos anticoagulantes ACD e CS, no sangue to-

tal, como referência inicial para a produção do PRP, é mais fidedigna do que a conta-

gem de plaquetas no EDTA para a produção do PRP. Apesar disso, pelas alterações ce-

lulares produzidas pelo ACD e CS o anticoagulante EDTA deve ser o padrão utilizado 

para a avaliação da saúde animal pelo hemograma; 

 Baseando-se na premissa de que a presença leucocitária é deletéria à qualidade do PRP, 

o anticoagulante CS mostrou-se mais eficiente na redução de leucócitos totais em rela-

ção ao ACD, em ambas as espécies; 

 O CS provou-se melhor anticoagulante para a confecção de PRP em muares, uma vez 

que proporcionou maior concentração plaquetária; 

 O protocolo empregado na obtenção do PRP foi mais adequado para a espécie muar em 

relação à equina, uma vez que proporcionou maior concentração plaquetária em muares; 
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 A criopreservação foi responsável por causar lesão plaquetária, uma vez que amostras 

criopreservadas apresentaram quantidade significativamente maior de células em estado 

morfológico de ativação.  

 Por não haver diferenças significativas entre a qualidade do PRP criopreservado obtido 

entre os diferentes anticoagulantes empregados (principalmente em parâmetros morfo-

lógicos plaquetários), sugere-se o CS como melhor anticoagulante na obtenção do PRP 

em equinos e muares. 

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O desenvolvimento de estratégias que promovam a regeneração tecidual é um esforço atual de 

instituições clínicas e científicas ao redor do mundo, principalmente no que diz respeito ao PRP. 

Aplicações clínicas são necessárias para validar os efeitos biológicos do PRP, fresco e criopre-

servado, especialmente em muares, que mostraram particularidades hematológicas em relação 

aos equinos. A criopreservação permanece um desafio para a viabilização da terapia com PRP, 

uma vez que a manutenção da qualidade plaquetária após a sua exposição ao frio tem significa-

tiva queda. 
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ANEXO 2: DADOS BRUTOS ANIMAIS E7 E M1 
Animal Esp Anticoag T WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT LYM pcOTHER pc LYMtot OTHERtot RDWSD RDWCV PDW MPV PLCR Neub Mrest Minc Mativ

M1 M EDTAtot 1 10,6 10 14,9 43,5 43,4 14,9 34,3 6* 28,3 71,7 3 7,6 36,1 21,8 * * *

M1 M ACDtot 1 8,7 7,94 11,8 33,9 42,7 14,9 34,8 228 29,1 70,9 2,5 6,2 35,5 21,5 6,5 6,1 0

M1 M CITtot 1 9 8,88 13,2 38,4 43,2 14,9 34,4 112 33,8 66,2 3 6 36,3 22,1 7 6,1 0

M1 M PRPACD 1 2,9 0,07 0 0 434 66,1 33,9 1,9 1 6,1 6,7 1,2 157 48 24 28

M1 M PRPCIT 1 0,1 0,06 0 0 513 5,8 6,6 1,5 196 42 26 32

M1 M PRPACDcc 1 2,4 0,06 0 0 394 71,8 28,2 1,7 0,7 5,9 6,7 2,1

M1 M PRPCITcc 1 0,1 0,06 0 0 433 6,1 6,8 2,4

M1 M EDTAtot 3 8,5 10,1 15,1 44,3 43,7 14,9 34,1 5* 24,5 75,5 2,1 6,4 36 21,8 * * *

M1 M ACDtot 3 8,8 8,56 12,8 36,7 42,9 15 34,9 180 23,4 76,6 2,1 6,7 35,8 21,4 6 5,8 0

M1 M CITtot 3 6,1 8,72 12,9 38 43,6 14,8 33,9 42 35,5 34,5 2,2 3,9 35,9 21,5 7,7 6,2 0

M1 M PRPACD 3 0,9 0,03 0 0 415 96 4 0,9 0 5,5 6,2 0,6 508 57 16 37

M1 M PRPCIT 3 0,3 0,06 0 0 400 6,3 7 3,3 524 46 40 14

M1 M PRPACDcc 3 0,8 0,04 0 0 359 94,3 5,7 0,8 0 5,9 6,6 2

M1 M PRPCITcc 3 0,3 0,05 0 0 345 6,2 6,8 3,3

M1 M PRPACDDG1 0,3 0,19 0 0,2 451 10 9,1 18,2 159 10 34 54

M1 M PRPCITDG 1 0,3 0,15 0 0,1 407* 89,3* 10,7* 0,3* 0* 9* 8,6* 12,3* 296 10 44 46

M1 M PRPACDC 1 0,3 0,05 0 0 127* 88,4* 11,6* 0,3* 0* 7,9* 8,5* 12* 296 26 17 57

M1 M PRPCITC 1 1,8 0,16 0 0,2 392* 84,9* 15,1* 1,5* 0,3* 9,9* 8,9* 15,5* 440 3 25 72

M1 M PRPACDDG3 2,5 0,11 0 0,1 491 96,8 3,2 2,4 0,1 6,8 7,3 5,3 376 4 22 74

M1 M PRPCITDG 3 0,3 0,1 0 0,1 284* 89,8* 10,2* 0,3* 0* 8,3* 8,4* 13,5* 417 10 10 80

M1 M PRPACDC 3 0,9 0,11 0 0,1 396 94,3* 5,7* 0,8* 0,1* 7,9 8 7,4 492 3 22 75

M1 M PRPCITC 3 0,12 0 0,1 292* 9,7* 8,8* 13,2* 420 0 28 72

Animal Esp Anticoag T WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT LYM pcOTHER pc LYMtot OTHERtot RDWSD RDWCV PDW MPV PLCR Neub Mrest Minc Mativ

E7 E EDTAtot 2 6,5 7,1 13,1 37,5 52,8 18,5 34,9 77 29,7 70,3 1,9 4,6 39,9 18,7 10,2 8,8 12,6

E7 E ACDtot 2 5,1 5,99 11,1 31,1 51,9 18,5 35,7 55 28,2 71,8 1,4 3,7 37,7 18,2 11,4 8,6 15,2

E7 E CITtot 2 5,6 6,46 11,6 33,6 52 18 34,5 64 27,7 72,3 1,6 4 39 18,5 9,7 8,2 10

E7 E PRPACD 2 0,7 0,03 0 0 98 97,8 2,2 0,7 0 8,5 8,4 9,4 88

E7 E PRPCIT 2 0,2 0,03 0 0 86 8,9 8,9 12,1 108

E7 E PRPACDcc 2 0,6 0,03 0 0 83 94,4 5,6 0,6 0 8,8 8,5 11,7

E7 E PRPCITcc 2 0,2 0,02 0 0 78 8,6 8,5 11,7

E7 E EDTAtot 4 5,9 7,41 13,6 38,5 52 18,4 35,3 89 31,9 68,1 1,9 4 39,2 18,6 8,7 7,9 5,8

E7 E ACDtot 4 5 6,24 11,3 32 51,3 18,1 35,3 51 30,3 69,7 1,5 3,5 37,1 17,9 9,2 7,9 8

E7 E CITtot 4 4,9 6,55 11,7 34,1 52,1 17,9 34,3 84 33,1 66,9 1,6 3,3 38,5 18,5 8,6 7,8 6,8

E7 E PRPACD 4 0,7 0,03 0 0 106 98 2 0,7 0 8,1 8,2 7,4 227 38 18 44

E7 E PRPCIT 4 0,1 0,03 0 0 100 8,8 8,5 10,3 187 36 24 40

E7 E PRPACDcc 4 0,6 0,03 0 0 95 96,9 3,1 0,6 0 9,5 8,8 13

E7 E PRPCITcc 4 0,1 0,03 0 0 91 9 8,8 13,3

E7 E PRPACDDG2 8,1 0,12 0 0,1 206 97,7 2,3 7,9 0,2 11,8 10,1 25,3 119 11 29 60

E7 E PRPCITDG 2 0,3 0,03 0 0 82* 79,4* 20,6* 0,2* 0,1* 10,5* 9,4* 19,6* 237 3 23 74

E7 E PRPACDC 2 6,9 0,12 0 0,1 182 96 4 6,6 0,3 13,8 10,8 34 172 6 22 72

E7 E PRPCITC 2 0,3 0,03 0 0 72 12,4 10,1 26,8 161 3 26 71

E7 E PRPACDDG4 0,6 0,06 0 0 109 97 3 0,6 0 11,4 10,2 24,1 151 3 19 78

E7 E PRPCITDG 4 0,3 0,06 0 0 110 90,4* 9,6* 0,3* 0* 11,1 10,2 24 174 7 19 74

E7 E PRPACDC 4 1 0,07 0 0 105 96,1 3,9 1 0 13,7 11 36,2 162 5 15 80

E7 E PRPCITC 4 0,2 0,06 0 0 86 16,7 11,5 42,8 104 2 22 76

Legenda: Esp: espécie; T: tempo; EDTAtot: sangue total em EDTA; ACDtot: sangue total em ACD; CITtot: sangue total em Citra-

to; PRPACD: PRP em ACD; PRPCIT:PRP em Citrato; PRPACDcc: PRP fresco em ACD com criopreservante; PRPCITcc: PRP 

fresco em Citrato com criopreservante; PRPACDDG: PRP em ACD com DMSO e glicose; PRPCITDG: PRP em Citrato com 

DMSO e glicose; PRPACDC: PRP em ACD criopreservado controle; PRPCITC: PRP em Citrato criopreservado controle; WBC: 

Contagem de leucócitos; RBC: Contagem de eritrócitos; HGB: Concentração de hemoglobina; HCT: Hematócrito; MCV: Volume 

Corpuscular Médio; MCH : Hemoglobina Corpuscular Média; MCHC: Concentração de hemoglobina corpuscular média; PLT: 

Contagem de plaquetas; LYM pc: % de linfócitos do total de leucócitos; OTHER pc: % de neutrófilos, monócitos e basófilos do 

total de WBC; RDWSD: Largura da curva de distribuição de eritrócitos, desvio padrão; RDWCV: Largura da curva de distribuição 

de eritrócitos, coeficiente de variação; PDW: Largura da curva de distrbuição de plaquetas; MPV:Volume plaquetário médio; 

PLCR: Índice de macrotrombócitos; Neub: Contagem manual na câmara de Neubauer; Mrest: Morfologia no Formol Salina: Res-

ting; Minc: Morfologia no Formol Salina: Incerta; Mativ: Morfologia no Formol Salina: Ativada  


